Benemérita Universidad Autéonoma de Puebla

Instituto de Ciencias

Analisis en 3D de microestructuras transparentes usando
interferometria de corrimiento de fase simultaneo

Tesis presentada al posgrado:

Maestria en Tecnologias en Materiales Avanzados
como requisito para obtener el grado de
Maestra en Tecnologias en Materiales Avanzados
Presenta:

Patricia Victoria Pérez Luna

Asesores de Tesis:

Dra. Areli Montes Pérez

Dr. Noel Ivan Toto Arellano

Puebla Pue.
28 de julio de 2021






Benemérita Universidad Autéonoma de Puebla

Instituto de Ciencias

Analisis en 3D de microestructuras transparentes usando
interferometria de corrimiento de fase simultaneo

Tesis presentada al posgrado:

Maestria en Tecnologias en Materiales Avanzados
como requisito para obtener el grado de
Maestra en Tecnologias en Materiales Avanzados
Presenta:

Patricia Victoria Pérez Luna

Asesores de Tesis:

Dra. Areli Montes Pérez

Dr. Noel Ivan Toto Arellano

Puebla Pue.
28 de julio de 2021






Indice general

Indice general 111
Indice de figuras \Y%
Resumen VII
1. Introduccion 1
1.1. Objetivos . . . . o . o o 1
1.2. Agradecimientos . . . . . . . . . ... 2
2. Conceptos basicos 3
2.1. Ecuacién de ondas electromagnéticas . . . . . . . ... ... 3
2.1.1. Representacion matemdtica de unaonda . . . . . . . . .. ... ... 4
2.1.2. Representacion compleja de una onda . . . . . . ... ... .. ... 6
2.2. Polarizacion de ondas electromagnéticas . . . . . . . . ... ... ... ... 6
3. Interferometria 9
3.1. Interferencia por division de amplitud . . . . . . .. ... 12
3.1.1. Interferémetro de Michelson . . . . . . .. ... ... ... ...... 12
3.1.2. Interferémetro ciclico. . . . . . . . . . .. ... 13
3.2. Interferémetros de autorreferencia . . . . . . .. ... .. ... ... ... 13
4. Interferometria heterodina 15
4.1. Interferometria por corrimiento de fase . . . . . . . .. ... ... 16
4.1.1. Técnicas de Corrimiento de Fase . . . . . .. ... ... ... .... 17

4.1.2. Técnicas de corrimiento de fase utilizando un transductor piezo-
eléctrico . . . . . L 18
4.1.3. Técnicas de corrimiento de fase por polarizacion y difracciéon . . . . 18

4.1.4. Técnicas de corrimiento de fase por polarizacién usando una matriz
de micropolarizadores . . . . . . .. ... 20
4.2. Deteccion de lafase . . . . . . . . ... e 20
4.2.1. Método de cuatro corrimientos . . . . . . . . .. ... ... ... 21
4.2.2. Algoritmo simétrico de (N + 1) interferogramas . . . . . . . ... .. 22
4.3. Interferometria por corrimiento de fase en una sola toma . . . . . .. .. .. 23
4.3.1. Modulacién de fase con polarizacién . . . . . ... ... ... .. .. 23

111



v INDICE GENERAL

4.3.2. Patrones de interferencia generados con polarizadores y placas re-

tardadoras . . . . . . ... 23

5. Desarrollo experimental y resultados 27
5.1. Desarrollo experimental . . . . . . ... .. ... ... .. .. 27
5.1.1. Arreglo experimental . . . . . ... Lo L oL 27

5.1.2. Calculo de la fase envuelta . . . . ... ... ... ... ....... 29

5.1.3. Calculo de la fase desenvuelta . . . . . . . ... .. ... ... .... 30

5.1.4. Procedimiento experimental y numérico . . . . . ... ... ... .. 30

5.2. Resultados experimentales . . . . . . . . .. .. o oo 31

6. Conclusiones generales 45
A. El Formalismo de Jones 47
A.1. Los vectores de Jones . . . . . . . . . ... 47
A.2. Ortogonalidad . . . . . . . . . ... 48
A.3. Las matrices de Jones . . . . . . . .. ... e 49
A.4. Interferencia de haces con polarizacion circular cruzada . . . . . .. .. .. 50

B. Algoritmo numérico en MATLAB 53

Bibliografia 55



Indice de figuras

2.1.

2.2.

3.1.
3.2.

3.3.
3.4.

4.1.

4.2.

4.3.
4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.
5.4.

5.0.

5.6.

Onda electromagnética; Campo magnético H, campo eléctrico E y la direc-
cion de propagacion . . . . . . . ..o e e e 4
Trazos del vector ﬁ para diferentes valores de Aav . . . . .. ... L. 7

Variacién de la intensidad en funcién de la diferencia de fase entre dos ondas

que interfieren. [10] . . . . . .. Lo 10
Diagrama del interferémetro de Michelson por division de amplitud. . . . . 12
Interferometro ciclico. . . . . . . ... L Lo 13
Frentes de onda en un interferémetro de desplazamiento lateral [15]. . . .. 14

Variacién de la intensidad con la fase de referencia en un punto del interfe-

rograma [15]. . ... L 17
Corrimiento de fase por etapas a partir del desplazamiento de un espejo con

un Piezoeléctrico. . . . . . . . .. L 19
Interferémetro de doble ventana [28]. . . . . . . ... ... Lo 19

Interferémetro de corrimiento de fase simultaneo que emplea la técnica de
difraccién y polarizacion. [29] . . . . ... Lo 20
Interferémetro de corrimiento de fase simultdneo con micropolarizadores [30]. 21

Interferémetro propuesto.SI: interferémetro ciclico, SIT y SIII: interferéme-
tros de Michelson, MO: Objetivo de microscopio. L: Lente. P: Polarizador
lineal. PBS: Divisor de haz polarizado. BS: Divisor de haz. M: Espejo. Q:
Placa de cuartodeonda. . . . . . .. L L L Lo 28
Fases envueltas y desenvueltas de referencia y de prueba del ala de libélula,
respectivamente. (a) Fase envuelta de prueba (b) Fase envuelta de referen-
cia. (c¢) Fase desenvuelta de prueba. (d) Fase desenvuelta de referencia. . . . 33
Imagen en 3D del ala de una libélula. . . . . . ... ... ... 34
Esquema de las lesiones escamosas intraepiteliales. Neoplasia intraepitelial
cervical (CIN, por sus siglas en inglés): leve (CIN1), moderada (CIN2) e

intensa (CIN3) [35] . . . . . o o o 35
Ejemplo de células de prueba de Papanicolaou incluidas en la base de datos
Hervel: (a)-(b) Células anémalas y (c)-(d) células normales [36] . . . . . .. 35

Fases envueltas y desenvueltas de prueba y de referencia de las células de
cancer cervicouterino, respectivamente. (a) Fase envuelta de prueba (b) Fase
envuelta de referencia. (c¢) Fase desenvuelta de prueba. (d) Fase desenvuelta
de referencia. . . . . . ... 37



VI

5.7.
5.8.

5.9.

5.10.
5.11.

INDICE DE FIGURAS

Imagen en 3D de células de cancer Cervicouterino. . . . . .. .. ... ...
Micrografias de células de cancer cervicouterino. a) Micrografia de células
de cancer cervicouterino tomada con un microscopio éptico a 8x (trabajo
realizado en la presente tesis. b) Micrografia de células de céancer cervicoute-
rino reportada en la literatura [38]. . . . . . . .. ... Lo
Fases envueltas y desenvueltas de prueba y de referencia de las células
de cancer de colon, respectivamente. (a) Fase envuelta de prueba (b) Fase
envuelta de referencia. (c¢) Fase desenvuelta de prueba. (d) Fase desenvuelta
de referencia. . . . . . ..o
Imagen en 3D de células de cancer de colon. . . . . . . .. ... ...
Micrografias de células de céncer cervicouterino. a) Micrografia de células
de céncer de colon tomada con un microscopio éptico a 8x (trabajo realizado
en la presente tesis). b) Micrograffa de células de cancer de colon reportada
en la literatura [39]. . . . . . ...



Resumen

Cuando la luz llega a un nuevo medio se pueden presentar uno o varios procesos;
reflexién, refraccién, absorcién y transmisién. La informacién de algunas propiedades se
encuentran contenidas en la luz transmitida y esta informacién puede ser recuperada me-
diante el uso de equipos muy sofisticados y caros. El objetivo de este trabajo es desarrollar
un arreglo interferométrico de corrimiento de fase por polarizacion, para realizar medicio-
nes no destructivas de la morfologia de muestras trasparentes, micrométricas y bioldgicas
como el ala de una libélula, células de cancer cervicouterino y células de cancer de colon a
través del cédlculo de la fase éptica y mediante el procesamiento de interferogramas. Para
este propésito se implementa un sistema Optico, el cual estd formado por tres interferéme-
tros: un interferémetro ciclico acoplado a dos interferémetros Michelson. Este sistema es
capaz de generar cuatro patrones de interferencia con corrimientos de fase relativos de 7/2,
los cuales son capturados por una cdmara CCD en una sola toma. Los patrones de inter-
ferencia y los corrimientos de fase se generaran mediante la colocacién de polarizadores
lineales en dngulos conocidos. Para el calculo de la fase 6ptica se utiliza el método de cua-
tro pasos y dado que los interferogramas se obtienen con un interferémetro de corrimiento
de fase, se implementa un método de desenvolvimiento iterativo.

En este trabajo se presentan: los fundamentos tedricos de la interferometria, la cual
se basa en el fenémeno de interferencia; la teoria del corrimiento de fase por polarizacién;
la descripcién del arreglo interferométrico propuesto; el procedimiento experimental y el
procedimiento numérico para la obtencién y el procesamiento de interferogramas, asi como
la reconstrucciéon morfolégica de los objetos de estudio.

VII






Capitulo 1
Introducciéon

Por miultiples razones el hombre tiene cada vez més la necesidad de medir ciertas
caracteristicas de la materia. Por lo que, la interferometria éptica es considerada una
técnica para realizar mediciones de alta precisién usando ondas de luz como escala. Esto
se hace por medio del analisis de patrones de interferencia o interferogramas, los cuales
resultan de la superposicién de dos frentes de onda en un plano de observacién [1]. El éxito
de muchas de las aplicaciones, depende muchas veces de la medicién de la fase optica, por
lo que, el desarrollo de nuevas metodologias capaces de alcanzar precisiones de centésimas
v hasta milésimas de longitud de onda, actualmente es de gran importancia.

Durante los primeros 60 afios del siglo XX, la interferometria se ha consolidado y diver-
sificado, siendo la microscopia 6ptica una de las disciplinas més beneficiadas. Muchos de
los sistemas interferométricos desarrollados fueron basados en fuentes luminosas de baja y
mediana coherencia. Pero no fue hasta la aparicion de la luz laser y el desarrollo de nuevos
detectores, que se abrié paso al desarrollo de novedosas técnicas interferométricas para la
evaluacién de distribuciones de fase, como la interferometria de corrimiento de fase. Estas
técnicas permitieron conocer parametros épticos y morfoldgicos de muestras en observacion
a través del célculo de la fase optica y mediante el andlisis de interferogramas. Inicialmente
estos métodos de corrimiento de fase generaban n-corrimientos de fase por n-etapas, usan-
do elementos mecanicos como actuadores, motores a pasos, pizoeléctricos, etc., pero esto
limitaba la técnica, ya que solo se podian caracterizar objetos u eventos estaticos y algu-
nos eventos dinamicos. Debido a estas limitaciones se han desarrollado nuevas técnicas de
medicién que permiten obtener n-corrimientos de fase simultdneamente usando elementos
difractivos como rejillas, dispositivos holograficos o micropolarizadores [2—1], sin embar-
go, estos dispositivos siguen siendo muy costosos. Por lo que en este trabajo se propone
un sistema 6ptico de corrimiento de fase por polarizacién, libre de micropolarizadores y
elementos difractivos, capaz de generar 4 patrones de interferencia simultaneamente, te-
niendo cada interferograma un valor diferente de corrimiento de fase para la extraccion de
distribuciones de fase en muestras biolégicas.

1.1. Objetivos

En la presente tesis, se propone estudiar las propiedades morfolégicas de estructuras
de fase (muestras transparentes) a diversas escalas, a través de la implementacién de un
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sistema interferométrico de corrimiento de fase simultdneo por polarizacién. El sistema
interferométrico implementado experimentalmente, nos permitird conocer la informacién
de la fase éptica. Los objetivos particulares de la presente tesis se indican a continuacién:

1. Implementar un interferémetro ciclico, acoplado a dos interferémetros Michelson,
para generar 4 patrones de interferencia.

2. Determinacién de las condiciones para realizar mediciones de objetos transparentes
(ala de libélula, células de céncer cervicouterino y células de cdncer de colon) a
diversas escalas usando interferometria de corrimiento de fase simultaneo.

3. Desarrollo e implementacién de algoritmos de cuatro pasos, para el procesamiento
de la fase 6ptica.
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Capitulo 2
Conceptos basicos

En 1880 James Clerk Maxwell estableci6 su teoria electromagnética, en la que sintetizo
en cuatro ecuaciones las leyes del electromagnetismo que se habian formulado desde el siglo
XVIII. De sus ecuaciones, Maxwell dedujo la ecuacion de onda que lo llevé a predecir la
existencia de ondas electromagnéticas capaces de propagarse en el vacio. Con su trabajo
consiguié unir la éptica y el electromagnetismo, revelando asi que la luz tiene naturaleza
electromagnética [5].

En este capitulo, se presentan brevemente algunos conceptos descritos en la fisica elec-
tromagnética como el campo eléctrico, el campo magnético, las ecuaciones de Maxwell, la
ecuaciéon de onda y la polarizacion de ondas electromagnéticas, los cuales son importantes
para explicar el fenémeno de interferencia que se presentard en el siguiente capitulo.

2.1. Ecuacién de ondas electromagnéticas

A continuacién se deduce la ecuacién de ondas electromagnéticas que se propagan a
través de un medio, ya sea el vacio, un dieléctrico o un metal. Considerando que no hay
densidad de carga (p = 0), las cuatro ecuaciones de Maxwell se escriben de la siguiente
manera [1]:

Ley de Gauss:
V-E=0 (2.1)
Ley de Gauss para el campo magnético:
V-H=0 (2.2)

Ley de Faraday:

0H
E=—-p—0 2.
V x M@T (2.3)
Ley de Ampére-Mazxwell:
E
VxH=0cF+ E%t , (2.4)
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X

H

Z

Figura 2.1: Onda electromagnética; Campo magnético H, campo eléctrico E y la direccion
de propagaciéon .

donde E es el campo eléctrico, H corresponde a la intensidad del campo magnético, u la
permeabilidad del medio, € es la permitividad del medio y ¢ es la conductividad.
Tomando las ecuaciones Maxwell anteriores, el rotacional del rotacional del campo
eléctrico resulta ser:
Vx(VxE)=-V?E+V(V-E) (2.5)

Por lo tanto, la ecuacién de onda para el campo eléctrico es:

OE 0’FE
2
V°E = o 5 + pe 92 (2.6)

Si particularizamos el caso anterior, haciendo la conductividad igual a cero (¢ = 0), la
ecuacién (2.6) queda como:

(2.7)

2.1.1. Representaciéon matematica de una onda

Una solucién particular a la ecuacion de onda es una onda sinusoidal que se propaga
a lo largo del eje x, en cierta direccion, con una velocidad v determinada por el indice de
refraccién del medio. La representacién matematica de esta solucién, es representada por
el valor instantaneo del campo eléctrico como funcién del tiempo ¢, por tanto, el campo
eléctrico se puede representar por la ecuacién (2.8) [1]. Como la interaccién de la luz con
la materia se debe fundamentalmente al campo eléctrico, en este trabajo se describira a
la luz como un campo eléctrico F sujeto a la ecuacién de onda.

E = Acos (2;(:U—Ut) —|—a) (2.8)

donde A es la maxima perturbacién conocida como amplitud, A es la longitud de onda y «
es la fase inicial de la onda cuando = 0 y ¢t = 0. Si v es la frecuencia de la onda, es decir,

4
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el nimero de ondas que pasan por un punto dado en el espacio en la unidad de tiempo [0],
entonces la frecuencia esta definida por la ecuacién (2.9).

1
V= — 2.9
T (29)
donde el periodo de la onda, T, es el tiempo que se necesita para que pase un ciclo completo

por un punto fijo del espacio y se puede describir como [6]:

T — 5 (2.10)
v
por lo que:
AV =v (2.11)

El vector de propagacién k, se define como un vector apuntando en la direcciéon de
propagacién de la onda, que tiene una magnitud |k| dada por [1]:

2
kﬂM:%i (2.12)

con velocidad angular w, dada por la ecuacién (2.13)
w =271V (2.13)

Con el uso de estas definiciones, la ecuacién (2.13) se transforma en:

w c
Top=" 2.14
L = U= (2.14)
y la ecuacién (2.8) en:
E = Acos (kx — wt + «) (2.15)
La fase de la onda para el punto z en el instante ¢ se define como []:
0 =kr —wt+ « (2.16)

Generalizando la ecuacién (2.15) para el caso de una onda que viaja en el espacio
tridimensional propagédndose en la direccién del vector k, diferente de la direccién del
vector r que va del origen al punto (z,y, z) donde se desea conocer el campo eléctrico, se
puede escribir como [1]:

E=Acos(k-r—wt+ «a) (2.17)

La onda descrita por la ecuaciones (2.15 y 2.17) se considera una onda plana, debido
a que en cualquier instante de tiempo, E tiene el mismo valor en todos los puntos que
estan en el mismo plano, un plano normal a la direccién de propagacion, es decir, una
onda plana es aquella cuya fase en cualquier instante de tiempo es constante en todos los
puntos de cualquier plano normal a k [1,7].
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2.1.2. Representacion compleja de una onda

Al representar la ecuacién (2.17) como un vector, la perturbacién instantdnea resulta
ser la componente a lo largo del eje x, el angulo con el eje x es la fase y la magnitud del
vector es la amplitud de la onda. Por otro lado, los vectores se pueden representar por
medio de ntimeros complejos, por lo que, es una alternativa matematicamente méas simple
a la hora de analizar fendmenos ondulatorios. La representacién de una onda mediante
nimeros complejos se muestra en la siguiente ecuacién [1]:

E = Acosf +iAsinf (2.18)

tomando la ecuacién de Euler, se puede representar a la onda como:

E = Aelkz—wita) g — geilkr-wtta) (2.19)

2.2. Polarizacién de ondas electromagnéticas

La luz, al igual que cualquier otro tipo de radiacién electromagnética, estd formada
por un campo eléctrico oscilando de forma perpendicular a un campo magnético siendo
ambos perpendiculares a la direccién de propagaciéon de la luz (ver Figura 2.1) [1,(].
Por cuestion de sencillez, en este trabajo solo se estudiard el campo eléctrico, sin perder
generalidad, ya que dado un indice de refraccién, los campos eléctrico y magnético guardan
una cierta relacién entre si, por lo que la onda queda totalmente definida por la magnitud
del campo eléctrico. La direccién y la magnitud del campo eléctrico en un punto cualquiera
se representan por medio del vector eléctrico [0].

La polarizacion de una onda plana uniforme, define el lugar geométrico que describe
la punta del vector campo eléctrico E en funcién del tiempo, en un plano perpendicular
a la direcciéon de propagacion. En el caso mas general, este lugar geométrico serd una
elipse y entonces se dice que la onda estd elipticamente polarizada [!]. En ciertos casos
particulares, la elipse degenera en un circulo o en una linea recta y en estos casos el estado
de polarizacion es circular o lineal, respectivamente [6,3,9]. La luz linealmente polarizada,
es aquella cuya orientacién del campo eléctrico es constante aunque su magnitud y signo
varian con el tiempo [6]. En este caso, el campo eléctrico o perturbacién 6ptica reside en
lo que se conoce como el plano de vibracién. Mientras que la luz es no polarizada, si la
orientacion y la magnitud del campo eléctrico son funciones al azar del tiempo y el espacio.
En esta seccion no ahondaremos en la revision detallada de los estados de polarizacion,
por lo tanto solo se muestra la ecuaciéon general. En esta ecuacion solo cambia de forma
espacial para ciertos valores de EY, E,B y Aa«, la ecuacién general estd expresada de la
siguiente forma:

B\ (E,\® _E.E, o
<Eg> + <E$ — 2E2E2 cos Ao = sin” Aa, (2.20)
esta ecuacién representa a una elipse centrada en el origen y rotada [9]. Algunas formas

de polarizacién se muestran en la Figura 2.2, en esta figura se muestran los estados de
polarizaciéon que van de eliptica, circular y lineal, mostrando la orientaciéon derecha e
izquierda. La luz polarizada puede ser descrita mediante el formalismo de Jones, el cual
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Figura 2.2: Trazos del vector ﬁ para diferentes valores de A«
1001[9].

es explicado en el apéndice A. Los estados de polarizacién son de suma importancia en la
presente tesis, ya que juega un papel importante el estado de polarizacién de la luz cuando
se trabaja con corrimientos de fase. En el siguiente capitulo se revisa el estado del arte de
interferometria por corrimiento de fase.







Capitulo 3
Interferometria

La interferometria se basa en el fenémeno de la interferencia, que podemos producir
cuando dos ondas luminosas con la misma frecuencia se superponen en algtin lugar del
espacio [I,10]. Ademds de tener la misma frecuencia, estas ondas debe ser sincrénicas, es
decir, que sus diferencias de fase, y por tanto las distancias entre las crestas de ambas
ondas, deben permanecer constantes con el tiempo. Esto es posible sélo si ambas ondas
provienen de la misma fuente luminosa, o si son monocrométicas y tienen exactamente la
misma frecuencia, como en el caso de algunos laseres [1]. El efecto fisico de interferencia se
caracteriza por exhibir regiones de alta actividad ondulatoria alternadas por regiones de
muy baja actividad, o hasta nula. En el caso de la luz dentro del contexto clasico, una alta
actividad se detecta como un valor alto de irradiancia, mientras que una baja actividad
se refleja en valores bajos de irradiancia, o incluso, en valores nulos. El dispositivo para
generar la interferencia de dos ondas luminosas se llama interferémetro; con este dispositivo
se puede estudiar variaciones en muestras del orden de A/100 [I1], por lo que son utiles
en el ambito médico, industrial y cientifico.

La representacion matemaética general de la superposicién de dos ondas es la suma de
las amplitudes, por lo tanto, la amplitud compleja neta es:

E(z,y,z2,t) = ZEi(m,y,z,t) (3.1)

y la intensidad del campo resultante es el promedio temporal del médulo cuadrado de la
amplitud compleja total

I(z,y,z,t) = <]E(:C,y,z,t)|2> (3.2)

donde ( ) indica el promedio temporal durante un periodo mucho més largo al periodo
de la onda 1/v [10]. Si se limita a dos ondas que interfieren E; y Es, este resultado se
simplifica a:

I(z,y,2,t) = (|E1|*) + (|E2[?) + (E1 - E5) + (E} - Eg) (3.3)

I(x,y,2,1) =1 + Ir + (E1 - B3) + (E] - Ey) (3.4)

donde I; y I» son las intensidades de los haces, respectivamente. Este resultado general se
puede simplificar si se asume que las ondas que interfieren estan polarizadas linealmente,
es decir,

Ei(z,y,2,t) = Ai(x,y, z)e"[”it*@(m’y’z)]. (3.5)
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Figura 3.1: Variacién de la intensidad en funcién de la diferencia de fase entre dos ondas
que interfieren. [10]

Por tanto, la intensidad de campo resultante es:
I(‘T’ Y, z, t) = Il + IQ + 2(A1 : AQ) COS[(wl - w?)t - (¢1(x’ Y, Z) - (}52(33, Y, Z))] (36)

donde los efectos de interferencia estan contenidos en el tercer término, y de este resultado
se puede concluir dos cosas. Primero, si las dos ondas que interfieren estdn polarizadas
ortogonalmente, no existirdan efectos de interferencia visibles [9], ya que el producto punto
producird un coeficiente cero. En segundo lugar, si las frecuencias de las ondas son di-
ferentes, los efectos de interferencia se modularan a una frecuencia temporal igual a la
diferencia de frecuencia.

Ahora, si consideramos que las ondas polarizadas linealmente son paralelas y que estan
en la misma frecuencia 6ptica, podemos expresar la ecuacién como [7, 10]:

I(z,y,2) = I + Ir + 2/ LIz cos[Ag(z, y, )] (3.7)

donde A¢p = ¢ — ¢ es la diferencia de fase. Esta es la ecuacién basica que describe la
interferencia. La intensidad detectada varia con la diferencia de fase entre las dos ondas,
como se observa en la Figura 3.1. En esta figura se esquematiza la variacién de la intensidad
en funcién de la diferencia de fase entre dos ondas que interfieren, en donde los puntos
maximos significan franjas brillantes y los puntos minimos son franjas oscuras, esto visto
desde el punto de vista de intensidad de la luz. En la teoria se conoce que las franjas oscuras
significan interferencia destructiva, y las franjas brillantes interferencia constructiva. Estas
franjas brillantes y oscuras que se alternan en el patrén de intensidad se denominan franjas
de interferencia. La diferencia de fase esta relacionada con la diferencia de longitudes de
caminos 6pticos (CO) entre la fuente y el punto de observacién para las dos ondas, por lo
tanto la diferencia de camino éptico (DCO) entre las dos ondas es [1, 10]:

DCO =C0O; —COy = %Aqﬁ (3.8)
™

2
Ap = TWDCO (3.9)

donde la diferencia de fase cambia 27 cada vez que la DCO aumenta en una longitud de
onda. Por lo tanto, la DCO es constante a lo largo de una franja.
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La interferencia constructiva se produce cuando las dos ondas estan en fase, y se obtiene
una franja brillante o un valor maximo en el patrén de intensidad. Esto corresponde cuando
la diferencia de fase es un multiplo entero de 27 o una DCO que es un miltiplo de la
longitud de onda. Una franja oscura o de un valor minimo en el patrén de intensidad resulta
de la interferencia destructiva cuando las dos ondas estan fuera de fase por un multiplo
impar de 7 o una DCO que es un nimero impar de medias longitudes de onda [10]. Para
las condiciones entre estos valores, se obtiene un valor intermedio de la intensidad. Dado
que tanto la DCO como la diferencia de fase aumentan con el niimero entero de m, el valor
absoluto de m se denomina orden de interferencia. Estos valores se resumen en la Tabla
3.1.

| | A9 | DCO |
Franjas Brillantes 2mm mA
Franjas Oscuras | 2(m+ 1)7w | (m+1/2)A

Tabla 3.1: Diferencia de fase y DCO para franjas brillantes y oscuras.

A menudo es mds conveniente reescribir la ecuacién 3.7 como:

I(l‘, y) = I()(l‘, y) {1 + ’7(737 y) COS[A¢($7 Y, Z)]} (310)

I(z,y) = Ip(z,y) {1 + v(x,y) cos[2n DCO(x,y) /] } (3.11)
donde Iy(z,y) = Li(z,y) + Ix(z,y), y
_ 2[11 (‘Tv y)IQ($, y)]1/2

V(z,y) = L) + heg) (3.12)

donde Iy(z,y) representa la intensidad promedio y y(x,y) es el contraste o visibilidad de
la franja local. La visibilidad de la franja también se puede calcular de manera equivalente
utilizando la férmula estandar para la modulacién [10]

Imaz(l'a y) - Imzn(xv y)
Imax(ma y) + Imzn(xv y)

donde I,,40 € Inin son las intensidades maximas y minimas en el patrén de interferencia.

La visibilidad puede tener valores entre cero y uno. La méaxima visibilidad se produciréd
cuando las dos ondas tengan la misma intensidad. La visibilidad serd cero cuando una de
las ondas tenga intensidad cero. En general, las intensidades de las ondas pueden variar
con la posicién, de modo que la intensidad promedio y la visibilidad de la franja también
pueden variar a lo largo del patron de interferencia.

A lo largo de este tema, se ha asumido que las fuentes que producen las dos ondas
tienen la misma frecuencia. Sin embargo, en la préctica se requiere que ambas fuentes se
deriven de una sola fuente. Existen dos métodos generales para producir ondas mutua-
mente coherentes. El primero se denomina Division de frente de onda y el segundo es la
Division de amplitud [1]. En el presente trabajo de tesis se estudia el método de divisién
de amplitud, enfocdndonos particularmente en dos interferometros, el interferometro de
Michelson y el interferémetro ciclico.

V(z,y) = (3.13)
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Patron de
Interferencia

Divisor de haz

i

Fuente
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M2

Figura 3.2: Diagrama del interferémetro de Michelson por divisién de amplitud.

3.1. Interferencia por division de amplitud

El método de divisién de amplitud consiste en dividir el haz original en dos haces de
diferente amplitud sin disminuir la extension del frente de onda. Esta divisién de amplitud
se efectiia mediante un prisma divisor de haz o un espejo semirreflector, y luego se retinen
los haces de nuevo por cualquiera medio, por lo general usando el mismo dispositivo divisor

de haz [1].

3.1.1. Interferometro de Michelson

Alrededor de 1880, A. Michelson desarrollé no sélo métodos mas eficientes y conve-
nientes para generar y evaluar patrones de interferencia, sino que mostré como los proce-
dimientos emergentes acarreaban decisivo impacto en la metrologia, en la Geodesia, en la
astrofisica, en la espectroscopia, en el concepto de coherencia de campos y en la teoria de
la relatividad [11].

El interferémetro de Michelson es un instrumento de divisién de amplitud. La configu-
racion basica del sistema interferométrico de Michelson se muestra en la Figura 3.2; donde
a partir de un haz de luz que proviene de una fuente luminosa es transmitida a un divisor
de haz el cual teéricamente divide en un 50 por ciento el haz, creando asi dos haces de luz,
siendo el primero el haz transmitido, quien es nuevamente proyectado al divisor de haz por
un espejo M, y es dividido nuevamente por el haz divisor proyectdndose, entonces hacia
una pantalla donde se superpondra con el haz reflejado, quien es proyectado nuevamente
al divisor como el haz transmitido, pero ahora por un segundo espejo Ms, produciendo
interferencia [12].
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Figura 3.3: Interferémetro ciclico.

3.1.2. Interferémetro ciclico

En este sistema, dos haces viajan alrededor de una misma trayectoria ciclica en direc-
ciones opuestas. En la Figura 3.3 se muestra un diseno tipico, el cual es iluminado por un
haz polarizado a 45° que incide en un cubo divisor polarizado (Polarizer Beam Spliter, por
sus siglas en ingles PBS ), que permite dividir al haz incidente en sus componentes hori-
zontal y vertical. El haz con polarizacién vertical (linea punteada con punto con flecha)
se refleja y el haz con polarizacién horizontal (linea discontinua con circulo con punto)
se transmite. Cada haz se dirige hacia los espejos M y Maj, respectivamente, donde son
reflejados en direccién hacia el espejo opuesto y son reflejados nuevamente hacia el divisor
de haz polarizado, formando de esta manera un circuito de trayectoria triangular ciclica
con los haces, viajando en sentidos opuestos uno con respecto al otro. El espejo M; es el
que tiene desplazamiento lateral, denotado por S. Por ultimo, al recombinarse en el divisor
de haz, estos haces salen del sistema interferométrico con polarizaciones ortogonales entre
ellos. Debido a que es un sistema que se autorreferencia, se puede generar un corrimien-
to lateral en los haces que interfieren, de forma que al superponerse, los frentes de onda
en la salida del interferémetro generan un interferograma [13]. Este interferémetro es de
suma importancia en el presente trabajo de tesis, ya que ofrece la bondad de que es un
interferémetro estable ante vibraciones.

3.2. Interferémetros de autorreferencia

En el interferémetro de Michelson (o sus variantes) y en el experimento de Young
se considera que las dos ondas superpuestas poseen distintas distribuciones de fase. En
muchas ocasiones, para visualizar la distribucion de fase de una de estas dos ondas, se
usa una onda con una distribucién de fase conocida (una onda plana o una esférica). Esta
onda se conoce como onda de referencia. Pero es posible usar la misma onda de inspeccién
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W(xy) W(x-Sy)

Figura 3.4: Frentes de onda en un interferémetro de desplazamiento lateral [15].

como referencia de si misma a condicién de modificarla apropiadamente antes de una
superposicion. La interpretacion de las franjas es distinta a la del caso con referencia simple
y depende del tipo de modificacién realizada. Dicha modificacién puede expresarse como
una transformacion, por ejemplo, un desplazamiento lateral, un desplazamiento radial, o
un giro (desplazamiento rotacional) [11].

En el Interferémetro ciclico, se puede generar un desplazamiento lateral en los frentes
de onda [15]. Donde los dos frentes de onda que producen el interferograma tienen las
mismas deformaciones W (x,y) pero esta uno de ellos desplazado lateralmente respecto al
otro una distancia S como se ilustra en la Figura 3.4 (esta distancia S la da el espejo M,
ver Figura 3.3). La diferencia de camino éptico en este caso estd dada por [15]:

DCO(z,y) = W(z,y) + W(x —S,y) (3.14)

Si el desplazamiento lateral S es pequeiio con respecto al didmetro del frente de onda
podemos hacer una aproximacién en serie de Taylor para la diferencia de camino 6ptico,
dada por [15]:

DCO(z,y) = S@T/Va(;?,y) (3.15)

donde el desplazamiento lateral S es en la direccién x.

Hasta este momento, se ha presentado la teoria bésica de la interferometria, asi como el
estado del arte del interferémetro de Michelson y del interferémetro ciclico. En esta tesis,
el interferémetro ciclico juega un papel muy importante, debido a que es un interferémetro
estable ante vibraciones mecéanicas, el cual permite la generacién de estados de polarizacion
con la ayuda de un cubo divisor polarizado, lo cual facilita el estudio de objetos dinamicos.
Por otro lado, el interferémetro de Michelson y el interferometro ciclico son inteferémetros
que trabajan bajo el principio de la interferencia por divisién de amplitud y esto nos
permite replicar los patrones de interferencia sin la necesidad de rejillas de difraccion,
evitando los errores generados por estos dispositivos.

En la siguiente seccién asociaremos la teoria de la interferometria con el corrimiento
de fase por polarizacién.
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Capitulo 4

Interferometria heterodina

La interferometria 6ptica, es considerada como una técnica de medicién de diferencias
de caminos épticos, cuyas bases fueron establecidas por Albert A. Michelson en las iltimas
décadas del siglo XIX [16], la cual se funda en la superposicién de dos o méas haces luminosos
que satisfacen las condiciones necesarias (amplitud y fase) para permitir la deteccién de
un patrén de interferencia. Este patrén se percibe como una serie de regiones brillantes
y oscuras distribuidas sobre un plano de observaciéon. De acuerdo al valor de la fase que
mantengan los haces en una regiéon determinada, es que ésta aparece brillante (diferencia
de fase igual a 27 radianes, o un multiplo) u oscura (diferencia de fase igual a 7 radianes,
o un multiplo impar).

Uno de los problemas de la interferometria, consiste en determinar la distribucién de
fase entre los haces sobre la base de un patrén de interferencia, fundandose en las varia-
ciones de la irradiancia a lo largo y ancho del campo de observacién. La manera en que
se modifica un patréon de interferencia dando paso a otro diferente, permite conocer cémo
evoluciona la distribucién de fase [16]. Aunque mediante la interferometria se busca por lo
general, determinar las propiedades épticas del medio transmisor de los haces que interfie-
ren, el conocimiento relativo de la distribucion de la fase no se limita a esto y proporciona,
generalmente informacién diversa que depende de las circunstancias particulares en las
que se realicen las mediciones.

La determinacién inteferométrica de diferencias de fase entre dos frentes de onda lu-
minosa, puede proporcionar la distribucion de fase de uno de los frentes de onda cuando
se conoce la del segundo (haz de referencia). La precisién ha estado restringida a algunas
fracciones de longitud de la onda empleada. Esto se debe a que la informacién de la fase
debe extraerse de una distribucién espacial de irradiancias que no sélo es afectada por la
fase misma sino también por los cambios de amplitud que cada uno de los frentes de onda
poseen en el espacio, cambios que en general no se conocen. Por otro lado, que la fase sea
particularmente confiable a partir de maximos y minimos del patrén de interferencia, favo-
rece una estrategia de muestreo, en la cual, los puntos de medicién resultan separados en
intervalos iguales de valores de fase, en lugar de estar separadas en intervalos iguales en el
espacio. Estos inconvenientes se pueden superar si se introduce una fase adicional, en este
capitulo se denota como f (por conveniencia de notacién) en las ondas que interfieren de
manera que module el patrén de interferencia en forma conveniente para su procesamiento
posterior. La modulacion del patrén puede ser temporal o espacial. Es esencialmente tem-
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poral si la fase introducida tinicamente varia en el tiempo, es decir, (f = f(t)). El patrén
puede ser modulado sélo espacialmente, cuando f surja al inclinar uno de los frentes de
onda, es decir, al formar un dngulo con respecto a la direccién x. Asi, f resulta proporcio-
nal a z, luego entonces f = f(x) [17]. La modulacién temporal del patrén de interferencia
puede conseguirse introduciendo un pequeno corrimiento en la frecuencia de uno de los dos
haces. La modulacién resulta entonces sinusoidal en cualquier punto del patrén y vibra
con una frecuencia igual a la diferencia de frecuencias introducida entre los haces [158]. La
irradiancia sobre un punto fijo del patrén varia temporalmente con una fase determinada
por la diferencia de fase entre los haces. La irradiancia sobre un punto fijo del patrén
varia temporalmente con una fase determinada por la diferencia de fase entre los haces
sobre este mismo punto. De este modo, una diferencia de fase éptica puede aparecer como
una diferencia de fase entre dos seniales eléctricas siempre que se conviertan los cambios
de irradiancia en senales eléctricas de manera proporcional. Este procedimiento permite
medir la fase en cualquier posicién dentro del patrén de franjas con una precisién mejor
que 27/1000 radianes [11] y se le conoce como deteccién heterodina [19] o interferometria
heterodina en contraposicién a la interferometria estatica o interferometria homodina, que
no modula al patrén de franjas en modo alguno.

4.1. Interferometria por corrimiento de fase

El concepto detras del corrimiento de fase, consiste en la introducciéon de una variable
espacial en una diferencia de fase entre el frente de onda de referencia y el frente de onda
de prueba [15]. Una senal de la variable espacial es producida en cada punto medido en el
interferograma, y la fase relativa entre los dos frentes de onda es una ubicacidon que esta
codificada en esa senal. Las expresiones generales para los frentes de onda de referencia y
prueba en el interferémetro son:

wy(z,y) = ar(m,y)ei[@("p’y)ff”] (4.1)

wi(z,y) = ag(z, y)e @) (4.2)

respectivamente, donde a,(z,y) y a;(x, y) son las amplitudes, por conveniencia de notacién
para este capitulo se utiliza la letra a para referirnos a la letra A del capitulo 2, ¢, (z,y) y
¢¢(x,y) son las fases de los frentes de onda y f, es una variable de cambio de fase espacial
introducida en el haz de referencia. Realmente, f,, es el cambio de fase relativo entre los
dos haces, el cual puede ser producido en el cambio de cualquiera de los dos haces, de
referencia o de prueba. El resultado del patrén de intensidad de la superposicién de dos
ondas es [15]:

I(S[?,y) = |wr(1:7y) +wt(aj7y)|2 (43)
llegando a la siguiente expresién:
I(z,y) = a(x,y) +m(z,y) cos[¢y(,y) — ¢r(x,y) + fu] (4.4)

donde a(x,y) = a?(x,y) + a?(x.y) es la intensidad promedio, y m(z,y) = 2a,(z, y)a(z,y)
es la modulacién de la intensidad. Ademas, es de utilidad definir A¢(z,y) como la dife-
rencia de fase de los frentes de onda ¢y(z,y) — ¢, (x,y), con lo que se tiene:

I(z,y) = a(z,y) + m(x,y) cos|Ap(x,y) + fn] (4.5)
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Figura 4.1: Variacion de la intensidad con la fase de referencia en un punto del interfero-
grama [15].

conocida como la ecuacién fundamental de la interferometria por corrimiento de fase [15].
La intensidad en cada punto varia como una funcién sinusoidal del cambio de fase f;,, con
una compensacion espacial dada por la fase desconocida del frente de onda.

Este resultado puede ser visualizado al graficar la intensidad como una funcién de
fn; para un cambio de fase lineal, que equivale a la variacién de la intensidad. En la
Figura 4.1 se muestra la intensidad de un interferograma con una medicién individual
de puntos, variando sinusoidalmente con la fase, donde se identifican los tres parametros
més importantes de esta senal. El término a(x,y) es la intensidad promedio, m(z,y) es la
mitad del pico del valle, y la fase A¢(z,y) desconocida estd relacionada con el cambio de
fase espacial de esta variacién sinusoidal. La fase del frente de onda puede ser calculada
a partir de este retraso. El mapeo completo de A¢(z,y), puede ser medido mediante el
monitoreo y comparacién de este retardo temporal para todos los puntos requeridos en
la medicién del interferograma. De esta forma, la modulacién de intensidad y el término
promedio es separado de el retraso, y por tanto, la fase del frente de onda también es
desacoplada de estos términos [15].

La mayor diferencia entre los diversos esquemas de detecciéon en el corrimiento de fase;
es la manera en la cual la fase de referencia es variada, y el niimero de veces junto a
la velocidad con la cual el patrén de interferencia es medido. Todas estas variaciones se
reducen a encontrar la mejor forma de recopilar y analizar los datos interferométricos
capturados, de modo que la ecuacion (4.4) sea resuelta para la fase desconocida del frente
de onda. Se debe considerar, que la mejor solucién puede ser influenciada por factores tales
como; la complejidad de programacién computacional, la sensibilidad a errores de cambio
de fase y ruidos, velocidad de datos o compatibilidad con el sistema de deteccién.

4.1.1. Técnicas de Corrimiento de Fase

El objetivo principal de las medidas interferométricas es la evaluacién de la distribucién
de la fase en un patréon de franjas. Entre las técnicas para la evaluacion de la fase se pueden
mencionar las siguientes: transformada de Fourier (también conocido como método de
Takeda) [20,21], de corrimiento de fase y el método directo [22].

El método de corrimiento de fase logra una mayor precisién en la evaluacién de la fase
dado el nimero de imagenes necesarias (al menos tres). En cambio los métodos de Fourier
y directo no son lo bastante precisos, ya que solo utilizan un simple interferograma, en el
cual, realizan todo el procedimiento para el calculo de la fase. Estos dos tltimos métodos,
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sin embargo son aplicables en eventos dinamicos, ya que en estos métodos solo bastan dos
patrones, un patrén de prueba y un patrén de referencia. Estos métodos son aplicables en
la industria para el control de calidad [23,21].

En la presente tesis, dada la importancia de la eficiencia del método de corrimiento
de fase y de las ventajas que nos ofrecen los interferometros por divisién de amplitud
(interferometro ciclico e interferometro de Michelson), se propone sustituir componentes
como el piezoeléctrico, por un arreglo de polarizadores a diferentes angulos para introducir
el corrimiento de fase en el interferograma, logrando optimizar el tiempo de captura, es
decir, en una sola toma obtener cuatro corrimientos de fase (cambio de polarizacién). A
continuacién se hace una revisién muy general sobre el uso del piezoelectrico y el uso de
polarizadores en la técnica de corrimiento de fase.

4.1.2. Técnicas de corrimiento de fase utilizando un transductor piezo-
eléctrico

Convencionalmente, se desplaza un espejo o una rejilla para generar corrimientos de
fase pero esta técnica tiene la limitante de estudiar objetos estaticos o con variaciones
temporales muy lentas. En la Figura 4.2 se muestra el caso en el que el corrimiento de fase
se realiza moviendo uno de los espejos con un transductor piezoeléctrico. Fabricados de
plomo-zinc-titanato (PZT) u otros materiales ceramicos. Estos dispositivos se expanden o
se contraen con un voltaje aplicado. Al cambiar discretamente el voltaje aplicado, el espe-
jo se mueve produciendo una pequena variacién de la fase éptica [25]. Los transductores
piezoeléctricos se utilizan ampliamente en micro y nanoposicionamiento, micro y nanoma-
nipulacién, microscopio de fuerza atémica, supresion de vibraciones y 6ptica debido al alto
ancho de banda y a la resolucién de desplazamiento nanométrico [26]. Sin embargo, los
materiales piezoeléctricos tienen varias desventajas, como no linealidad, histéresis y res-
puesta a la temperatura. Por lo tanto, el desplazamiento de un transductor piezoeléctrico
debe calibrarse para permitir que la fase del frente de onda se mida con precisién [27].

En otro caso se usan elementos difractivos, como rejillas de amplitud o fase, en estos
casos la rejilla se mueve perpendicular al eje 6ptico para generar corrimientos de fase en
el interferograma. En la Figura 4.3 se muestra un sistema interferométrico de trayectoria
comtn o doble ventana con rejilla de Ronchi [25], en este caso la rejilla se mueve operando
un actuador, el actuador se debe calibrar para generar los corrimientos de fase necesarios.

4.1.3. Técnicas de corrimiento de fase por polarizacion y difraccion

Las técnicas de desplazamiento de fase por polarizaciéon se han aplicado en diversas
areas, como la holografia digital, ESPI y shearografia porque permiten el andlisis no invasi-
vo de las muestras. Estas técnicas tienen la ventaja de no requerir componentes mecéanicos,
como PZT, para obtener los desfases, disminuyendo la sensibilidad del sistema frente a
vibraciones externas [29]. Se puede combinar el uso de elementos difractivos y de polariza-
cién, como se observa en la Figura 4.4, para generar n-interferogramas con corrimientos de
fase independientes. Sin embargo, en estos sistemas el elemento difractivo genera errores en
la amplitud y modulacién de las franjas de interferencia, por lo que hay que usar algoritmos
de normalizacion y filtrado durante el procesamiento de las franjas. En todos los casos, la
colocacion de los polarizadores al angulo adecuado es critica para el procesamiento de la
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Superficie
de prueba
| —
Lente 1 Piezo
Liser 2 eléctrico
- Divisor -
N
l I Referencia
Lente 2
Camara
CCD

Figura 4.2: Corrimiento de fase por etapas a partir del desplazamiento de un espejo con
un Piezoeléctrico.

Figura 4.3: Interferémetro de doble ventana [23].
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Figura 4.4: Interferémetro de corrimiento de fase simultdneo que emplea la técnica de
difraccién y polarizacion. [29]

fase y pueden inducir errores en los corrimientos de las franjas [29].

4.1.4. Técnicas de corrimiento de fase por polarizacién usando una ma-
triz de micropolarizadores

Existen sistemas interferométricos (como ejemplo la Figura 4.5) en los cuales se ha
usado una matriz de micropolarizadores para generar cuatro corrimientos en una sola
toma [30]. Estos sistemas tienen la ventaja de que solo es necesario colocar una matriz
en la entrada de la cdmara CCD, sin embargo, para ello es necesario primero ajustar y
calibrar la CCD junto con la matriz de micropolarizadores, y para procesar la informacién
se requieren de algoritmos que decodifiquen el interferograma, Adicionalmente, es necesario
suprimir vibraciones para evitar errores en el calculo de la fase.

En esta tesis se toma el trabajo de Brock N. y colaboradores [30] como referencia para
la generacién de corrimientos de fase en una sola toma. Por lo que se utiliza una matriz de
polarizadores (arreglo de peliculas linealmente polarizadas y orientadas a cierto angulo),
la cual es colocada a la entrada de la cAmara CCD. Sin embargo, a diferencia del trabajo
reportado y como se menciono en la seccién 3.1.2, en este arreglo el interferémetro ciclico
es un interferémetro estable ante vibraciones mecanicas, lo cual permite la generacién de
estados de polarizacion y en consecuencia mediciones méas confiables, que al acoplarlo con
un interferémetro de Michelson los interferogramas generados se pueden replicar sin la
necesidad de rejillas de difraccion.

A continuacién se describira los métodos para el cédlculo de la fase de los interferogra-
mas, asi como la interferometria por corrimiento de fase en una sola toma.

4.2. Deteccion de la fase

Como fue descrito anteriormente, en la ecuacién (4.5), existen tres cantidades descono-
cidas (a,m y A¢). Para calcular la fase es necesario tener al menos tres intensidades para

20



Interferometria heterodina
4.2 Deteccién de la fase

e A I
Prueba v

Lente Pi\'isor de haz

L

Transferencia

CcCD

Elemento
Holografico
Miscara de fase, f§
Polarizadory
sensores /
Deteccion de cuatro
interferogramas
desplazados en fase

Figura 4.5: Interferémetro de corrimiento de fase simultdneo con micropolarizadores [30].

formar un sistema de ecuaciones por punto, que permitan calcular la fase [31]. Mediante
la introduccién de tres corrimientos perfectamente conocidos en la fase de uno de los ha-
ces, se obtienen tres interferogramas independientes, lo que implica tener tres ecuaciones
con tres incégnitas y tres pardmetros conocidos (las fases) por punto. Es decir, el i-ésimo
patréon de interferencia puede escribirse como:

Ii = a{l +mcos (A¢+ fn)} (4.6)

con i = 1,2,3. Si los valores de f, son 0°,120° y —120°, se tendra para un punto en
particular, las siguientes ecuaciones:

I = a{l + mcos A¢}
Iy = a{l — (m/2) cos A¢ — (mV/3/2) sen A¢}
I3 = a{l — (m/2) cos Ap + (mV/3/2)senA¢} (4.7)

En este sistema de ecuaciones, tras eliminar m y a, admite como solucién para Ag, la
siguiente expresién:

V3(I3 — Ip)

tan A =
e A A

(4.8)

en donde se calcula la tangente inversa para determinar el A¢. Nétese que tanto a como
m, son constantes en un mismo punto durante las tres mediciones.
4.2.1. Método de cuatro corrimientos

Este algoritmo, requiere de cuatro mediciones de intensidad en cada punto correspon-
diente a i = 4, si cada corrimiento se realiza en intervalos iguales de modo que la funcién

21



Interferometria heterodina
4.2 Deteccién de la fase

fn tome los valores 0, 7/2, 7y 37/2, sustituyendo cada valor en la ecuacién (4.6), resulta
el siguiente sistema de ecuaciones [31]:

I = a+ mcos(Ag)

Iy =a+mcos(Ap+7/2)
Is = a+mcos(A¢p + )

)

Iy =a—mcos(A¢ + 3m/2 (4.9)
simplificando mediante identidades trigonométricas, se obtiene:
I = a+ mcos(Ag)
Iy = a —msin(Ag)
Is = a —mcos(Ag)
Iy = a+ msin(A¢) (4.10)
resolviendo analiticamente el sistema de ecuaciones,
Iy — I3 = 2mcos(Ag¢)
Iy — Ir = 2msin(Ag) (4.11)
Iy— I
tan A¢ = 4.12
an g = P (4.12)
por tanto,
I — 1D
A¢ = tan* 4.1
6=t~ = (4.13)

donde esta ecuacién se evaliia en cada punto de mediciéon para obtener un mapeo del frente
de onda medido. Este frente de onda se puede relacionar facilmente con la altura de la
superficie del objeto o la diferencia de camino 6ptico:

DCO(z,y) = NA¢/2m (4.14)

4.2.2. Algoritmo simétrico de (N + 1) interferogramas

Una expresion para extraer la fase teniendo (N + 1) patrones de interferencia con un
corrimiento de fase uniforme es la siguiente:

N
1 Iisen(q;
tan A¢ = — M (4.15)
> ieq Licos(ay)
donde «; = 2w(IN — 1)/N esta expresién es valida para todos los algoritmos con N corri-
mientos igualmente y uniformemente espaciados [31], el primer patrén tiene un corrimiento

cero y esta centrado en el origen, el ultimo patrén tiene un corrimiento ¢ = N + 1 que
equivale a obtener una fase de 2.
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4.3. Interferometria por corrimiento de fase en una sola to-
ma

La interferometria de corrimiento de fase es una técnica confiable para extraer la in-
formacion de la fase de los interferogramas [16]. Esta técnica se basa en un sistema de
ecuaciones lineales que utilice al menos tres diversos interferogramas obtenidos de la mis-
ma distribucién de la fase. Para obtener estos interferogramas, se tienen que introducir
ciertos desplazamientos de fase entre el frente de onda desconocido y la onda de referencia.

Para obtener N interferogramas, N — 1 corrimientos deben ser realizados. Para el caso
de distribuciones estaticas de fase, se pueden obtener N = 4 interferogramas, haciendo
cuatro tomas secuenciales. Sin embargo, cuando una distribuciéon de la fase que varia en
el tiempo deba ser extraida, se necesita una técnica conveniente capaz de conseguir los
cuatro interferogramas con los corrimientos necesarios en una sola toma. Uno de ellos es un
método de corrimiento espacial de fase generado con un elemento holografico, usado para
medir las deformaciones transitorias con interferometria electrénica de moteado (ESPI por
sus siglas en ingles) [31].

Sin embargo, aunque estos métodos son versatiles, algunos de ellos necesitan compo-
nentes especiales y/o de dificil fabricacién [14]. La mayoria de estos métodos mencionados
realizan los corrimientos de fase por medios épticos, asi que una ventaja de estos sistemas
resulta ser su estabilidad mecénica [14]. En la mayoria de los casos se busca obtener varios
patrones sobre los cuales se puedan generar corrimientos de fase por métodos simples y
conocidos.

4.3.1. Modulacion de fase con polarizacion

Como es bien sabido, cuando tenemos polarizaciones circulares cruzadas podemos mo-
dular el patrén de interferencia manipulando polarizadores lineales. Esta caracteristica se
puede incluir en el sistema que se esta probando, por lo que se necesita generar polarizacion
circular, siendo conveniente utilizar placas retardadoras de A/4 a la longitud de onda del
laser determinado; sin embargo, este detalle se puede ignorar y usar placas retardadoras
que no estén disenadas para operar con la longitud de onda del laser empleado, siempre y
cuando se realicen las correcciones adecuadas [15]. A continuacién, se presenta el desarro-
llo matematico para la realizacién del corrimiento de fase mediante polarizadores y placas
retardadoras de onda.

4.3.2. Patrones de interferencia generados con polarizadores y placas
retardadoras

En general, se puede calcular los corrimientos de fase producidos por la superpocién
de dos campos con un estado de polarizacién eliptico. De esta manera, la polarizacion de
los frentes de onda pueden ser descritos mediante vectores de Jones (Consultar apéndice

Y Uy = % ( iiﬁ > (4.16)

7 —_ 1 1 —iAqb(x,y)
Ur = > ( o—if >e , (4.17)
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estos vectores representan los estados de polarizacion de dos haces después de pasar por una
placa retardadora que introduce un retardo de fase igual a +£5. Cada haz entra a la placa
con una polarizacion lineal a 4+ 45°, con respecto a el eje rapido de la placa retardadora.
Los indices L y R denotan polarizacion a izquierda y derecha respectivamente, por lo que
los vectores rotan en direcciones opuestas. En la trayectoria de uno de los haces se lleva
una distribucién de fase A¢(z,y). Cuando el campo de interferencia se observa al colocarse
un polarizador lineal con su eje de transmisién a un angulo ¢ se obtendra:

U, =00, (4.18)
Uy = U/ Ug, (4.19)

donde U, y U, son los estados de polarizacién emergentes después de colocar el ultimo
polarizador, siendo Ulw la matriz de transmisién del polarizador lineal, dada como:

U’;ﬁ _ < cos? ¢ sen 1) cos ) (4.20)

sen cos sen? )
por lo que, el patrén de interferencia resultante Ur se puede escribir como:
Ur|? = |U, + Ua]%, (4.21)
realizando las operaciones correspondientes se obtiene:

[Ur|? = 1+ sen2¢ cos § + A(¢), ) cos[£(v, B) — Ad(x, y)], (4.22)

donde &(1, ) es el corrimiento de fase y A(1), 8) la amplitud, son funciones dependientes
del angulo de rotacion del polarizador ¢ y el retardo de fase 8 introducido por la placa
retardadora. Expresadas explicitamente de la siguiente manera:

L sen 2¢) sen 3 + sen? 1) sen 23
&%, 8) = tan [cos2 +1) sen? 1) cos 23 + sen 29 cos ﬁ} (4.23)
A, B) = [cos4w + sintep + (1 + % cos 23)sen?2¢) + 2sin21) cos ﬁ] (4.24)

El caso ideal (retardo exacto) seria para un valor de 5 = m/2. Cuando se da este caso
encontramos que &(, §) = 21, A(¢, B) = 1. Sustituyendo los valores de £(v, 5) v A(, B),
la ecuacién (4.22) se reduce a:

](jﬂz =1+ cos[2¢) — A¢(z,y)], (4.25)

la cual es la expresién conocida para corrimiento de fase generada con polarizadores li-
neales (modulacién de polarizacién). La ecuacién (4.25), es muy similar a la ecuacién
fundamental de la interferometria por corrimiento de fase, excepto por un valor de 2,
donde el corrimiento f,, estd directamente relacionado con el angulo v, que representa el
angulo de rotacion del polarizador que modula al patrén de interferencia, de manera que

fn = 21/}‘
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Ya que convencionalmente se usa el algoritmo de cuatro corrimientos, al variar el
dngulo de polarizacién en la ecuacién adecuadamente, obtendremos i-patrones con los
corrimientos de fase que necesitemos. De esta manera, podemos rescribir este resultado
como:

U2 = 1+ cos[2¢, — Ad(x, )], (4.26)

con ¢ =1...4. Con ello la fase relativa puede ser calculada como:

tanAg — | ql - | @’ |2, (4.27)
| U2 |2 = | Uy |2

donde | Uy |2, | Us |2,] Us | y | Us |? son las intensidades medidas para cada valor de ¢
dados por Y1 =0, 9y =7/4 , 3 =7/2 y 1y = 37 /4.

El caso para el cual el retardo introducido por las placas sea diferente de , es decir,
cuando el polarizador lineal y la placa retardadora de onda no trabajan a la misma longitud
de onda del l4ser utilizando, se debe utilizar las ecuaciones (4.23) y (4.24) para conocer
el valor correcto de 1 que generara los corrimientos requeridos para usar el algoritmo de
cuatro corrimientos de obtencién de fase.
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Capitulo 5

Desarrollo experimental y
resultados

5.1. Desarrollo experimental

Una vez visto los conceptos basicos como la ecuacion de onda, la representacion y
polarizacién de las ondas electromagnéticas, el fenémeno de interferencia, el estado del
arte de las técnicas de corrimiento de fase, asi como las ventajas y desventajas de los
diferentes dispositivos para la deteccién de la fase. En esta seccion se explicara el arreglo
experimental del sistema interferométrico propuesto, la obtencién y el procesamiento de
los patrones de interferencia para calcular la fase envuelta y desenvuelta de los objetos de
prueba, asi como, los resultados experimentales obtenidos.

5.1.1. Arreglo experimental

En la Figura 5.1, se muestra el arreglo interferométrico propuesto, el cual esta formado
por tres interferémetros acoplados: el primero (SI) corresponde a un interferémetro ciclico
y el segundo (SII) y tercero (SIII), corresponden a interferémetros de Michelson. Este
sistema cuenta con un laser de 532 nm, utilizado como fuente de ilumicacién coherente; un
sistema de lentes; un polarizador lineal (P); una matriz de polarizadores lineales; y una
camara CDD. El sistema de lentes esta constituido por un objetivo invertido de 40X con
apertura numérica (NA) de 0.65 y dos lentes positivas (L1) y (L2) con distancias focales
de 75.6 mm y 200 mm, respectivamente.

Dentro del sistema interferométrico, la luz ldser incide sobre la muestra trasparente y el
objetivo invertido es el encargado de colectar y amplificar la luz transmitida por la muestra.
Una de las ventajas principales de los objetivos invertidos es que permiten observar las
muestras situadas en el fondo del recipiente, lo cual resulta muy 1til para mantener las
muestras hidratadas y libres de cubreobjetos que puedan deformar la superficie de la
muestra. Los rayos de luz que salen del objetivo inciden sobre la lente (L) y después
sobre la lente (L), para obtener una imagen amplificada del objeto. Posteriormente, la
luz es polarizada a 45°, entra al primer sistema interferométrico SI e incide en el cubo
divisor polarizado (PBS), este divide al vector del campo eléctrico en sus dos componentes;
horizontal y vertical, los haces viajan en trayectorias ciclicas dentro del primer sistema
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o BIISINA]

RIOPRZLIR[O]
ZIRA]

Figura 5.1: Interferémetro propuesto.SI: interferémetro ciclico, SII y SIII: interferémetros
de Michelson, MO: Objetivo de microscopio. L: Lente. P: Polarizador lineal. PBS: Divisor
de haz polarizado. BS: Divisor de haz. M: Espejo. Q: Placa de cuarto de onda.
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6ptico, y a la salida, ambos haces pasan por una placa retardadora de cuarto de onda (Q),
la cual, genera estados de polarizacién circular izquierda y circular derecha. Los haces A
y B se obtienen con un desplazamiento lateral Az. En esta etapa no se detecta ningin
patron de interferencia, debido a que la luz presenta estados de polarizacién ortogonal. Sin
embargo, es posible observar un patrén de interferencia colocando un polarizador lineal a
la salida de este interferémetro. El haz con polarizacién circular cruzada entra al segundo
sistema SII; este sistema duplica al haz incidente, generando un total de dos haces, los
cuales mantienen sus estados de polarizacion. El tercer interferometro SIII, duplica los
dos haces incidentes que emergen del segundo sistema interferométrico para generar un
total de cuatro patrones de interferencia. Los patrones de interferencia y los cambios de
fase se producen colocando una matriz polarizadora de 2x2, donde cada elemento de la
matriz corresponde a un polarizador lineal (analizador) al dngulo v,. Finalmente, los
interferogramas son capturados por una la camara CCD.

5.1.2. Ca&lculo de la fase envuelta

El objeto de fase que se coloca en el sistema interferométrico se puede expresar ma-
teméticamente como [31]:

O(xay) = 1—|—i¢(w,y) (5'1)
donde se ha considerado que el objeto es de fase, es decir, |¢(z,y)|? < 1. Partiendo de que
la fase permite conocer la forma del objeto, en este trabajo se utiliza el método de cuatro
pasos, estudiado en la seccién 4.2.1, para calcular la fase del objeto.

Teniendo en cuenta que los cuatro patrones de interferencia se adquirieron en una sola
toma, cada patron generado se puede expresar de la siguiente manera:

Ii(z,y) = a + mcos[2¢y, + Ap(z,y)] (5.2)

donde I; representa el patrén de interferencia generado por un polarizador colocado en un
angulo 1,. En esta técnica, los polarizadores se colocaron a 1 = 0, 19 = 45, 3 =90y
1y = 135, generando cuatro corrimientos relativos de 0°, 90°, 180° y 270° respectivamente.
Sustituyendo cada valor en la ecuacién (5.2), resulta el siguiente sistema de ecuaciones:

[ ]
IQ(xv y) =a— mSID[A(b(:U’ y)]
I3(z,y) = a + mcos[Ag(z,y)]
Ii(z,y) = a + msin[Ag(z,y)] (5.3)
Donde la fase se recupera con la siguiente ecuacion:
Iy -1
Ap(z,y) = tan™! 12 (5.4)
Is— 1

La recuperacion de fase del objeto A¢(z,y)o incluye una fase de referencia. Por lo que,
la fase final sera:

Ap(z,y)o = AP(,Y) Prucba — Ao(z, y)Tef (5.5)

donde A¢(x,y)rer es la fase calculada sin objeto de prueba y A¢(x, y)prueta €s la fase
calculada con el objeto de prueba.
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5.1.3. CA&lculo de la fase desenvuelta

El procedimiento para el desenvolvimiento de fase consiste en recuperar los valores
originales de fase a partir de los valores principales (fase envuelta), es decir, se obtiene un
mapa de fase continua a partir de uno discontinuo [15]. Antes de evaluar la fase A¢, se
deben corregir las discontinuidades que se presentan como resultado de la funcién arctan.
Para corregir las discontinuidades se debe extender el rango de cédlculo de la fase, de 0 a
27. Esto es posible ya que los signos del seno y del coseno se conocen independientemente
del signo de la tangente. En el conjunto de ecuaciones (4.11), para el algoritmo de cuatro
pasos, las ecuaciones son directamente proporcionales al seno y al coseno. La Tabla 5.1 da
las condiciones necesarias para convertir los resultados de arcotangente a valores entre 0
y 2w, como una funcién de los valores de seno y coseno. El resultado de esta correccion
es obtener el médulo 27 de la fase del frente de onda, cada vez que la fase real sea igual
a un multiplo de 2m, el valor calculado vuelve a un valor cero. Por simplicidad, esta fase
corregida sera referida como modulo 27 de la fase.

’ sen ‘ cos ‘ Correccién de fase Ag ‘ Rango de fase ‘

0 | + 0 0

¥ | + Ad 0an/2

+ | 0 /2 /2

+ | - A¢+m w/2am

0 — T m

- | = Ap+m ma3m/2

-1 0 3m/2 3m/2
+ A¢p+ 21 3n/2 a 2w

Tabla 5.1: Correccién de fase [15].

El paso final en el proceso de reconstruccion del frente de onda es quitar las discon-
tinuidades de 27 que estdn presentes en los datos de la fase sin procesar. Este proceso
se denomina desenvolvimiento de fase, integracién de fase o continuidad de fase [15] y
convierte los datos en moédulo de fase de 27 a una representacién continua del frente de
onda bajo prueba. Siempre que una discontinuidad grande ocurre en la reconstruccién, 27
o multiplos de 27 son sumados o restados para unir los datos y remover la discontinuidad.
En este trabajo, las fases envueltas y desenvueltas se obtuvieron mediante el método de
desenvolvimiento iterativo propuesto por Kerr et. al. [32,33].

5.1.4. Procedimiento experimental y numérico

A continuacion, se mencionan los pasos experimentales para obtener los patrones de
interferencia de prueba y los patrones de interferencia de referencia de los eventos estaticos:

1. Se disené y se implementé experimentalmente el sistema interferométrico descrito
en la seccién 5.1.1.

2. Se analizaron tres muestras estdticas con el sistema interferométrico propuesto: el
ala de una libélula, células de céncer cervicouterino y células de cancer de colon.
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3. Para las muestras estaticas, se obtuvieron cuatro patrones de interferencia con corri-
mientos de fase relativos de 7/2 sin el objeto de estudio en una sola toma, los cuales
fueron nombrados patrones de referencia. También, se obtuvieron cuatro patrones
de interferencia con corrimientos de fase relativos de /2 con el objeto de estudio en
una sola toma, los cuales fueron nombrados patrones de prueba. Este procedimiento
se realizo para cada muestra.

El procesamiento de interferogramas se llevo acabo para obtener la fase envuelta, la fase
desenvuelta y fase éptica de la muestra en 3D, el cual se describe a continuacién:

1. Una vez obtenidos los patrones de interferencia para cada muestra (cuatro de prueba
y cuatro de referencia), cada interferograma fue recortado y guardado en formato
.Jbmp.

2. Se utilizé el algoritmo que se muestra en el apéndice C para:

a) Filtrar los interferogramas, esto se requiere fundamentalmente para suavizar
las franjas y, en general, mejorar su relacién senal.

b) Obtener la fase envuelta de referencia y de prueba.
c¢) Obtener la fase desenvuelta de prueba y de referencia.

d) Restar la fase desenvuelta de referencia y la fase desenvuelta de prueba y asi
obtener la fase del objeto.

e) Obtener la fase éptica del objeto de estudio en 3D.

5.2. Resultados experimentales

Para cerciorarnos de que se obtienen resultados cualitativos confiables, en este trabajo
se estudia la morfologia del ala de una libélula. Esto como primera calibracién del sistema
interferométrico propuesto, asi como los algoritmos numéricos usados. El resultado fue
comparado con el trabajo reportado por Sergio Reyes y colaboradores, en el trabajo tesis
de licenciatura titulado “Corrimiento de fase por etapas usando polarizacién ”, en donde
se reporta la reconstrucciéon en 3D del ala de un mosquito, utilizando un interferémetro
ciclico y cambiando los estados de polarizacién usando un polarizador convencional [34].
Cabe mencionar que a diferencia de este trabajo reportado, nosotros trabajaremos con
una matriz de polarizadores a diferentes dangulos.

Para el andlisis del ala de libélula, se sigue el procedimiento experimental y numérico
enunciado en la seccién 5.1.4. En la Tabla 5.2 se muestran los ocho patrones de interferencia
obtenidos para el ala de libélula. En este tabla, la primera fila especifica la posicién del
polarizador en la matriz de polarizadores, la segunda fila senala los angulos de rotacion de
cada uno de los polarizadores y la tercera fila describe el corrimiento de fase que genera
cada uno de estos polarizadores, por lo que, en la cuarta y quinta fila se presentan los
patrones de interferencia de prueba y de referencia con corrimientos de fase relativos de
90° o 7/2 respectivamente, los cuales fueron capturados por una cdmara CCD en una
sola toma. En la Figura 5.2 se observan las fases envueltas de prueba y de referencia (ver
Figuras 5.2a y 5.2b) y las fases desenvueltas de prueba y de referencia (ver Figuras 5.2¢
y 5.2d) para el ala de libélula. Finalmente, en la Figura 5.3 se muestra la reconstruccién
morfolégica del ala de una libélula.
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Posicién del polarizador 1 2 3 4
Rotacién del polariza- 0° A5° 90° 135°
dor

Corrimientos de fase 0° 180° 270°

Patrones de Referencia

Patrones de Prueba

90°

Tabla 5.2: Patrones de interferencia con corrimientos de fase relativos de /2 de referencia
y de prueba del ala de libélula, respectivamente.
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Figura 5.2: Fases envueltas y desenvueltas de referencia y de prueba del ala de libélula,
respectivamente. (a) Fase envuelta de prueba (b) Fase envuelta de referencia. (c¢) Fase
desenvuelta de prueba. (d) Fase desenvuelta de referencia.
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Phage in radians
S

Pixels

Figura 5.3: Imagen en 3D del ala de una libélula.

Una vez calibrado nuestro sistema interferométrico propuesto, el objetivo es testar con
muestras bioldgicas.

El cancer cervicouterino se puede detectar mediante la observacion de los cambios en el
color, la forma y la textura, del nicleo y del citoplasma, de las células anormales presentes
en el cuello uterino. La morfologia y la topografia de estas anomalias permiten clasificar
a estas células segin su gravedad, en simples lesiones infecciosas (CIN1) o en lesiones
preinvasivas (CIN2 y CIN3), segun la clasificaciéon de Richart [35], ver Figura 5.4. Esta
informacién ayuda a los especialistas a diferenciar entre células anormales cancerosas o
precancerosas y células normales o anormales no cancerosas. Sin embargo, la observacién
y clasificacién de estas células se realiza convencionalmente con un microscopio éptico y en
base a criterios puramente cualitativos, lo cual implica dificultad y subjetividad a la hora de
emitir un diagnostico y, en consecuencia, la apariciéon de resultados falsos positivos y falsos
negativos que estan relacionados principalmente por errores en la toma y procesamiento
de la muestra, y errores en la busqueda e identificacién de células malignas.

Actualmente, se utiliza el procesamiento digital de imégenes para el estudio y la detec-
cién oportuna de cancer. En la cual se calculan y se observan caracteristicas propias de la
muestra a partir de imdgenes digitales. Algunos investigadores han propuesto el desarrollo
de herramientas computacionales para la deteccion de cambios morfolégicos en las células
de la regién del cuello uterino [36], utilizando bases de datos que contienen imagenes de
células anémalas como se observa en el inciso (a) y (b) de la Figura 5.5 y células normales
como las mostradas en el inciso (c) y (d) de la Figura 5.5. Por lo que, la obtencién y el
procesamiento digital de imagenes es cada vez mas importante en el campo de la biologia
célular para la generacion de nuevas técnicas de diagndstico, tanto experimentales como
numéricas. Debido a esto, en la presente tesis, se propone un sistema interferométrico como
una herramienta para la obtencién y caracterizacién de imédgenes de células cencerosas,
con el fin de estudiar con mayor profundidad los cambios en la morfologia celular y mejo-
rar las pruebas de diagnéstico. En este apartado de resultados experimentales se estudian
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Figura 5.4: Esquema de las lesiones escamosas intraepiteliales. Neoplasia intraepitelial
cervical (CIN, por sus siglas en inglés): leve (CIN1), moderada (CIN2) e intensa (CIN3) [35]
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Figura 5.5: Ejemplo de células de prueba de Papanicolaou incluidas en la base de datos
Hervel: (a)-(b) Células anémalas y (c)-(d) células normales [30]

dos tipos de células cancerigenas, de cancer cervicouterino y de colon, dichas muestras
fueron preparadas y proporcionadas por la Dra. Maura Cardenas Garcia de la Facultad
de Medicina de la BUAP.

De igual manera, para el estudio morfolégico de las muestras de células de cancer,
se sigue el procedimiento experimental y numérico enunciado en la secciéon 5.1.4. En la
Tabla 5.3 se presentan los ocho patrones de interferencia obtenidos para el estudio de las
células de céncer cervicouterino. En este cuadro, la primera fila especifica la posicion del
polarizador en la matriz de polarizadores, la segunda fila senala los angulos de rotacién de
cada uno de los polarizadores y la tercera fila muestra el corrimiento de fase que genera
cada uno de estos polarizadores, por lo que, en la cuarta y quinta fila se presentan los
patrones de interferencia de prueba y de referencia con corrimientos de fase relativos de
90° o m/2 respectivamente, los cuales fueron capturados por una cdmara CCD en una
sola toma. Por otro lado y como resultado del procedimiento numérico, en la Figura 5.6
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se observan las fases envueltas de prueba y de referencia (ver Figuras 5.6a y 5.6b) y las
fases desenvueltas de prueba y de referencia (ver Figuras 5.6¢ y 5.6d) para la muestra de
células de cancer cervicouterino. Por 1ltimo, en la Figura 5.7 se muestra la reconstruccién
morfoldgica en 3D de las células de cancer cervicouterino.

Posicién del polarizador 1 2 3 4

Rotacién del polariza-

0° 45° 90° 135°
dor

Corrimientos de fase

Patrones de Referencia

Patrones de Prueba

Tabla 5.3: Patrones de interferencia con corrimientos de fase relativos de /2 de referencia
y de prueba (células de cédncer cervicouterino), respectivamente.
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Figura 5.6: Fases envueltas y desenvueltas de prueba y de referencia de las células de
cancer cervicouterino, respectivamente. (a) Fase envuelta de prueba (b) Fase envuelta de
referencia. (c¢) Fase desenvuelta de prueba. (d) Fase desenvuelta de referencia.

De acuerdo a la literatura, una caracteristica importante en las células cancerosas es
su relacién nicleo/citoplasma, esta relacién cominmente estd entre 1:4 y 1:6 para células
normales y 1:1 para células cancerosas [37]. Otra caracteristica es la forma irregular, por
ejemplo, las células anormales pueden presentar formas circulares, de renacuajo, ovaladas,
cuadradas y mixtas, mientras que los ntcleos en células normales suelen tener una forma
circular y lisa [37]. También, la estructura de una célula anormal es pleomorfica [37],
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Figura 5.7: Imagen en 3D de células de cancer Cervicouterino.
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Figura 5.8: Micrografias de células de céncer cervicouterino. a) Micrografia de células
de cancer cervicouterino tomada con un microscopio éptico a 8x (trabajo realizado en la
presente tesis. b) Micrografia de células de cancer cervicouterino reportada en la literatura
[38].

en la que el tamano de la célula es muy variable, por lo que, para fines comparativos, las
células de cancer analizadas por el sistema interferométrico en este trabajo también fueron
observadas mediante un microscopio 6ptico a 8x (ver Figura 5.8a) y comparadas con una
micrografia correspondiente a células de cancer cervicouterino reportada en la literatura
(ver Figura 5.8b). Por lo que se puede concluir, que la Figura 5.8a corresponde a una
muestra de células de cancer cervicouterino.

Una segunda muestra bioldgica estudiada son las células de céncer de colon. En la
Tabla 5.4 se presentan los ocho patrones de interferencia obtenidos para el estudio de
las células de cancer de colon. De igual manera, en esta tabla, la primera fila describe la
posicion del polarizador en la matriz de polarizadores, la segunda fila sefiala los angulos
de rotacién de cada uno de los polarizadores y la tercera fila describe el corrimiento de
fase que genera cada uno de estos polarizadores, por lo que, en la cuarta y quinta fila se
presentan los patrones de interferencia de prueba y de referencia con corrimientos de fase
relativos de 90° o 7/2 respectivamente, los cuales fueron capturados por una cdmara CCD
en una sola toma. En la Figura 5.9 se observan las fases envueltas de prueba y de referencia
(ver Figuras 5.9a y 5.9d) y las fases desenvueltas de prueba y de referencia (ver Figuras
5.9¢ y 5.9d) para la muestra de células de céncer de colon. Por iltimo, en la Figura 5.10
se muestra la reconstruccién morfoldgica en 3D de las células de cancer de colon.

De la misma manera, para fines comparativos, las células de cancer de colon analizadas
en este trabajo por el sistema interferométrico fueron observadas mediante un microsco-
pio éptico a 8x (ver Figura 5.11a) y comparadas con las micrografias encontradas en la
literatura (ver Figura 5.11b). En ambas figuras se puede observar que las células poseen
nucléolos prominentes y céntricamente ubicados, ademads, tienden a aglomerarse debido al
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grado de mucina (mucosa producida por las células), tipicas caracterdsticas de un carci-
noma colorrectal [10].

Posiciéon del polarizador 1 2 3 4
Rotacién del polariza- 0° 450 90° 135°
dor

Corrimientos de fase 0° 90° 180° 270°

Patrones de Referencia

Patrones de Prueba

Tabla 5.4: Patrones de interferencia con corrimientos de fase relativos de /2 de referencia
y de prueba (células de cdncer de colon), respectivamente.
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Figura 5.9: Fases envueltas y desenvueltas de prueba y de referencia de las células de cancer
de colon, respectivamente. (a) Fase envuelta de prueba (b) Fase envuelta de referencia. (c)
Fase desenvuelta de prueba. (d) Fase desenvuelta de referencia.
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Figura 5.10: Imagen en 3D de células de cancer de colon.
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(a)

Figura 5.11: Micrografias de células de céncer cervicouterino. a) Micrografia de células de
cancer de colon tomada con un microscopio éptico a 8x (trabajo realizado en la presente
tesis). b) Micrograffa de células de céancer de colon reportada en la literatura [39].

En el estudio de la muestra de cancer de colon, no se obtuvo una reconstruccién
morfolégica en 3D de buena calidad, esto se atribuye a las siguientes razones: se observé que
las células se encontraban aglomeradas, haciendo imposible su distincién en los patrones
de interferencia, en consecuencia de lo anterior, el objetivo de microscopio con el cual
se cuenta no es el adecuado para observar este tipo de muestras. Se decidié presentar
estos resultados como prueba de que el sistema interferométrico tiene detalles que deben
ser considerados en la zona donde se coloca la muestra, que es en donde el objetivo de
microscopio magnifica la muestra. Por ltimo, en este trabajo no se reportaron resultados
cualitativos como el espesor o las dimensiones reales de las muestras, debido a que no se
cuantifico el indice de refraccion.
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Capitulo 6
Conclusiones generales

Como es bien sabido, cuando la luz incide sobre una muestra bioldgica, la informacién
de ciertas caracteristicas como la forma se encuentra contenidas en la luz transmitida,
reflejada y emitida, y con el objetivo de obtener imagenes amplificadas y nitidas de una
determinada muestra, esta informacién es recuperada y traducida mediante el uso de
equipos sofisticados y costosos. Por otro lado, cuando se utiliza un microscopio éptico
se puede visualizar una imagen amplificada de la muestra pero no se pueden determinar
ciertas caracteristicas como el espesor. Por fortuna, el estudio de estas caracteristicas
fisicas se puede realizar mediante el andlisis de patrones de interferencia, sin la necesidad de
destruir la muestra. El éxito de esto, depende de la medicion de la fase 6ptica. Por lo que en
este trabajo se implementd un sistema Optico, el cual esta formado por tres interferémetros
acoplados y una matriz de polarizadores lineales, los cuales permiten la captura de cuatro
interferogramas simultaneamente, teniendo en cada interferograma un valor diferente de
corrimiento de fase para obtener el mapeo del frente de onda, lo cual posibilita el estudio
de objetos estdticos y dindamicos, reduciendo el nimero de pasos necesarios para calcular
la fase optica, lo que permite mejorar la precision en las mediciones. Por otra parte,
del sistema propuesto no cuenta con elementos difractivos para replicar los patrones de
interferencia, de modo que los errores generados por el uso de rejillas no estdn presentes,
de igual manera,el uso del interferémetro ciclico permite la estabilidad del sistema ante
vibraciones mecénicas.

Se revisaron los conceptos béasicos que preceden al fenémeno de interferencia, la teoria
de la interferometria por corrimiento de fase, el estado del arte de las técnicas de corrimien-
to de fase y los métodos de deteccion de la fase, teoria que sustenta el trabajo realizado.
Con el fin de obtener la reconstruccion morfolégica en 3D de muestras bioldgicas, en este
trabajo también se menciona la descripcion del sistema interferométrico propuesto, los
pasos experimentales para la obtencién y el procesamiento de patrones de interferencia y
el calculo de la fase envuelta y desenvuelta de los objetos de estudio.

Los resultados mostraron que el sistema propuesto en la presente tesis tiene potencial
para la caracterizacién morfoldgica cualitativa y cuantitativa de microestructuras trans-
parentes. Sin embargo, debido a que no se midié el indice de refraccién de las muestras,
no se obtuvieron las dimensiones en unidades de longitud de los objetos de estudio, es
decir, las dimensiones reales del objeto de estudio, por lo que sélo se presenta la recons-
truccion morfolégica (mapa de fase) en 3D del ala de libélula y de las células de cédncer
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cervicouterino.

Por otro lado, en el estudio de la muestra de las células de cancer de colon no se obtuvo
la reconstruccién morfolégica en 3D, esto es debido a que se le atribuye a que el cultivo
de estas células tienden a aglomerarse, haciendo imposible su valoracién, asi mismo, el
objetivo de microscopio que se utilizo no es el adecuado debido a su corto alcance en su
magnificacién.

Como trabajo a futuro se propone hacer pruebas con el uso de objetivos de microscopio
de mayor magnificacién, asi como el uso de objetivos en donde es necesario el uso de
aceites de inmersién con valores de indice de refraccon entre 1.482 y 1.516, para reducir la
refraccién de la luz en el aire, permitiendo imagenes mas nitidas y con mejor resolucion.
Asi como también se propone el estudio de muestras en eventos dindmicos.

El presente trabajo de tesis, dio lugar a la publicacién de un articulo de investigacién,
en la revista cientifica “Applied Optics "y la participacién a dos congresos nacionales:

= Garcia-Lechuga, L., Pérez-Luna, P., Flores, V. H., Montes-Pérez, A., Quiroz-
Rodriguez, A., Manuel Islas-Islas, J., Toto-Arellano, N. I. (2020). Parallel phase
shifting radial shear interferometry with complex fringes and unknown phase shift.
Applied Optics, 59(7), 2128. https://doi.org/10.1364/20.385632

= X congreso Nacional de Tecnologia Aplicada a Ciencias de la Salud, con el péster
titulado “Microscopio laser basado en un sistema interferométrico ”, con fecha del
14 de Junio de 2019.

= LXII Congreso Nacional de Fisica, con el pdster titulado “Caracterizacién morfolégi-
ca de células de cancer mediante interferometria éptica ”, con fecha del 6 de Octubre
de 2019.
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Apéndice A
El Formalismo de Jones

En optica, la luz polarizada puede ser descrita mediante el Formalismo de Jones.
Este formalismo fue inventado por R. Clark Jones en 1941 [11]. En el cual la luz polarizada
es representada por un vector, llamado vector de Jones, y los elementos épticos lineales
estan representados por matrices, llamadas matrices de Jones.

Al trabajar con el Formalismo de Jones suponemos lo siguiente:
= Kl haz de luz es infinito, monocromatico, con frente de onda plano y coherente.

» La interccién del haz incidente con el dispositivo éptico es lineal y conserva la fre-
cuencia de la luz.

= El elemento éptico solo modifica el estado de polarizacién de la luz.

A.1. Los vectores de Jones

De acuerdo a la expresién de superposiciéon de dos haces ortogonales linealmente po-
larizados y coliniales, en la ecuacién (A.1), la amplitud del campo resultante en notacién
compleja es:

E§ = Bl 4 Bleiow (A.1)
que puede escribirse alternativamente como
E EO —ioy
I (A.2)
Eoy Ege*my ’ '

. . E9
0, normalizando a la magnitud del vector y usando Aa = ay, — o con tana, = 5§
x

Ele—ioe 1 o—ia 1
P —— ; = , , A3
E92 4 E02 ((?2) e—’A“> (1 + tan2 a,)1/2 <tan aaema> (A-3)

T Y b
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A.2 Ortogonalidad

expresion conocida como vector de Jones describiendo el estado de polarizacién del campo
C

Para describir la polarizaciéon lineal, se considera el caso donde Aa =0y a, = 0. La
ecuacion queda como:

EY 1 1 1
; (EO) - (t ) (A.4)
/B9 + B92 \ 5§ (1 + tan® ag) an ag
y reducible al caso EY = Eg = 1 (polarizacién lineal a a, = 45°) como

- 5()

Los casos de polarizacién circular izquierda (¢) y derecha (R) resultan de considerar
A« = +7/2 respectivamente segiin la notacién de la seccién. Entonces, los vectores ¢ y R

se escriben como:
1 1 — 1 1
rep = — ) lep = — ) A6
E: V2 (—Z) P=2 (H) (4.6)

Dos estados polarizacién circulares de igual amplitud y giros opuestos generan un
estado de polarizacién lineal:

)5 ) = 350) D
A.2. Ortogonalidad

> 1 - 0
Sean J, = % <0> y Jy = % <1> vectores de amplitud.

Donde el producto punto de dos vectores esta dado por
T *
r 7 Pt 2 Jlx JQJ} JQI*
Jy-Jo=J1 Sy = = (Jiz J A8
L b <J1y> (J2y> ( ! ly) <J2y*> ( )

Se obtiene:
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A.3 Las matrices de Jones

De igual manera, con

-s()rc-()

Por lo que Cr y c 1, son ortogonales al igual que T, y

A.3. Las matrices de Jones

Un cambio de estado de polarizacién del vector J al vector J se puede expresar
mediante la ecuacién (A.10).

: I\ (a b\ (T
7= <‘]3;) a (C d> <Jy> ‘ (4.10)
Donde J,

= (Z Z) , (A.11)

es la matriz de transformacién correspondiente a un elemento 6ptico.

A continuacion, se presentan algunos ejemplos de matrices de Jones para diferentes
elementos 6pticos.

Polarizador lineal a un angulo 6

cos? 6 cosfsin
Py = <cos fsin®  sin26 > (A.12)

Polarizador Lineal a +45°

1 /1 1
Polarizador Lineal a —45°
1/1 -1
LP_45 = 3 <_1 1 > (A.14)

Placa de Cuarto de Onda con Eje Rapido Vertical

QWP, = ¢'™/4 (é _OZ> (A.15)
Placa de Cuarto de Onda con Eje Rapido Horizontal
QWP, = ¢ /4 (é Q) (A.16)

7
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A .4 Interferencia de haces con polarizacion circular cruzada

Placa con retardo ¢ y con el eje Rapido a un Angulo 0

e (cos?(0) + €' sin*(0)) — sin(26) sin (£)

PL = i .
—sin(26) sin (£) e (cos?(6) + €' sin?(0))

(A.17)

A.4. Interferencia de haces con polarizacion circular cruza-
da

En este ejemplo se mostrara la modulacién en polarizaciéon encontrada al obtener la
interferencia de dos haces con polarizacion circular cruzada, en uno de estos haces se tiene
un cambio en la fase debido a un objeto transparente que tiene ese comportamiento.

El haz objeto A y el haz de referencia B cuentan con polarizacién circular cruzada
entre si. Se definen respectivamente como:

A= \}5 C)w . B- \}Q (_1) (A.18)

C=A+B (A.19)
Al utilizar un polarizador lineal Py a un angulo 6 se obtiene
D= PQC_; = P9(14_1’+ E) = ng—i- Pgé (A.20)

Obteniendo los términos pertenecientes al haz del objeto y al haz de referencia por
separado se tiene que:

L el cos2 6 cosfsind| (1
A = ﬁ [cos@sinﬁ sin2 0 ] (z) (4.21)

Se multiplican matrices y se reescribe el resultado como:

= 1 [cos?6 —icosfsind cosf —isinf (cosf
PoB = V2 |:COS 6 sin f — i sin® 9] - V2 (Sin 0) (A.22)
Por lo tanto
D= 1 [€"?(cos @ + isinf) + (cosf — isinf)] cos 0 (A.23)
V2 sin 6
Reagrupando los términos de la amplitud
D= 1 [cosO(1 + €'?) + isin (e — 1)] cos 0 (A.24)
V2 sin 6
Se obtiene el patrén de intensidad debido a la siguiente definicién:
I =|D|? = DD* (A.25)

Utilizando la propiedad trigonométrica cos? 6 + sin? @ = 1 se obtiene:
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A .4 Interferencia de haces con polarizacion circular cruzada

2I = [cosf (1+ ew) +isinf (ew —1)] [cosé (1 + e_i‘p) —isind (6_w -1)]  (A.26)
Por lo tanto:

21 = cos?(1 + ) (1 + e %) +isinfcosO(e¥ + 1)(e™ — 1) +isinf cosf(e? — 1)(e™ ™ +
1)sin? 6(e* — 1)(e™ —1).

21 = 00520(1 —I-ew—i—l—l—e_w) —isin00089(1+6w+e_i9" — 1) +
1sin 6 cos 0 (1 + el — e — 1) + sin’ 6 (1 — e — e 4 1).

21 = cos? 6 (2 + et + e_i‘p) + isinf cos @ (ei‘p — e_i‘p) + isin 6 cos 6 (ew — e‘i"a) +
sin 6 (2 — el — e*w) .

- . 0 o—i0 . 0y o—i6 .
Utilizando las propiedades de cosf = % y sinf = & J;f ~ se obtiene:

21 = cos? 0(2 + 2 cos ) + i2sin 6 cos §(2i sin ) + sin? (2 — 2 cos )
21 = 2cos? 0 + 2 cos? 0 cos ¢ — 4sin O cos O sin p + 2sin? § — 2sin? 6 cos ¢ (A.27)
Utilizando cos(260) = cos? § — sin? @
21 =2+ 2cos26 cosp —4sinf cosfsin g (A.28)

Utilizando sin(260) = 2 cos 6 sin 0

21 =2+ 2cos 26 cosp — 2sin20sin ¢ (A.29)

Utilizando cos(z + y) = cosx cosy — sin z sin y finalmente se obtiene:

I =1+ cos(20+ ) (A.30)

Lo que nos menciona que el corrimiento en fase obtenido serd al doble de lo que se
encontrard en el polarizador lineal.
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Apéndice B

Algoritmo numérico en MATLAB

Se promedia cada una de las intensidades de los 4 patrones de Prueba

Ia=double(rgb2gray((imread(’a.bmp’))));
h = fspecial(’gaussian’,10,5);

I1 = imfilter(Ia, h);

cl= Ia(:,150);

Ib=double(rgh2gray(imread(’b.bmp’)));
h = fspecial(’gaussian’,10,5);
12 = imfilter(Ib, h);

Ic=double(rgh2gray (imread(’c.bmp’)));
h = fspecial(’gaussian’,10,5);
I3 = imfilter(Ic, h);

Id=double(rgh2gray(imread(’d.bmp’)));
h = fspecial(’gaussian’,10,5);
I4 = imfilter(Id, h);

Se promedia cada una de las intensidades de los 4 patrones de referencia

Iar=double(rgb2gray((imread(’ra.bmp’))));
hr = fspecial(’gaussian’,10,5);

I1r = imfilter(Iar, h);

clr= Iar(:,150);

Ibr=double(rgh2gray (imread('rb.bmp’)));
hr = fspecial(’gaussian’,10,5);
I2r = imfilter(Ibr, h);

Ier=double(rgb2gray (imread('rc.bmp’)));
hr = fspecial(’gaussian’,10,5);
I3r = imfilter(Ic, h);
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Algoritmo numérico en MATLAB

Idr=double(rgh2gray (imread('rd.bmp’)));
hr = fspecial(’gaussian’,10,5);
I4r = imfilter(Idr, h);

Se obtiene la fase envuelta del objeto, usando cuatro corrimientos
relativos de 90°

w0=pi/2;
h4convs=I1-12*(1+exp(-1i*w0)+exp(-2i*w0))+13*(exp(-1i*w0)+exp(-2i*w0)+exp(-
3i*w0))-14*exp(-3i*w0);

phase, = angle(hdconvs);

amplitude. = abs(h4convs);

Se obtiene la fase envuelta de referencia, usando cuatro corrimientos
relativos de 90°

w0=pi/2;
h4rconvs=I1r-12r*(1+exp(-1i*w0)+exp(-2i*w0) ) +I3r*(exp(-1i*w0)+exp(-2i*w0)+exp(-
3i*w0))-Tdr*exp(-3i*w0);

phase, = angle(hdrconvs);

amplitude, = abs(hdrconvs);

Desenvolver fase envuelta
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