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Resumen

El presente trabajo tiene el objetivo de extender la profundidad de campo de un sistema 6ptico utilizando
un filtro de fase en un sistema holografico. La motivacion para llevarlo a cabo, es la necesidad creciente
de técnicas que permitan recuperar la mayor cantidad de informacion tanto de amplitud como de fase
de objetos cuya caracterizacion es complicada debido al tamano microscopico que pueden presentar. La
iniciativa surgié respondiendo a la necesidad de tener un sistema de microscopia holografica, en donde se
pueda tener mayor amplificacion sin sacrificar la profundidad de campo, por lo que la propuesta de este
trabajo, es utilizar una placa de fase para extender la profundidad de campo en un sistema microscopico
holografico sintético y de esa forma lograr una reconstruccion efectiva que proporcione imégenes del objeto
enfocadas y de buena calidad.

En este proyecto, se busca explotar la capacidad de la holografia como técnica de imagen no invasiva y
ademaés, mejorar el rendimiento de su implementacion. Al incluir la adicién de un filtro de fase cibica en la
pupila del arreglo 6ptico, las imagenes que se analicen, seran invariantes ante el desenfoque. Incrementando
asi, la calidad de las imagenes reconstruidas. Este enfoque permite mejorar el tiempo de reconstruccion,
aumentar la resoluciéon de los objetos analizados y ahorrar recursos computacionales en la etapa de
reconstrucciéon del holograma.

Palabras clave: holografia, holografia digital, microscopio holografico, profundidad de campo, profun-
didad de foco, filtro de fase ciibica, reconstrucciéon del holograma.
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Objetivos

0.1. Objetivo general

Extender la profundidad de campo a través del uso de un filtro de fase ctibica con la finalidad de inhibir el
desenfoque de un conjunto de imégenes que se encuentran en diferentes planos con respecto al plano objeto.
Del interferograma formado para estas imagenes, posteriormente se recupera la informacion de amplitud y
fase de las imagenes iniciales, mejorando su calidad y nitidez con respecto a un sistema holografico sin filtro
de fase.

0.1.1. Objetivos especificos y metas

Este trabajo pretende alcanzar cinco objetivos importantes:

1. Simular un microscopio holografico digital considerando tres objetos posicionados en diferentes planos
con respecto al plano imagen.

2. Recuperar la informacion de fase y de amplitud de los objetos estudiados.

3. Implementar un filtro de fase cibica para inhibir el desenfoque y extender la profundidad de campo
del objeto que se analice.

4. Introducir el filtro de fase en el sistema del microscopio holografico digital considerando tres objetos
posicionados en diferentes planos con respecto al plano imagen.

5. Recuperar la informacién de fase y amplitud de los objetos de los objetos estudiados, de acuerdo al
nuevo sistema implementado.

XIII






Introduccion

Dentro del dambito de la oOptica y la microscopia, la profundidad de campo es una caracteristica
crucial que determina la claridad con la que se pueden observar objetos en diferentes planos de enfoque.
En el contexto actual, con la creciente demanda de técnicas avanzadas para caracterizar objetos de
tamano microscopico, la necesidad de sistemas 6pticos con una mayor profundidad de campo se ha vuelto
imperativa. Especificamente, en aplicaciones como la microscopia holografica, donde se busca capturar la
mayor cantidad de informaciéon tanto de amplitud como de fase sin alterar las caracteristicas fisicas ni qui-
micas de la muestra bajo estudio, la limitacion en la profundidad de campo impone restricciones significativas.

Los sistemas de microscopia convencionales se enfrentan con el desafio de amplificar imégenes sin
sacrificar la profundidad de campo ni la apertura numérica. Esta limitacién es particularmente problemética
en la microscopia holografica, donde el objetivo es reconstruir imégenes detalladas y de alta calidad de
objetos microscopicos.

Ante este escenario, el presente trabajo se enfoca en extender la profundidad de campo de un sistema
Optico asociado a un microscopio optico. El enfoque propuesto se centra en la utilizacion de un filtro de fase
cubica en un sistema holografico digital disefiado sintéticamente. Se pretende exhibir que mediante el uso
del filtro de fase cubica, se puede lograr una mayor profundidad de campo donde el objeto aparezca en foco,
sin comprometer la amplificaciéon ni la apertura numérica del microscopio, facilitando asi una reconstrucciéon
efectiva y de alta calidad de las imagenes del objeto.

Para alcanzar este objetivo, se emplea una metodologia que incluye la simulacién de un microscopio
holografico digital, la implementaciéon de un filtro de fase cubica, el analisis de su impacto en la extension de
la profundidad de campo, asi como el grabado del patréon de interferencia obtenido y la respectiva recons-
truccién de la informacién asociada al objeto. Este enfoque permite no solo inhibir el desenfoque presente
en el objeto, sino también mejorar la resoluciéon y calidad de las imagenes reconstruidas, optimizando a su
vez recursos computacionales en la etapa de reconstruccién del holograma.

La contribucion de este estudio reside en su potencial para constituir una alternativa practica ante la

forma en que se observan y analizan objetos microscépicos, especialmente en campos donde la precision y la
calidad de la imagen son de suma importancia.
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Capitulo 1

Antecedentes

La holografia digital constituye una técnica de imagen no invasiva, que se distingue por su capacidad para
generar iméagenes de alta resolucion. En otras palabras, puede capturar detalles minuciosos con precision, sin
perturbar ni modificar el objeto bajo anéalisis. Esta caracteristica es fundamental en aplicaciones donde es
esencial mantener la integridad de la muestra y, al mismo tiempo, obtener una representaciéon tridimensional
de la informacion derivada de ella. Dicha representacion tridimensional, permite la observacion, identificaciéon
y medicion de objetos microscopicos, como organismos, especimenes o células biologicas [19].

La microscopia holografica, se volvié una realidad después de los avances en la tecnologia. Inicialmente
concebida, como la idea de un "microscopio de reconstruccién de ondas"por Gabor en 1947, se convirti6é en
una técnica poderosa cuando el primer laser funcional fue demostrado por Maiman en 1960 y se incorpord
a la holografia en 1963. La holografia se reconocié entonces, como una técnica capaz de capturar imagenes
tridimensionales de alta resoluciéon de organismos y particulas microscopicas. La ventaja principal era que
los planos individuales de la imagen podian aislarse, lo que permitia un enfoque selectivo de la imagen
reconstruida. Lo que posibilito el anélisis preciso del tamano, la forma, la distribucion, la concentraciéon y
otras caracteristicas fisicas de las particulas microscopicas bajo estudio [19].

A medida que avanzaba el siglo XX, el desarrollo de sensores de imégenes electronicos y el procesamiento
computacional mejorado llevaron al surgimiento de la grabacion hologréfica digital (DH, por sus siglas en
inglés) con reconstruccion numérica a través de una computadora, reemplazando asi, el proceso de grabado
fisico y quimico por procesos electronicos y la reconstruccion optica del holograma por reconstrucciéon
numérica mediante una computadora. Posteriormente, se descubrié que el uso de haces de referencia no
planos podria llevar a diversas manipulaciones de la salida holografica, desde la magnificacién de la imagen
hasta el procesamiento de imagenes més complejas, como el cifrado, el reconocimiento de patrones, la
memoria asociativa y las redes neuronales [28].

La grabacion electronica de la interferencia holografica con el espaciado de pixeles del sensor electrénico
y la creciente velocidad del calculo holografico hicieron posible la obtenciéon de iméAgenes holograficas en
tiempo real, proceso que resultaba sumamente complicado en la holografia clasica. Ademaés, la representacion
completa y precisa del campo éptico como un arreglo de ntimeros complejos permitié muchas capacidades
de procesamiento de imégenes que eran dificiles o imposibles de lograr en la holografia clasica. La imagen
holografica se reconstruye, mediante una simulaciéon numérica de la propagacion del campo 6ptico a través
del espacio, lo que permite recuperar tanto la fase del campo 6ptico como su intensidad. Esto se asemeja al
reenfoque de la imagen en la microscopia convencional, lo que facilita la extraccién del tamano, la forma, la
localizacion, la identificacion y la distribucion de las particulas [19].

La reconstruccion digital, no depende de una disposiciéon 6ptica especifica, lo que permite la inclusiéon de
técnicas especializadas como la reconstruccion de fase, asi como el procesamiento previo y posterior de las
imagenes [28], [19].



Antecedentes

En la actualidad, la holografia se esta expandiendo hacia otras regiones del espectro electromagnético,
como la holografia de rayos X, que promete resolucion atéomica, y la microholografia de organismos vivos. Se
han desarrollado numerosas técnicas para mejorar y ampliar las aplicaciones de la holografia. En particular,
dentro de la microscopia holografica digital, un solo holograma es necesario para enfocar numéricamente la
imagen holografica a cualquier distancia, lo que proporciona una mejora en la resoluciéon nanométrica de
objetos de fase transparentes o reflectantes, asi como la capacidad de manipular y corregir aberraciones [28].

Dentro de las tareas que aborda la microscopia holografica digital se encuentra la caracterizacién de
las dimensiones de particulas (particle sizing). Los objetos de interés pueden variar en tamafio, desde
micrémetros hasta milimetros, y es importante poder distinguir si se encuentran en el “campo lejano”
(holograma de Fraunhofer) o en el “campo cercano” (holograma de Fresnel) con respecto al plano del sensor.
Por lo general, se asume que el punto de transicién entre estos dos regimenes se determina mediante la
condicion de campo lejano de Fraunhofer [19].

Los patrones de difraccion de Fresnel, se registran a diferentes distancias del sensor, pero el uso de
algoritmos adecuados permite enfocar las particulas. En la holografia clasica, se emplean lentes para reducir
las implicaciones espaciales y aumentar la magnificacién de la imagen. Sin embargo, es posible recrear
imégenes de cualquier plano en el volumen de grabacién a distancias especificas del sensor y obtener
mediciones de alta resolucion [19].

Los hologramas digitales de distribuciones de particulas, pueden grabarse a través de un arreglo holo-
grafico “en linea”. Para grabar agregados de particulas grandes, opacas o densas, se utiliza la configuraciéon
holografica “fuera de eje”. En ésta configuracion, la condiciéon de campo lejano no suele satisfacerse, por lo
que los hologramas obtenidos son hologramas de Fresnel. La geometria de esta configuracion requiere de una
iluminacién frontal o lateral del objeto con un haz de referencia angular. Una de las ventajas clave de dicha
configuracion “fuera de eje”, es la separaciéon angular de los haces de referencia y del objeto. A diferencia de
la holografia clasica, donde el angulo de la onda de referencia suele ser oblicuo a 60 grados, mientras que en
la holografia digital, debido al tamano reducido de los pixeles del sensor electrénico, el angulo de la onda de
referencia se limita a 10 grados o menos [19].

Dentro de la microscopia holografica, existen dos conceptos que frecuentemente se malinterpretan pero
son de suma relevancia: la profundidad de campo y la profundidad de foco. La profundidad de campo, se
refiere al rango axial en el espacio del objeto en el cual una imagen proporciona una resoluciéon aceptable en
un plano de imagen especifico. Por otro lado, la profundidad de foco se refiere al rango axial correspondiente
en el espacio de la imagen donde se considera que la escena del objeto esta enfocada adecuadamente [19].
En la microscopia convencional basada en lentes, la profundidad de campo esta limitada por ﬁ, donde A,
es la longitud de onda y VA, corresponde a la apertura numérica del objetivo del microscopio, la cual mide
la capacidad del objetivo del microscopio (OM) de captar luz y definir detalles finos en la imagen formada [19].

Esta restriccion en la profundidad de campo, representa uno de los principales desafios dentro de la
microscopia, ya que limita la capacidad de observar objetos gruesos y semi-transparentes con todas sus
caracteristicas enfocadas al mismo tiempo. A lo largo de los anos, se han desarrollado diversos algoritmos
para fusionar imagenes tomadas en diferentes planos de enfoque, lo que permite obtener una imagen
completamente enfocada. Sin embargo, en la microscopia convencional, tnicamente se puede realizar un
ajuste limitado en el sistema mecanico para cambiar el plano de enfoque. En contraste, la holografia digital
microscopica, supera esta limitaciéon al permitir la reconstruccion de la imagen en cualquier plano paralelo
al holograma original. Ademaés, proporciona acceso no solo a la intensidad de la imagen, sino también, a la
informacién de fase, lo que resulta valioso para la observacion de estructuras internas en objetos bioldgicos
transparentes [30], por lo tanto, el plano de reconstrucciéon puede ajustarse de forma arbitraria. La mayoria
de los algoritmos utilizados para ampliar la profundidad de campo en la microscopia convencional, buscan
fusionar multiples imagenes del mismo objeto, cada una enfocada parcialmente segtin la distancia del objeto
interno. Dentro de estos métodos, se destacan el Método de Tenengrad, la Busqueda de los Extremos de
la Amplitud, el Uso de Pixeles Cercanos para Definir la Nitidez, la Reconstruccion de Imagen Focalizada
mediante Combinacion Lineal de Pixeles, Métodos de Wavelets y Métodos de Fresnelets [30].




Antecedentes

Otra problemética que ocurre frecuentemente dentro de la microscopia holografica, es la limitacién de
la profundidad de foco, que estéa relacionada con la apertura numérica (NA) del objetivo del microscopio.
Cuando la apertura numérica es baja, la profundidad de foco suele ser limitada, lo que significa que solo
una capa muy delgada de la muestra estd enfocada correctamente, y otras capas pueden aparecer borrosas.
La holografia digital microscopica, tiene la capacidad tnica de cambiar numéricamente el plano de enfoque
de un solo holograma sin necesidad de mover la muestra. Ademas, permite medir el frente de onda complejo
reflejado o transmitido a través del objeto [31].

La Microscopia Holografica Digital (MHD), puede investigar objetos mucho més grandes que la
profundidad de campo del objetivo del microscopio (OM). Sin embargo, las areas que se encuentran fuera de
la profundidad de campo, proporcionan amplitudes fuera de foco y borrosas. Un método que soluciona esta
problematica, es decir, permite reconstruir la imagen con una profundidad de foco extendida, se presenta en
[31], en el cual la validacion se realiza comparandolo con otras técnicas de microscopia y midiendo muestras
especificas tanto en reflexiéon como en transmision.

En este trabajo de tesis, se propone un método dentro del marco de investigacién de la microscopia
holografica digital, el cual, constituye una metodologia alternativa a los métodos existentes disponibles,
mencionados previamente. Los objetivos principales planteados a través de este proyecto, son extender
la profundidad de campo del sistema optico considerado, dejandolo invariante ante el desenfoque. Asi
como, mejorar la resolucion de la imagen del objeto reconstruido, obtenido mediante la recuperacion de la
informaciéon de amplitud y fase del holograma reconstruido.

El enfoque adoptado en este proyecto, considera una configuraciéon “fuera de eje” para el registro del
holograma digital. A través de una simulacién numérica en M ATLAB, se implementa un filtro de fase
ciibica, localizado en la funcién pupila del sistema formador de imagenes. El proposito de este filtro, es
inhibir el desenfoque presente en los objetos estudiados, lo que permite extender la profundidad de campo
del sistema optico. Esta implementacion, posibilita la recuperacion de la informacion del objeto a partir
de la reconstrucciéon del holograma digital, mejorando significativamente la calidad y nitidez de la imagen
reconstruida.

Ademas de obtener imégenes con mayor resoluciéon y nitidez, este método tiene la ventaja de ahorrar
recursos computacionales, ya que no requiere la implementacién de algoritmos de reconstrucciéon que
corrigen aberraciones 6pticas de las imagenes estudiadas, es decir, no requiere algoritmos mas complejos
que prolonguen el tiempo de procesamiento computacional.

Con el objetivo de explicar la teoria involucrada en todos los procesos y fenémenos fisicos, que ocurren
dentro de la metodologia propuesta en este proyecto, en los capitulos subsecuentes, se describiran los
conceptos relacionados con la Formaciéon de Iméagenes, el Proceso de Extension de la Profundidad de Campo,
algunos antecedentes de Holografia y de Holografia Digital, asi como, algunos algoritmos importantes para
el Proceso de Reconstrucciéon Digital, detallando finalmente, el método de Reconstrucciéon implementado.

Es esencial tener en cuenta los antecedentes mencionados, para resaltar la contribucién y la innovacién
que aporta el método de correccién de desenfoque y mejora de la resoluciéon propuesto en este proyecto, en
comparacion con las técnicas existentes, en los que la correccion de aberraciones y extension de la profundidad
de campo para obtener mejores imégenes involucra el uso de algoritmos computacionales mas complejos, asi
como, otro tipo de arreglos interferométricos que toman en cuenta la distancia de grabado y la distancia de
reconstruccion.







Capitulo 2

Formaciéon de Imagenes

La formacion de imagenes representa una técnica utilizada en diversas areas de la ciencia y de la tecnologia
para capturar y representar informacién visual de objetos y fenomenos. Desde la medicina hasta la ingenieria,
la formacién de imagenes ha revolucionado la manera en que comprendemos el mundo que nos rodea.

Por otro lado, se ha encontrado que muchos de los fenomenos fisicos comparten la propiedad basica de
linealidad, es decir, su respuesta a diversos estimulos que ocurren de manera simultanea, es igual a la suma
de las respuestas de cada estimulo producido de manera individual. Esta propiedad nos permite describir de
manera practica estos fendmenos y constituye la base de la teoria de sistemas lineales. La mayor ventaja que
se alcanza con la linealidad, es la capacidad de expresar la respuesta de un fenémeno fisico a un estimulo,
en términos de las respuestas de ciertos estimulos elementales [1].

En este contexto, los sistemas lineales son de suma importancia pues son una herramienta fundamental
para describir el proceso de formacion de imagenes.

En este capitulo, se describe la teoria basica para modelar el proceso de formacion de imégenes. Para
efectos practicos y por los objetivos del presente trabajo, nos enfocaremos tinicamente en la descripcion del
proceso de formacién de imégenes con iluminaciéon coherente.

2.1. Frente de onda

En el proceso de formacién de iméagenes, el concepto de frente de onda desempena un papel fundamental
y puede definirse a partir de la 6ptica geométrica o a partir de la Optica fisica. En cualquier caso, el frente de
onda es una superficie que se puede representar mateméticamente como una funcion, cuya forma explicita
dependera del sistema coordenado empleado para su representacion [7].

En el caso representado a través de la optica geométrica, el conjunto de puntos (xg,yo, z0)' en R3, tales
que para cada xg ¥ yo (en el plano zy), zo = f(x0,y0) con —oo < g < 00, —00 < Yo < 00 y f es una funcion
arbitraria, forma una superficie a la cual se le llamara frente de onda [10], como se observa en la figura (2.1).

Es importante destacar que el frente de onda puede definirse en otros sistemas de coordenadas, haciendo
la transformacion pertinente de las mismas. Por otra parte, de acuerdo a la optica fisica, el frente de onda
se define a través del principio de Fermat, el cual establece que la luz, al viajar de un punto a otro, sigue
la ruta con la menor longitud de camino 6ptico [2], donde la longitud de camino éptico o distancia optica
(OPL, optical path length por sus siglas en inglés) se define como:

OPL =n x d. (2.1)

es decir, la longitud de camino 6ptico es el producto del indice de refraccion del medio n, a través del
cual los rayos de luz o trayectorias que sigue la luz de un punto a otro [7], se propagan multiplicado por
la distancia fisica de la trayectoria optica seguida por la luz, d. En particular, en un medio isotrépico y

INo debe confundirse (x0, Y0, 20) con (To, Yo, Zo)
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Figura 2.1: Frente de onda como una superficie en coordenadas cartesianas.

homogéneo el indice de refracciéon, n es constante y no depende de la direccién de la luz, ademas, la ruta
que sigue la luz entre dos puntos sera una linea recta. En contraste, en un medio isotrépico no-homogéneo
el indice de refraccion n varia de un punto a otro y la luz seguird una trayectoria diferente a la linea recta,
en general, sera algun tipo de curva [7]. La forma de la trayectoria depende de la manera en como cambia
el indice de refraccién [2].

Supongamos que tenemos una fuente de luz puntual llamada S, en un medio uniforme con un indice de
refraccion n. Consideremos un rayo y seleccionemos un punto en ese rayo de manera que la distancia optica
entre S y ese punto sea nd. Ahora, teniendo en cuenta que la fuente emite infinitos rayos radiales en todas
las direcciones, podemos encontrar un punto en cada rayo que también esté a una distancia d de S. De
manera que podemos unir todos estos puntos para formar una superficie, que en este caso seré una esfera,
con todos los rayos siendo perpendiculares a ella como puede observarse en la figura (2.2).

Si ahora consideramos el caso en el que la fuente de luz se encuentra en un medio no uniforme,
es decir, donde n no es constante, los rayos de luz emitidos por la fuente seguiran trayectorias curvas.
Sin embargo, nuevamente podemos definir un frente de onda que estd caracterizado por la distancia
optica nd. La diferencia en este caso, es que la superficie que conecta todos los puntos en los rayos que
tienen la misma distancia 6ptica nd = constante de S, no serd una esfera, sino una superficie curva mas
compleja. Al igual que en el caso del medio uniforme, esta superficie ser4 perpendicular a los rayos. Es
importante destacar que, aunque todos los rayos desde S hasta el frente de onda tienen la misma distan-
cia Optica, no necesariamente tienen la misma distancia fisica debido a la falta de uniformidad en el medio [7].

De manera que, tanto en el caso homogéneo como en el caso inhomogéneo y en cualquier instante, el
frente de onda se define como la superficie que une todos los puntos de igual fase y que es ortogonal a los
rayos de luz emitidos por una fuente luminosa S, cada uno de los cuales cumple que su intersecciéon con
dicha superficie (un punto) est4 separado de S a una distancia éptica constante, nd. Entonces, si el cambio
en la distancia nd representa la propagacion de la luz, podemos referirnos a la propagacion de un frente de
onda, la cual implica, en general, un cambio en la forma de la superficie [10] [7] [2].
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Figura 2.2: Rayos y frente de onda asociados a luz emitida por una fuente luminosa puntual en un medio
homogéneo.

Frente de onda

2.2. Propagaciéon de campos

A vpartir de la teoria electromagnética, sabemos que un frente de onda cambia en fase y amplitud
cuando este se va propagando en el espacio. Este fenémeno puede modelarse con diferentes teorias cuya
implementacion dependerén de las condiciones de propagacion del frente de onda [5]. En particular, para
la formacién de imégenes y holografia digital, que es el objeto de estudio principal del presente trabajo,
el modelo de la teoria escalar de difracciéon resulta bastante adecuado sin perder exactitud en el resultado
final, pues consideramos ademas, que las dimensiones de los objetos y las franjas obtenidas en la difracciéon
son significativamente mas grandes que la longitud de onda del haz incidente [1].

Cuando una fuente de iluminacién coherente incide sobre una abertura, el principio de Huygens-Fresenel
establece que las ondas se superponen y se difractan, generando un campo difractado, el cual bajo coordenadas
rectangulares se describe a continuacion:

Py 00 e(ik'f‘gl)
U(z,y) = —// Uy, Yp) —5—dxpdy, (2.2)
A . T8,

donde U(zp,y,) representa el campo original en el punto de abertura (zp,y,), U(z,y) es el campo
propagado o campo producido por la perturbacion proveniente de la abertura en el punto (z,y) a la distancia
z, A es la longitud de onda y k = 27n< = 27” el ntimero de onda. Note que z? representa la distancia medida
a partir del plano de abertura y hasta el plano de observacion. Ademés ry; representa la distancia entre un
punto de observacién P y el origen P; y se define como sigue:

ror = /22 + (2= 2)? + (y — )2 (2.3)

Este fenomeno se produce gracias a la naturaleza ondulatoria de la luz, y es esencial para comprender la
propagacion de la luz a través de diferentes medios y su interaccién con objetos y aberturas de distintas
formas y tamanos. De manera que, este modelo puede utilizarse para cualquier distancia de propagacion,
dependiendo de las restricciones que existan respecto a la distancia de propagacion y al tamano del objeto
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Figura 2.3: Difraccion para un sistema en coordenadas rectangulares

es posible utilizar las aproximaciones de Fresnel o Fraunhofer para propagar el haz, las cuales se describen
brevemente a continuacion:

Aproximaciéon de Fresnel

La difraccion de Fresnel ocurre cuando una onda pasa a través de una abertura o se encuentra con un
obstéculo y se propaga a una distancia corta del plano de observacion, generando un patréon de interferencia
y difraccion. Si realizamos una expansion binomial a la ecuacion (2.3), se puede realizar una aproximacion
paraxial para obtener la aprozimacion de Fresnel o difraccion de campo cercano que es de la forma:

ik

Ulz,y) = ° ei"'%(m%ryz)//U(:Ep,yp)ei%(wiﬂi)e*i%(IP‘””*yPy)dxpdyp (2.4)

Az
Aproximacion de Fraunhofer

Cuando la fuente de ondas se encuentra muy lejos del obstéculo o de la pantalla de observacion, las ondas
se consideran practicamente paralelas cuando llegan al obstaculo y, después de pasar por él, se expanden y

se curvan en forma de patrones de difraccion caracteristicos en la pantalla de observacion.
k(a:i-i—yf,)

Note que, cuando la distancia de propagacion z es de la forma z > 5

grande que el factor de fase, entonces:

, es decir, z es mucho mas

(22 +y2)

o0 0= e%(xieri) = eO =1 (25)

k

por lo tanto, podemos aproximar el campo de propagacién como sigue:
e’LkZ

Uz,y) = By

ei%(zzﬂf)//U(xpayp)eii%(%zﬂpy)dxpdyp (2.6)

donde el factor de fase ¢/3= (@ +%;) se aproximo a la unidad, obteniendo la expresion (2.6) para la perturbacion
en el punto de observacion (x,y) o aprozimacion de Fraunhofer o de campo lejano.

Podemos observar que esta expresion coincide con la transformada de Fourier de la amplitud compleja
del punto (z,,¥y,) en el plano de la abertura, por lo que en el dominio de Fourier podemos reescribir a la
ecuacion (2.6) como:
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eths P4 (22 4y?) —i27 (uz+vy)
U(z,y) = SV Y U(u,v)e Y dudv (2.7)
Az
donde u, v, representan las frecuencias espaciales y se definen por: u = % yu= %

2.3. Efectos de la difracciéon en la imagen

Para formar la imagen de un objeto, usualmente se emplea un sistema 6ptico formador de imagenes,
el cual estd formado por una o méas lentes, las cuales permiten modificar el campo luminoso que ha
sido perturbado al interactuar con un objeto, de tal forma que en el plano de deteccién tendremos una
imagen que estaréd en funcion de las caracteristicas de ese sistema Optico. La formacién de imagenes puede
representarse a través de la Optica geométrica que, como vimos, modela la propagacion de la perturbacion
como rayos que se propagan en linea recta.

Un sistema 6ptico puede describirse mediante la funcidn de pupila, la cual modela el comportamiento
de la luz, si esta se enfoca, se desenfoca o se perturba, conforme atraviesa el sistema 6ptico en cuestion. Se
utiliza en la teoria de difraccion, que como vimos, describe como se modifica la trayectoria de la luz al pasar
a través de aberturas y objetos de dimensiones comparables a la longitud de onda de la perturbaciéon. Como
se menciono, las pupilas nos permiten modelar cualquier sistema 6ptico formador de imagenes, este modelo
generalizado supone que [10]:

= Entre las pupilas de entrada y de salida el paso de la luz ocurre de acuerdo con las leyes de la 6ptica
geométrica.

= La pupila de entrada no distorsiona el frente de onda esférico a su paso.
= La distorsion del frente de onda en el espacio imagen se genera en la pupila de salida.

Es importante senalar que un sistema 6ptico puede contener muchos dispositivos y elementos 6pticos pero

siempre contendra una pupila de entrada y una de salida como se observa en la figura (2.4)

En donde tendremos el plano del objeto (z,,y,) separado una distancia z, del plano de entrada y salida de

la pupila representado con (z,,yp), €l cual se encuentra separado del plano de la imagen (z, y) una distancia
La pupila de entrada y la pupila de salida son imégenes de la misma abertura limitada dentro del

sistema. Como consecuencia, existen diferentes maneras de visualizar el origen de la limitacion espacial del

frente de onda que origina la difraccion. [1][7]

Un sistema 6ptico se considera que es limitado por difraccion si una onda esférica divergente emana del
objeto de fuente puntual y converge hacia un punto ideal en el plano de la imagen, donde la ubicacién del
punto de la imagen ideal se relaciona con la ubicacion del punto objeto original a través de un factor de
amplificacion, el cual debe mantenerse constante en todos los puntos del campo de la imagen de interés
si el sistema 6ptico es ideal [1]. Un factor de amplificacion (M = =—**) se refiere a la relacién entre la
amplitud de la imagen difractada y la amplitud del punto luminoso original. Este factor de amplificacion
estd determinado por las propiedades de difraccién de la abertura de la lente y la ubicacion de la imagen en

el plano de la imagen (u,v).

Lo anterior implica que un sistema 6ptico limitado por difraccion convierte las ondas esféricas divergentes
incidentes, en la pupila de entrada, a ondas esféricas convergentes en la pupila de salida [7].
Cuando se tiene una fuente puntual formando una imagen en un sistema libre de aberraciones, en la
pupila de salida se tiene una onda esférica la cual converge hacia el punto de una imagen ideal. Si
en la presencia de un objeto de fuente puntual, el frente de onda deja la pupila de salida y se aparta
significativamente de la forma ideal de una onda esférica, entonces se dice que el sistema Optico presenta
aberraciones [1], en este caso tendremos un frente de onda deformado por las aberraciones. De mane-
ra que podemos asociar todas las limitaciones de difraccion a las pupilas de entrada y salida respectivamente.
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Figura 2.4: Sistema formador de imégenes

De la teoria de formacion de imégenes propuesta por Ernst Abbe en 1873 para imégenes con iluminacion
coherente, sabemos que solo una porciéon de los componentes difractados pasan a través de la pupila y
aquellos que no logran ser captados corresponden a los componentes de altas frecuencias de la amplitud de
transmitancia del objeto (o(zo,Yo))-

Recordemos que en la o6ptica de Fourier un objeto puede descomponerse en una serie de componentes
de Fourier, las cuales son un conjunto de ondas sinusoidales de diferentes frecuencias y amplitudes, o
dicho de otra forma, el objeto puede describirse mediante su funciéon de transferencia de amplitud la cual
especifica como cada componente de Fourier del objeto, modifica la amplitud de la perturbaciéon de luz que
lo atraviesa, estas componentes son las diferentes frecuencias espaciales que componen la estructura del
objeto. La funcién de transferencia es importante debido a que determina la distribucion de la intensidad de
la luz que se observa en el plano de la imagen posteriormente a que la luz ha atravesado el sistema 6ptico.

Veamos nuevamente a partir de la integral de superposicion, que podemos representar la amplitud de
una imagen como:

Ui, y) = / / R o o) U (%0, o) daodys (2.8)

donde h es la amplitud compleja de la imagen en el punto (z,y), producida por un punto luminoso
en coordenadas del objeto (z,,y,), U, es la amplitud de la transmitancia del objeto y U;(z,y) representa
la distribucién compleja en el plano de la imagen. En ausencia de aberraciones, la respuesta por el punto
luminoso £, surge de la onda esférica convergiendo de la pupila de salida hacia el punto de la imagen ideal.

En particular, la amplitud de la perturbacion para la imagen ideal esta dada por el patron de difraccion
de Fraunhofer de la pupila de salida centrada en las coordenadas de la imagen donde (u = Mx,,v = My,),
siendo M el factor de amplificacion, por lo tanto, la funcién de transferencia o funcién de respuesta al punto

10
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luminoso introducida por la difraccion es:

1 _2x
h(z,y; %0, Y0) = m//P(fﬂpﬂp)e A%
0~

Donde P representa a la funciéon de pupila, z, y z; representan las distancias 6pticas involucradas en el
sistema, es decir, z, es la distancia a lo largo del eje dptico entre el objeto y la pupila de salida. z; es la
distancia desde el plano de la pupila de salida hasta el plano donde se forma la imagen. M = Z, como
habiamos visto previamente, es el factor de amplificacion, (xp,y,) son las coordenadas en la pupila de
salida. Si la ley para lentes delgadas i + Zi = f se cumple, la respuesta al punto luminoso esta dada por la

difraccion de Fraunhofer [4].

(e=wzyt=)wl gy, (2.9)

Note que de (2.9), h(z,y) corresponde a la transformada de Fourier de la funcion pupila P(z,,v,), es
decir:

h(x,y) = //P(u,v)exp [—i2m (uz + vy)] dudv (2.10)

Donde (u,v) son las frecuencias espaciales y estan en términos de las coordenadas del plano de la pupila.
Entonces de manera general, para un sistema de difraccion limitada la imagen formada puede representarse
como la convolucién de la imagen predicha por la éptica geométrica con una funciéon de respuesta al impulso
que corresponde a la difraccion de Fraunhofer de la pupila de salida [1].

2.4. Sistema formador de imagenes como sistema lineal

Cuando una pertubacion Optica atraviesa una abertura finita produce una distribucion en el plano de
observacion, en el caso de perturbaciones coherentes, el tratamiento se realiza en amplitud compleja [4]. En
particular, un sistema de imagenes lineal puede caracterizarse por sus respuestas a impulsos unitarios y la
entrada y salida de este sistema de imagenes se puede representar a través de la integral de superposicién
siguiente:

g(x,y) = /[w 0(%,yo)ﬁ($ —ZoyY — yo)dxodyo (211)

Donde la funcién h representa la respuesta al impulso de la funciéon de pupila o la funciéon de punto
extendido del sistema 6ptico como habiamos visto previamente, o es la funcion de entrada [1] y representa
la amplitud compleja del plano objeto en el punto (z,,y,), transmitancia del objeto o dicho de otra forma,
el estimulo producido por un punto luminoso en el plano del objeto [4] y g(x,y) es la funcién o plano de
salida del sistema 6ptico en amplitud compleja en el punto (z,y).

Es decir que el proceso de formacion de imagenes para una iluminacion coherente puede describirse a
través de la expresion en (2.11).

Note que podemos relacionar esta expresion (2.11), con la obtenida para la respuesta al impulso de la
pupila de salida (2.9). Por lo tanto, se puede inferir que los sistemas 6pticos que generan imégenes mediante
iluminacién coherente presentan una propiedad fundamental de linealidad en cuanto a la amplitud compleja
se refiere. Esto significa que, si se aplican ciertas modificaciones en la entrada del sistema, la salida se vera
afectada en proporcion directa y constante, sin distorsionar la informacién original.

Es importante destacar que un sistema lineal de imégenes es invariante espacialmente o, equivalentemente,
es isoplanético [1] si su respuesta al impulso depende solo de las distancias (z —xz,,y—y,). En la practica, esto
requiere que las aberraciones del sistema Optico sean proporcionales a una pequena fraccion de la longitud
de onda para todos los puntos en la regiéon de la imagen geométrica, la cual es grande comparada con la
extension de una imagen difractada de una fuente puntual [3].

La ecuacion (2.11) representa la convolucion del objeto con la respuesta impulso del sistema isoplanatico,
es decir:

11
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glx,y) = olx,y) @ h(z,y) (2.12)

Donde ® corresponde al operador de convolucién. Note que al aplicar la transformada de Fourier y por el
teorema de convolucion [1] tenemos que:

Fg(z,y)} = G(u,v) (2.13)

Flo@,y)} = 0w F{h(z,y)} = Hu,v) (2.14)

de manera que:
F{ [ otonnite = oy = o), = 0,000, 0) (215)

= G(u,v) = H(u,v)O(u,v) (2.16)

La multiplicacion de espectros en (2.16) representa la relacion entre el espectro de la imagen de salida
y el objeto. Donde u,v son las frecuencias espaciales en el dominio de Fourier y H es la transformada de
Fourier de la respuesta del impulso o funciéon de punto extendido (psf, point spread function por sus siglas
en inglés), es decir:

H(u,v) = //jo lNL(m, y)exp[—i2m(ux + vy)]|dxdy (2.17)

la funcion H se denomina funcidn de transferencia en amplitud (ATF) y representa los efectos del sistema
en el dominio de frecuencias para el caso coherente, es decir, la respuesta en frecuencia del caso coherente
para el sistema de imégenes.

2.5. Funcion de Transferencia en amplitud (ATF)

Habiamos visto previamente en (2.17) que la funciéon de transferencia en amplitud H (ATF), es una
funcion isoplanatica de respuesta al impulso en amplitud y por (2.16) los efectos de la difraccion limitada del
sistema Optico pueden expresarse en el dominio de frecuencias. Podemos reescribir (2.17) tomando en cuenta
que la funcién de punto extendido h corresponde a la difraccién de Fraunhofer, como se vio previamente:

h(z,y) = //P(um)ewp [—i2m (uz + vy)] dudv (2.18)

que se obtiene al considerar la difraccion de una onda en una abertura lejana en la zona de Fraunhofer y
que representa la respuesta al impulso en amplitud del sistema 6ptico. Sustituyendo la funcién de difraccion
de Fraunhofer h(z,y) en la ecuacion (2.14) se obtiene:

H(u,v) = F {’3(%, y)} (2.19)

H(u,v) =F {/ / P(u,v)exp[—i2n(uz + vy)] dudv} (2.20)

La expresion anterior nos proporciona informacion sobre el comportamiento de los sistemas Opticos
limitados por difraccion en el dominio de frecuencias. De manera que la funciéon de pupila limita contun-
dentemente el rango de componentes de Fourier que pueden pasar a través del sistema como se habia
mencionado previamente.
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2.6 Aberraciones del frente de onda: desenfoque y su efecto en la respuesta de la frecuencia.

2.6. Aberraciones del frente de onda: desenfoque y su efecto en la
respuesta de la frecuencia.

De manera formal, la esfera de referencia es la que representa al frente de onda en la pupila de salida
cuando la formaciéon de imagenes de una fuente puntual es ideal. En un sistema 6ptico formador de imégenes,
no todos los rayos convergeran al mismo punto en el plano imagen. La forma del frente de onda dependera
del sistema Optico debido a distintas deformaciones en el frente de onda producidas por posibles aberraciones
del sistema 6ptico.

0.

La deformaciéon de un frente de onda ideal, puede surgir por diferentes motivos, desde aberraciones
esféricas en lentes del sistema 6ptico o por desenfoque. En un SO formador de imégenes las aberraciones
suelen medirse en el plano de pupila de salida o en el plano de la imagen.

2.7. La funcién de pupila generalizada y la funcién de aberracion.

Habiamos visto que cuando el SO es limitado por difraccién, la respuesta al impulso de amplitud consiste
en el patron de difraccion de Fraunhofer de la pupila de salida centrada en la imagen de un punto ideal. Esto
sugiere que las aberraciones que se encuentran en el sistema se pueden incluir en la expresiéon obtenida para
representar a la funciéon de transferencia 6ptica en amplitud ATF [13].

En situaciones donde se presentan errores en el frente de onda de un sistema 6ptico, como mencionamos
previamente, es posible visualizar el efecto que estos errores tienen sobre la salida de la pupila como si
ésta estuviera siendo iluminada por una onda esférica ideal, pero con una placa desfasadora colocada en la
abertura que altera el frente de onda que emerge de la pupila.

De esta manera, la placa desfasadora produce una deformacion en el frente de onda, lo que afecta la
calidad de la imagen formada por el sistema 6ptico. Esta situacién es comun en sistemas 6pticos imperfectos
y puede ser corregida produciendo aberraciones en la imagen, mediante técnicas de correcciéon de aberraciones,
tales como la utilizacion de lentes correctoras o la modificaciéon de la geometria de las superficies 6pticas.
Esta diferencia de fase entre el frente de onda ideal y el frente de onda aberrado se describe en la funcién
generalizada de la pupila [1] [3]:

Pa(p) = P(p)explikW (p)] (2.21)

La expresion anterior (2.21) representa a la funcion de pupila de salida bajo la influencia de aberraciones
cuando la geometria de la pupila es circular.
En donde p es la coordenada radial normalizada respecto al radio de la abertura circular R, dada por

\/wf;kyg 27

p= 7 k el ntimero de onda k = <. En particular, para una geometria circular, la funcién de pupila
sin defoco, P(p) esta dada por [3] [1]:

P(p) = {é ’p)i z (2.22)

El término W(p) en (2.21), representa la funciéon de aberracion de frente de onda que describe la
diferencia de camino 6ptico entre el frente de onda real y la esfera de referencia. Y, por lo tanto, se denota
como kW (p) que mide el cambio de fase en el punto (p) de la esfera de referencia [3] [10].

La funcién de aberracion W es el error de la longitud de trayectoria acumulada por el rayo de la pertur-
bacién mientras este pasa de la esfera de referencia al frente de onda y puede representarse geométricamente

como se exhibe en la figura (2.5) [1].

Una primera aproximacion para modelar la aberracion de frente de onda fue dada por Kingslake (1925-
1926) por medio de la siguiente expresion, la cual esta dada en coordenadas rectangulares [7]:

W (2p,yp) = A2 + y2)* + Byp(zp + y2) + Cal — y2) + D(22 + y2) + Exy + Fyp + G (2.23)
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2.7 La funcién de pupila generalizada y la funciéon de aberracion.

Pupila
de salida

_____
_____
~~~~~

Eje
6ptico

Frente de

onda real

Frente de onda de

referencia o esfera de
referencia Gaussiana

Figura 2.5: Geometria que define a la funcién de aberracion W

Donde cada coeficiente determina los siguientes tipos de aberraciones primarias:

= A — aberracion esférica

= B — coma

= (' — astigmatismo

= D — defoco

= F — distorsién con respecto al eje x,
= F' — distorsién con respecto al eje y,,
= G — pistén

Aprovechando la forma circular de la abertura podemos pasar del sistema de coordenadas rectangulares
a coordenadas polares haciendo uso de las siguientes relaciones: x, = rcos¢ y y, = rsing, de manera que la
expresion (2.23) se convierta en:

W (r,¢) = Ar* + Bricos¢ + Cr?cos2¢ + Dr* + Ercos¢ + Frsing + G. (2.24)

y de la expresion para la coordenada radial normalizada tenemos que:

W (r, ) = bsp® + bep®cosp + bap*cos2¢ + byp? + by, pcose + by psing + bo. (2.25)

que evidentemente resulta ser una expresion méas simple y compacta, donde el coeficiente by estd asociado
al defoco o desenfoque de la imagen [7][10].

Finalmente, el frente de onda real puede tener cualquier tipo de distorsién, de modo que la aberracién
total del frente de onda serd la suma de los diferentes términos de aberraciéon como queda senalado en la
expresion anterior (2.25).
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2.8 Defoco o desenfoque de una imagen

2.8. Defoco o desenfoque de una imagen

Resulta bastante frecuente que, al utilizar una camara, telescopio, microscopio u otro tipo de sistema
optico, la imagen obtenida presente poco contraste y agudez: dicho fenémeno se denomina desenfoque de la
imagen y representa una aberracion que surge debido a que alguno de los planos conjugados (plano objeto
y plano imagen), no se encuentran posicionados de acuerdo a las distancias focales predichas por la 6ptica
geomeétrica % + i = %

Supongamos que el sistema Optico es capaz de generar una imagen ideal, sin embargo, si el punto
donde se forma la imagen no coincide con el plano imagen gaussiano de referencia, puede que alguna de las
lentes del sistema se haya desplazado axialmente o que el plano imagen se haya colocado en una posicién
diferente [7]. Para ilustrar este concepto, podemos pensar en que estamos capturando una fotografia con
una camara. Si enfocamos el objetivo en un objeto cercano y luego cambiamos el enfoque hacia un objeto
lejano, notaremos que la imagen que se forma en la pelicula o el sensor de la cAmara cambian su posicion.
De manera similar, en un sistema Optico, un cambio en el enfoque puede producir un desplazamiento del
punto imagen en el plano imagen.

En la figura (2.6) se muestra la geometria que describe al defoco:
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Figura 2.6: Frente de onda esférico desenfocado de radio R’ y frente de onda de referencia R

Como podemos ver a partir de la figura (2.6), el radio de la esfera de referencia sera igual a la
distancia que separa al plano de la pupila de salida del plano imagen. El frente de onda de referencia
se enfocara en el punto p . Por otro lado, como el sistema es capaz de formar una imagen ideal, el
frente de onda real sera una esfera de radio igual a R , y se enfocard en el punto p’. Decimos enton-
ces que la imagen estd desenfocada y la longitud axial de desenfoque es igual a Az = pp’, en donde
p es un punto posicionado en el plano focal predicho por la optica geométrica [3]. Como resultado, en
el plano imagen se observara una mancha circular cuyo didmetro es proporcional a la longitud de desenfoque.
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2.9 Influencia del desenfoque en la ATF.

Mediante un analisis 6ptico y trigonométrico podemos conocer la relacion entre by y Az. A través de la
figura (2.6) podemos ver que:

by =dd =dp —d'p (2.26)

Si se forma « entre dp = R y el eje Optico, entonces:

dp’ = \/Az2 + R? + 2AzRcosa (2.27)

donde « representa un semiangulo que abarca la pupila desde el eje 6ptico en el espacio objeto. Ahora,
usando una aproximacién binomial podemos aproximar dp’ como sigue:

Az2 — 2AzRcosa
+

dp ~ R 2.28
p 5R (2.28)
Note que el término Aﬁ; es muy pequeno y puede omitirse, luego:

dp’ ~ R — Azcosa (2.29)

luego, el radio de la nueva onda emergente es d'p’ = Ap ~ R — Az, de manera que si sustituimos esta
expresion en by tendremos que:

by &~ R — Azcosa — (R — Az)bg = Az(1 — cosa) (2.30)

note que por la identidad de dngulo medio tenemos que: (1 — cosa) = 2sen?(a/2), entonces la expresion
anterior (2.30) se vuelve:
o

by ~ 2Azsen2(§) (2.31)

. . ~ a ., sen(o
y considerando que para angulos pequefios seng ~ ——5—

2
€es:

=

, entonces el coeficiente de defecto de foco (by)

1
by ~ inAzsenQa (2.32)

donde nsena representa la abertura numeérica del sistema 6ptico multiplicada por el indice de refracciéon
del medio, la cual mide la capacidad del sistema Optico para recolectar y enfocar la luz incidente, esta
determina su resolucién, n representa el indice de refracciéon del medio de propagaciéon. Si consideramos que
la perturbacién se propaga en el aire, el indice de refraccion es de 1, por lo tanto, para un sistema 6ptico con
desenfoque y abertura circular podemos anadir el efecto de desenfoque a la funcion de pupila generalizada
descrita anteriormente de la siguiente manera [12] [3]:

Pa(p) = P(p)eap ["ijdp} (2.33)

= Pa(p) = P(p)exp [ikbap] (2.34)

2.9. Influencia del desenfoque en la ATF.

Como se mencioné anteriormente, la funciéon de punto extendido en amplitud, (i~z)7 de un sistema 6ptico
coherente afectado por aberraciones o sistema aberrado con desenfoque, puede ser descrita en términos
del patron de difraccion de Fraunhofer de una abertura, con una amplitud de transmitancia especifica. En
particular, amplitud de transmitancia P en el plano de la pupila de salida.

Dado que la funcién de punto extendido es el médulo cuadrado de la transformada de Fourier de la funcién
pupila, podemos expresar la funcion de punto extendido en términos del desenfoque (hg) y retomando la
expresion encontrada en (2.34) [3]:
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2.9 Influencia del desenfoque en la ATF.

hale.y) = F {Pa(u.v)) (2.35)

Finalmente, retomando la ecuacion (2.12) podemos reescribirla para describir la formacion de imégenes,
en amplitud compleja, de un sistema aberrado con desenfoque hy y funciéon de transmitancia del objeto
o(z,y) en amplitud compleja. Por lo que la expresion para definir la distribucion en amplitud compleja con
desenfoque, nos queda de acuerdo a la ecuacion (2.36):

ga(z,y) = o(z,y) ® ha(z,y) (2.36)

luego, en el dominio de frecuencias la expresion anterior se vuelve:

Ga(u,v) = Hy(u,v)O(u,v) (2.37)
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Capitulo 3

Extension de la profundidad de campo

Previamente, abordamos el proceso de formacién de imagenes y como la teoria de sistemas lineales es
util para describir este fenémeno. Se analizo la funciéon de transferencia en amplitud (ATF') para el caso de
iluminacién coherente, y como esta funcion posee toda la informacion necesaria para describir al sistema
formador de imégenes, un microscopio en el caso particular de este trabajo, incluso cuando el sistema se
encuentra aberrado por la presencia de desenfoque.

Como se discutié previamente, cuando existe desenfoque las imagenes formadas tendrédn poca nitidez
y baja definicion, esto implica una considerable pérdida de la informaciéon del objeto. Para resolver este
problema, se ha propuesto modificar la funcion pupila, introduciendo un filtro de fase, con el propoésito de
modificar el frente de onda para poder extender la profundidad de campo de tal forma que se inhiba el
desenfoque [4].

El concepto de profundidad de campo (Depth of Field), por sus siglas en inglés, se define como la distancia
medida sobre el eje Optico a partir del plano del objeto hasta donde las imagenes aparecen nitidas y enfocadas,
es decir, tienen buen contraste y la intensidad no decrece mas alla del 20 % [3]. La profundidad de campo
(DOF) se define de acuerdo a la siguiente ecuacion [4]:

b=+ s .

donde el factor N A corresponde a la apertura numérica del objetivo del microscopio. La apertura numérica
se utiliza para describir la capacidad de un objetivo para recoger luz y formar una imagen de alta resolucion.
Se define como N A = nsinfy, que es el producto del indice de refraccién del medio de inmersién adyacente
al objetivo, n, y el seno del angulo 6y que forma un rayo marginal con respecto al eje del objetivo. El indice
de refraccion n es una propiedad del medio de inmersion adyacente al objetivo y representa cuanto se desvia
la luz al pasar a través de ese medio en comparacion con el vacio. El 4ngulo 6 se refiere al angulo que forma
un rayo marginal con respecto al eje del objetivo.

Un rayo marginal es un rayo de luz que ingresa al objetivo en el limite del angulo més amplio posible.
En otras palabras, es un rayo que se acerca al limite de aceptacion del objetivo [2] [18].

La apertura numérica, por lo general, oscila entre 0,07 para objetivos de baja potencia y aproxima-
damente 1,4 para los de alta potencia (100X). Naturalmente, si el objeto se encuentra en el aire, la NA
no puede ser superior a 1,0. Fue Ernst Abbe quien introdujo el concepto de la apertura numérica y quien
reconoci6 que la distancia transversal minima entre dos puntos objeto que se puede resolver en la imagen,
es decir, el poder de resolucion, variaba directamente como A e inversamente como N A [2].

Analogamente, a partir de la expresion (3.1) observamos que la profundidad de campo también se en-
cuentra descrita por A que es la longitud de onda y M, que representa la amplificacion transversal 6ptica, la
cual describe la capacidad del SO (microscopio) de aumentar la intensidad de la luz en el cual los objetos
aparecen nitidos y su intensidad no decrece mas alla del 20% [3], es decir, representa la relacion entre el
tamano de la imagen proyectada y el tamano del objeto real.

19



Extension de la profundidad de campo

De acuerdo con la ecuacion (3.1), podemos notar que la relacion entre la profundidad de campo y la
apertura numérica es inversa. Debido a que la amplificacién de un sistema 6éptico estd en funciéon directa de
la apertura numérica, significard que a mayor amplificacion, menor seré la profundidad de campo.

Esto resulta en una problemética dentro del campo de la microscopia pues la profundidad de campo
esta limitada por el alto grado de amplificacién que es requerido la mayoria de las veces, conocida como la
relacion entre la resolucion y la profundidad de campo [19]. En el caso de una alta amplificacion se logra un
mayor nivel de detalle y resolucién en la imagen observada. Sin embargo, la profundidad de campo se va
reduciendo conforme la amplificacion aumenta. Esto significa que, solo una pequena porcion de la muestra
u objeto a observar estara enfocada a la vez, mientras que las regiones por delante y por detras de esa
porcion estaran fuera de foco. Esto puede dificultar la visualizaciéon y anéalisis de estructuras tridimensionales
completas que se encuentren fuera del plano focal exacto. Dicha problemaética tiene implicaciones en la
pérdida de detalles importantes, asi como en la capacidad de obtener una imagen clara y bien enfocada en
muestras con superficies irregulares o estructuras en relieve, ya que diferentes partes de la muestra estaran
a diferentes distancias del objetivo del microscopio y, por lo tanto, estaran fuera de foco [18][21]. Por lo
que, para abordar esta problematica la extension de la profundidad de campo juega un papel fundamental
como solucién para mejorar la claridad y el enfoque en la imagen final. Ademés, como se vera en el siguiente
capitulo, la Holografia Digital facilita la correccion del desenfoque, es decir, el enfoque en diferentes planos
de objetos. Aunado a esto, las iméAgenes finales estaran libres de aberraciones Opticas generadas en el proceso
de la formacioén de la imagen [19].

En contraste, llamamos profundidad de foco (Depth of focus), por sus siglas en inglés, a la distancia
medida sobre el eje 6ptico a partir del plano de la imagen dentro del cual las imagenes formadas tienen
buena resolucion, puede moverse el plano del objeto, y la intensidad en las imégenes detectadas no decrece
mas alla del 20 % con respecto a las detectadas en el plano objeto, se describe con la siguiente expresion que
esta dada por [4]:

A

5z ~ [2(NA)2} (3.2)

En la figura (3.1) podemos observar las regiones dentro del eje 6ptico donde se encuentran la profundidad
de campo y la profundidad de foco para una lente delgada, tal y como se definieron respectivamente en los
parrafos anteriores. Donde 01 y 0o representan las posiciones en las cuales se puede colocar un objeto y que
se obtenga una imagen clara de este. Por otra parte, i1 e iy representan las imagenes enfocadas, nitidas y
bien contrastadas que se forman del objeto.

Plano objeto Plano imagen

NG ' iL-”

01 A S~ Phe

- -~ ~
Phd - ~
- - ~
. - ~
- ~

6Z0

Figura 3.1: Representacion de la profundidad de campo 0z y profundidad de foco §z; para una lente delgada.

En este capitulo, se presenta un método para extender la profundidad de campo de un SO aberrado con
desenfoque por medio de una mascara o filtro de fase y de un procesamiento digital de la imagen intermedia
resultante del sistema para recuperar la informacién codificada. Lo cual produce que la funcién de punto
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Extension de la profundidad de campo
3.1 Codificacion del frente de onda usando filtros de fase.

extendido (psf) y la funcion de transferencia 6ptica en amplitud (ATF) sean invariantes al desenfoque
[11][14][13].

3.1. Codificacion del frente de onda usando filtros de fase.

A través de los afios se ha estudiado el problema del desenfoque en la formacion de imagenes y la
modificacion de la funcién de pupila para la extension de la profundidad de campo. Como solucion a esta
problematica, se ha propuesto el uso de filtros de fase colocados en la pupila para extender la profundidad
de campo, los cuales pueden ser del tipo ciibico, logaritmico, exponenciales, de alto orden, polindémicos, etc.
[14]. Dicho filtro, modifica la funcién de pupila, y en consecuencia la imagen a la salida de la pupila. Si
evaluamos la respuesta del sistema compuesto con la placa de fase, utilizando una fuente puntual, podemos
notar que la ATF del sistema 6ptico no tiene regiones de ceros dentro de su region pasa banda. El pasabanda
es la region del espectro de frecuencia en la cual se permite el paso de sefiales sin una atenuacion significativa.

Esta poderosa técnica es conocida como el método de codificacion de frente de onda (Wavefront coding)
[11][4][13]. Dicha tecnologia ha sido ampliamente estudiada desde que el concepto de codificacion de frente
onda fue introducido por Dowsky y Cathey en 1995.

El punto clave para la codificacién del frente de onda reside en el disenio de filtros o méscaras de fase
apropiadas que vuelvan al SO formador de imagenes invariante al desenfoque [14]. Es importante destacar
que conocer el filtro de fase o funcion de fase determina la funcion de punto extendido (psf) y la funcion de
transferencia optica (OTF) para todos los valores de desenfoque [11].

Un filtro de fase es un dispositivo 6ptico utilizado para modificar la fase de la perturbacién incidente,
preservando generalmente su amplitud y un esquema general de como colocar el filtro es el que se muestra
en la figura (3.2), donde el filtro que se encuentra justo después de la lente es el que modificara la funcion
de pupila.

La fase de las perturbaciones determina céomo se retrasa o adelanta la luz en diferentes puntos del frente
de onda. De manera que, al cambiar la fase de la luz, se pueden lograr varios efectos, como la modificacién
del frente de onda, la correccion de aberraciones o la generacién de patrones de interferencia controlados
que redistribuyen la energia de la luz en la imagen, lo que puede resultar en una mayor profundidad de
campo y una mayor capacidad de enfoque en un rango més amplio de distancias.

Hasta ahora, se han disenado diversas placas de fase para extender la profundidad de campo, algunas
pueden ser expresadas en funciones mateméaticas separables y otras no separabales. En el trabajo de
Dowsky y Cathey, la soluciéon que se propone para extender la profundidad de campo se basa en la teoria
de la funcion de ambigiiedad y el método de fase estacionaria [11]. La funcién de ambigiiedad es una
herramienta analitica que permite observar y disefiar funciones de transferencia o6ptica OTF's para todos
los valores de desenfoque al mismo tiempo. El método de fase estacionaria proporciona la flexibilidad
analitica necesaria para considerar inicamente filtros o mascaras de fase en este proceso de disefio[11]. Este
altimo método, permite el diseno de filtros de fase cuyas funciones de ambigiiedad correspondientes tie-
nen propiedades deseadas de la extension de campo, como por ejemplo, la invarianza ante el error de foco [13].

Cada tipo de placa de fase tiene un rango operable, a, sobre el cual se tendrda una extension de la
profundidad de campo [13]. Este pardmetro de control o desviacion de fase [11] inhibe el desenfocamiento,
por lo tanto, su representacion mediante la funcion de transferencia 6ptica no presenta ceros al evaluar al SO
con una fuente puntual fuera de foco [4], es decir, no presenta ceros en su region pasa banda, o dicho de otra
forma la respuesta en frecuencia del filtro no tiene puntos de anulacién o cancelaciéon dentro de la banda de
frecuencias deseada. Cuando el SO no tiene un filtro de fase presenta ceros en la region pasa banda, los cuales
pueden ser probleméticos debido a que pueden causar distorsiones o pérdidas de senal en ciertas frecuencias.
Esto provoca que el sistema sea susceptible al desenfoque, afectando la calidad y la fidelidad de la senal
procesada. Al eliminar los ceros en la region pasa banda se hace posible la extensiéon de la profundidad de
campo con lo cual se evitan distorsiones no deseadas.
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Figura 3.2: Representacion de la colocacion de un filtro de fase que modifica a la funcién pupila.

3.2. Placa de fase ctubica

Dowsky y Cathey propusieron el uso de una placa de fase ciibica en la pupila de un SO formador de imé-
genes limitado por difraccion para codificar un objeto tridimensional el cual puede restaurarse digitalmente
[11].

La placa de fase cibica propuesta en [4], para una abertura circular esta dada por :

V2 2 ik w240
Pe..(u,v) = circ (WJ) e ( z > (3.3)
Pe
donde p. = )% es la frecuencia de corte del sistema, de manera que (3.3) puede escribirse como:
2 YAz )2 \ ko @2reDHozn®
Pee(u,v) = cire ( W) e ( " ) (3.4)

con u, v las frecuencias espaciales y P, la funcién de pupila.

En particular, la modificacion del SO a través de un filtro de fase ciibica produce una imagen intermedia
insensible al error de foco. A estas imagenes intermedias se les puede aplicar técnicas de filtraje digital para
obtener un sistema de imégenes con alta resolucion y una gran profundidad de campo [11] [13].

De manera que, la codificacion adecuada de la fase de las imégenes opticas en el plano de la pupila y
posteriormente su respectiva restauracion digital puede mejorar en gran medida su calidad. Sin el filtraje
digital las imagenes intermedias son irreconocibles [11] pues pueden presentar distorsiones o aberraciones
causadas por la modificacién de fase introducida por la placa de fase.
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3.3. Placa de fase cibica modificada

Con el objetivo de eliminar el desplazamiento lateral que introduce la expresion (u? 4+ v?) de la placa de
fase cubica, Palillero propone en [4], una nueva placa de fase modificada, en la que se considera la expresion
completa del binomio ctubico. De manera que la placa de fase cibica modificada esta descrita por:

w3 —3uv2 —3u2v+v3 2;)3
(u2+02))\zi> eika<( sun?—sutu o)) )

(3.5)

P,y (u,v) = circ ( 7

P.g(u,v) es la nueva funcion de pupila, al considerar esta expresion de fase se toma en cuenta el
polinomio completo de (u + v)3. Con esto, se pretende evitar el desplazamiento lateral observado al usar la
expresion (3.4) [4], y es por esto que los términos cruzados se colocaron considerando signos negativos. En
adelante, consideraremos la expresion anterior (3.5) para describir al filtro de fase cubica. En la figura (3.3),
se exhibe el arreglo 6ptico usando la placa de fase cibica modificada.

Plano objeto

Yo
A
H
. Xo
: |
J
L -
- \d « ]
.'u, : o Plano pupila Placa de
. - - L1 .
‘o HER y fase cibica
‘e, = .o’ P ’
K A R modificada
.. .
o e, ’
* ‘e 4

"
"

. : .
"

Plano imagen

Figura 3.3: Filtro de fase cubica modificada para una pupila con abertura circular.

Con la nueva funcion pupila que incluye la placa de fase ctubica modificada para inhibir el desenfoque
(3.5) tenemos que la funcion de punto extendido (psf) sera de la forma

hai(w,y) = F 1 {Peg(u,v)} (3.6)

Luego, la distribucion en amplitud compleja inihibida al desenfoque (imagen intermedia insensible al
desenfoque) estara dada por la siguiente expresion:

23



Extension de la profundidad de campo
3.4 Un proceso de restauracion: Filtro de Wiener

gai(z,y) = o(z,y) ® hai(x,y) (3.7)
= Ggi(u,v) = Hgi(u,v)O(u,v) (3.8)

Ahora que ya conocemos el filtro de fase, es necesario realizar el filtraje digital para la obtencion de la
imagen final. Para obtener la imagen final y corregir estas distorsiones, se utiliza un filtro inverso en un
proceso conocido como deconvolucion. La deconvolucién es una técnica de procesamiento de imagenes que
busca recuperar la imagen original a partir de la imagen distorsionada o afectada por aberraciones [4].

El filtro inverso utilizado en la deconvolucion esté diseniado para contrarrestar los efectos de la placa de
fase y corregir las distorsiones introducidas en la imagen intermedia. Al aplicar la deconvolucion con el filtro
inverso, se busca obtener una imagen final corregida y més nitida, que se acerque més a la imagen original
del objeto.

Es importante destacar que el proceso de deconvolucién puede ser desafiante y depende de varios factores,
como la calidad de la codificaciéon de pupila, la precisiéon del modelo de aberracién utilizado y la robustez
del algoritmo de deconvolucién empleado.

3.4. Un proceso de restauracion: Filtro de Wiener

Desde la década de 1960 hasta el presente, el campo del procesamiento de imagenes ha crecido vigoro-
samente. Los procedimientos de restauraciéon y mejoramiento de imagenes se usan para procesar imagenes
degradadas de objetos irrecuperables o cuyos resultados experimentales requieren de un gran costo para
recrear. Dentro de la Fisica y campos relacionados, habitualmente se emplean técnicas computacionales para
mejorar imagenes de experimentos en areas como plasmas de altas energias, microscopia de electrones, etc
[22].

Una imagen degradada se refiere a la pérdida de la calidad de una imagen debido a diversas razones.
Cuando ocurre el deterioro de una imagen, la calidad de esta disminuye significativamente y se vuelve difusa.

El objetivo del proceso de restauracion es obtener un estimado de la imagen original. Este intenta recu-
perar una imagen que ha sido degradada usando conocimiento a priori del fenémeno de degradacién. Por lo
que, las técnicas de restauracion estédn orientadas hacia modelar la degradaciéon y aplicar el proceso inverso
de manera que se recupere la imagen original. El enfoque utilizado en la restauracion esta basado en filtros
de restauracion o recuperacion de imégenes.

En contraste, las técnicas de mejoramiento son procedimientos disenados para manipular una imagen de
tal forma que se tome ventaja de los aspectos psicofisicos del sistema visual humano [22].

En el capitulo de Formacién de imégenes, habifamos encontrado la expresion que describe a una imagen
desenfocada en el dominio espacial (2.36), ga(z,y) = o(z,y) ® ha(x,y). De [22], [3] sabemos que las
principales fuentes de ruido en las imégenes digitales se originan durante la adquisicién y transmision de la
imagen. El desempeno de los sensores de imégenes se puede comprometer debido a diversos factores, como
condiciones ambientales, fluctuaciones en la fuente de iluminacion, etcétera. Por lo que, se puede adicionar
el término de ruido n(z,y) a la expresion (2.36) (ga(z,y) = o(z,y) @ hq(z,y)), haciendo las consideraciones
de que el ruido tiene un valor promedio de cero y que para cada par de coordenadas espaciales (z,y) no
esta correlacionado. Esto quiere decir que el ruido es independiente de las coordenadas espaciales (no existe
correlacion entre los valores de los pixeles o elementos de la imagen digital y los valores de los componentes
del ruido). Sin embargo, para los propositos del presente trabajo asumiremos que el ruido es despreciable y
el valor de n(z,y) = 0.

En la practica, la restauracion de la imagen intermedia a través de filtrado digital alterara las propiedades
del ruido de la imagen final [11]. El enfoque més simple para recuperar una imagen es el filtrado inverso
directo, en el cual se hace un estimado de la transformada de la imagen original al dividir la transformada
de la imagen degradada entre la funcion de degradacion [22]. No obstante, este proceso de recuperaciéon no
considera el manejo del ruido.

El Filtro de Wiener o Error cuadrdtico medio minimo es un método basado en considerar a las imagenes
y al ruido como variables aleatorias y cuyo objetivo es encontrar un estimado de la imagen incorrupta, tal
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que el error cuadratico medio entre ellos sea minimo. Este error se describe como el valor esperado de la
diferencia al cuadrado de la imagen no corrompida menos el estimado de esta [22].

A partir de la imagen intermedia obtenida, la cual presenta distorsién debido al uso de la placa de fase
cubica, se debe realizar la deconvolucién del objeto utilizando un filtro de Wiener, el cual estd dado en el
dominio de frecuencias por la siguiente expresion (3.9):

A  HZ(u,v)Gai(u,v)

G(u,v) - 2 Sy (u,v
[HaiCu, 0)” + S5

(3.9)

en donde:

» G(u,v) =Espectro estimado de la imagen restaurada (imagen incorrupta)
s Hg; =ATF del SO con desenfoque y filtro de fase ctbico

» Hj, =Complejo conjugado de Hy;(u,v)

o [Hyi(u,0)[* = Hyi(u, 0) Hj, (u, v)

w Gai(u,v) = Hgi(u,v)O(u,v) = Imagen intermedia

= S, (u,v) =Densidad espectral del ruido

= S4(u,v) =Densidad espectral de la imagen original del objeto (undegraded image)

De manera que, la imagen restaurada en el dominio espacial (§) estard dada por la transformada inversa de

Fourier del espectro estimado de la imagen restaurada en el dominio de frecuencias (G(u,v)).

De la expresion anterior (3.9) podemos observar que si el ruido es cero, entonces la densidad espectral del
ruido desaparece y el filtro de Wiener se reduce al filtro inverso [22]. Usualmente en el proceo de restauracion
S, (u,v)
SZ(u,v) :
desconocidos, se ajustan diferentes heuristicas para obtener una mejor calidad de la imagen [4][3][22].

de una imagen se desconocen los valores para Cuando los valores de la razén senal a ruido son
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Capitulo 4

Holografia

Fue Denis Gabor quien acuné el término holograma en 1948 y lo utiliz6 para describir el registro del
patron de interferencia entre dos haces en un microscopio electronico [19] [20]. La palabra procede del griego
holos que significa grabado o registro completo. De manera que, holograma representa el grabado completo
de algo.

La propuesta de Gabor, sobre el proceso de formacién de imagenes sin la necesidad del uso de lentes,
conocido como recostruccion de frente de onda, le otorgé el premio Nobel de Fisica en 1971 [6].

Sabemos que el comportamiento de la luz puede ser modelado ya sea como una onda electromagnética que
se propaga o como un grupo de particulas sin masa conocidas como fotones. Ambos modelos son necesarios
aunque parezcan contradictorios entre si ,y el empleo de cada uno dependera del fenémeno que se quiera
describir o del experimento bajo investigacion.

En particular, los fenémenos que se estudian en este trabajo como la Difraccion e Interferencia, consti-
tuyen las bases de la holografia y pueden describirse a través del modelo de ondas electromagnéticas, en el
cual la amplitud y la fase son los elementos mas importantes de un haz.

Cuando un campo electromagnético que se propaga interactiia con un objeto, su amplitud y fase se
modifican. Esto permite que al estudiar la amplitud y fase de un haz en un plano dado, sea posible obtener
informacién de los objetos con los que ha interactuado, siempre que se conozca la forma original de su frente
de onda [5]. En este sentido, podemos clasificar a los objetos de acuerdo a la forma en la que el campo de
propagacion con el que interacttian se modifica. Decimos que un objeto es de amplitud, si éste absorbe parte
de la energia del haz que interactia con él, modificando asi su amplitud. Por otro lado, denominamos objeto
de fase al objeto que al interactuar con un haz de luz, no modifica la energia del haz, es decir, ésta se conserva,
no obstante, si modifica la fase de diversos puntos del frente de onda. Introduciendo asi, diversos retrasos en
la vibracion de cada punto del haz con el que ha interactuado[5]|. Esta caracteristica, esta relacionada con
los objetos opacos.

Hay que tener en cuenta que en la practica, la mayoria de los objetos tienen un porcentaje de ambas
caracteristicas, pero esta generalizaciéon nos sirve para entender cémo es que cada una de estas carac-
teristicas contribuye en la modificacién del campo de luz que interactiia con los objetos de manera particular.

Existen muchos especimenes biologicos y microorganismos (parasitos, bacterias, microalgas, etc..)
que al ser transparentes se consideran objetos de fase debido a que cuando una onda de luz interactua
con ellos, su amplitud permanece constante pero su fase se altera. Cabe senalar, que el espesor fisico
también introduce caracteristicas de fase, atin cuando el objeto no es transparente. Podemos encontrar
diversas técnicas desarrolladas para estudiar objetos de fase, tales como: el contraste de fase, la holografia
digital, la microscopia confocal, la tomografia de difracciéon optica, etc.. [25] [26]. Sin embargo, la principal
problematica que presenta el estudio de objetos de fase es la pérdida de informacion de la fase debido a que
los medios de registro fotosensibles (como peliculas fotograficas, la retina, las camaras, fotodiodos, CCD’s,
entre otros) responden tnicamente a variaciones de amplitud y solo son capaces de almacenar la intensidad,
(I), del frente de onda, la cual es proporcional al cuadrado de la amplitud [19]. Por esta razon, resul-
ta interesante tener una metodologia que permita registrar la informacion de fase en un patrén de intensidad.
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La deteccion de informaciéon de la fase de especimenes biologicos, debe abordarse a partir de técnicas no
invasivas que mejoren la visibilidad de los objetos de fase, sin alterarlos quimicamente introduciendo algin
colorante u otra sustancia al objeto. Las técnicas no invasivas, no modifican el objeto de ninguna forma y
son altamente deseables, pues permiten el estudio de muestras biolégicas vivas o el estudio de deformaciones
de objetos en tiempo real [5]. Dentro de estas técnicas se destaca la Holografia. La cual permite grabar o
capturar toda la informacion éptica que emana de una fuente en un dispositivo fotosensible para la posterior
recreacion o reconstruccion del objeto original [19]. Una imagen holograficamente almacenada u holograma,
es la codficaciéon del patron de interferencia entre un campo de ondas, dispersado desde un objeto y que lleva
la informacién de interés, y un fondo coherente, denotado como onda de referencia, de la cual se conocen
sus caracteristicas fundamentales, amplitud y fase [19].

La holografia, en lo que se refiere a los aspectos précticos, se resume en dos etapas fundamentales: el
registro y la reconstruccion [24]. De manera clasica, un holograma se registra de manera bidimensional en
algiin medio fotosensible, sin embargo, este contiene toda la informacién del campo de onda tridimensional.
Dicha informacién, se codifica en forma de franjas de interferencia, las cuales no son facilmente visibles para
el ojo humano debido a sus elevadas frecuencias espaciales.

La onda objeto, posee la informacion de interés y puede recuperarse facilmente al iluminar el holograma
con la onda de referencia (ambas coherentes) original. La onda reconstruida, es opticamente indistin-
guible de la onda objeto original [19]. Un observador, ve una imagen virtual tridimensional con todas
las caracteristicas de perspectiva y profundidad de foco. De manera que, si este observador cambiara
de ubicacién, notaria otra perspectiva de la imagen virtual, tal y como ocurriria con cualquier otro
objeto verdadero. El tnico requerimiento que tiene ésta técnica, es usar luz coherente para el grabado
del holograma, aunque también es posible obtener hologramas a partir de luz parcialmente coherente [19][20].

La evolucién y constante desarrollo de tecnologia computacional, ha permitido trasladar los procesos de
registro y reconstruccion a la computadora. La idea de reconstruir digitalmente el frente de onda 6ptico,
aparecié por primera vez en la década de 1960 y tenia como propdsito reemplazar el registro “analogo” del
objeto por un registro digital, simulando la difraccién de una rejilla digital que consiste en la imagen grabada
[20].

Fue en 1990, que Schnars y Jiipter [19] desarrollaron el registro directo de hologramas de Fresnel con
dispositivos de carga acoplados (CCD). Lo que permitié el registro y procesamiento de hologramas de
manera totalmente digital, sin necesidad de hacer uso de algin tipo de grabacién fotografica como paso
intermedio. El nombre que se le dio a esta técnica, inicialmente fue “holografia directa” para enfatizar el
camino directo desde la grabacién 6ptica hasta el procesamiento numérico. Més tarde, se acund el nombre
de Holografia digital [19].

El principio fisico de la holografia digital, es similar al de la holografia tradicional. Sin embargo, se deben
considerar otras restricciones tales como el tamano de los pixeles en el detector de imagen, el area de los
pixeles, numero de pixeles y la distancia entre pixeles o pizel pitch. En este sentido, podemos definir al
holograma digital como la mezcla interferémetrica entre una onda de referencia y una onda perteneciente al
objeto de interés [20].

En este capitulo, se presentan los fundamentos teéricos para describir a los fendémenos fisicos detras de
la formacion de un holograma, los procesos fundamentales de grabado y reconstruccién, asi como los tipos
de hologramas y los modelos matematicos apropiados para describir la propagacién de campos una vez que
se ha grabado el interferograma. Finalmente, se mencionan algunos algoritmos y métodos numéricos para
la reconstruccién de hologramas digitales, asi como una breve discusiéon sobre una aplicacién practica de la
holografia digital: la Microscopia Holografica Digital.
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4.1. Interferencia entre la onda objeto y la onda de referencia

Como hemos mencionado anteriormente, el interés fundamental en holografia, reside en recuperar la
informacién del objeto al incidir una onda que sera igual, en amplitud y fase a la onda de referencia, sobre
el patron de interferencia obtenido u holograma. Es necesario entonces, analizar qué es el fenémeno de
interferencia.

La superposicién de dos o méas ondas en el espacio, se conoce como interferencia. Un patrén de interfe-
rencia o interferograma, codifica la informacion de fase y amplitud de los frentes de onda analizados en un
solo patron de intensidad. Este patron, puede ser grabado en un medio de registro convencional o bien, ser
digitalizado en una computadora como una matriz de datos [19][5].

Dado que un holograma es un patron de interferencia, éste debe sastisfacer las siguientes restricciones de
interferencia [19]:

= Las ondas que interfieren entre si, para formar el holograma deben ser monocromaticas, es decir, que
solo interfieren haces con igual frecuencia y longitud de onda A.

= Los haces que interfieren deben tener la misma polarizacion.

= Los haces que interfieren deben ser mutuamente coherentes entre si, y en algunos casos, parcialmente
coherentes.

En particular, para la formacion de un holograma ocurre que la onda objeto, la cual contiene la informacion
de amplitud y fase que nos interesa registrar y luego recuperar completamente, se mezcla coherentemente
con una onda de referencia, U,.(z,y), y sus interferencias se graban en un plano de registro H. En holografia
digital, el registro se realiza usando un sensor de matriz de pixeles [20]. La figura (4.1) ilustra la geometria
bésica del proceso de grabado.

Onda de
Referencia
U, y)

Yo

Campo
difractado
—_— e T Y e A e -- .
del objeto
\ \ Uo(.y.2)
Xo

Onda
Objeto

Figura 4.1: Geometria béasica del grabado de un holograma digital

De la figura anterior (4.1), podemos notar que cuando una onda monocromatica ilumina a un objeto, pos-
teriormente, este objeto difractara un campo, Up(z, y, z), hacia el plano de observacion, el cual se encuentra
a una distancia z del objeto.

En el plano de observacion, se encuentra el plano de difraccion Up, dado por la propagaciéon de la onda
objeto al plano de grabado, asi como la amplitud compleja de la onda de referencia, U,., los cuales podemos
describir a partir de las siguientes expresiones respectivamente:

UO(x7y’Z) = aO(x’y)GIp(iQSO(x?y)) (41)
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Ur(x? y) = ar(xv y)emp(i¢r (.T,’, y)) (42)

donde ap representa la amplitud compleja de la onda objeto y ¢o es su fase optica. De la misma manera,
a, representa la amplitud compleja de la onda de referencia y ¢, su fase 6ptica. Generalmente, como los
parametros de la onda de referencia son conocidos, se ajusta la amplitud de ésta para que sea uniforme y
constante. De manera que, al interactuar ambas ondas, la iluminacién o intensidad total, denotada por H,
estara dada por la suma de las amplitudes individuales y por lo tanto, la amplitud compleja resultante estara
dada por:

H=\U, +Uo|? (4.3)

= (U, + Uo) (U, +Up)* (4.4)

= (U:U;) + (U:Up) + (UoUy) + (UoUp) (4.5)

= H=|U.]> +|Uo|* + UrUo + U, U} (4.6)

donde * denota al complejo conjugado. Note que podemos reescribir la expresiéon anterior considerando las
intensidades de U, y Up en (4.1) y (4.2), esto es:

H = a2 + a4 + 2a,a0c0s(¢p, — do) (4.7
=1+ Io + 2/ I .IpcosA¢ (4.8)

donde I, y Ip son las intensidades individuales asociadas a la onda de referencia y a la onda objeto y la
diferencia de fase entre las dos ondas es A¢ = ¢, — ¢o.

La intensidad resultante, H, es la suma de las intensidades individuales mas el término de interferencia
2/ 1. 1pcosAg, el cual depende de la diferencia de fase de las ondas.

Note que se produce interferencia constructiva, cuando H alcanza su méaximo, esto ocurre cuando la
diferencia de fase es miltiplo de 2, esto es: A¢p = 2nw paran =0,1,2,....

En contraste, tenemos interferencia destructiva, cuando H alcanza su minimo, lo cual ocurre cuando
A¢ = (2n+ 1)m paran = 0,1,2,..., donde n representa el orden de interferencia. De manera que, la se-
rie de franjas claras y obscuras observables son el resultado de la interferencia constructiva y destructiva [19].

Las ecuaciones (4.6) y (4.7) constituyen lo que se denomina clasicamente como holograma digital, el cual
esta conformado por tres drdenes [20]:

= Orden 0, el cual estd compuesto por los términos |U,|? 4+ |Up|?. La informacién de estos dos términos,
se conoce como fondo del holograma, la luz que es difractada por estos términos viaja siguiendo el
mismo eje de propagacion del haz de iluminacion.

= Orden +1 que corresponde al término U, x Uy y que generalmente, es el orden de interés debido a que
esta relacionado con el objeto inicial, estos es, incluye la onda objeto.

s Orden —1 asociado al término U,Up también conocido como twin image o imagen gemela, el cual
exhibe cierta geometria debido al operador de Fourier.

La microestructura de un holograma digital, estd compuesta por micro franjas y por granos de luz o
speckles, formados debido a la dureza natural del objeto y a las fluctuaciones aleatorias en intensidad de la
luz dispersada desde la superficie de éste, lo que genera una serie de puntos claros y oscuros cuyo tamano es
mayor que la longitud de onda de la luz [19][20].

4.2. Coherencia

Como se habia mencionado previamente, una de las condiciones para que ocurra el fenémeno de inter-
ferencia, es la correlacion entre las fases de las ondas que interfieren. Llamamos coherencia, a la capacidad
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de la luz para formar patrones de interferencia, la cual determina cémo las ondas se combinan, interfieren
y se comportan cuando interacttian entre si. Posee dos aspectos fundamentales: la coherencia temporal y la
coherencia espacial [19].

4.2.1. Coherencia Temporal

Experimentos como el interferometro de Michelson, han mostrado que el fen6meno de interferencia solo

puede ocurrir si la diferencia de camino 6ptico no excede cierta longitud L. Si el camino 6ptico es mayor que
esta medida L, las franjas de interferencia desaparecen y solo se observa un brillo uniforme en la pantalla
de observacion. Las franjas de interferencia, solo se forman cuando las ondas que se superponen tienen una
relacion de fase bien definida y constante entre ellas, cuando la diferencia de fase entre las ondas varia
aleatoriamente, estas no interfieren [19].
La diferencia de la longitud de camino critico, también conocido como longitud de tren de onda es la longitud
de coherencia L de la onda. El tiempo correspondiente durante el cual se emite el tren de ondas es su tiempo
de coherencia [19], es decir, representa al intervalo de tiempo durante el cual dos ondas electromagnéticas
mantienen una relacion de fase significativa y por lo tanto, pueden interferir constructiva o destructivamente.
El tiempo de coherencia est4 descrito por la siguiente expresion:

T=- (4.9)

donde L corresponde a la longitud finita de un tren de onda con ancho espectral finito A f:

C

L=%5

(4.10)

donde c es la velocidad de la luz y de acuerdo a la expresion anterior, la longitud de coherencia es por
lo tanto, una medida para el ancho de linea espectral de una fuente a una frecuencia especifica f [19]. La
luz con una gran longitud de coherencia posee en contraste, un ancho de linea estrecho y por lo tanto, es
altamente monocromética, como por ejemplo la luz proveniente de un laser.

La visibilidad de franjas en un patrén de interferencia, es una medida de nitidez o contraste y mide cémo
las franjas de interferencia son distintas entre si, en términos de su intensidad luminosa, estd dada por la
expresion [19]:

Ima:c - I’m?ﬁn
V=r——— 4.11
Imaz + Imzn ( )

La coherencia temporal, garantiza que la fase de la luz se mantenga constante durante el proceso de grabado
de un holograma, lo que proporciona estabilidad al holograma. Cualquier fluctuacion en la fase o la frecuencia
de la luz utilizada para el proceso de registro, puede afectar negativamente la calidad y la claridad del patrén
de interferencia formado.

En el proceso de reconstruccion, si la coherencia temporal de la fuente no coincide con la coherencia
temporal de la fuente empleada en el proceso de grabado, la calidad de la imagen puede verse afectada [19].

4.2.2. Coherencia Espacial

El interferometro de Young (1801), es un experimento que permite medir la coherencia espacial de la luz,
la cual se refiere a la correlacion entre partes del campo de ondas de luz que estédn separadas espacialmente.
En el interferometro de Young, la luz incide sobre una abertura que tiene dos agujeros, lo que crea dos
fuentes de luz que emiten ondas que se propagan y se superponen en una pantalla. Si la luz es coherente en
las aberturas del interferémetro, las ondas de las dos fuentes se combinan y forman patrones de interferencia
en la pantalla [2][18][19].

La distancia coherente, ai, es un parametro critico en este experimento. Representa la maxima distancia
a la que las ondas de las dos fuentes de luz todavia mantienen una correlacion significativa. Si la distancia a
entre los agujeros del interferémetro es mayor que ay, las ondas de las fuentes ya no estan lo suficientemente
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correlacionadas, y los patrones de interferencia desaparecen. Este fenémeno sucede, debido a que las ondas
de diferentes partes de la fuente de luz extendida ya no se combinan coherentemente en la pantalla [19]. En
contraste a la coherencia temporal, la coherencia espacial depende no solo de las propiedades de la fuente
de luz, sino también, de la geometria del interferometro [19].

En holografia, la coherencia espacial es esencial para la formacién de un holograma de alta calidad, ésta
determina la formaciéon de patrones de interferencia claros y nitidos que contienen la informacion tridimen-
sional del objeto. La longitud de coherencia debe ser mayor que las diferencias de camino 6ptico entre los
puntos del objeto y el holograma, para garantizar que la interferencia sea significativa y permita registrar
informacion tridimensional [19][20].

Una vez que se han explicado los fenémenos Opticos relacionados con la holografia, en adelante,
describiremos los procesos fundamentales para la obtencién de un holograma, que son: el registro o grabadoy
el proceso de reconstruccion digital.

4.3. Grabado del holograma

Al proceso de obtener un patréon de interferencia a partir de la superposiciéon de la onda objeto y la
onda de referencia, para posterioremente grabarlo en un medio de registro, se le denomina grabacion del
holograma [1][19][20].

En holografia fotografica clasica, el patron de interferencia se registra en un material foto sensible, como
peliculas o placas de haluro de plata y se reproducen permanentemente a través del desarrollo quimico de
la pelicula [19].

En contraste, en holografia digital el patron de interferencia es registrado directamente en un fotosensor
electronico tal como un CCD o un arreglo CMOS (semiconductor complementario de dxido metalico). De esta
manera, la informacion digitalizada del holograma pasa directamente a la computadora [19]. Es importante
senalar que, es posible generar un holograma a través de una simulacién computacional de los frentes de
onda, para lo cual, se obtiene un arreglo con la informacion del patréon de interferencia que puede ser impreso,
o bien, manipulado computacionalmente dependiendo del objetivo que se tenga [5][23].

4.3.1. Tipos de hologramas

En la practica, podemos encontrar hologramas deamplitud y hologramas de fase [5].

Llamamos holograma de amplitud al patron de franjas claras y oscuras que afecta principalmente a la
amplitud del haz de reconstruccion, obstruyendo parte del mismo de acuerdo al patréon de franjas generado
en la etapa de grabaciéon. En particular, durante la etapa de reconstruccién generan tres frentes de onda
diferentes que corresponden al orden cero, orden +1 o imagen real y al orden —1 o imagen virtual del
objeto. Los frentes de onda generados tendran un angulo de inclinacién respecto al eje del sistema, el cual
dependerd del angulo entre la onda objeto y la onda de referencia en el proceso inicial de grabaciéon o
registro del holograma digital [5][20].

En contraste, denominamos holograma de fase a aquéllos que introducen un desplazamiento de fase en
diversos puntos de la onda de reconstrucciéon y modifican ligeramente su amplitud. El desplazamiento o
corrimiento de fase introducido en cada punto, estd relacionado con el patrén de franjas generado en el
proceso de registro [5][20].

De manera general, los principales tipos de configuraciones interferométricas usadas en holografia digital
son: [27][5][20]:
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Holografia en linea

Holografia de Fresnel fuera de eje
Tipos de configuraciones interferométricas: Holografia de Fourier

Holografia en el plano imagen

Holografia de Gabor

Algunos hologramas dependen de la geometria del arreglo, esto es, que dependen del dngulo existente
entre la onda objeto y la onda de referencia. En particular, para los hologramas en linea y fuera de eje, las
franjas de sus patrones de interferencia se forman en la superficie del medio de registro. Por lo tanto, este
tipo de hologramas se pueden grabar sobre peliculas delgadas y representarse por medio de matrices de dos
dimensiones [19].

Hologramas en linea
Un holograma en linea u holograma de transmision en linea, se produce cuando la onda de referencia y la
onda objeto se encuentran en un angulo de cero grados, lo que significa que sus direcciones de propagaciéon
son paralelas, como puede verse en la figura (4.2):

Onda
dispersada y
Objeto | __.-- s
........................ L P e [ 4
Fuente
monocromdtica |  \ / " TT==al__
e |

Placa de
grabado

Onda

transmitida

Figura 4.2: Geometria del registro de un holograma en linea

Originalmente, en el diseno de Gabor, iluminé el holograma con un haz de luz paralelo sobre un objeto
predominantemente transparente. Tanto la onda objeto como la onda de referencia tenian ejes paralelos en
su disposiciéon [19]. De manera que, un tnico haz acttia simultaneamente como haz de referencia y como
haz objeto. Como resultado, al reconstruir este holograma (figura (4.3)), se gener6é una imagen real que se
superpuso en la parte no difractada de la onda de reconstruccion, junto con una imagen “gemela” o virtual en
el mismo eje 6ptico. Esto es lo que se conoce como un holograma en linea de tipo Gabor. Esta configuraciéon
resulta particularmente util cuando se desea obtener un holograma de un objeto transparente, el cual, al ser
iluminado, modifica la estructura de la luz difractandola. La parte de la onda que atraviesa la transparencia
sin difractarse es la onda de referencia. Luego, la onda difractada y la de referencia interfieren en el medio
de registro [24]. En este tipo de hologramas pueden utilizarse fuentes de iluminaciéon de baja coherencia o
parcialmente coherentes [5].

Debido a que ambos haces se encuentran en linea, disminuye la frecuencia de las franjas de interferencia,
como consecuencia a que el periodo de dichas franjas depende del angulo entre la onda objeto y la onda de
referencia [5].

En los hologramas de amplitud en linea, los tres frentes de onda generados por el holograma se
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o

Observador

Zo Zo

Imagen virtual Imagen real

Figura 4.3: Reconstrucciéon de un holograma en linea

propagan sobre el mismo eje, lo que dificulta separar la informacién de cada término durante el proceso de
reconstruccion del holograma. Lo anterior, provee de ruido y calidad deficiente a los objetos reconstruidos [5].

Hologramas fuera de eje

Cuando el arreglo geométrico que se tiene para la generacion de un holograma produce un angulo mayor
que 0° y menor a 90° entre la onda objeto y la onda de referencia tenemos un holograma fuera de eje, figura
(4.4). En 1962, Leith y Upatnieks [19] introdujeron una onda de referencia fuera de eje a un determinado
angulo oblicuo que no pasa a través del objeto. Este enfoque, separa espacialmente las dos iméagenes y la
onda de referencia permite la captura de objetos opacos [19]. Las franjas de interferencia, se forman en la
superficie del medio de registro, de modo que se comportan como una rejilla de difraccién plana y el espacio
entre las franjas de interferencia es mucho mayor que el espesor del medio de registro [5].

Durante el proceso de reconstruccion (figura (4.5)), los frentes de onda o términos generados se
propagaran con diferentes direcciones cada uno, lo que facilita la recuperacion de la informaciéon del objeto,
la cual sera libre de ruido. En la reconstruccién de hologramas de amplitud fuera de eje, los vectores de
direccién de cada frente de onda se encuentran en el mismo plano, sin embargo, forman un angulo entre
si, que esta directamente relacionado con el angulo formado entre la onda de referencia y la onda objeto
en el proceso de registro [5|. Para angulos suficientemente grandes, los 6rdenes de difraccion apareceran
completamente separados en el plano de reconstruccién del objeto [5] [20].

Durante el proceso de grabado o registro, la onda objeto es generada por una iluminacién que se refleja o
se transmite en un objeto, en donde cada punto del objeto acttia como una fuente puntual con un vector de
direccion propio. Como hemos visto en capitulos anteriores, el frente de onda de la onda objeto se propagara,
cambiando su estructura dependiendo de la distancia entre el objeto hasta el plano de deteccion [5]. De ma-
nera que, dependiendo de la distancia a la que se encuentre el plano de registro, se formaran diferentes tipos
de hologramas, cada uno de los cuales con diferentes requerimientos de coherencia, muestreo y criterios de re-
construccion [5]. Dentro de esta caracteristica de clasificacion podemos encontrar a los siguientes hologramas:

Hologramas de Fresnel

La holografia de Fresnel se refiere a la configuracion en donde el objeto se encuentra a una distancia finita
desde el plano del holograma, es decir, la distancia existente entre el objeto y el plano de registro cumple
con la condicion de Fresnel para la propagacion de campos y la onda de referencia es usualmente una onda
plana. Posteriormente, las imégenes se forman en la posicién del objeto y su posiciéon espejo, con respecto
al holograma. Para evitar la sobreposicion o traslape de la onda de referencia y las imagenes, las ondas de
referencia y objeto, se desplazan un determinado angulo, como lo hicieron originalmente Leith y Upatnieks
[19] [28]

En los hologramas de Fresnel, la expansion del campo aumenta en proporciéon a la distancia creciente
entre el objeto y el holograma. La dispersion del campo difractado esté influenciada por el ancho angular
del objeto y la distancia de propagaciéon del haz. Particularmente, el ancho angular del objeto se refiere
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Figura 4.4: Geometria del registro de un holograma fuera de eje
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Figura 4.5: Reconstruccion de un holograma fuera de eje

al tamano angular del cono de luz que es difractado por el objeto. El ancho de banda del objeto, esta
determinado por la longitud de onda de la luz empleada y el ancho angular del objeto en cuestiéon. En
el proceso de grabacion y reconstruccion de hologramas de este tipo, se requiere el uso de una fuente de
iluminacién altamente coherente. Los hologramas de Fresnel pueden generarse y reconstruirse en un rango
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de distancias que dependen de las dimensiones del objeto y del medio de registro del holograma [5].

Hologramas de Fourier Una configuraciéon de grabado interesante es aquella en la cual las amplitudes
complejas de las ondas que interfieren en el holograma se transforman en las amplitudes complejas de las
ondas originales del objeto y de referencia a través de una transformada de Fourier. Esto, generalmente se
aplica cuando el objeto en cuestion tiene un grosor limitado, como una transparencia[27].

Para crear un holograma de Fourier, la transparencia del objeto se posiciona en el plano focal frente a
una lente, y se ilumina con un haz de luz de una sola longitud de onda. El haz de referencia proviene de una
fuente puntual ubicada también en el plano frontal focal de la lente. El registro del holograma se realiza en
una placa fotografica colocada en el plano focal posterior de la lente [27].

Para reconstruir la imagen, el holograma procesado se coloca nuevamente en el plano frontal focal de la
lente y se ilumina con un haz de luz monocromatica. En esta etapa, es esencial realizar una transformacion
de Fourier inversa en el holograma. Estos hologramas requieren un amplio rango dindmico durante el proceso
de grabacion para capturar de manera precisa toda la informacion de la transformada de Fourier del objeto.
Esto es necesario, debido a que la mayor parte de la energia del espectro de Fourier de un objeto se concentra
en su region central, lo que puede saturar rapidamente el medio de registro [27] [?]

Un rasgo caracteristico de los hologramas de Fourier, es que la imagen reconstruida permanece inalterada
cuando el holograma se desplaza en su propio plano. Esto se debe a que cualquier cambio en una funcién en
el dominio espacial se traduce en una multiplicacion por un factor de fase en su transformada de Fourier,
lo cual no afecta la distribucion de intensidad. Los hologramas de Fourier se consideran validos en un solo
plano, el de imagen o en el infinito, respectivamente [27][5].

Hologramas en el plano imagen En esta categoria de hologramas, una imagen real compuesta por
rayos convergentes se genera en el mismo plano en el que se encuentra el medio de registro. En este esce-
nario, cada punto del holograma recibe la luz difractada de una seccién pequena de la imagen del objeto,
en lugar de capturar toda la imagen completa. Para su posterior reconstrucciéon, se necesita un nivel de
coherencia minimo, lo que posibilita el uso de luz blanca o luz extendida, especialmente para objetos que
sean predominantemente planos [5] [27].

4.3.2. Importancia del sensor de imagen y procesamiento de imagenes digitales

Capturar una imagen a través de sensores es un proceso directo. En este método, la energia que entra,
como la luz, se convierte en senales eléctricas utilizando una combinaciéon de energia eléctrica y un material
especial en el sensor. Este material esta disenado para responder a un tipo especifico de energia detectada.

Cuando la luz golpea el sensor, se genera una senal eléctrica que refleja su intensidad y se presenta como
una onda de voltaje, una especie de registro de la energia luminosa que impacto el sensor.

Posteriormente, es necesario transformar las sefiales analdgicas de voltaje en una forma digital. Esta
conversion digitaliza la respuesta del sensor, convirtiéndola en ntimeros que representan niveles precisos de
voltaje. Cada uno de estos nameros corresponde a un sensor especifico en el arreglo [22].

Frecuentemente, numerosos dispositivos de deteccion electromagnéticos y algunos ultrasénicos, estan
disefiados en un formato de matriz, en los cuales, la respuesta de cada sensor es proporcional a la integral
de la energia de la luz proyectada en la superficie del sensor [22].

Dentro del procesamiento de imégenes digitales, una imagen se define como una funciéon bidimensional,
g(x,y) donde z,y representan las coordenadas espaciales y la amplitud de g en cualquier par de coordenadas,
se le conoce como intensidad o nivel de grises de una imagen en ese punto. El valor o amplitud de g en
un punto (z,y), es una cantidad escalar positiva diferente de cero, cuyo significado fisico esta determinado
por la fuente de la imagen. Cuando una imagen es generada a través de un proceso fisico, los valores de
su intensidad son proporcionales a la energia radiada o emitida por una fuente fisica como por ejemplo,
ondas electromagnéticas. Cabe destacar, que una imagen digital estd compuesta por un nimero finito de
elementos, cada uno de los cuales tiene un valor y ubicacién particulares. Estos elementos se conocen como
elementos de la imagen o pizeles (picture elements) [22].
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La funcion g(x,y) puede caracterizarse a través de dos componentes: la cantidad de iluminacion de la
fuente incidente en el arreglo y la cantidad de iluminacién reflejada por el objeto en el arreglo. Estos compo-
nentes se conocen como iluminacion y reflectancia, los cuales se denotan por i(x,y) y r(x, y) respectivamente.
De manera que, las dos funciones se combinan para formar g(z,y) [22]:

9(z,y) = iz, y)r(z,y) (4.12)

donde 0 < i(z,y) < 0oy 0 < r(z,y) < 1. Note que la reflectancia esta acotada entre 0 y 1, donde 0

representa absorcion total y 1 reflectancia total. La naturaleza de i(x,y) estd determinada por la fuente

de iluminacion y r(z,y) esta determinada por las caracteristicas de los objetos representados. Cuando las

imégenes se forman via transmision de la iluminacion a través de un medio, reemplazamos el término de
reflectividad por el de transmisividad, el cual posee el mismo dominio [22].

La salida de la mayoria de sensores es una onda de voltaje continua cuya amplitud y comportamiento
espacial estan relacionados con el fendmeno fisico que se estd detectando. Para crear una imagen digital,
es necesario convertir los datos detectados en una forma digital, lo cual involucra dos procesos: muestreo o
sampling y cuantizacion o quantization, por sus siglas en inglés [22].

Para convertir una imagen que es continua con respecto a sus coordenadas z,y y también en amplitud, a
su forma digital, debemos muestrear la funciéon en ambas coordenadas y en amplitud. Llamamos muestreo,
al proceso de digitalizar los valores de las coordenadas y cuantizacion, al proceso de digitalizar los valores
de amplitud. En la practica, el método de muestreo estéd determinado por el arreglo del sensor usado para
generar la imagen y los limites de la precision del muestreo estaran determinados por factores como la
calidad de los componentes 6pticos del sistema. La calidad de una imagen esta determinada ampliamente por
el niimero de muestras y niveles discretos de intensidad usados en el muestreo y cuantizacion, sin embargo,
el contenido de la imagen es una consideracion igualmente importante para elegir estos parametros. [22].

4.3.3. Demodulaciéon de hologramas digitales

Hemos visto que el holograma digital puede describirse a través de las expresiones (4.6) y (4.7), donde
el término +1 es el término de interés pues incluye la onda objeto a través del término U}Up. El término
—1, U, U}, es el complejo conjugado de U Up, y este también incluye la informacién completa de la onda
objeto. La demodulacion del holograma digital consiste en recuperar el orden +1 del registro de H, para lo
cual existen diversos métodos para llevar a cabo la demodulacion, como lo son: usar geometria ligeramente
fuera de eje en el proceso de grabado, cambio de fase o phase shifting, por sus siglas en inglés , cambio de
fase paralela y holografia digital heterodina o heterodyne digital holography por sus siglas en inglés[20]. A
continuacién describiremos los primeros dos métodos.

Hologramas fuera de eje. Los hologramas fuera de eje introducen una frecuencia espacial y la de-
modulacion permite recuperar el contenido de la frecuencia espacial completa del frente de onda, es decir,
el término correspondiente al orden +1, U}Up. Cuando (ug,vo) # (0,0) existe una ligera inclinacion entre
las dos ondas y el holograma esta fuera de eje. De manera practica, los diferentes términos de difracciéon
codificados en el holograma (la onda correspondiente al término cero, la imagen real y la imagen virtual)
se propagan en diferentes direcciones, permitiendo su separacion para la respectiva reconstruccion [20]. Este
tipo de métodos, es decir, aquellos basados en una configuracién de hologramas fuera de eje, estdn basados
en la teoria de Fourier y sus métodos que les permite filtrar uno de los términos de difraccion contenidos en
el holograma, esto es, U:Up o U, Up.

A partir de la ecuacion (4.7), en el espectro de la frecuencia espacial, una distribucion trimodal esta
relacionada con los tres 6rdenes de difraccién del holograma FT y FT !, esto es, la transformada de Fourier
y su inversa. De manera que, al aplicarle una Transformada de Fourier a la ecuacion (4.10), estara expresada
en el dominio de frecuencias a través de:

FT[H])(u,v) = Co(u,v) + C1(u — ug,v — vg) + C} (—u — ug, —v — vp) (4.13)
donde Cj es la transformada de Fourier del orden cero (|U,|? + |Up|?) y C1 es la transformada de Fourier
del orden +1. Si los tres 6rdenes estuvieran bien separados en el plano de Fourier, el orden +1 podria extraerse
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del espectro de Fourier, como puede verse a partir de la figura (4.6), donde se ilustra la distribucion espectral
en el dominio de Fourier del holograma digital. Las frecuencias espaciales (ug, vg), localizan la informacion

. Orden .
. +1 .
Yoo

Figura 4.6: Distribucién espectral de los tres érdenes y filtrado espectral

de interés y deben ajustarse para minimizar la superposicion de los tres érdenes de difraccion [20]. Al aplicar
un filtro de ancho de banda limitado (Au x Av), alrededor de la frecuencia espacial (ug,vg), y después de
filtrar y aplicar la transformada de Fourier inversa bidimensional, podemos obtener la amplitud compleja del
objeto:

Oy1(x,y) = FT[C1(u — ug,v — vg)] (4.14)
= ar {ao(z,y)exp [ido(x, y)] exp [2im (uox + voy)]} & h(z,y) (4.15)

donde ® es el operador de convolucion y h(z,y) es la respuesta al impulso correspondiente al filtrado
aplicado en el dominio de Fourier.

La respuesta al impulso del filtro es tal que:

h(z,y) = AulAvexp [2im(upr + voy)] sinc(mAuz)sinc(mAvy) (4.16)

La resolucion espacial esta relacionada entonces a 1/Awu y 1/Aw, respectivamente, en el eje xy. Ademaés,
la fase recuperada con (4.16) incluye la modulacion espacial que debe ser removida. Lo cual puede alcanzarse
si multiplicamos O por exp[—2im(upx + voy]
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Note que un filtro que posee un ancho de banda circular, en lugar de uno rectangular, puede ser usado.
En ese caso, la respuesta al impulso del filtro es proporcional a una Jy funcién de Bessel [19]. De manera
que, la fase o6ptica del objeto en el plano del holograma puede ser estimada a través de la siguiente relacion:

_1 (S [041(2,y)]
z,y) = tan~! (\S[H’ 4.17
do(a:9) R, [031(2,)] 1
y la amplitud del objeto a través de la siguiente expresion:
ao(@,y) = /32, [041(z, )] + R2 [041 (2, )] (4.18)

en ambas expresiones, estamos considerando las partes reales e imaginarias, R., Sy, , de valores complejos,
respectivamente [20].

La principal ventaja de este enfoque ,es su capacidad para recuperar la onda compleja del objeto a través
de una sola adquisicién. Por lo tanto, no existe una pérdida de tiempo al mover espejos o realizando el
proceso de heterodinizacién® y la influencia de las vibraciones se reduce significativamente. No obstante, a
pesar de que los términos de difraccién estan espacialmente codificados en el holograma, esta capacidad de
un solo disparo, potencialmente tiene el costo del ancho de banda de banda utilizable, esto es, el filtro con
ancho (Au x Av). Ademés, la modulacién de frecuencia, inducida por el angulo entre la onda de referencia y
la onda objeto, garantiza la separacion de la informaciéon contenida en los diferentes términos de difracciéon
que estan codificados en el holograma, mientras que porta una frecuencia compatible con la capacidad de
muestreo de los detectores digitales [20].

Sin embargo, dentro de la microscopia, el objetivo del microscopio usualmente permite adaptar apropia-
damente el campo de la onda objeto a la capacidad de muestreo de la cAmara. Los componentes laterales
del vector de onda kg, se dividen entre el factor de amplificacién M del objetivo del microscopio. En la
practica, cuando se emplea una camara estandar con pixeles de unas cuantas micras, el objetivo del microsco-
pio con una amplificacién mas grande que x20, hace posible obtener una resolucién limitada por difraccién
atn cuando se consideran aperturas numéricas (NA) muy altas [20]. También debemos mencionar que la
reconstruccion numeérica del frente de onda, particularmente su propgacion, representa un gran avance en el
campo de la 6ptica moderna, especificamente en el campo de la microscopia [20]. De hecho, es posible no solo
alcanzar un autoenfoque fuera de eje sino también extender la profundidad de foco. Estos procedimientos
numéricos de reconstruccién nos permiten no solo imitar sistemas 6pticos complejos, sino también compensar
aberraciones, distorsiones y ruido experimental, llevando al desarrollo de configuraciones de SO robustas y
simplificadas que sean capaces de medir cuantitativamente longitudes de camino 6ptico con gran resolucién
[20].

En particular, el objetivo del presente trabajo es corregir este tipo de aberraciones, desenfoque,
extendiendo la profundidad de campo al usar un filtro de fase cibica.

4.4. Modelos matematicos

Previamente, discutimos la teoria béasica del grabado de un holograma digital, asi como su demodulacién.
El objetivo de esta secciéon es complementar la teoria escalar de difracciéon de la luz que abordamos en
capitulos anteriores para poder discutir acerca del proceso de reconstrucciéon digital del holograma.

Algunos algoritmos usados para retropropagar el campo objeto estimado en el plano del sensor, estan
basados en modelos de la teorfa escalar de difraccion de la luz [20].

4.4.1. Ecuacién de propagacion de la luz

En el capitulo uno, mencionamos que el campo propagado producido por una perturbacién proveniente
de una abertura circular, en el punto de observacion P = (x,y), a la distancia z, con una longitud de onda

1La heterodinizaciéon es un proceso que analiza sefiales, amplificando sefiales débiles y separa componentes de frecuencia
en una sefial compleja. Es una técnica util para obtener informacién detallada sobre una muestra o un objeto mediante la
generacion de un holograma y la manipulacién de la sefial obtenida [22][20].
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Ay un nimero de onda k = 27”, se denota a través de U(z,y). Mencionamos previamente que, para una

onda que se propaga en un medio homogéneo, el frente de onda es una superficie ortogonal a la direccion de
propagacion. En particular, una onda plana que se propaga en un medio homogéneo puede escribirse como:

Ul(z,y,z) = Apexp [ik (xzcosa + ycosf + zcosy)] (4.19)

La direccion de propagacion puede definirse a través de los cosenos directores cosa, cosB y cos~y. De
manera que, para un namero real C, la expresion xcosa + ycosfB + zcosy = C describe la fase plana cuya
normal se encuentra en la direccion dada por los cosenos cosa, cosf y cosy. Diferentes valores de C' estan
asociados a planos paralelos diferentes, por lo que la expresion (4.19) representa a una onda que se propaga
en direcciéon ortogonal a estos planos [20].

Debido al aspecto electromagnético de la luz, ésta puede ser descrita por la teoria clasica de electromag-
netismo a través de las ecuaciones de Maxwell. En particular, para un medio homogenéo, las ecuaciones de
Maxwell pueden reducirse para obtener la ecuacion de propagacion de la luz o ecuacion de onda, la cual esta
dada por:

V’E — Z g =0 (4.20)

donde V2E es el operador Laplaciano del campo eléctrico que representa la tasa de cambio de la luz en
el espacio y c es la velocidad de la luz en el medio. En lo que sigue, consideramos la dependencia temporal
del frente de onda 6ptico de manera implicita y no la incluiremos en las ecuaciones descritas por la teoria
de difraccién escalar.

4.4.2. Funciéon de transferencia de espectro angular

Dado que estamos considerando una dependencia no explicita del tiempo ¢, si sustituimos U(x,y) en la
ecuacion de propagacion de la luz (4.20), obtenemos la ecuacion de Helmholtz, la cual describe la propagacion
de la luz en un medio estacionario, esto es:

—wU(x,y) + VU (z,y) =0 (4.21)
V23U (x,y) — %U(x, y) =0 (4.22)
= V2U(z,y) — k*U(x,y) =0 (4.23)

donde el niimero de onda k = ¢ esta relacionado con la frecuencia angular, w [20]. La ecuacion (4.23)
puede escribirse como:

(VZ+E)UP)=0 (4.24)

expresion que es independiente del tiempo y que puede resolverse en el dominio de Fourier.

Previamente, mencionamos que la distancia z es la distancia de separacion entre el plano inicial o plano
objeto, U(x,, Yo, 0), y el plano de observacion o plano imagen de nuestro sistema optico U(x,y, z) (el campo
propagado). Ambas expresiones representan la amplitud compleja de estos dos planos pues son las que
llevan consigo la informacién de amplitud y fase.

En el espacio de frecuencias o dominio de Fourier, los espectros de ambos planos pueden describirse a
través de Go(u,v), espectro en el plano objeto, y G, (u,v), espectro en el plano de observacion. Recordemos
que (u,v) son las frecuencias asociadas a las coordenadas espaciales. Luego, podemos describir a ambos
espectros de la siguiente forma [20]:

Go(u,v) = /_00 /_00 U(xp, yp, 0)exp [—2im (ux + vy)] dzdy (4.25)
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G.(u,v) = /jo /jo U(z,y, z)exp [—2im(ux + vy)] dedy (4.26)

Ahora, se propone la siguiente solucion a la ecuacion de Helmoltz, expresada en términos de los compo-
nentes de Fourier de U(z,,Y,,0) y U(z,y, 2) tal que:

G, (u,v) = Go(u, v)exp {Zi\ﬂz\/l — (Au)? - (Av)Q] (4.27)

La expresion anterior es conocida como la ecuacion de propagacion del espectro angular y representa el
espectro del campo propagado. Donde Gy(u,v) es la Transformada de Fourier del campo original (espectro
en el plano inicial) y el término (4.28):

9
G(u,v) = exp {;\Wz\/l — (Au)? — ()\v)Q} (4.28)
es un factor de retraso de fase conocido como factor de propagacion del espectro angular [20].

De acuerdo al Teorema de la convolucion, sabemos que el espectro o Transformada de Fourier de una
convolucion es igual a la multiplicacion de los espectros de las funciones que convolucionan [1], de manera
que:

G =F{U(z,y,2)}
= ]:{U(xpvypvo) ®g}
= (FA{U(p, yp, 0)}) * (F{g})
=G, =Gy G

Donde F,F~! denotan a la Transformada de Fourier y la Transformada de Fourier inversa, ® es el
operador de convoluciéon y * la multiplicacion usual. Ademas, de acuerdo a la teoria de sistemas lineales,
U(zo,Yo,0) representa el frente de onda original o campo inicial, que posee la informacion del objeto y g
es la funcion de respuesta al impulso o (psf) [1], que en este caso, representa la Transformada de Fourier
inversa del factor de propagacion.

De manera que, si obtenemos el espectro de U(z,, Yo, 0), es decir Go(u,v) y tomamos la Transformada
de Fourier inversa de G, (u,v) (4.32), podemos recuperar el campo complejo en el plano de observacion a la
distancia z, luego, el proceso de difraccion puede ser calculado de la siguiente manera:

F G (u,0)} = /jo /jo G, (u,v)exp [2im(ux + vy)] dudv (4.33)
Uz,y,z) = F " {Go* G} (4.34)

-1 0w
=U(zr,y,2) =F {f{U(x,”y,”O)} erp {)\z\/l — (Mu)? — ()\'U)Q:| } (4.35)

Podemos notar que el campo U(z,y, z) se puede considerar como la superposicion de ondas planas de
amplitud G, (u,v)dudv que se propagan en la direccion cuyos cosenos son

{cosa, cosf, cosy} = {)\u, M, /1 — (\u)? — ()\U)Q} .

Esta expresion (4.35), puede escribirse como una convolucion:

Uw,y,2) = Ulap, yp, 0) ® F~ {G(u, )} (4.36)

La propagacion del espectro angular puede describirse mediante la Transformada de Fourier pues esta
permite relacionar la amplitud y fase en el espectro angular antes y después de la propagacion a través del
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sistema 6ptico, como puede observarse en (4.35).

En el plano de frecuencias, esta relacion muestra una variacién espectral en amplitud compleja causada
por la propagacion de la luz sobre la distancia z, la cual puede caracterizarse a través del factor de propagacion
del espectro angular, G(u,v) [20].

Podemos conectar este factor de propagacion G(u,v), con la teoria de sistemas lineales, bajo la cual
este factor de propagacion puede entenderse como una funcién de transferencia en el espacio de frecuencias
debido a que como hemos descrito anteriormente, el fenémeno de difracciéon es una transformacion del
campo electromagnético a través de un sistema optico [1] [20].

Una observacion interesante es que en la difraccion de espectro angular, si las ondas satisfacen
1 — (Av)? — (\v)? < 0, entonces estas son atenuadas por la propagacion, es decir que todos los componentes
que satisfacen esta condiciéon solo puedan existir en una zona muy cercana al plano inicial. Por otra parte si
se satisface la condicién 1 — (Av)? — (Av)? > 0, es decir que la suma de frecuencias cuadradas u? + v? < 55,
entonces en el espacio de frecuencias la propagacion en el espacio libre se considera como un filtro pasa
bajas de radio 1/X [20].

Esta interpretacion en particular, de la propagaciéon de la luz vista a través de la teoria de sistemas lineales,
se conoce como propagacion del espectro angular. Y su funciéon de transferencia asociada se conoce como
funcion de transferencia del espectro angular para la propagacion de un campo en el espacio libre[20][5]. Lo
que se busca con esta interpretacion, es describir el cambio de las caracteristicas del campo electromagnético
que se propaga a través del SO. Y como consecuencia, entender las diferentes longitudes de onda y fases
del campo electromagnético que se propaga, pues este modelo considera a cada frecuencia del espectro del
campo como una onda plana que se va propagando con un vector de direcciéon dado. Al utilizar el método
de propagacion por espectro angular preservamos el sistema de coordenadas tanto en el campo propagado
como en el campo original [5].

4.5. Reconstruccién numérica de hologramas digitales

El dltimo proceso fundamental en holografia es la reconstrucciéon, que tiene como objetivo recuperar la
informacién del haz objeto codificado en el holograma.
Habiamos obtenido la expresion que describe al holograma o interferograma dada por (4.6), donde:

H = U, +Up|? (4.37)

usando la representacion en amplitud compleja de cada onda tenemos que:

H = |U,” + |Uo|? +2|U,||Uo|A¢ (4.38)
= |U:? + [Uo|? + 2|U, ||[Uolcos (g0 — o) (4.39)
(4.40)

aplicando la identidad de Euler al tercer término de la expresiéon anterior podemos escribir la diferencia de
fases de la siguiente forma:

2|U.[|Uo|cos(do — ¢r) = [Ur||Up] |€/0=97) 4 e~*(00=¢r) (4.41)
= |Uo|e'®0|U, e~ 4 |U,|e*"|Up e~ %0 (4.42)
=UoU; + ULU, (4.43)
De manera que:
H = |U.]* + |Uo|? + UoU; + U5U, (4.44)
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Podemos notar a partir de la expresién anterior que si multiplicamos el holograma por un haz igual al
de referencia se puede recuperar completamente el campo complejo del objeto modulado por el cuadrado de
la amplitud de la onda de referencia [19] [5], esto es, :

U.H = U.(|U.]> + |Uo|?) + U-(UpU;) + U.(U5U,) (4.45)
U.H = U.(|U.]> +|Uo|?) + |U.|?Uo + U2U (4.46)

Y si elegimos una amplitud constante o igual a 1 para la onda de referencia el campo complejo
permanecera invariante ante la modulacién y por lo tanto podra recuperarse completamente.

En la reconstruccion éptica clésica, una vez que se tiene el patron de interferencia grabado, la onda
objeto original se reconstruye al iluminar el holograma con la misma onda de referencia con la que se grabd
el interferograma, sin embargo, la tnica consideracién que se hace para ello, es que el haz de iluminacién
debe propagarse en sentido opuesto respecto a la placa del holograma, es decir, este haz debe ser el complejo
conjugado del haz de referencia para poder formar una imagen real del objeto [5]. De manera que la expresion
(4.46) se vuelve:

U'H = U (|U)? + |Uo|?) + (U)*Uo + Uo|U, |2 (4.47)

Una vez incidida la réplica de la onda de referencia sobre el interferograma, se forma una imagen virtual
o primaria a una distancia zy atréas del plano del sensor vista por un observador. La imagen real o secundaria
también se forma a una distancia zg del sensor pero en frente de él, entre éste y el observador, ver figura
(4.3) [19].

Digitalmente, se puede reconstruir el holograma a través de una simulaciéon computacional, particular-
mente, el holograma debe ser digitalizado e introducido en la computadora como una matriz de datos a
la cual se le aplicaran los modelos mateméticos de propagaciéon de la luz, como el modelo de propagaciéon
del espectro angular. Posteriormente, y en contraste a la reconstruccién en holografia clasica, no se forma
una imagen fisica ni en el espacio real ni en el virtual. La reconstruccion digital numérica a través de una
computadora en un plano dado, produce una imagen real o una virtual en el monitor [19][5].

A continuacion describiremos algunos enfoques para realizar el proceso de reconstrucciéon numeérica, asi
como el proceso de retropropagacion implementado en este trabajo.

4.5.1. Reconstruccion a través de la Aproximacion de Fresnel

La reconstrucciéon numérica con la transformada discreta de Fresnel estd basada en la integral de
difraccién de Fresnel que analizamos en el primer capitulo, la cual describe el proceso de un campo
cuando se difracta y se propaga a una distancia corta del plano de observacion, ver(2.4). Usando el
sistema coordenado de la figura (4.7), una onda electromagnética que se difracta en una abertura, en este
caso, un holograma H, y es perpendicular a un haz incidente, puede describirse a través de la integral
de Fresnel-Kirchhoff. El patron de difraccion se calcula a una distancia zg detras del plano del sensor,
de tal forma que reconstruya la amplitud compleja de la onda en el plano real de la imagen [19] [20].
Esto constituye una caracteristica relevante de la Holograffa Digital sobre la técnica clasica, pues a través
de la representacion compleja es posible recuperar la informacién completa del objeto y no solo su intensidad.

De manera que para reconstruir numéricamente una imagen real no distorsionada consideraremos la
expresion (4.47) en la integral de difraccion de aproximacion de Fresnel, esto es [19]:

27

Z‘ oo o0 N . T
[(z,y) = TZOexp <_Z \ ZO) X / / Uy (xp, Yp) H(zp, yp)exp _ZTZO ((x - xp)z +(y — yp)z) dxpdyp
(4.48)
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Figura 4.7: Sistema coordenado para la reconstruccién numérica del holograma.

que puede reescribirse como:

™

i o s R )
['(z,y) = )\—Zoegcp (—zAzo) exp [—2/\20(;32 + y2)} % / / U (zp,yp)H(xp, yp)exp |:_Z>\Zo (mf, + y;)]
27

A2 (zpx + ypy)] dapdyy

X exp [z
(4.49)

La expresion (4.49) se conoce como Aprozimacion de Fresnel y permite la reconstruccion del campo de ondas
en el plano real de la imagen. Luego, su intensidad esta dada por [19]:

I(z,y) = |T(z,y)|? (4.50)

y su fase:

Sm [L(z,y)]
Re [[(, y)]

donde R, y 3y, denotan a la parte real y a la parte compleja de la onda respectivamente.

o(z,y) = arctan (4.51)

Para digitalizar la transformada de Fresnel (4.49), sustituimos en esta expresion a las frecuencias espa-

; _ =z — .
ciales u = 3o VU= 5 Luego, :

7 s

2 . RS .
[(u,v) = )\—Zoexp (—z)\d) exp [—Zﬂ')\d (u2 + UQ)] [ [ Ui (zp, yp)H(xp, yp)exp {—zm(mi + yf,)}

x exp [i2m(xzpu + ypv)] dz,dy,
(4.52)
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Note que la expresion anterior (4.52) corresponde a la transformada inversa de Fourier de la funcion

Ui (zp, yp)H) (zp, yp)exp [7271’/)\20(93[2) + yg)]

por lo que la aprozimacion de Fresnel, también recibe el nombre de Transformada de Fresnel [20] [19].

Es importante destacar que la funcion I' puede digitalizarse si la funcién del holograma es muestreada
en un mapa de bits de N x N puntos con espaciado de muestreo Az, y Ay, a lo largo de las coordenadas.
Esto significa que la distancia entre pixeles vecinos en el arreglo del sensor sobre las direcciones horizontales
y verticales estaran dadas por Az, y Ay,. Por lo que se sustituyen las integrales por sumas finitas y los
valores discretos antes mencionados en la expresion (4.52), es decir:

, N-1N-1
T(m,n) = )\Lzoescp <i2;rzo) exp [7Z'TF>\Zo(m2Au2 + nQAUQ)} Z Z UX(k,)H(k,1)
k=0 1=0 (4.53)

X exp [i;r(k2Amg + ZQAyg)] exp [12m(kAzymAu + [Ay,nAv)]
20
param=0,1,.. N—1yn=0,1,...., N — 1.

De acuerdo con los procedimientos de la Transformada de Fourier podemos reescribir Au y Awv, en
términos de Az, y Ay,, tal que [19]

1 1
A = : A = — 4.54
YN Az’ TN Ay ( )
Luego, sustituyendo nuevamente estos valores:
)\Zo )\ZO
Azx = ; = 4.
TN Az,’ VTN Ayp (4.59)
Finalmente, sustituyendo estos nuevos valores en (4.53) tenemos:
i 2 m? Pl
r — —iTA Ux(
(m.n) =3 o€$p< X\ ZO) emp{ e <N2Ax2 NQAyp>:| ;;) zz:: i) (4.56)
k l
X exp [—i)\zo(kQAxf, + lQAyi)] exp |:’L'27T ( ]i? + ]:ZL)]

Esta expresion es la aprozimacion discreta de Fresnel o Transformada discreta de Fresnel. La funcion I" se
evalua multiplicAndola por Uf(k,1) con H(k,l) y exp|—im/(A\z)(k?Ax? + [2Ay?)], seguida de la aplicacion
de una transformada inversa discreta de Fourier al producto. Si se aplica el algoritmo de la Transformada
de Fourier Rapida (FFT) este calculo puede realizarse mas eficientemente [19].

Debido a la geometria fuera de eje, la imagen esté espacialmente separada del término de orden cero.
Cabe destacar que otra de las propiedades interesantes que se observan con este método es que cada parte
del holograma contiene toda la informaciéon sobre el objeto completo, de manera que si se aplicara una
mascara al holograma, el objeto seria visible atin en la reconstrucciéon y la mascara o filtro apareceria como
sombras en los términos de orden cero. Sin embargo, esto ocasionaria una pérdida considerable del ntmero
de pixeles efectivos y por lo tanto, una resolucion reducida en las imagenes reconstruidas [19].

Existe una forma alternativa de obtener la aproximacion discreta de Fresnel que es, el algoritmo de la
Transformada de Fresnel con demodulacion [20].
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Transformada Discreta de Fresnel con Demodulacién

La reconstruccién numeérica con la Transformada discreta de Fresnel con demodulacién es un algoritmo
que esta basado en la versiéon discreta de la ecuaciéon aproximada de difraccién para la propagacion de campos
de Fresnel y considera al plano del holograma como plano de entrada. El muestreo espacial en el plano del
holograma esta dado por: (zp,yp) = (npg, mp,) donde (m;n) € (-M/2,+M/2—1,—-N/2,+N/2 —1). Para
cualquier distancia zy desde el plano de grabado, el campo del objeto reconstruido puede calcularse a través
de la siguiente expresion [20]:

1 2imz o
Ar(if,y,Z()) = _TZOpr (AO> exp |:)\ZO (.’E2 + y2):| X
l=4+L/2k=+K/2

s 2T
Z Z Uo (Ipg, kpy) exp [)\d (1%p? + k;ij)} X exp [_)\d (Ilpzx + kpyy)
I=—L/2k=—K/2 " r

(4.57)

El campo del objeto, Up en el plano del sensor debe ser estimado previamente a través del proceso de
demodulacion, ver seccion (4.3.3). El objetivo de la demodulacién es recuperar el orden +1, de los 6rdenes
de difraccion codificados en el holograma, pues este es el que lleva la informacién del objeto. Las frecuencias
espaciales (u,vg) deben ajustarse correctamente para evitar la superposicion de los términos de difraccion.
Posteriormente, se aplica un filtro de ancho de banda limitado (Au x Awv) alrededor de las frecuencias
espaciales (u,vg). Luego, después del filtrado, se usa la Transformada de Fourier para localizarnos en el
espectro de frecuencias y se selecciona el orden +1 y usando la Transformada de Fourier inversa podemos
obtener la amplitud compleja del objeto, asi como su amplitud (4.17)y su fase (4.18) [20].

Una caracteristica importante de este enfoque es que tanto Up como el holograma completo, H
(4.7) pueden usarse en (4.57) para calcular el campo propagado a la distancia zg, debido a que en la
holografia fuera de eje, los diferentes 6rdenes de difraccion codificados se propagan en direcciones diferentes,
permitiendo su separaciéon para su posterior reconstruccion [20].

La localizacion espacial estd relacionada con las frecuencias espaciales portadoras del holograma,
(zo,y0) = (Azouo, Azovp). Una de las restricciones para este enfoque es que las frecuencias portadoras
espaciales esten correctamente ajustadas para que no exista superposiciéon entre los érdenes de difraccion.
Ademés, dado que el procesador no puede calcular indefinidamente, se debe tomar en cuenta el muestreo
espacial en el plano reconstruido, el cual puede ser muestreado considerando (K,L) > (M, N) pixeles.
Donde el espacio de muestreo es igual a An = \zo/Lp, y A& = Azo/Kp, [20]. De manera que el muestreo
espacial en el plano de la imagen es simplemente x = [An y y = kA con | y k variando desde —L/2 a
L/2 -1y desde —K/2 a K/2 — 1. En la figura (4.8) se observa el diagrama esquematico de este algoritmo
para una distancia zg de reconstruccion.

exp [A"T”“('nzpf, + mzpﬁ)] W X exp [A'T:, (12A€2% + k:zAnz)]

H(n,m) FFT2D

) —T—
Uo(n,m) (el

Datos de

entrada

Objeto recuperado

Figura 4.8: Diagrama de la reconstruccion con la transformada discreta de Fresnel usando demodulacion.

Finalmente, el muestreo de la fase cuadratica que se multiplica por los datos de entrada, ya sea H o Up
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min

deben satisfacer las condiciones de Shannon [20]. Esto significa que la distancia minima z§*" que puede ser
considerada para que este algoritmo pueda ser empleado debe satisfacer la siguiente relacion [20]:

A Np2 Mp?

A A

En este algoritmo se recomienda restringir el nimero de pixeles por el area de deteccion y no por el
ntmero de puntos del campo reconstruido con el objetivo de no modificar la resolucién [20]. Si la resolucion
se reduce el aspecto granular del objeto se haran visibles en gran medida para el observador.

En la practica, los métodos de reconstruccion basados en la configuraciéon fuera de eje dependen de los mé-
todos de Fourier para filtrar uo de los términos de difraccién contenidos en el holograma (U Up o U, Ug) [20].

4.5.2. Reconstrucciéon por Convoluciéon

El procesamiento numeérico de las integrales de Fresnel sin la aplicacién de aproximaciones puede ser
muy costoso computacionalmente, por lo que para un procesamiento numérico mas rapido y eficiente se
propone el enfoque de reconstruccion por convolucidn, el cual como su nombre lo indica, emplea el Teorema
de la Convolucién como herramienta principal [19].

La reconstruccién numérica con el algoritmo de convolucion estd basada en la version discreta de la
expresion (4.57) y de manera anéloga a la Transformada de Fresnel, considera al plano del holograma como
el plano de entrada[20].

Emplea la siguiente formula de reconstruccion [19]:

0 oo
F(m,y) = / / H(‘T;Dayp)U:g($7yaxpayp)dxpdyp (4'59)
—00 J—o0

Este enfoque también se denota como Método del Espectro Angular (ASM), pues considera el muestreo de
la funcion de transferencia del espectro angular (4.28). La integral de superposicion (4.59) puede considerarse
como una convolucién y por lo tanto el Teorema de convoluciéon puede aplicarse.

Luego, bajo este Teorema tenemos que la Transformada de Fourier de la convoluciéon de H U;f con g es
el producto de las transformadas individuales F {HU;} y F {g}. De manera que I'(z,y), puede calcularse
si primero transformamos el producto de H U;‘, seguido de la multiplicacion con la Transformada de Fourier
individual de la funcién de respuesta al impulso g, y finalmente, se aplica una Transformada inversa de
Fourier al producto completo [19]. Note que es el mismo procedimiento que se describié en el capitulo
anterior, en la expresion (4.35) [19].

Ahora, haciendo I'(z,y, z) = U(x, y, 2), (ver expresion (4.35)), notamos que:
H(2p) Uy (2, yp) = U(xp, yp, 0) (4.60)

con g como la funcién de respuesta al impulso en ambos casos.
Puede verse que para realizar el proceso completo son necesarias tres Transformadas de Fourier.

En el dominio de frecuencias o dominio de Fourier, las frecuencias espaciales se muestrean de tal forma

que: (u,v) = (nAu,mAv), donden =1,...,N—-1; m=1,....N -1y (A,,Av) = (1/NA,;,1/NA,).
Luego el factor de propagacion o funcion de transferencia del espectro angular es de la forma [20] [19]:

-2 an 2 am
G(n,m) = exp — ¢ 1- (NAZ‘) - (NAy) (4.61)

Por lo tanto, ahora tenemos:

[(z,y) =F "{F(H- UG} (4.62)
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El espacio entre pixeles correspondiente a las imégenes reconstruidas por el enfoque de convolucion
son iguales a la distancia entre los puntos del holograma [19]. Ademaés, la separacion de pixeles en las
imégenes reconstruidas correspondientes al enfoque de convolucién difieren de las que ocurren con la
aproximacion de Fresnel (4.55). Contrariamente a lo que se podria pensar, el enfoque por convolucién no
mejora la resolucion, incluso si la separacion entre pixeles es suficientemente pequena. La resolucién fisica
de una imagen esta determinada por el limite de difraccion, (4.55), esto también aplica para el limite de
resolucion correspondiente al enfoque por convolucién, sin embargo, en contraste con la reconstrucciéon
usando la aproximacién de Fresnel, en el enfoque por convolucién se tiene el doble de pixeles disponi-
bles para el campo del objeto, la resolucion de muestreo es igual a la resolucién del campo original [5].
Aunado a esto, e el costo computacional para realizar la reconstrucciéon por convolucion es menos costoso [19].

4.5.3. Retropropagaciéon al plano objeto con espectro angular

Previamente, hemos mencionado y descrito algunos de los diferentes métodos que existen para reconstruir
un holograma digital. A continuacion, describiremos un dltimo método de reconstruccion digital, en el cual
hacemos hincapié debido a su importancia en la realizacién de este trabajo.

Una vez que se obtiene el holograma digitalizado en una matriz numérica, es posible llevar a cabo la
simulacién de la reconstruccion del holograma haciendo uso de los modelos de propagacion ya descritos.
La reconstruccion digital del holograma digital que se propone mediante retropropagaciéon al plano objeto
esta basada en el enfoque de convolucion (4.61) o método del espectro angular, el cual conserva la resolucion
del campo original y no impone restricciones en la distancia de reconstruccién pero requiere de dos
Transformadas de Fourier para recuperar la informacion de interés [5].

En este sentido, consideramos la expresion que describe al holograma o interferograma, dada por la
expresion (4.6), la cual codifica tanto la informacion de la onda de referencia como la onda objeto:

H = U, +Uo|? (4.63)

esta expresion describe a la intensidad del patréon de interferencia u holograma, que digitalmente se
observara en el monitor o pantalla. Denotemos a la intensidad del interferograma como H = |W;(x, y)|?, que
en el plano de observacion puede decomponerse como la suma de la onda de referencia denotada por

Yr(z,y) (4.64)
y el campo propagado a la distancia z denotado por:
V. (z,y,2) (4.65)

En nuestra simulacién, consideraremos una onda de referencia plana y con amplitud igual a 1, es decir
que:

Ugr(z,y) =exp {1277 STQ} (4.66)
Ug(z,y) = exp[i27V,x] (4.67)

esta consideracion se hace con el objetivo de retropropagar la informaciéon del interferograma directa-
mente al plano objeto para reconstruirlo. Como se mencioné previamente, un valor diferente de 1 para
la amplitud de la onda de referencia implicaria que el objeto reconstruido esté modulado por la onda
de referencia, tanto en fase como en amplitud. Dicha modulacién, puede ser removida al multiplicar el
holograma por un modelo matematico adecuado de la onda de referencia antes de retropropagarlo [19][5].

Ahora, sustituimos ambas expresiones (4.65) y (4.64) en el interferograma (4.6), esto es:

(2, y)* = |Wa(2,y, 2) + Yr(z,y)|” (4.68)
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De acuerdo con la teorfa de sistemas lineales y a la propagaciéon de campos con espectro angular, sabemos
que el campo propagado a una distancia z en el plano de observacion puede obtenerse a través de la expresion
(4.36):

U, (z,y,2) = FFT ! {ffT{\Ilo(ac,y, 0)} exp {zkz 1—A2(u?+ UQ)} } (4.69)

donde ¥,(z,y,0) representa a U(zp, yp,0), es decir, la informacion del objeto multiplicado por el factor de
propagacion del espectro angular o funcion de Transferencia (4.28). Los operadores FFT y FFT ' repre-
sentan los algoritmos de la Transformada de Fourier rapida o (Fast Fourier Transform) y la Transformada
de Fourier rapida inversa respectivamente[19]. Note que el campo propagado también puede escribirse en su
representaciéon compleja como:

U, (x,y,2) = Az, y)exp [ip.(z,y)] (4.70)
Sustituyendo (4.67) y (4.70) en (4.68):

(2. y)|* = {Alz, y)eap lid=(z,y)] - Alw, y)exp [~id.(z,y)]}

) ] ] ) (4.71)
+ 2R, [A(z, y)exp [id,(z,y)] - exp [—i2nV,x]] + {exp [i27V,x] - exp [i127V, 2]}

aplicando propiedades de numeros complejos y la identidad de Euler podemos simplificar la expresion anterior
para obtener:

W (2, y))* = |Alz, y)|? + 2R {A(z, y)[cos(d, — 2xVz) + isin(¢, — 2aV,a)]} + 1 (4.72)
(Wi, 9)* = [A(w, y)* + 2A(w, y)cos (¢ — 2mVow) +1 (4.73)
Note que la expresion 2A(z, y)cos (¢. — 2wV,.x) puede reescribirse como:
2A(x,y)cos (¢, — 2nVex) = A(x,y)cos (¢, — 2nV,x) + Az, y)cos (¢, — 27V,.x)
2A(x,y)cos (¢, — 2nVex) = A(x,y) [cos(¢p,) + isin(¢p,) + cos(—2nVyx) — isin(27V,.x)]
+ A(z,y) [cos(—d,) —isin(¢,) + cos(2nV,x) + isin(2nV,x)]
= 2A(z,y)cos (¢, — 2nVyx) = A(z, y)explid,|exp[—i2nVyx] + A(x, y)exp[—id,|expli2nV, x]

(4.74)

Ahora, sustituimos esta expresion (4.74) en (4.73), por lo que tendremos la siguiente expresion simplificada:

Wy (z,9)]> = |A(z,y)|* + 1 + Aexplio,]eap[—i2nV,a] + Aexp|—i¢.|expli2nV,a] (4.75)
= Az, y)P + 14+ VU5 + Vg (4.76)

que es la expresion analoga a (4.6), donde los dos primeros términos representan al orden de difraccion
0, y los dos tltimos al orden +1 y —1 respectivamente. De acuerdo con los métodos de reconstruccion vistos
en este capitulo, sabemos que es necesario incidir una onda igual en fase y amplitud a la onda de referencia
sobre el interferograma, para recuperar la informacion de interés [19]. Ademés de que no debemos olvidar
que tanto el término +1 y —1 contienen la informacién del objeto [19][20].
Tomando lo anterior en consideracion, es necesario extraer las frecuencias y amplitudes de los 6rdenes de di-
fraccion de interés (6rdenes +1 y -1) y remover aquellas que no nos aportan informacion como lo es el 6rden 0.

El orden cero, representa la suma de las autoconvoluciones del haz objeto y el haz de referencia, por lo
que tiende a ser una funcién suave que varfa muy lentamente, éste distorsiona la imagen porque oscurece
las partes del objeto que se encuentran detras de él [19] [5]. En este contexto, el érden cero es considerado
ruido, por lo que es deseable eliminarlo.

Existen diversos métodos para eliminar este término como: restar el promedio del holograma digital al
holograma original, restar las intensidades del haz objeto y el haz de referencia al holograma original y filtrar
la transformada de Fourier del holograma [5].

En este sentido, para realizar la reconstruccién numérica sin la distorsion que aporta el orden cero
y considerando la onda de referencia incidente necesaria para la reconstrucciéon numérica, definiremos un
holograma modificado, hm, a partir de la expresiéon que describe al holograma, esto es:
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Uy, 9)* = [Az,y)|* =1 = (V.0 + Ui Tg) (4.77)
= (e, y) = Up ([T ) — A,y 1) (4.78)

Luego, para localizarnos en el dominio de frecuencias, aplicamos una Transformada de Fourier a la expresion
(4.78), entonces tenemos que:

FFT {hm(z,y)} = / / hm - exp [—i2n(ux + vy)| dedy (4.79)
donde (u, v) representan las frecuencias espaciales.

En el dominio de frecuencias, para los hologramas fuera de eje, los términos de difraccién apareceran
separados entre si, por lo que es posible aplicar un filtro espacial a la Transformada de Fourier del holograma
modificado para eliminar las frecuencias no deseadas, sin afectar la informacion del espectro del objeto.
El filtro se define utilizando las frecuencias espaciales (u,v) del dominio de Fourier y se multiplica por el
espectro del holograma modificado [5][19]. Supongamos que (u,v) representa el espectro del filtro definido,
entonces:

Hm/(u,v) = FFT {hm} - B(u,v) (4.80)

Hm'(u,v) representaré al holograma modificado filtrado que ya no contiene al orden cero, en el dominio
de frecuencias, por lo que bastara con retropropagar a Hm'(u,v) al plano objeto para recuperar el frente
de onda del objeto.

Por lo que nuevamente, hacemos uso de la teoria escalar de difraccion para la propagacion de campos y
a través de la propagacion del espectro angular, multiplicamos el espectro del holograma modificado filtrado
por el complejo conjugado del factor de propagacion o Funciéon de Transferencia del espectro angular 4.28,
G*(u,v), con el objetivo de retropropagar la informacion del holograma filtrado al plano objeto para obtener
su reconstrucciéon numeérica y poder recuperar el frente de onda del objeto. Para lo cual, es necesario aplicar
una Transformada inversa de Fourier al producto de espectros, esto es [5]:

U, (x,y) = FFT {Hm/(u,v) - G*(u,v)} (4.81)
= U,(z,y) = /_ /_ Hm!(u,v) - G*(u,v)exp [i27 (zu + yv)] dudv (4.82)

Finalmente la amplitud y fase del objeto reconstruido estaran dados por:

(S [W,(,y)]
do(z,y) = tan <M)

El algoritmo que describe la retropropagacion al plano objeto antes descrita, se exhibe en la figura (4.9).

; ao(fL‘, y) = \/%7211 [\I/O(LL', y)] + +§Rz [\Ilo(xv y)] (483)

Es importante destacar que, para la implementacion de este algoritmo es muy importante tomar en
cuenta el muestreo correcto de frecuencias, la resolucién espacial y el tamano de pixel. Elementos que
dependen del dispositivo de carga acoplado o tipo de sensor que se utilice. En particular, para la implemen-
tacion de este algoritmo, emplearemos el muestreo sugerido en la subseccion anterior (Reconstruccion por
Convolucion) (4.61).

Tras haber examinado exhaustivamente diversos algoritmos y técnicas para la reconstruccion digital de
hologramas digitales, nos dirigimos ahora hacia la esfera de la microscopia holografica digital. Estos dos
campos estan vinculados entre si en gran medida, ya que la habilidad para realizar reconstrucciones precisas
de hologramas desempena un papel central en la metodologia y capacidad de la microscopia holografica
digital contemporanea. Al aplicar los principios y métodos previamente abordados, la Microscopia Holografica
Digital se erige como una herramienta poderosa para la obtencion de imégenes tridimensionales de alta
resolucion.
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Complejo conjugado del
Factor de Propagacién

G*(u,v)

hm €, —s F'F'T 1 —’UO z,
( y) ‘H”'l(""r'“)‘ ® ‘Hm'(u.w)(.‘(u.p)| FFT ( y)

Holograma modificado Objeto recuperado

Hm en el Retropropagacion

dominio de frecuencias

Figura 4.9: Diagrama de la reconstruccién del frente de onda del objeto retropropagando el holograma
modificado al plano objeto.

4.6. Microscopia Holografica Digital (MHD): una aplicacion

Tradicionalmente, el estudio de objetos microscopicos se ha llevado a cabo, bajo el microscopio 6ptico
compuesto, el cual hace uso de la luz visible para crear una imagen aumentada del objeto. Esta conformado
por un arreglo de lentes delgadas y convergentes, denominadas objetivo, cuya distancia focal es muy corta y
esta caracterizado por la magnificaciéon y la apertura numérica; y ocular (lente mas proxima al observador)
del microscopio. Ambos lentes, se montan en extremos opuestos de un tubo cerrado. La imagen formada
del objeto o espécimen a través del objetivo, se usa como objeto para el ocular [24]. Este tipo de arreglo
fundamental, es altamente ttil en diversas areas cientificas pues permite el estudio y anélisis de una amplia
variedad de microespécimenes [24][28].

Una de las desventajas de los microscopios convencionales, es que a mayor aumento en la amplificacion
del objeto, la profundidad de campo del frente de onda disminuye. De manera que, solo pueden enfocarse
los objetos que se encuentran en planos muy cercanos entre si. Esto implica que, para estudiar objetos con
voliumenes de varias decenas de micras, es necesario realizar enfoques manuales en diversos planos de las
muestras, asi como capturar imagenes de cada plano. Aunado a esto, para el estudio de los objetos de fase,
es necesario agregar algiin colorante o pigmento a la muestra para poder visualizarla, lo que puede incurrir
en alterar quimicamente las caracteristicas del objeto de estudio [5].

Dentro de las diversas aplicaciones que tiene la holografia digital, podemos encontrar a la Microscopia
Holografica Digital (MHD), técnica que surgio, a partir de la introduccion de un Objetivo de Microscopio al
montaje experimental para la grabacion de un holograma [24][20]. Lo que le otorgé a la holografia, nuevos
e interesantes campos de aplicacion. Esta técnica, permite recuperar la informaciéon de varios planos de
la muestra, a partir del analisis de los datos capturados en un solo plano, y dado que no necesita alterar
las propiedades de la muestra para analizarla, constituye una técnica no invasiva y eficiente, pues permite
obtener informacion cuantitativa de la amplitud y fase de la muestra bajo estudio en diversos planos. En
este sentido, la MHD soluciona la problemaética asociada a la microscopia convencional [24][5].

La MHD consiste del registro del holograma de un objeto microscopico para su posterior reconstruccién
numeérica, a través de una computadora, haciendo uso de la teoria escalar de Difraccién para la propagacion
de campos. Frecuentemente, diversos tipos de laseres son empleados para la iluminacién coherente, necesaria
para producir interferencia, desde los ubicuos ldseres HeNe (Helio-Neon), laseres de diodo hasta los laseres
de estado solido y laseres de pigmento sintonizables. Existen tambien técnicas parcialmente coherentes, cuyo
proposito es reducir el speckle o granularidad y el ruido espurio de interferencia. Incluso la luz LED, que
posee tipicamente una longitud de onda de 10um puede ser suficiente para la micrscopia holografica [28§],
Sin embargo, el empleo de fuentes parcialmente coherentes en MHD sale del objetivo y alcance de este trabajo.

En particular, en MHD, a partir de un solo holograma se puede recuperar el campo complejo del objeto
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en el plano del holograma, pues la onda del objeto es simplemente proyectada por el objetivo del microscopio
hacia el plano del detector [20]. Este campo, puede ser retropropagado a diversas distancias usando algtn
modelo de propagacion de campos. De manera que, las distancias se eligen para poder obtener la imagen
enfocada del objeto complejo en diferentes planos. Por lo tanto, ya no es necesario realizar el enfocamiento
manual del sistema. Una de las caracteristicas mas importantes de este método, es que el holograma se
forma con el campo propagado del objeto, y no con una imagen enfocada del mismo. Esto, con el fin de
poder utilizar la retropropagacion del campo y poder reconstruir diversos planos del objeto. Y dado que la
reconstruccion se hace digitalmente, es posible analizar fenémenos dindmicos tridimensionales, lo cual no
es posible con la microscopia convencional [20]. Particularmente, para muestras microscopicas, el campo
difractado aumenta rapidamente de tamano, por lo que se puede muestrear de mejor forma en un plano
alejado de la muestra que en el plano original [5]. La fase optica de la luz, transmitida a través de objetos
transparentes puede brindar informaciéon cuantitativa sobre el objeto, como su espesor fisico y su indice
de refraccion, que a su vez son funciones de la densidad fisica o las propiedades de concentracién quimica.
Por lo tanto, las mediciones de alta precision de la fase 6ptica, pueden revelar cambios sutiles en estos
pardametros que acompanan a los procesos celulares. Para obtener imagenes de fase cuantitativas, se puede
realizar una medicién interferométrica de un haz de luz enfocado sobre un objeto y grabar el haz sobre el
objeto en forma de rejilla [28].

Existen diversas configuraciones interferométricas que pueden emplearse para generar hologramas [5],
[28] y para la magnificacion, sin embargo, en la practica, la magnificacion alcanzable esta limitada, por lo
que el uso de la lente del objetivo del microscopio es preferentemente necesaria [28].

Podemos encontrar otras técnicas de microscopia muy similares, pero que difieren en el nombre, como
microscopia interferencial, tomografia de coherencia Optica y microscopia de fase de difracciéon. Cada
uno de estos métodos tiene en comun el uso de la combinacién coherente de un objeto y una onda de
referencia, lo que permite la obtencion final de una imagen de amplitud y una imagen de fase del objeto.
Las configuraciones MHD implementadas con fuentes de luz parcialmente coherente espacialmente, han
permitido reducir y mejorar la precision de las imagenes de fase e intensidad. En la microscopia tradicional,
la imagen del objeto se proyecta en el detector y, como no hay una onda de referencia, se pierde la
informacién de fase esencial. MHD facilita la obtencién de lo que se conoce como “microscopia de fase
cuantitativa” [20].

Existen dos configuraciones principales dentro de MHD: por transmisiéon o por reflexion. En la con-
figuraciéon de transmision, el objeto es iluminado por un haz colimado y difracta la luz hacia el cono de
apertura del objetivo del microscopio. En la configuraciéon de reflexiéon, el objeto es iluminado por un haz
colimado que primero pasa a través del objetivo del microscopio y luego difracta/refleja la luz hacia el cono
de apertura del objetivo del microscopio. La luz, por lo tanto, cruza dos veces el objetivo del microscopio [20].

Debido a su sensibilidad y versatilidad técnica, MHD es un area de investigacion activa y muy importante
dentro de las aplicaciones de la Holografia Digital y el procesamiento de imégenes. Actualmente, se trabaja
en el desarrollo de técnicas que permitan aumentar la resoluciéon de los objetos que se pueden analizar, asi
como la calidad de las iméagenes generadas, que sean adaptables al empleo de la MHD.

La mejora e investigacion de las técnicas de imagen empleadas en MHD constituyen un area que puede
beneficiarse significativamente de las nuevas capacidades de la Holografia Digital, al proporcionar métodos
sin etiquetas, minimamente invasivos y altamente sensibles para obtener imagenes de cambios sitiles en
los estados fisicos y fisiologficos de células y tejidos, asi como en la carcaterizacion y analisis de diversos
materiales y estructuras [28].
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Capitulo 5

Metodologia

En este capitulo se abordan los detalles del trabajo en el diseno experimental generado de forma sintética
que se realizé, complementando a su vez, el método de reconstruccién del holograma digital propuesto en el
capitulo anterior.

Las simulaciones realizadas para la implementacion de este proyecto de tesis se llevaron a cabo en
MATLAB (2023), version R2023a(9,14,0,2206163).

5.1. Diseno del microscopio y objeto sintético

Con la finalidad de tener distintos objetos ubicados en diferentes planos con respecto al plano objeto,
consideramos los siguientes objetos binarios (figuras (5.1)): Ay, As, A3, que son rotaciones del mismo objeto,
son del tipo uint8 y su resolucién corresponde a 512 x 512 pixeles para cada imagen asociada a cada uno de
los objetos.

Al realizar una transformacién a nuestros objetos, trabajamos con matrices en dos dimensiones que
tienen valores de pixeles normalizados en escala de grises.

(a) Ax (b) Az (c) As
Figura 5.1: Objetos disenados computacionalmente
Haciendo uso de la teoria descrita en el capitulo de Formacion de imégenes (2), sabemos que es necesario
definir a la funcion pupila, quien caracteriza y describe a nuestro sistema formador de imégenes (2.3). Para lo
cual, primero definiremos algunos parametros importantes. Dado que el nimero de pixeles en una dimension,

para cada imagen, es de N = 512 pixeles, consideraremos a la resolucion espacial o ancho del pixel (en pm)
en nuestro SO de:

de =17 (5.1)
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Ahora, para caracterizar a las coordenadas espaciales (x1, 31), consideramos el siguiente muestreo espacial
el cual tiene la misma cantidad de muestras en cada eje[20]:

N N N N
—— = —1-=,=-1 2
(nn) (=55 ~L-5,5 1) (5.2)

donde n representa las muestras en el dominio espacial, particularmente los indices de pixeles en cada
imagen. A través del muestreo anterior o rango donde se encuentra definida n, podemos discretizar a las
coordenadas espaciales en las imagenes analizadas, pues como hemos visto anteriormente, sera tutil para
aplicar el anélisis de frecuencias que describiremos posteriormente. De manera que, el valor discretizado para
cada coordenada espacial es:

z1 =n-dx (5.3)

Y1 = J:lT (5.4)

donde x7 representa la matriz transpuesta del vector de filas de la coordenada espacial x, es decir que,
y1 = (n-dx)T. Note que para obtener las coordenadas espaciales z1, y1, se multiplico el indice discreto n por
el ancho de pixel dz. Relacion utilizada para traducir entre las coordenadas discretas (indices de pixeles) y
las coordenadas continuas (posiciones espaciales) en las imagenes analizadas.

Por lo tanto, el rango total en el dominio espacial Dz, sera de la forma:

Dz =N -dx (5.5)
1

Donde N es el nimero total de pixeles, dx el ancho de pixel. Ademés, du representa la resoluciéon en
el dominio de Fourier o la distancia entre muestras en el dominio de frecuencias y Dz representa el rango
total en el dominio espacial. Cuanto mayor sea el valor de du, mayor sera la resoluciéon en el dominio de
Fourier, lo que significa que se pueden representar componentes de alta frecuencia con mayor detalle. Ambos
estan relacionados con la capacidad del sistema para representar los detalles finos de una imagen y evitar
distorsiones en las imagenes analizadas. En este sentido, podemos describir a las frecuencias espaciales como:

up =n-du (5.7)

luego, la frecuencia asociada a y;, sera de la forma v; = u?. Dado que ya conocemos la caracterizacion de
las coordenadas espaciales y de las frecuencias espaciales, podemos crear a la matriz u, de tal modo que nos
quede una cuadricula de frecuencias espaciales discretizadas a lo largo de una dimension.

Tomando en cuenta que el interés principal de este trabajo es corregir el desenfoque al incrementar la
profundidad de campo en el sistema formador de imégenes al emplear el filtro de fase cibica descrito en
capitulos anteriores.

5.2. Pupilas generalizadas con desenfoque

Una vez que hemos definido los parametros del muestreo discreto para el disenio digital de nuestro micros-
copio, podemos continuar con la caracterizacion del SO través de la funcion pupila para una abertura circular.
En particular, usaremos la expresion (2.21), la cual es la representacion de la funcion pupila generalizada
para luz coherente con presencia de aberraciones.

P(xp,yp) = P(xp, yp)explikW (zy, yp)] (5.8)

Podemos describir a la funcién de aberracion (2.25), W (z,, y,) = bap?, con coeficiente de defoco, by, de
la siguiente manera:
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= Suponemos una fuente de iluminaciéon coherente con longitud de onda A = 632,8nm, es decir, la luz
coherente de la fuente proviene de un laser He-Ne.

= Niumero de onda k = 27”

= Consideraremos a la distancia focal f asociada al lente del objetivo del microscopio (OM), f =1

= Y a la apertura numeérica del objetivo del microscopio como NA = 0,5, la cual es la capacidad del
objetivo del microscopio para recoger y enfocar la luz en la muestra u objetos. Entre méas grande sea
N A mayor seré la resolucion y claridad de la imagen.

Previamente, encontramos la expresion que describe al coeficiente de aberracion asociado al desenfoque
y lo relaciona con la abertura numérica del SO, en este caso, del microscopio, (ver (2.32)). De manera que
bgq es de la forma:

by ~ %nAzsinz(a) (5.9)

= by = %NAzAZ (5.10)

[ Posicion de los objetos

Plano

Tluminacion objeto
uniforme Yo
£
f
f

Plano
-~ pupila
Vo Plano
H
s image:
H . imagen

Figura 5.2: Diagrama de un sistema 6ptico formador de imagenes, cuando los objetos se encuentran a
diferentes distancias del plano objeto. Como resultado de esta configuracion, en el plano imagen obtenemos
a la imagen con diferentes cantidades de desenfoque.

Ahora bien, consideramos tres distancias en micrometros, a partir de las cuales las imagenes desenfocadas
de los objetos fueron detectadas: z; = 0, zo = 100 y z5 = 300, como se exhibe en la figura (5.2). Considerando
estas distancias, podemos obtener tres coeficientes asociados al desenfoque , esto es:

bay = %(z1 -NA?%)/2 (5.11)
bao = %(ZQ -NA?)/2 (5.12)
bas = %(@, -NA?)/2 (5.13)
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luego, recordando que las frecuencias espaciales son u = ;UTP yu= ;\/—5 podemos describir a las expresiones
que representan a la funcion de aberracion W(Aziu, Azjv) (ver (2.23)) para los diferentes coeficientes de
desenfoque que son:

W1 = bay (u® +v?) (5.14)
Wy = bdg(u2 + 1)2) (515)
W3 = bdg(u2 + ’()2) (516)

y por lo tanto, la expresion que describe a la pupila generalizada con desenfoque que caracteriza a nuestro
microscopio para una abertura circular en el dominio de frecuencias esta dada por:

Pyi(u,v) = P(Azzu, Azv)explikW;(Aziu, Az;v)] ¥V i=1,2,3. (5.17)

donde P(Azu, Az;v) = circ ( Vé‘/?;'z v ), que corresponde a la funcién pupila para una abertura circular en

término de las frecuencias espaciales.

5.3. Implementacion del filtro de fase ciibica modificada

Como se discutié en secciones anteriores, la profundidad de campo y la profundidad de foco estan am-
pliamente relacionadas con la apertura numérica asociada al objetivo del microscopio éptico y por lo tanto,
relacionadas con la resolucion y nitidez de las imagenes formadas. En particular, si la VA es muy grande la
profundidad de campo dzg y la profundidad de foco dz; disminuiran y obtendremos imagenes desenfocadas
y con poca resolucion.

Para solucionar la problemética anteriormente mencionada, nuestra propuesta es inhibir el desenfoque y
extender la profundidad de campo sin alterar la apertura numérica N A, para lo cual, se implemento6 el filtro
de fase cubica modificada en la funcién pupila generalizada, descrito en (3.5), como se puede ver en la figura
(5.3) y el cual tiene la forma:

Plano

Tuminacién objeto
uniforme Yo
~

? Plano
H pupila
.

.

Yp
~

Filtro de H Plano ‘

fase cilibica imagen

y
»

Figura 5.3: Arreglo 6ptico con el filtro de fase ciibica implementado en la pupila generalizada del microscopio
optico.
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p) 2 N2 ik (u373u'u273u‘2v+v3)()\zi)3
WW) o < C ) (5.18)

Py, (u,v) = circ < 7B

donde el parametro de control de desviacién de la fase a, esta definido por a = 75 - (1), donde k es el
numero de onda, A = 632nm, la longitud de onda que corresponde al laser He-Ne y f es la distancia focal
del objetivo del microscopio, definida previamente como f = 1.

5.4. Convolucién de pupila e imagen

Una vez definido el filtro de fase cubica en el dominio de frecuencias espaciales, éste se debe implementar
en la funcion de pupila generalizada con desenfoque que caracteriza a nuestro microscopio 6ptico formador de
imégenes, con lo cual se pueden obtener las imagenes intermedias. Sin embargo, para ello es preciso obtener
primero la funcién de punto extendido (psf) de los espectros de las pupilas generalizadas con desenfoque
(5.17).

Con el proposito de exhibir que efectivamente el filtro de fase cibica inhibe el desenfoque de nuestros
objetos, consideraremos dos simulaciones, la primera en la que no se implementa el filtro en la funcién de
pupila generalizada con desenfoque, y la segunda, donde si se implementa. Ambos procesos se explican a
continuacion.

1. Simulacién de objetos con desenfoque detectados sin filtro de fase:

= Obtenemos la funcién de punto extendido, al aplicar la transformada inversa de Fourier a través
de la funcion TFFT (Inverse Fast Fourier Transform), a los espectros de las pupilas generalizadas
con desenfoque, dadas por (5.17), esto es:

pw; = IFFT(Py;) (5.19)

Cuando se emplea la transformada rapida de Fourier o FFT, es importante reorganizar las
frecuencias de la imagen en el rango adecuado, desplazando el contenido de las frecuencias para
que el punto central represente a las frecuencias bajas, y los valores alrededor del centro y hacia
afuera, representen las frecuencias altas (de menor a mayor). Esto es util para visualizar y analizar
el espectro de frecuencia de manera mas intuitiva [22]. Muchas plataformas de programacion ya
tienen implementadas funciones que cumplen con este fin, en el caso de MATLAB la funcién
que realiza esta accién es fftshift. Note que al usar la funciéon fftshift, la componente
de frecuencia cero se desplazara al centro del espectro, asi como el resto de las frecuencias
del espectro, es decir, los 6rdenes positivos y los o6rdenes negativos estaran ubicados en el
centro de la matriz de Fourier, debido a la propiedad de simetria en el dominio de Fourier. Por
ejemplo si consideramos el siguiente vector X.; = [0,1,2,---,—3,—2, —1], aplicando la funcion
fftshift tendremos: fftshift(X.;) = —3,—2,—1,0,1,2,3 o si consideramos el siguiente vector
Xodd = [1,2,3,4,5,6,7], entonces fftshift(X,qq) = 5,6,7,1,2,3,4. De manera que el uso de
la funcién fftshift asegura que tanto los 6rdenes negativos como los 6rdenes positivos, y de
hecho, todos los 6rdenes simétricos en el patron de difraccién, estén ubicados en el centro de la
matriz de Fourier [22].

= Sabemos que a través de la funcion de transferencia optica (OTF) podemos especificar las pro-
piedades de un sistema Optico que presenta diferentes tipos de aberraciones. En particular, la
funcion de transferencia 6ptica nos describe el comportamiento del sistema 6ptico en el dominio
de frecuencias. Una manera de obtener las funciones de transferencia en amplitud (ATF') (para
iluminacion coherente) (2.17), es obteniendo el espectro de las funciones de punto extendido, esto
es, aplicando la transformada rapida de Fourier o FFT a la funcion de punto extendido (5.19)

ATF; = (FFT(pw;)) Vi=1,2,3 (5.20)
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Ahora, obtenemos el espectro de cada uno de los objetos implementando la transformada de
Fourier rapida FFT:

O; = (FFT(As;)) Vi=1,2,3 (5.21)

Retomando la teoria de sistemas lineales, sabemos que por el teorema de la convolucién, dos
funciones que convolucionan en el dominio espacial son equivalentes a considerar la multiplicacién
de sus transformadas de Fourier o espectros individuales. De modo que para obtener las im4genes
resultantes de la implementacion de la funcion pupila generalizada con desenfoque y los objetos
originales, tendremos (ver (2.36, 2.37)):

I; = (IFFT(0; - ATF;)) Vi=1,2,3. (5.22)

note que la expresion (5.22) representa a las imagenes desenfocadas en el dominio espacial (5.8).

Ahora en lugar de considerar las iméagenes de los tres objetos, consideraremos la imagen de un
solo objeto desenfocado, esto es:

IC=(L 1y I3) (5.23)
expresion que es equivalente a convolucionar los espectros de cada imagen en el dominio de
frecuencias, es decir, convolucionar las funciones de punto extendido correspondientes a I;.

Finalmente, obteniendo el valor absoluto al cuadrado de IC (5.23), visualizamos la amplitud del
objeto desenfocado sin filtro de fase cibica.

2. Simulacion de objetos con desenfoque detectados con filtro de fase ctubica modificada:

Inicialmente, se implement6 el filtro de fase cubica en la funciéon de pupila generalizada con
desenfoque, por el teorema de la convolucion sabemos que la multiplicacion del espectro de la
funcion de pupila generalizada (5.17) con el espectro del filtro de fase cibica modificada (5.18) es
equivalente a convolucionar las funciones de punto extendido psf de cada uno, luego:

Pwr, = Py - Py, Vi=1,2,3. (5.24)

donde Py; es la funcién pupila generalizada con desenfoque (5.17) y Py, es el filtro de fase cubica
modificado

Una vez que se ha definido el espectro de la funcion pupila generalizada con desenfoque y el filtro
de fase ciibica modificada (5.24), podemos obtener la funcién de punto extendido (psf) (3.6) de
este espectro:

Pwsf, = IFFT(Pyr,) Vi=1,2,3. (5.25)

Ahora obtenemos las funciones de transferencia optica en amplitud como en (5.8):

ATFypi = FFT(pugy,) Vi=1,2,3. (5.26)

Ya que tenemos la funcion de transferencia optica en amplitud del SO (5.26), podemos convolu-
cionar con los objetos (5.21) para obtener las imagenes intermedias, esto es:

ICysi = IFFT(ATFyy; - O;) (5.27)

De manera que si definimos una sola imagen intermedia con desenfoque y filtro de fase, ésta sera
de la forma:
ICsp = (ICpp1 - ICyga - ICss3) (5.28)

Finalmente se visualiza la amplitud y fase de la imagen intermedia ICyy.
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5.5. Onda de referencia y campo propagado

Al implementar el filtro de fase ctibica en nuestra funcién de pupila generalizada desenfocada, obtenemos
la imagen intermedia ICfs que en el procesamiento de imagenes con filtros de fase suele ser codificada
digitalmente para la obtencién de la imagen final.

Para el caso de nuestra propuesta, consideraremos a la imagen intermedia ICss en la etapa final de la
restauracion como el nuevo objeto del cual registraremos su patron de interferencia.

Suponemos que la imagen intermedia IC; se propaga en el espacio una distancia z = 1000(um), con el
siguiente factor de propagacion o funcion de transferencia del espectro angular (4.28):

Fp = explikz/1 — A2(u2 + v?)] (5.29)

Entonces el campo propagado en el dominio espacial estaréd dado por la transformada de Fourier de la
imagen por la funcién de transferencia o factor de propagacion del espectro angular, por lo que en el dominio
espacial tenemos que el campo propagado esta dado por:

F, = IFFT(Fp - (FFT(ICyy))) (5.30)

Note que en la expresion anterior estamos multiplicando el espectro de la imagen intermedia por el factor
de propagaciéon de espectro angular definida en el dominio de frecuencias, el ctal es en si una funciéon de
transferencia.

Podemos visualizar la imagen intermedia propagada obteniendo la intensidad de Fj, esto es:

I, = |F,|? (5.31)
Ademas de obtener su intensidad, el patréon de difraccion obtenido se normaliza dividiendo I,,, entre el valor
maximo de la matriz de intensidad I,,, con el objetivo de obtener valores entre 0 y 1 tinicamente.

Ahora, supondremos una fuente coherente que produce la siguiente onda de referencia :

P, = exp[iQw(sin(l%))xl] (5.32)

esta expresion describe a una onda plana de amplitud 1, la cual esta fuera de eje.

5.6. Grabado del Holograma

Sabemos de (4.5) que el patréon de interferencia entre la onda de referencia y el campo propagado del
objeto estara dado por:

H = |F, + P,|? (5.33)

el cual podemos visualizar después de obtener su valor absoluto y elevarlo al cuadrado, y posteriormente
normalizarlo dividiéndolo entre su valor maximo. El arreglo 6ptico asociado al registro del holograma es el
que se observa en la figura (5.4):

Note que el plano del objeto, corresponde al plano donde se forma la imagen intermedia.

5.7. Holograma modificado

En la expresion (4.78), caracterizamos al holograma modificado, de manera que:
hm = P, - (H — |F[* - 1) (5.34)

Aplicando una transformada de Fourier al holograma modificado hm nos trasladamos al dominio de

frecuencias, esto es:
Hm = FFT(hm) (5.35)
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% = 1000pm

Figura 5.4: Arreglo optico correspondiente al registro del holograma

5.8. Filtro de Butterworth

El filtrado en el dominio de frecuencias consiste en modificar la transformada de Fourier de una imagen
y posteriormente, calcular la transformada inversa de Fourier para obtener el resultado procesado [22]. Por
lo tanto, dada una imagen digital f(z,y) de tamafio M x N, la ecuacion de filtrado basico esta dada por:

g(x,y) = FHH (u,v)F(u,v)] (5.36)

donde F'(u,v) es la transformada de Fourier de la imagen digital de entrada f(x,y), H (u,v) es la funcion de
filtro, también conocida como filtro o funcion de transferencia de filtro 'y g(x,y) es la imagen de salida filtrada.
La funcion de transferencia de filtro modifica la transformada de la imagen de entrada que nos conduce a
una imagen de salida procesada g(z,y). La especificacion de H (u,v) se simplifica considerablemente al usar
funciones que son simétricas respecto a su centro, lo que requiere que F' (u, v) se encuentre centrada también
[22].

Podemos notar que el enlace entre el filtrado en los dominios espaciales y de frecuencias es a través
del teorema de convolucién. En la practica, los conceptos de filtrado son mas intuitivos en el dominio de
frecuencias, aunque también es posible realizar filtrados en el dominio espacial. Dentro de los diferentes tipos
de filtros que podemos encontrar se encuentran los filtros pasabajas, los cuales son tutiles para filtrar bordes,
transiciones de intensidad bruscas como el ruido y otros elementos que contribuyen significativamente al
contenido de altas frecuencias en la transformada de Fourier de una imagen [22]. Por lo tanto, el suaviza-
miento o blurring se alcanza en el dominio de frecuencias al atenuar las frecuencias altas al implementar
un filtrado pasabajas [22]. Todas las funciones de filtro H(u,v) son funciones discretas de tamano P X @,
esto significa que las variables de frecuencias discretas se encuentran en el rango v = 0,1,2,--- P — 1y
v=0,1,2,---,Q—1[22].

El filtro Butterworth es un filtro pasabajas que tiene un parametro denominado el orden de filtrado. La
funcién de transferencia de un filtro de Butterworth pasabajas de orden n y con frecuencia de corte a una
distancia Dg del origen, se define como:

1

o) = T D) /Dy

(5.37)
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donde D(u,v) es la distancia entre un punto (u, v) en el dominio de frecuencias y el centro de un rectangulo
de frecuencias, esto es [22]:

1/2

D(u,v) = [(u—P/2)* + (v—Q/2)?] (5.38)

vy Dg es una constante positiva que representa la frecuencia de corte y es la cota bajo la cual se considera
que las frecuencias, que se encuentran en o dentro de un circulo cuyo radio es Dy, pasan sin atenuarse
mientras que todas las frecuencias fuera del circulo se atentian completamente (son filtradas) [22].

e H(u, v)
1

| D = D (u, v)

Figura 5.5: Representacion de un filtro ideal pasabajas y la secciéon transversal radial del filtro

En la figura (5.5) el punto de transicion entre H(u,v) = 1y H(u,v) = 0 se llama frecuencia de corte
[22]. La funcién de transferencia del filtro de Butterworth, no tiene discontinuidades agudas, lo que propor-
ciona una frecuencia de corte despejada entre frecuencias pasadas y filtradas. Para filtros con funciones de
transferencia suaves, el lugar de la frecuencia de corte se define en puntos para los que H(u,v) disminuye a
una fraccion de su valor méaximo. Por ejemplo, en (5.38), cuando D(u,v) = Dy, H(u,v) disminuye 50 % de
su valor maximo que es 1 [22].

No debe confundirse la notaciéon empleada en esta secciéon para describir a los filtros de Butterworth,
con la empleada en capitulos y secciones previas.

|

u

Figura 5.6: Representacion en imagen de un filtro Butterworth

Ahora que tenemos el holograma modificado en el dominio de frecuencias, podemos filtrar las frecuencias
no deseadas implementando un filtro de Butterworth, el cual modificara al espectro de entrada que en este

61



Metodologia
5.9 Retropropagacién al plano objeto

caso es el espectro del holograma modificado Hm.

Definimos una matriz denominada height que contendré el ntimero de filas de la matriz Fy, otra matriz
denominada width que contendra el nimero de columnas de la matriz Fs. Posteriormente, generamos dos
matrices 2D que contienen las coordenadas X y Y correspondientes a cada punto en una cuadricula, la
cual se crea utilizando los rangos desde (—width/2) hasta (width — 1/2) para las coordenadas X y desde
(—height/2) hasta (height — 1/2) para las coordenadas Y. Posteriormente, definimos el filtro Butterworth
de la siguiente forma:

1
T I+ [X2+ Y2/

Hp(u,v) (5.39)

El orden del filtro Hg(u,v) se eligi6 como n = 4, dado que para valores de orden grandes, el filtro de
Butterworth se aproxima al filtro ideal donde [22]:

1 si D(u,v) < Dy

5.40
0 si D(u,v) > Dg (5.40)

H(u,v) :{

En particular, para n = 4 se obtiene una transicién mas rapida desde la banda de paso a la banda de
parada, esto es, D(u,v) converge méas rapido a Dy. Lo que resulta en una atenuaciéon maéas rapida de las
frecuencias no deseadas, preservando asi las frecuencias de interés [22].

De manera que, una vez implementado el filtro de Butterworth y definiendo la frecuencia de corte d, en
torno a 9000 (um), se tiene que:

Gp(u,v) = Hm(u,v) - Hp(u,v) (5.41)

donde Gg(u,v) es el espectro filtrado que solo posee las frecuencias relacionadas a la informacion del
objeto, es decir, el 6érden +1 y -1. Bastard con retropropagar al plano objeto para recuperar la informacién
en amplitud y fase del objeto.

5.9. Retropropagacioén al plano objeto

Ahora que conocemos el espectro filtrado de la imagen intermedia, podemos retropropagar al plano objeto,
para reconstruir su amplitud y fase. Para ello, haremos uso nuevamente del teorema de la convolucion y
seguiremos la metodologia presentada en la seccion (4.5.3), de acuerdo al diagrama de la figura (4.9). Donde
para realizar la retropropagacion del espectro filtrado, lo multiplicaremos por el complejo conjugado del
factor de propagacion del espectro angular, esto es:

of = IFFT(F} - Gp) (5.42)

donde oy representa al objeto retropropagado y Ff denota el complejo conjugado del factor de
propagacion, note que debemos considerar el complejo conjugado dado que cuando propagamos una onda, la
llevamos desde el plano objeto al plano de Fourier, ahora en la retropropagacion, el complejo conjugado del
factor de propagaciéon se utiliza para llevar la onda desde el plano de Fourier nuevamente al plano objeto.
El factor de propagacién toma en cuenta la direccion en la que la onda se propaga desde el plano objeto
al plano de Fourier. Este factor de propagacion tiene en cuenta la fase y la direccién de propagacion, por
lo que en la retropropagacion, se invierte la direccion, y por lo tanto, se utiliza el complejo conjugado del
factor de propagaciéon para que los términos de fase se ajusten adecuadamente para la direccién opuesta.
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5.10. Recuperacion de amplitud y fase del objeto

Ahora que ya conocemos la informacién del objeto oy, podemos reconstruir facilmente su amplitud y fase
de la siguiente manera:

a0, (x,y) = /%[0 (x,v)] + R[os(z, )] (5.43)
y la fase:
b0, (a.9) = tan (GrorE L) (5.41)

Hemos recuperado asi la informacion de amplitud y fase del objeto a partir de su interferograma
modificado, de manera que ahora el objeto puede reconstruirse totalmente ya que conocemos toda la
informacién que lo caracteriza.

En el siguiente capitulo se presentan los resultados obtenidos en la implementacién de este trabajo.
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Capitulo 6

Resultados

Con el proposito de exhibir la mejora significativa que obtenemos en la resoluciéon de las imagenes finales
al implementar el filtro de fase ctbica, exhibiremos las imagenes obtenidas en dos simulaciones. La primera,
donde se implementa el filtro de fase cibica, y la segunda donde no se corrije el desenfoque, es decir, no se

usa el filtro de fase cubica.
Para una vision general del proceso completo de este trabajo experimental realizado, presentamos el

diagrama de flujo (6.1), en el que se resumen los pasos implementados.
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4. Convoluciéon
pupila e imagen

5.1 Campo propagado

Figura 6.1: Proceso computacional implementado para extender la profundidad de campo en microscopia
holografica digital usando un filtro de fase cibica
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1. Una vez implementados el microscopio 6ptico, asi como los objetos sintéticos y la funcion pupila
generalizada con desenfoque, se desenfocaron los objetos sintéticos a diferentes distancias.

Posteriormente, se obtuvo la imagen del objeto desenfocado, es decir, el objeto obtenido sin la im-
plementacion del filtro de fase cibica (6.2b). Es posible notar que solo un aspa puede apreciarse con
suficiente contraste, en particular, el aspa colocada en z; = 0, es decir, la que estaba en foco. Para
las otras aspas que conforman a nuestro objeto, no es posible distinguir los detalles que las conforman
pues no presentan suficiente resolucion, se observan borrosas. Asi mismo, la unién de las puntas de
las aspas no es distinguible, es evidente la presencia del desenfoque y la poca resolucion en la imagen
obtenida.

En contraste, al implementar el filtro de fase ctibica en la funciéon pupila, se obtuvo la figura (6.2a),
producto de la convoluciéon de la funciéon pupila generalizada con el filtro de fase cibica y el objeto
sintético desenfocado. Podemos notar que se observan los detalles de todas las puntas y partes laterales
de las aspas, la resolucion se incrementa considerablemente, no se observan detalles borrosos y el
contraste y definiciéon son muy buenos, permitiendo distinguir con facilidad a los objetos que conforman
a la imagen. El filtro de fase ctbica implementado, ha inhibido exitosamente el desenfoque que se
encontraba presente en nuestro objeto sintético.

(a) Imagen del objeto enfocado con filtro de fase (b) Imagen del objeto desenfocado sin filtro de fase

Figura 6.2: Imagenes del objeto con la implementacion del filtro de fase y sin filtro de fase

2. Posteriormente, obtuvimos la amplitud y fase del objeto enfocado (6.2a), las cuales se exhiben en 6.3a
y (6.4). Se pueden apreciar los detalles de los objetos sintéticos que conforman al objeto total. Cada
uno de los bordes de las aspas se aprecian con suficiente contraste y tanto en la amplitud como en la
fase es facil distinguir a cada una de las aspas que conforman el objeto sintético. Podemos notar que en
la amplitud del objeto las aspas del objeto se observan aparentemente iguales y se observan rangos de
color uniformes con poca distorsiéon que brindan una buena calidad a la imagen. En la fase del objeto
podemos notar que las aspas que se observarian desenfocadas si no se implementara el filtro de fase
cubica presentan cierta granularidad y una transicién de colores asi como un contorno particular en
los bordes con respecto al aspa que se encuentra en foco inicialmente, en z = 0, ésta presenta una
transiciéon de color mas acentuada y no posee el contorno en los bordes.

Adicionalmente, como se ilustra en la Figura (6.3b), hemos logrado capturar la amplitud correspon-
diente al objeto desenfocado. Esta muestra parcialmente algunos detalles de las aspas del objeto; no
obstante, la definicién de los bordes es limitada y ciertas aspas se perciben borrosas y con bajo contras-
te. Las tnicas aspas que se pueden apreciar con detalle son las que se encuentran en foco, en z = 0. Es
importante senalar que no se consigui6é obtener la fase del objeto desenfocado (6.2b), esta limitacion
se debe a la ausencia de un interferometro, a la falta de datos complejos sobre el objeto desenfocado

67



Resultados

hasta ahora y a las aberraciones de fase provocadas por el desenfoque presentes en el objeto desenfo-
cado. Podemos notar que el filtro de fase ctbica no solo inhibe la aberraciéon de desenfoque sino que
también permite capturar la fase del objeto al corregir la aberracion de fase que se introduce durante
la formacion de la imagen. Al compensar estas aberraciones, el filtro de fase puede restaurar la nitidez
de la imagen asi como potenciar la resolucién como se pudo observar previamente.

(a) Amplitud del objeto enfocado (b) Amplitud del objeto desenfocado

Figura 6.3: Amplitudes asociadas al objeto obtenidas con la implementacion del filtro de fase cibica y sin el
filtro de fase cibica

Figura 6.4: Fase del objeto enfocado

3. Las imagenes de los objetos propagados a una distancia z = 1000um, se exhiben en (6.5). Podemos
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observar que en (6.5a) se observan con menor detalle los bordes de las aspas, el contraste de la imagen
ha disminuido, sin embargo, es posible apreciar en el centro algunos detalles de las puntas de las aspas.
Por otra parte notamos que en (6.5b) no se observan todos los bordes de las aspas, en el centro de
la imagen no se presenta el mismo detalle de las puntas de las aspas como en la imagen del objeto
enfocado. Asi mismo, el contraste y resolucién han disminuido también.

(a) Imagen propagada del objeto enfocado (b) Imagen propagada del objeto desenfocado

Figura 6.5: Propagacion de las imégenes obtenidas con la implementacion del filtro de fase cibica y sin el
filtro de fase cibica

Plano del objeto Teal Plano de
enfocado y filtrado hETSS - ... registro

Yo . Tl y

H . N :

'

'

'

!

z = 1000pm

Figura 6.6: Proceso del registro del interferograma

4. Al considerar la interferencia de una onda de referencia simulada con el objeto, tanto para el objeto
desenfocado como para el objeto enfocado, como se muestra en (6.6), se obtuvo el registro de los
siguientes hologramas digitales (6.7):

Podemos notar que aunque el interferograma asociado al objeto enfocado (6.7a) tiene menos contraste
y definicién, atn se pueden apreciar algunos detalles asociados a las aspas del objeto, se puede notar
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(a) Interferograma con el objeto filtrado y enfocado (b) Interferograma con el objeto desenfocado

Figura 6.7: Interferogramas registrados

la posicién en la que se encuentran cada uno de los bordes y en la parte central se observan algunos
detalles de las puntas de las aspas, sin embargo, se observa un fondo constante y la resolucién no es
suficiente para distinguir con facilidad a los elementos que conforman la imagen.

Para el caso del holograma asociado al objeto desenfocado (6.7b) se observa que no es posible distinguir
con exactitud la posicion de los bordes de las aspas. Se observa con dificultad la forma aparente de las
aspas que conforman al objeto y no es posible distinguir los detalles de las puntas de las aspas en la
parte central de la imagen, la resolucién ha disminuido considerablemente.

. Posteriormente, se modificaron ambos interferogramas, restando el orden 0 o fondo del holograma y
filtrando parcialmente el orden +1, atenuandolo, de modo que tnicamente resta filtrar el orden -1 y
alguna frecuencia adicional presente en el espectro, resultante del filtrado parcial del orden +1 que
puede dejar pasar algunas de las frecuencias mas altas. Los hologramas modificados se exhiben en
(6.8):

(a) Interferograma modificado del objeto filtrado y enfoca- (b) Interferograma modificado del objeto desenfocado y la
do y la onda de referencia onda de referencia

Figura 6.8: Interferogramas modificados
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En el interferograma modificado del objeto filtrado y enfocado (6.8a), se observa una mayor intensidad
en los niveles de gris y una mejor resolucion, pues es posible distinguir con mayor facilidad los detalles de
los bordes de las aspas que lo conforman. En la parte central del interferograma modificado se observan
algunos detalles asociados a las puntas de las aspas. Para el caso del objeto desenfocado (6.7b), notamos
que aunque mejora la resoluciéon, no son visibles los bordes de todas las aspas y aunque el nivel de
detalle de las puntas de las aspas mejora, no es posible visualizarlas con claridad. Asimismo, se observa
un aumento en la intensidad de niveles de grises en la imagen y una mayor resoluciéon que en (6.7b).
Es evidente la reducciéon del ruido y la mejora en la visibilidad de las caracteristicas del objeto al
considerar el holograma modificado.

6. Una vez que se modificaron los interferogramas, nos localizamos en el dominio de frecuencias empleando
una transformada de Fourier, de manera que los espectros asociados a los hologramas modificados son:

(a) Interferograma modificado enfocado en el dominio de (b) Interferograma modificado desenfocado en el dominio
Fourier de Fourier

Figura 6.9: Espectros de los hologramas modificados

La figura (6.9) ilustra la eliminacion efectiva de la frecuencia correspondiente al orden cero o término
DC tras modificar el holograma. Al centrar el espectro, las frecuencias bajas se ubican en el ntcleo
de la imagen, mientras que las de mayor orden se disponen hacia los extremos, creando un gradiente
ascendente de frecuencias. En el centro, ahora predominan las frecuencias del orden +1, atenuadas
durante el proceso de modificacién del holograma. Por otro lado, el orden -1 y ciertas frecuencias altas
adicionales se manifiestan en los bordes como parte de la informacion de la imagen conjugada. Esta
altima aparece como una version espejada o invertida y alterada del orden -+1 debido a la inclusion de
altas frecuencias que no fueron eliminadas cuando se atenu6 el término correspondiente al orden +1.
Asi, estas frecuencias complementarias se posicionan justo por debajo del orden +1 en la visualizacion.
Notamos que en los espectros de ambos interferogramas modificados no es posible distinguir las carac-
teristicas de los objetos, sin embargo, bastara con filtrar el orden -1 y las frecuencias altas que estan
presentes en los espectros para realizar la retropropagacion al plano objeto y realizar la reconstruccion
digital.

7. Situados en el dominio de Fourier podemos filtrar a los hologramas modificados de las frecuencias
no deseadas. En particular, estamos interesados en recuperar tinicamente las frecuencias asociadas al
orden +1, pues son las que contienen la informacion del objeto, que se encuentran en el centro del
espectro. Asi, al implementar el filtro de Butterworth (5.36, 5.37) obtenemos los siguientes espectros
filtrados (ahora sin el orden -1 y las frecuencias altas) (Figura 6.10):
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(a) Orden +1 del holograma enfocado (b) Orden +1 del holograma desenfocado

Figura 6.10: Espectros filtrados de los hologramas modificados mediante el filtro de Butterworth
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al plano objeto
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Figura 6.11: Retropropagacion al plano objeto

8. Una vez recuperados los érdenes de interés (orden +1), se retropropagd el holograma modificado y
filtrado al plano objeto como se muestra en (6.11) y aplicando una transformada de Fourier inversa
regresamos al dominio espacial. Finalmente, se recuper6 la amplitud y fase del objeto enfocado con
el filtro de fase cubica y la amplitud y fase del objeto desenfocado. A continuacién se muestran las
imégenes obtenidas para cada uno. Para el objeto desenfocado tenemos (Figura 6.12):
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(a) Amplitud recuperada del objeto desenfocado (b) Fase recuperada del objeto desenfocado

(c) Objeto recuperado

Figura 6.12: Reconstruccion del objeto desenfocado

Y para el objeto enfocado (Figura 6.13):
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(a) Amplitud recuperada del objeto enfocado (b) Fase recuperada del objeto enfocado

(c¢) Objeto recuperado

Figura 6.13: Reconstruccion del objeto enfocado

Podemos observar que para el objeto desenfocado recuperado (6.12) se observa un suavizamiento en la
imagen, aunque el desenfoque sigue estando presente en las aspas que integran al objeto. Se observa
que en la amplitud del objeto, no todas las aspas que lo conforman se aprecian con detalle. Asi
mismo, debido a la interferencia registrada es posible visualizar una parte de la fase del objeto, sin
embargo, el desenfoque sigue estando presente en la imagen por lo que por ello, no es posible capturar
completamente la fase del objeto. Podemos notar que las zonas que se visualizan mejor en la fase,
corresponden a las aspas del objeto que se encuentran en foco, para las aspas que se observan borrosas y
desenfocadas se observan patrones poco claros y definidos en la fase del objeto que denotan alteraciones
en la estructura general de la imagen.

Por otro lado, para el caso del objeto enfocado (Figura 6.13) observamos que se ha retirado el
fondo inicial que teniamos en el objeto, la forma de las aspas es clara y bien contrastada. Se
observan con detalle las formas y bordes de las aspas, asi como las caracteristicas de sus puntas en

74



Resultados
6.1 Criterio de maxima entropia

la parte central. El filtro de Butterworth implementado o filtro pasabajos ha suavizado la imagen
del objeto eliminando las altas fecuencias que no aportaban a mejorar la resoluciéon de la imagen.
Podemos observar en (6.13a) y en (6.13b) que tanto en la amplitud como en la fase del objeto,
las caracteristicas y detalles de las aspas del objeto son facilmente distinguibles y se encuentren
bien contrastadas. En la fase recuperada notamos que los bordes de las aspas estdn bien definidos
aunque presenta una apariencia mas granulada, con més distorsiones y transiciones de color mas
pronunciadas en comparacion con la fase inicial del objeto (6.4), variaciones que pueden interpretarse
como resultado de la retropropagacion y la reconstrucciéon de solo un orden de difracciéon del holograma.

6.1. Criterio de maxima entropia

Con el proposito de corroborar que la imagen recuperada del objeto se encuentra en foco, es decir, en
la posicion Az = 0, utilizaremos el criterio de mdzima entropia (Shannon, C.E. 1948), el cual es una
medida de la informacion y la incertidumbre transferida [22].

En particular, la entropia mide la aleatoriedad de los pixeles de la imagen y se define como:

S(ri) ==Y pr(re)logp:(rx) (6.1)

donde p, representa la frecuencia relativa de los niveles de gris y es un estimado de la probabilidad
de ocurrencia del nivel de intensidad r(V &k =0,1,2,...L — 1) en una imagen digital. La frecuencia
relativa esta definida como: p,.(r;) = 1f5 donde ny es el nimero de pixeles que tienen intensidad ry,
L es el numero posible de niveles de intensidad en la imagen y el producto M N es el niimero total de

pixeles en la imagen [22][3].

En imagenes que se encuentran en escala de grises la entropia toma el valor de 0 cuando cuando las
frecuencias relativas son cero y alcanza su valor maximo cuando todos los nivels de gris de la imagen
tienen la misma frecuencia [3].

Particularmente, en el caso de imagenes binarias limitadas por difraccién ocurre el caso contrario, la
entropia disminuye debido a que las frecuencias relativas se concentran en dos eventos: 0 y 1. Al afnadir
desenfoque a la imagen, apareceran nuevos niveles de gris, y como consecuencia el valor de la entropia
crecerd. En otras palabras esto significa que en una imagen binaria, a menor valor de entropia menor
seré el desenfoque [3][22].

Note que podemos considerar a las iméagenes recuperadas obtenidas en (6.13c, 6.12¢) como imégenes
binarias, puesto que sus frecuencias relativas se concentran dentro de dos eventos 0,1. Al calcular la
entropia para el objeto recuperado enfocado y para el objeto recuperado desenfocado, obtuvimos lo
siguiente:

75



Resultados
6.1 Criterio de maxima entropia

«10? Histograma del objeto enfocado normalizado
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(a) Objeto recuperado enfocado (b) Histograma para la imagen binaria del objeto recuperado

Figura 6.14: Objeto enfocado e histograma para la imagen binaria del objeto enfocado con entropia S(ry) =
5,52
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Figura 6.15: Objeto desenfocado e histograma para la imagen binaria del objeto desenfocado con entropia
S(rk) = 6,14

Podemos notar que en el caso de la imagen enfocada, la intensidad de sus niveles de gris toma valores
entre 0 y 200 aproximadamente, exhibiendo picos de frecuencias relativas significativos en los niveles
de gris entre 150 y 200, valores asociados a una imagen binaria. El valor de entropia obtenido fue de
S(ry) =5,52.

Por otro lado, para la imagen desenfocada notamos que las frecuencias relativas de la imagen se
incrementan notablemente, en contraste con la imagen enfocada. Ademés, notamos que los niveles de
gris aumentan y se exhiben frecuencias relativas significativas asociadas a mayores niveles de grises
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en comparacion con la imagen recuperada enfocada, lo que tiene sentido dado que al desenfocar una
imagen binaria se anaden nuevos niveles de gris, como se habia mencionado previamente. Para el caso
enfocado se obtuvo un valor de entropia de S(r,) = 6,14.

Podemos observar que la entropia de la imagen fuera de foco es mayor que la entropia asociada
a la imagen enfocada lo que es consistente con la entropia para imagenes binarias y por lo tanto
podemos reafirmar que la imagen recuperada del objeto estd en foco. Es importante senalar que
el criterio de méxima entropia y el histograma de frecuencias relativas de la imagen constituyen
herramientas importantes para determinar la presencia de desenfoque en una imagen ademas del
analisis de amplitud y fase del objeto.

Por lo anteriormente expuesto, podemos concluir que el proceso de reconstrucciéon de los hologramas
digitales ha sido exitoso y hemos podido recuperar la informacion del objeto tanto en amplitud como
en fase. Ademaés, es clara la mejora en la resolucion, contraste y nitidez que se observa en (6.13), la
cual se ha alcanzado gracias a la implementacion del filtro de fase ctbica implementado en la funcion
pupila generalizada.
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Conclusiones

Este trabajo se enfoco en la extension de la profundidad de campo en la microscopia hologréfica digital,
utilizando un filtro de fase cibica para mejorar la resolucién y nitidez de imagenes situadas en diferentes
planos.

El objetivo general de esta investigacion fue mejorar la calidad de imagenes holograficas mediante
la implementacion de un filtro de fase cibica, que inhibe el desenfoque y extiende la profundidad de
campo. Esto se complement6 con objetivos especificos enfocados en simular un microscopio holografico di-
gital, recuperar informacion de fase y amplitud de objetos, e implementar el filtro de fase ctubica en el sistema.

Los resultados obtenidos demuestran que la implementacién del filtro de fase cubica es efectiva en
la mejora de la resoluciéon y nitidez de las imagenes. Las simulaciones mostraron un contraste y detalle
significativamente mejorados en las imagenes procesadas con el filtro, en comparacién con las que no lo
usaban. La implementacion del filtro de fase cubica en la funcion pupila generaliza del SO asociada al
microscopio 6ptico, aument6 la profundidad de campo y la profundidad de foco sin alterar la apertura
numérica N A del microscopio, permitiendo obtener imégenes bien contrastadas y manteniendo constantes
la amplificaciéon y la capacidad del objetivo del microscopio de recoger luz para formar imégenes de alta
resolucion y con buen nivel de detalle. En este sentido, resulta posible obtener a la muestra total enfocada
y no solo porciones de ellas, lo que puede facilitar la visualizaciéon y analisis de estructuras tridimensionales
con superficies irregulares.

Ademas, la recuperacion de la informacién de fase y amplitud de los objetos estudiados a partir del
holograma modificado fue exitosa, lo que demuestra la eficacia del método propuesto, de manera que
podemos considerarlo como una metodologia no invasiva y eficaz para registrar y recuperar la informacién
de fase e intensidad, que son elementos fundamentales para determinar las caracteristicas de la forma de los
objetos, especimenes bioldgicos y microorganismos bajo estudio.

Es importante destacar que la metodologia propuesta no solo nos permite recuperar la informacion
de fase y de amplitud del objeto, sino que también se hace evidente que la modificacién del holograma
constituye una técnica que permite mejorar la resolucion de la imagen reconstruida pues filtra todas dquellas
frecuencias innecesarias y que no aportan informacién. Ademés el empleo de filtros pasabajas como el
filtro de Butterworth implementado, proporciona una imagen restaurada libre de ruido y de frecuencias
y elementos que distorsionen y no aporten detalle y contraste a la informacién de la imagen asociada al objeto.

En conclusion, este trabajo ha demostrado que el uso de un filtro de fase cubica en la microscopia
holografica digital es una estrategia viable y efectiva para mejorar la calidad de las imagenes. Esto no solo
representa un avance en la técnica de la microscopia holografica sino que también abre nuevas posibilidades
para su aplicacién en campos donde se requiere una alta resolucion y nitidez, como en el analisis biolégico
y la investigacion de materiales. Ademas, la eficiencia del método propuesto en términos de recursos
computacionales y la capacidad para procesar imagenes sin requerir algoritmos complejos para corregir
aberraciones son ventajas adicionales significativas.

Dentro de los desafios y limitaciones que se pueden explorar, se encuentran las distancias bajo las que
el filtro de fase cubica implementado no inhibe el desenfoque, asi como el empleo de diferentes imégenes
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desenfocadas a diversas distancias. Consideraciones que nos pueden brindar mayor informacién sobre las
métricas de rendimiento, asi como el planteamiento de nuevos retos para la mejora y evolucion de la
metodologia propuesta.

Este trabajo, por lo tanto, contribuye al campo de la microscopia holografica digital ofreciendo una
metodologia alternativa, no invasiva y mejorada para la extension de la profundidad de campo y la mejora
de la resolucion de imagenes que ademas, permite recuperar la informacién completa del objeto bajo estudio,
lo que podria tener un impacto significativo en diversas areas de investigacion y aplicaciones précticas, como
en el analisis médico de imégenes, aplicaciones industriales y biolégicas, entre otras.

6.2. Trabajo a futuro...

Con el reciente avance en la automatizacion del disenio de arquitecturas de redes neuronales, se vislumbra
una oportunidad prometedora para aplicar estas tecnologias en la mejora del rendimiento de algoritmos de
restauracion en el procesamiento de imagenes, como en el contexto de este proyecto. Esta integraciéon no solo
permitiria trabajar con bases de datos de imagenes més extensas, sino que también podria reducir el error
humano y los tiempos de procesamiento. Este enfoque tiene el potencial de mejorar significativamente la
precision y eficiencia en aplicaciones como el analisis médico de imégenes, promoviendo asi una investigaciéon
més agil y detallada. Sin embargo, se deben considerar los desafios asociados, como la necesidad de grandes
conjuntos de datos y una interpretacién precisa de los resultados automatizados. La colaboracién interdis-
ciplinaria seré clave para explorar plenamente estas posibilidades, abriendo nuevas vias para investigaciones
més avanzadas y accesibles en el campo de la microscopia holografica digital y el procesamiento de imagenes.
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