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Resumen

La holografia es una técnica para producir imagenes en tres dimensiones lo que lo diferencia
de la fotografia convencional, esto es posible al grabar y revelar una placa fotosensible un
holograma, formado a partir de la interaccion de dos ondas de luz coherente una que es el
frente de onda objeto y la otra una onda de referencia [1]. Por esta invencion D. Gabor recibid
el Premio Nobel de Fisica en 1971. En la actualidad el proceso de grabado y revelado se han
sustituido por una camara digital y un método de reconstruccion numeérico por computadora
para el procesamiento de un holograma digital. Con esto surgié una gran expansion en
investigaciones en muchas universidades y laboratorios privados alrededor del mundo. Esto
se le conoce hoy en dia como holografia digital. Con la holografia digital somos capaces de
reconstruir el frente de onda objeto a partir de un procesado de datos y obtener datos de
manera directa de intensidad y fase. Un aérea de interés para los investigadores es la
microscopia holografica digital con esta técnica se puede obtener iméagenes en alta definicion
y ademas procesar un holograma digital de manera rapida y eficiente para el estudio de micro-
particulas, estructuras semiconductoras y microrganismos. El proposito de este trabajo es el
desarrollo de un microscopio hologréafico digital para dar aplicacion en areas de ciencias de
materiales y biologia. Esto se hizo utilizando un arreglo experimental en reflexion
implementando un interferometro Michelson. EI método de espectro angular fue usado para
la reconstruccion numérica de los hologramas digitales teniendo la ventaja de una rapidez de
procesado de datos y poder tener acceso a las frecuencias espaciales en el dominio Fourier
para aplicar filtraje espacial. Con los datos de la reconstruccion del frente de onda se pudo

estudiar las propiedades espaciales en muestras inorganicas/organicas.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Ideas basicas

Con el desarrollo e innovacion en las tecnologias de la informacién, se abrid la puerta a
diversas y a vastas investigaciones cientificas alrededor del mundo, entre ellas encontramos
a la holografia digital que es de gran interés para la investigacion cientifica y el desarrollo de
aplicaciones. En esta area de interés es conformada por dos palabras “holografia” y “digital”
donde la primera es la técnica para producir imagenes en 3D y la segunda se refiere al

procesamiento de datos mediante digitos por medio de una computadora.

La holografia digital da amplias posibilidades a desarrollo a numerosas aplicaciones y a todo
tipo de investigacion en diferentes areas de las ciencias naturales, esto es posible debido a
que el método ofrece flexibilidad a toda clase de montajes experimentales en los laboratorios
en universidades o laboratorios privados alrededor del mundo y ademéas ofrece la
manipulacion de datos experimentales obtenidos al procesar la informacion en una

computadora de manera rapida y eficiente.

Una de las aplicaciones mas reconocidas de la holografia digital es la microscopia hologréafica
digital en donde se combina las capacidades de la holografia digital con microscopia Optica,
esta combinacion de técnicas resulta ser atractiva y con un gran potencial para realizar

investigacion y el desarrollo aplicaciones. La microscopia hologréfica digital ha sido de



espacial interés para la investigacion en areas como la botanica, microbiologia, medicina,

materiales, entre otros muchos.

1.2 Proposito del presente trabajo

Uno de los problemas de la holografia andloga era el grabado de un unico holograma en una
placa fotosensible, para ser sometida a un proceso de revelado por medio de quimicos esto
imposibilitaba a ser considerada una técnica para a ser investigacion cientifica debido a su
propia naturaleza procesado. Con la integracion y el desarrollo de tecnologias de cAmaras
digitales tipo CCD y CMOS el proceso de grabado y revelado fueron sustituidos por proceso
de registro de manera digital y poder procesar esta informacion y lograr una reconstruccién
numérica en un procesador en una computadora, eventualmente la holografia se encuentra
hoy en dia empleada como herramienta para las diversas investigaciones alrededor del

mundo.

El proposito de este trabajo es la elaboracion de un microscopio que trabaje en base a la
microscopia hologréafica digital. El modo de trabajo del microscopio sera por reflexion, con
ello se realizo estudios a diferentes muestras en areas como materiales y biologia, obteniendo
informacidn relevante a partir de estas como intensidad y fase del frente de onda de la luz
reflejada. Con esta informacion se realizd un andlisis cuantitativo de las propiedades

espaciales de la muestra.

Se utilizo un interferometro de Michelson con Optica para microscopia para generar los
hologramas digitales. Cada holograma se registra de manera digital por medio de una camara
para ser procesado en una computadora. EI método de reconstruccién del holograma fue el

método espectro angular, el cual ofrece dos ventajas; acceso al espectro de frecuencias



espaciales para poder realizar filtraje espacial y rapidez de procesado de datos. El software
usado es NI LabView 2015 SP1 y se us6 ademas el modulo NI Vision que es una libreria

integrada a LabView para procesamiento de iméagenes digitales.

Para tener la mejor comprension de los temas en general se comenzara con los conceptos
béasicos de la holografia, como el proceso de grabado y el proceso de reconstruccion. Ademas,
se revisara el marco teorico del fenomeno de la difraccion de la luz. Todo esto sera abarcado

en el capitulo 2.

En el capitulo 3 se comienza con el tema inicial de holografia digital para dirigirlo al tema
central de este trabajo microscopia hologréfica digital. En este capitulo se describira el
montaje experimental implementado para el registro de los hologramas digitales y la técnica
de reconstruccion numérica por espectro angular. Para finalizar este capitulo se abarca el

tema de modulacion de fase en holografia digital.

El capitulo 4 se describira la programacion del instrumento virtual desarrollado en LabView

y se revisara algunos conceptos basicos de la adquisicion y manejo de imagenes digitales.

El desarrollo de experimentos y los resultados de estos son mostrados en el capitulo 5, en
donde se exploran diversas aplicaciones que tiene el instrumento desarrollado en este trabajo.

Para finalizar se muestran las conclusiones finales de este trabajo de tesis en el capitulo 6.



Capitulo 2

Fundamentos tedricos de la holografia

y difraccion
2.1 Holografia

En 1948 Dennis Gabor propuso una novedosa técnica de procesado de imagenes a la que

[lamo reconstruccion de frente de onda la cual conocemos hoy en dia como holografia.

Gabor descubrio que cuando luz coherente de un haz de referencia esta presente de junto a
luz proveniente de un objeto, la informacion de intensidad y fase puede ser grabada en un
medio fotosensible. Cuando se ilumina el medio de grabado con el mismo haz de referencia

se puede recuperar el frente de onda completo del objeto [1].

El demostr6 que de un patron de interferencia (Holograma) podemos recuperar la
informacion de intensidad y fase. En 1971 Gabor recibi6 el Premio Nobel de Fisica por esta

invencion [2,3].

Gracias a los avances tecnoldgicos es posible registrar un holograma de manera digital en
una camara CCD o CMOS sustituyendo la placa fotosensible, para poder procesarlo de
manera numeérica en un equipo de computo. Asi teniendo numerosas aplicaciones en las

ciencias naturales esta técnica se le conoce hoy en dia como holografia digital.



2.2 Grabado y reconstruccion de un holograma

El grabado de un holograma se logra debido a la interaccion de luz coherente proveniente de
dos frentes de onda uno haz de referencia y otro haz objeto, donde interfieren en el plano
holograma Uy (x, y,0), en este plano se graba un patron de franjas de interferencia en una

placa fotosensible.

El patrdon de franjas de interferencia es el resultado del fendmeno de interferencia optica cual
es producida por la interaccion de dos o mas ondas de luz coherente que producen un patrén
de irradiancia resultante de mayor, menor o igual amplitud [3]. Para el grabado de un
holograma el fenémeno de interferencia juega un importante debido a que el patréon de
interferencia es formado a partir de dos ondas una de onda de referencia y una onda objeto

como se muestra en la Figura 2.00.

Placa de grabado
o camara digital

Uy (x,y,0)

Figura 2.00. Grabado de un holograma.
La reconstruccion de frente de onda se produce al iluminar el holograma con el mismo haz
de referencia, para obtener luz difractada causada por el patron de interferencia grabado en

5



la placa. Con la luz difractada del holograma se formaran dos imagenes, una de ellas es la
imagen virtual (+1) que es la onda que emerge desde la posicion original del objeto, un
observador posicionado en cierto angulo observara el objeto de manera tridimensional.
Mientras que la otra imagen se forma a partir de una onda que converge, esta onda formara
una imagen real distorsionada (—1) y se formara de manera opuesta a la posicion real del

objeto [3,4]. Vea todo esto en la Figura 2.01.

Holograma

(xy) e
%
//§

A

Imagen Virtual Imagen Real

L
L~
L~
/

Figura 2.01. Reconstruccion de un holograma.
Para el analisis matematico, se representa la onda objeto y la onda referencia con notacion

de amplitud compleja:
0(x,y) = |0(x,y)|e"iPox¥), 0
R(x,y) = |R(x, y)|e‘i<0R(x,Y)_ ?

La intensidad resultante en plano holograma se describe en términos de una onda de objeto

y una onda referencia [5]:

1C6,y) = 1006, y) + R0, y)|? = 02(x, ) + R?(x,¥) + 0(x, )R*(x, ) + 0" (x, )R (x, y). @)



Sustituyendo (1) y (2) en (3) podemos rescribir la intensidad de la siguiente manera:

1(x,y) = 100G, Y)I* + [R(x, )1? + 2[R (x, M0 (x, y)| cos[p, (x, ) — @ (x, ¥)].

El primer término corresponde a lo que registra una cdmara fotogréafica del objeto por medio
de su lente, el segundo término es un fondo constante debido a la iluminacion de haz de
referencia, mientras el tercer término y el mas importante corresponde a la interferencia de
dos ondas, contiene toda la informacion del frente de onda objeto ya que se hallan presentes
tanto |0(x,y)| y @o(x,y). El grabado o el registro digital de este patron de interferencia

constituye un holograma o un holograma digital.

Para un analisis riguroso consideremos que la onda objeto es una onda plana de componentes
de Fourier y que viaja en direccion segun a las distintas frecuencias espaciales del campo

luminoso del objeto [3].

Cada onda plana de Fourier proveniente del objeto interfiere en el plano holograma con la
onda plana de referencia, asi guardando la informacién de cada frecuencia espacial en forma

de un patrén de franjas vea Figura 2.02.

‘ Medio de
grabado

- e -

Uy(x,y,0)

Figura 2.02. Patron de interferencia debido a dos ondas planas.

(4)



Definiendo a R(x, y) como una onda plana que se desplaza de manera perpendicular al plano

holograma en direccion z:

R(x,y) = |R(x,y)le™?"* = |R(x, y),

donde a, = it , 81 = 0y O(x,y) es una onda plana que incide con un angulo 6,:
0(x,y) = 10(x, y)|e~?m42%,
donde a, = Sir;ez . Aplicando la ecuacién 4, la intensidad toma forma:

1(x,y) = 2|A(x,y)|*(1 + cos[2ma,x]),

donde las amplitudes |A(x,y)| = |R(x,y)| = |0(x,y)|. La ecuacion 7 muestra que la
irradiancia describe un patrén cosenoidad a lo largo de x en el plano holograma, ademas la
fase varia con respecto a x [3]. Al iluminar el holograma con el mismo haz de luz de
referencia podemos difractar las componentes de Fourier +1, 0, —1 a causa del patron

cosenoidad grabado en la placa fotosensible vea esto en la Figura 2.03 [6].

(=)

UH(ny! O) ///
-1

Figura 2.03. Componentes de Fourier +1, 0, —1 difractados debido al iluminar un

holograma que contiene un patron cosenoidad producto de la interferencia.

()

(6)

(1)



2.3 Difraccion

El fendmeno conocido como difraccion juega un rol importante en la reconstruccion del
frente de onda en holografia y se emplea el modelo matematico para la reconstruccion

numérica de hologramas digitales en holografia digital de ahi su estudio e importancia.

La primera referencia historica de difraccion aparecio en el trabajo de Leonardo da Vinci en
el Renacimiento [7]. La primera descripcion del fendmeno fue hecha por Francesco Grimaldi
en el siglo XVII denotandolo como diffractio. Las observaciones de Grimaldi indican la
transicion de franjas brillantes a oscuras de manera gradual a lo largo de una pantalla. Este

fendmeno de la luz no se podia describir bajo la teoria ondulatoria de la luz de la época [3].

La primera evolucion de la teoria ondulatoria de la luz fue hecha por Christian Huygens
donde expresaba que cada punto de un frente de onda puede visualizarse como una fuente de
trenes de onda esféricos secundarios, aungque esto no puede explicar de una manera
satisfactoria el proceso de difraccion. En 1804 Thomas Young reforzé la teoria ondulatoria

de luz introduciendo el término interferencia.

En 1818 Augustin Jean Fresnel postulo que las ondas secundarias del principio de Huygens
interferian mutuamente entre si [2]. El principio de Huygens combinado con el término

interferencia fue llamado como principio Huygens-Fresnel.

Gustav Kirchhoff desarrollo una teoria mas rigurosa basandose directamente la solucion de
la ecuacion de onda derivada de las ecuaciones de Maxwell. Este analisis refinado de
Kirchhoff llevo a una formulacion precisa del principio de Huygens esto debido a que su

formulacion se derivo de la ecuacion de onda.



Aunque la teoria de Kirchhoff es una aproximacion solo es valida para longitudes de onda
pequefias a comparacion de la abertura. Las soluciones de esta teoria se obtienen solo en

casos especiales debido a las condiciones que impone la obstruccion.

La teoria Kirchhoff funciona bien, aunque se ocupe solo de ondas escalares y sea insensible

al hecho que la luz es un campo vectorial transversal [3].

2.3.1 La integral de difraccion de Fresnel-Kirchhoff
Si una apertura X es iluminada por una sola onda esfeérica:

vy =2 ®

21

Esta onda esférica que emerge desde un punto P, a una distancia r,, en P; y P, es el punto

de observacién como se muestra en la Figura 2.04.

73'_| P1
- 1 -
V'Z To1
Po

P2

Figura 2.04. Geometria de la formula de la integral de Fresnel-Kirchhoff.

La integral Fresnel-Kirchhoff queda definida [2]:

A ([ e*T21%701) [cos(T Top) — cos(T, Toyq
U(PO) = JU l ( 01) . ( 21) ds. )
>

21701
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Esta integral describe el campo que se difracta debido a la abertura a un punto P,.

La integral Fresnel-Kirchhoff puede ser interpretada bajo el principio de Huygens si
consideramos que la superficie de integracion toma forma de una capa esférica [8]. Esto se

muestra en la Figura 2.05.

-

o
[

o
o
S|
l\a~-___—
%
p—

O

N
o
o

Figura 2.05. Reinterpretacion de la de la integral de Fresnel-Kirchhoff.

Ente caso particular 7,; es una constante, o sea cos(m, 7,;) = —1 .La integral Fresnel-

Kirchhoff toma forma:

(10)

tkto1 [cos(m, Top) + 1 p
> s.

v = [[ueen®
hX

To1

La interpretacion es U(P;) es la amplitud compleja de la onda primaria incidente a la
apertura. De la onda primaria cada elemento ds de la apertura emerge una onda esférica

elkT
To

> ds.La perturbacion éptica total que percibe P, es obtenida sumando

1

secundaria U(P,)

las ondas esféricas de cada elemento ds.
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El principio de Huygens-Fresnel como lo predice la primera solucion Rayleigh-Sommerfel

se pude expresarse de manera general como [2]:

1 eikTo1
U(Py) = ﬁff U(P,) - cos 6 ds. (11)
>

En la Figura 2.06 se muestra la geometria del principio de Huygens-Fresnel, el plano de
abertura esta en coordenadas (¢,7) y es iluminado en la direccién z positivo, el plano de

difraccion esta en coordenadas (x,y).

Figura 2.06. Geometria de difraccién del principio Huygens-Fresnel.

El principio Huygens-Fresnel en coordenadas rectangulares toma la siguiente forma:

7 eikT01
Ulx,y) = Jﬂ V() —— dédn, (12)
z
en donde el valor de ry, esta dado por :
ro1 =22+ (x =2+ (y —n)2. (13)

12



2.3.2 La integral de difraccion de Fresnel

Para reducir la integral del principio de Huygens-Fresnel de manera simple se realiza una

aproximacion binomial en la distancia ry;. La expansion binomial esta dada por:
Vitp= 1p _1p2, ...
1+b—1+2b 8b + ey (14)
Factorizando z en r,; queda:

o= a1 () + (2) @

Solo se quedan los primeros dos términos de la expansion binomial:

Toy % Z [1 + %(x:‘)z + l(ﬂ)z] . (16)

Para el término 75,2 que aparece en el denominador de la ecuacion 12 solo nos quedamos
con el primer término de la expansion binomial y es aceptable ya que induce un error pequefio

al cortar términos de la expansién de manera que la integral toma forma de:

eikz e Tk ) )

Ulx,y) = e j] U(¢, n)elﬁ[(x—f) +y-m) ]dfdn- (17)
.k

Desarrollando los binomios y factorizando el término e'22***7*) afuera de la integral. La

integral de difraccion de Fresnel queda definida como:

, +oo
elk

zZ k .k 21
U(x,y) — M_Zelz(x2+y2) ff {U(E,n)elﬁ(f“”z)}e_lﬂ(xf”n)dfdnr (18)
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donde la integral define una transformada de Fourier de la funcién compleja de la apertura

U (&,n) multiplicada por un factor exponencial de fase cuadratico.

Podemos reescribirla como:

Ulx,y)=C T{U(E,n)ei%(fzmz)} (19)

UG y) o« F (g me' ) (20)

2.3.3 La aproximacion de Fraunhofer

En la integral de Fresnel el campo difractado U(x,y) es la transformada de Fourier de la
multiplicacién de la funcion apertura con un factor exponencial de fase cuadrado y si ademas
a esto se impone la siguiente condicién:

k 2 + 2
7> €3 277 )MAX’ (21)

donde implica que z esta en el campo lejano o region de difraccion de Fraunhofer la integral

de difraccion toma la forma:

. +0o0
ez k(5. 2 _i2m
UCny) = S-e %) [ uceme e dgan, 22)

Podemos reescribirla como:

Ulx,y) = CF{U n)} (23)
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U(x,y) o< FLUE,m}- (24)

Donde la distribucién de campo difractado U(x,y) en la difraccion de Fraunhofer es la

transformada de Fourier de la distribucion de amplitud compleja U (&, n) de la abertura X.

2.3.4 Espectro angular de ondas planas

Una alternativa para describir la difraccion es el método de espectro angular o

descomposicion de ondas planas [2,4,8,9].

Dado un campo complejo de la abertura U(&,n, z = 0).El espectro angular del campo de la

abertura esta dado por:
Aol ky;0) = [[ Uem e rss o agan (25)

El espectro angular describe las amplitudes de las ondas planas componentes del campo
complejo en z=0, U(&,n,0) esto es acorde a una propiedad basica de la transformada de

Fourier.

Figura 2.07. Propagacion de un componente de una onda plana por espectro angular.
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El exponente e ~27(x$+kym)  representa las funciones armoénicas elementales en el plano

(¢,7m) de una onda plana que se propaga con vector de onda k= (kx, ky, k;) veala Figura

2.07 en donde:

k, = /kZ—kg—kg. (26)

En la propagacion del espectro angular, a lo largo de z, se puede demostrar que corresponde

a un factor e**z%[2]:
Alky, Ky, k) = Ag(k, y; 0) o2, (27)
Una observacion importante el factor interno de la raiz cuadrada en k, debe cumplir:
ki+ k3 < k. (28)
Lo cual se impone un filtro pasa bajos en las frecuencias espaciales de entrada.

De manera que el campo difractado en U(x, y, z) queda:
Ulx,y,z) = f f Alky ky, ky)e 2™tk gl dk, . (29)

Para el método espectro angular la difraccion se calcula a partir de la descomposicion de
ondas planas que viajan a través del espacio, mientras que el principio de Huygens y la teoria
de Rayleigh-Sommerfel se construyen a partir del comportamiento de ondas esféricas que

emergen de fuentes puntuales lo cual implica singularidades [8].
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Capitulo 3

Microscopia Holografica Digital

3.1 Holografia Digital

La holografia digital es una nueva tecnologia de procesado de imagenes que adquiere las
capacidades de la holografia, pero da nuevas soluciones a problemas que han estado
limitando su aplicacion y desarrollo. Al remplazar los procesos de revelado con imagenes
digitales y tener la posibilidad de acceder al campo 6ptico complejo, se tiene un gran rango
de técnicas para obtener un campo complejo difractado obtenido por la reconstruccion
numérica de un holograma en una computadora [5,10,11]. En los ultimos afios las actividades
cientificas como la investigacién en holografia digital han estado creciendo y en especial las

areas relacionadas en la biologia [12].
3.1.1 Técnicas para la reconstruccion numerica de hologramas

digitales
En holografia digital existen diversas técnicas para obtener el campo complejo del frente de
onda, a partir de la reconstruccién numérica derivada de un método que describe la difraccion

de la luz. Las técnicas de reconstruccion numérica mas utilizadas son [10,13]:

e Reconstruccion por aproximacion de Fresnel.
e Reconstruccion por la aproximacién de convolucion.

e MEétodo espectro angular.
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Partiendo de la integral de difraccion de Fresnel-Kirchhoff y aplicando una aproximacion
binomial se deriva la reconstruccién por aproximaciéon de Fresnel y semejantemente el
método por convolucion solo utilizando el teorema de convolucion, eventualmente esta
aproximacion es mucho més rapida y eficiente computacionalmente. El tercer método
espectro angular es igualmente rapida en procesado de computo, pero goza la ventaja de
obtener acceso al espectro de frecuencias espaciales para aplicar técnicas filtrado espacial en

el dominio de Fourier [14,15].

3.1.2 Aplicaciones de la holografia digital

Con la reciente desarrollo tecnolégico de computadoras y camaras CCD o CMOS, la
holografia digital es propuesta como solucién a diversos problemas de la holografia
convencional. El proceso de reconstruccion numérica permite el analisis cuantitativo de
intensidad y fase del frente de onda, esto brinda numerosas posibilidades a diversas
aplicaciones. En holografia digital interferometrica (HDI) y en microscopia holografica

digital (MHD) son areas destacadas de aplicacién en la holografia digital [5,8,16].

La holografia digital tiene el potencial de obtener cantidades fisicas medibles y a diferencia

de otras técnicas medicidn, entre muchas otras esta goza de las siguientes ventajas [16]:

Répido procesamiento de datos para monitoreo de la informacion en tiempo real [5].

e Flexibilidad en arreglo optico ya sea por reflexion o transmision, o en arreglos en
linea o fuera de eje [10].

e Mejoras en los montajes experimentales, asi como los algoritmos de reconstruccion

numerica.

e Aplicaciones en el cifrado de informacion.
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e Aplicaciones en el seguimiento de particulas y holografia subacuatica [5].

e Las mediciones de altura son de no contacto y no invasivos, por lo cual no es
necesario usar puntas que puedan afectar de manera fisica a las muestras, en
holografia digital solo se ven afectados por intensidad de luz [8,17].

e La intensidad de luz generalmente es de muy baja potencia para causar dafio a la
muestra incluso para una muestra bioldgica.

e Posibilidad de obtener mediciones de deformacion provocado por esfuerzo o tension
en materiales en estudio en HDI [16].

e Las diversas muestras en estudio pueden tener forma o relieve de forma arbitraria.

e En HDI es casi independiente del estado de la materia: se pueden obtener
deformaciones de materiales duros y blandos y ademéas se pueden determinar
variaciones de indices de refraccion en sélidos, fluidos y en gases [16].

e Diversas aplicaciones en microbiologia debido la obtencién de iméagenes de contraste
de fase de muestras biolégicas como células sin necesidad de aplicar procesos

quimicos para visualizacién como tefiirlas de color, esto es posible en MHD [12].

3.2 Microscopia holografica digital

La microscopia es un area de investigacion y aplicacion de la holografia digital. El acceso a
la intensidad, asi como perfiles de fase hacen a la microscopia holografia digital sea potente
y versatil. Una serie de técnicas de la holografia digital se desarrollan especialmente para la

microscopia de imagenes y es posible debido al potencial de la holografia.
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La idea reconstruccion de frente de onda era el planteamiento original de Gabor para mejorar
el microscopio Optico en 1947 [1]. Con la invencion del laser en 1960 la microscopia

hologréfica se torné realidad [5].

La microscopia holografia digital es una técnica de procesado de imagenes digitales que
permite la visualizacion de imagenes en alta definicién y con resolucion similar al

microscopio optico y de obtener informacion tanto cualitativa y cuantitativa [18].

Una microscopia con base en la holografia digital se tiene la gran ventaja de que es un método
no invasivo y no destructivo, ademas permite recuperar el frente de onda para el andlisis de

datos cuantitativos de intensidad y fase.

Con aplicaciones como la caracterizacion de dispositivos, analisis de formas microscopicas,
o la identificacion de micro-particulas y a microorganismos convierten a la microscopia

hologréfica digital en un método realmente potente y atractivo [5,8,19,20].

La Optica necesaria para MHD consiste en una fuente de iluminacion laser, un interferometro
con dptica para microscopia, una cdmara digital y una computadora con software necesario

para programacion por ejemplo LabView o Matlab.

3.2.1 Interferometros para MHD

Los dos tipos méas comunes de interferometros son el de Michelson y el Mach-Zehnder. El
interferometro de Michelson es apropiado para un objeto reflejante, pero tiene la posibilidad
de transmision doble para un espécimen transparente en un espejo. El interferometro Mach-
Zehnder es usado para objetos transparentes, pero necesita mas elementos oOpticos. En la
Figura 3.00 se muestra la configuracion de ambos tipos de interferdmetros para microscopia

hologréafica digital.
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Figura 3.00 (a) Interferometro Michelson para MHD por reflexion. (b) Interferémetro

Mach-Zehnder para MHD por transmision.

Se pueden tener diferentes variantes para ambos interferémetros con inclusion de divisores
de haz u otros componentes Opticos, considerando que causan una aberracion minima.
Existen muchas técnicas en holografia digital que corrigen diferentes tipos de aberraciones e
imperfecciones del arreglo éptico. Por lo que los interferdmetros pueden incluir también

aberturas, atenuadores y polarizadores para controlar la intensidad de haz objeto o referencia

[8].
3.3 Trabajo de tesis en MHD

En el presente trabajo de tesis se desarrolldé un microscopio holografico digital para
microscopia Optica basada en holografia digital. Para el desarrollo del microscopio se

realizara para este trabajo Unicamente por reflexion.

A continuacion, se describira el desarrollo de la técnica para la reconstruccion numeérica de

holograma digitales por espectro angular, el método teorico se abarco en el capitulo 2.
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El codigo del programa desarrollado se colocé en el apéndice C y también se describid parte
de la programacion del instrumento virtual desarrollado en LabView en el capitulo 4,

mientras que en el capitulo 5 se muestran las aplicaciones desarrolladas para diversos tipos

de muestras.

3.3.1 Montaje experimental

Se implemento el siguiente montaje experimental que se muestra en la Figura 3.01.

Camara
. PC
r o1t N
|III II L

. L1 |
P Pinhole I L Atenuador

OM2
—

> 4
vy

)

Muestra

Figura 3.01. Montaje experimental para el registro digital de hologramas digitales.

El montaje de la Figura 3.01 se utilizd un interferometro Michelson para el grabado de
hologramas digitales en donde P es un polarizador para el control de intensidad del laser y
OM1 es un objetivo de microscopio 20X para expandir el haz de laser, L1 es una lente 25cm
de distancia focal para colimar, LC1 es una lente de distancia focal de 14.5 cm con el

proposito de condesar el haz hacia OM2, BS es un divisor de haz (Beam Splitter), OM2 puede

22



ser un objetivo 10X o 20X. Para tener control en la intensidad del haz de referencia se emple6
un atenuador colocado con un angulo para evitar interferencia parasita, el atenuador puede
ser un filtro interferencial o una densidad dptica graduada. Este montaje experimental se

monto en el laboratorio de procesamiento con laser del 11CO vea la Figura 3.02.

Laser BS Filtro Espejo OM2

hhhhh

.........

Camara [C1
CMOS

Muestra Micrometro

Figura 3.02. Montaje experimental para el grabado de hologramas digitales.

El arreglo dptico esta montado sobre una mesa Optica neumatica anti vibracion con ello se
garantiza que los hologramas digitales no presenten ningun tipo de alteracion por
movimientos o vibraciones externos (considerando la alta sensibilidad de un interferometro).
El laboratorio estd habilitado para holografia y holografia digital puesto que es un cuarto

Ooscuro.

El montaje es empleado para el registro de hologramas digitales usando una sola longitud de
onda y también se tiene la posibilidad de aplicar la técnica de desenvolvimiento de fase por

multi-longitud de onda (por el laser sintonizable).
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3.3.2 Camara CMOS

Para el registro de los hologramas digitales se utilizé una cdmara CMOS de marca IDS
modelo UI-1482LE vea en la Figura 3.03. Cuenta con una resolucion de imagen de
2560X1920 y un ancho de pixel Ax = 2.2um. Con este dispositivo se podra realizar el
registro de hologramas digitales con una alta calidad. La camara no cuenta con dptica propia,
se trabajé tal como se muestra en la Figura 3.03. Se anexo en el apéndice B.2 los detalles

técnicos de la cadmara.

Figura 3.03. Camara CMOS IDS UI-1482LE.

3.3.3 Laser

Como fuente de luz cuasi coherente se utilizd un laser sintonizable con longitudes de onda

de 633, 612, 604, 594, 543nm vea el aparato en la Figura 3.04.

Figura 3.04. Laser sintonizable.
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3.3.4 Reconstruccion de hologramas digitales por espectro

angular

La reconstruccion de hologramas digitales por el método espectro angular da varias ventajas
una de ellas es él facil computo que conlleva realizar este procesamiento de imagenes a pesar
de que se requieren 2-FFT. Otra ventaja es que permite la supresion de término de difraccion
cero en el espectro de frecuencia de manera eficaz. Ademés de filtrar el término
O(x,y)R*(x,y) (ver ecuacion 3 del capitulo 2) permite la supresion de interferencias no
deseables, que se manifiestan en el espectro angular total, provocadas por reflexiones

parasitas [15,21,22].

Lente
condensadora

. Muestra

Objetivode |
microscopio |

d
Espejo
[ J L !
I |
Espacio Espacio Imagen
objeto

Figura 3.05. Configuracion de microscopio hologréfico digital en modo reflexion.
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En la Figura 3.05 se muestra la configuracion del microscopio holografico digital. En donde
O’ es el plano objeto y O es plano de reconstruccion de la muestra. Los planos P’ y P’ son
los planos Gptimos tanto en espacio objeto e imagen [9,10]. La cAmara CMOS posicionada
en el plano C en donde se registra el patron de interferencia Uy (x, y), debida por la onda de
referencia R(x,y), y la onda objeto O(x, y) el patrén es descrito por las ecuaciones 3y 7 del
capitulo 2. Uy(x,y) al digitalizarla es una matriz de tamafio M X N que contiene la

informacion del holograma digital que se registra en la cAmara CMOS.

El método requiere que la onda objeto de referencia y la onda objeto sean ondas planas por

lo que es necesario correccion de curvatura en el plano de camara [23].

Una vez aplicada la correccion de curvatura en el plano de la camara el campo difractado
sera equivalente al iluminar a una abertura con un patrén cosenoidad que se describe

matematicamente por la ecuacion 7 y el campo difractado sera similar a la Figura 2.03.

Las compones de Fourier +1, 0, —1 de la Figura 2.03 corresponde en holografia a la imagen
virtual, orden cero e imagen real distorsionada vea estos términos de difraccion en Figura

2.01.

3.3.4.1 Curvatura en el plano de camara C

En la Figura 3.05 se muestra la trayectoria de rayos en el microscopio holografico digital en

donde la luz proveniente de la lente condensadora es dividida por el divisor de haz (BS).

La luz que pasa por el divisor de haz sin ser desviada es enfocada cerca del espejo para
después ser reflejada al divisor y dirigida al plano de la camara C. Entonces el haz de
referencia es una onda esférica divergente con radio ' que en la aproximacion de Fresnel

corresponde:
26



+ik(x2+y?)
RGoy) = e 27—

Mientras que la luz proveniente de la lente condensadora que es desviada por el divisor de
haz es dirigida al objetivo de microscopio para ser colimada e incidir en la muestra, cuando
la luz es reflejada por la muestra y retorna al objetivo, la luz se concentra cerca de la pupila
del objetivo para luego llegar al plano de la camara C. El haz objeto es una onda divergente

conradio r:

+ik(x2+y?)
0Cey)=e 7~

El término 0(x,y)R*(x,y) de la ecuacion 3 o término +1 en el plano de la camara esta dado

por:

+ik(x2+y?)

O(x,y)R*(x,y) = e 2r7

El término +1 en el plano de la cAmara C describe una onda divergente con radio "' donde:

3.3.4.2 Correccion de curvatura en el plano de camara

La reconstruccion numérica de hologramas digitales por espectro angular requiere que la
onda de referencia y la onda objeto sean ondas planas por lo que hay que realizar una

correccion de curvatura en la onda de referencia y objeto.

El término de interés 0(x, y)R*(x,y) tiene una curvatura en el plano de la camara descrito en

la ecuacion 32.
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Para corregir la curvatura debido al término R*(x, y) se multiplica la matriz holograma

Uy(x,y) por una mascara de fase Cr(x,y):

+ik(x2+y?)
Crx,y) =e 2 (34)

donde Cg(x,y) es una lente con foco en ' de manera:

+ik(x2+y?) (35)
Ul(xﬂy) = UH(x,y)CR(x,y) = UH(x!y)e 2r1

Ahora solo se debe corregir la curvatura debido al objetivo de microscopio, se multiplica la

matriz U, (x,y) por una mascara de fase Cpp(x,y):

—ik(x2+y?)
UZ(xly) = Ul(xly)COM(xiy) = Ul(x'y)e 2r ) (36)

donde C,, (x,y) describe una lente con una distancia focal r, desarrollando U, (x, y) :

—ik(x%+y?)
Uz(x’}’) = UH(X»}’)CR(XJV)COM(X» 3’) = UH(xry)e 2rin ) (37)

donde el término e~ 2r7 es una lente Cg(x, y)Cyu(x,y) con una distancia focal "' que

corrige la onda divergente dada por 0(x, y)R*(x,y) en la ecuacién 32.

Reinterpretado la Figura 3.05 como un sistema o&ptico afocal debido a la lente
Cr(x,y)Cop(x,y), donde la luz no converge ni diverge después de pasar por esta lente, vea
esta reinterpretacion en la Figura 3.06. Un analisis completo de un sistema 6ptico afocal para

MHD se detalla en la referencia [24].
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Figura 3.06. Reinterpretacion de microscopio holografico digital como sistema 6ptico

afocal debido a la lente Cr(x,y)Cop(x,y) .

3.3.4.3 Espectro angular y filtraje espacial

El espectro angular es la transforma de Fourier del campo de entrada U, (x, y, 0):

—ik((x-5)2+(y-0?) .
Ao(ky ky,0) = FFT {UH(x, y,0)e 2rn e‘(dkx("‘s)mky(y‘l))}, (38)

donde el operador FFT{} es la transformada rapida de Fourier o en ingles Fast Fourier

Transform. El término e'(dkx(x-)+dky(y=D) g5 yn prisma para mover el campo de entrada
U,(x,y,0) con el propdsito de centrar el término +1 en el centro de las frecuencias
espaciales.
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En la ecuacion 38 las variables espaciales (x,y) cuyo valor discretizado es x = mAx ,
y= nAy donde para la cAmara utilizada Ay = Ax, Ax es el ancho del pixel:

m=012.M—-1, (39)

n=012..N—-1, (40)

en el cual M y N son el total de columnas y filas de la matriz.

Similarmente discretizado la frecuencia espacial k, con Ak, = —— y semejantemente k
MAx y

con Aky.

MA NA . .

Las constantes s = Tx yl= Ty son para centrar la lente en la matriz y evitar que solo se
muestre un cuarto de la lente y de igualmente el prisma descrito.

En la Figura 3.07(b) se muestra el espectro angular de un holograma, en donde se visualizan
los términos +1, 0, —1.

Para filtrar el término +1 primero se debe mover el campo de tal manera que término +1

. . . dky _ dky o .
quede en el centro de las frecuencias espaciales dandole valores a - Y [pixeles] en el
x y
prisma de la ecuacion 38. Para filtrar las frecuencias espaciales correspondientes al término

+1 se utilizaun filtro pasa bajos circular donde k.. es la frecuencia de corte circular de manera

que:

(41)

A01(kx, ky, O) = {Ao(kx' ky’ O) Si 1/k§ + k32/ < kr’

0 Si no.
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3.3.4.4 Reconstruccion de hologramas en el espacio objeto y
espacio imagen

En la Figura 3.06 se muestras los dos espacios objeto e imagen, la relacién de ambas es la
magnificacion lateral G.Donde x,y,k,, k, son coordenadas espaciales y frecuencias
espaciales del espacio imagen y para el espacio objeto lo son x', y', ky, ky,. La relacion entre

. A
ambos sistemas coordenados es x' = gy k;, = Gk, comoloson Ax' = Fx , Ak, = GAk, de

igual manera para y e k, con y’e k; .Se considera que la muesta este solo en aire y no en

un medio como agua, aceite, por lo que la propagacion solo es en el aire [21,22].

La reconstruccidén numérica de hologramas en espacio imagen es:

(Gex—si)?+(k —lk)z)z "
Upl/(x,y,Zp,,) = FFT_l AOl(kxl ky, O)Bl Zky : )

] ((kx=s10)® + ey =11)*)zpr1 _ ) )
donde el término e’ 2k describe la propagacion en el aire del plano camara

C a plano optimo P’ donde z,,, es la distancia del plano C a P’ de la Figura 3.06. En el

apartado 4.5.3 del capitulo 4 se detalla méas acerca de estos planos. Las constantes s y [, son
para centrar la funcién en la matriz de frecuencias espaciales. El término de propagacion

'(kx2+ky2)2p” i
et 2k es una aproximacion paraxial de término exacto e‘*z?r'’. Ambos términos de

propagacion son equivalentes [21,22]. El término paraxial a diferencia del término exacto
ofrece mayor velocidad de procesado de datos. La reconstruccion numérica en el espacio
objeto es (vea ademaés el apéndice A.1):

P -1 N i((k&_sk)z-l-(k;’_l;‘)z)zll”
Uy (x,y',2p) = FFT™1{ Agy (k3 ky, 0)e 2k
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La relacion entre zy, y z,,, es [21,24]:

Zpn = 2y G (44)
dando como resultado:

Up,, (x’ y’ Zp”) = Up/ (x" yl’ Z{gl); (45)

donde Upn(x, y, Zp,,) es el campo difractado en el espacio imagen en el plano optimo P’ y

U, (x',y',z,,) es el campo en el plano objeto en un plano optimo P.

3.3.4.5 Reconstruccion de intensidad y fase
La intensidad del campo complejo del frente de onda reconstruido es:
1,y = Uy (x5, 25 (46)

y donde la fase es:

(47)

il (4.5)
Re[Up,(x’, y, Zz',,)] '

p(x',y") =Tan™! {
Re[U,(x',y'zp)] es la parte real del campo complejo Uy (x,y,z)) 'y
Im| Up,(x’, y, z;,,)] la parte imaginaria del campo.
Con la reconstruccion de fase se puede encontrar la altura de cualquier de objeto en estudio.

La diferencia de camino dptico (DCO) entre la onda de referencia R(x, y) y la onda objeto

O(x,y) esta dado por:

DCO :E' (48)
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donde A es la longitud de onda ¢ es la diferencia de fase entre la onda objeto y la onda de
referencia en cada punto (x, y) . Con la configuracion éptica del interferémetro de Michelson
la luz viaja hacia el objeto para ser reflejada y viajar de regreso de manera que la altura es un

medio DCO, entonces la altura h se relaciona con la diferencia total de fase ¢ [18,25]:

3.3.4.6 Reconstruccion de un holograma digital con la técnica

propuesta

Se utiliz6 una tarjeta de resolucion de la Fuerza Aérea de los Estados Unidos USAF 1951
para esta demostracion. El objetivo de microscopio usado es 20X con una iluminacion laser

con una longitud de onda de 633nm. Se obtuvo la reconstruccién numérica del frente de onda

de Upr(x’, v, Z,’,,) que corresponde a la reconstruccion numeérica en el espacio objeto.

El holograma digital Uy se muestra en la 3.07(a). El espectro angular del holograma digital
se muestra en la Figura 3.07(b) donde se visualizan las frecuencias espaciales de los términos
de difraccién —1, 0, +1 donde los términos —1 y +1 son las frecuencias de las imagenes
gemelas, ademas de frecuencias parasitas. El término +1 es centrado en el centro de las

dky _ dky

Ak y Ak,

frecuencias espaciales con valores de prisma en unidades en pixeles y es filtrado

con un filtro pasa bajos en la Figura 3.07(c). En el apéndice A.2 se detalla como se obtienen

dk! dk! ., ]
los valores correctos de A—k’,‘ ﬁ. La reconstruccion de del frente de onda U, se obtiene
x y

dado una distancia de reconstruccion z,, donde la imagen es nitida y por lo tanto en un plano
optimo P’. En Figura 3.07(d) se muestra la reconstruccion de intensidad donde se visualiza
la tarjeta de resolucion USAF de manera nitida.

33

(49)



Figura 3.07. Reconstruccion de un holograma digital de una tarjeta de resolucion USAF. (a)

Holograma digital Uy. (b) Espectro angular A, del holograma digital. (c) Término +1

centrado y filtrado. (d) Reconstruccion de intensidad |Up,|2 del frente de onda U,
3.4 Modulacion de Fase

Los mapas de fase generados por holografia digital o por cualquier técnica procesado de
imagenes sufren de modulacion 2z [5,8]. Un objeto que tenga variaciones de altura que
superen a la longitud de onda produce una modulacién de fase con discontinuidades 2.

En la Figura 3.08 se muestra un ejemplo donde se tiene un perfil de una rampa cuya altura
méaxima A es mucho mayor a la longitud de onda A. La discontinuidad 27z sucede debido a

que el perfil supera a la longitud de onda para en este caso suceden en cinco ocasiones.
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Figura 3.08. Un perfil y su mapa de fase modulada.

En la Figura 3.09(a) se muestra el mapa de fase real de un perfil rampa junto con su mapa de
fase con modulacion 2w y de igual manera 3.09(b) se muestra el mapa de fase real de un perfil

esférico en comparacién con su mapa de fase modulada.
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(@)
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41 4
m

Figura 3.09. (a) Mapa de fase de un perfil de una rampa donde se muestra la fase real y la

modulada. (b) Mapa de fase de un perfil esférico donde se muestra la fase real.
3.4.1 Holografia de multi-longitud de onda

En ciertos casos los mapas de fase obtenidos por holografia digital tienen ambigliedades 2x
por lo que la fase se encuentra envuelta. Muchos algoritmos computacionales para remover
las ambiguedades han sido desarrollados, pero son poco eficientes cuando las topologias de
fase son complicadas y ademas tiene un costo computacional elevado [8]. Un
desenvolvimiento de fase basado en el método de multi-longitud de onda ofrece una manera

facil, rpida y muy eficiente para remover las ambigliedades 2z de los mapas de fase.
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3.4.2 Desenvolvimiento de fase por dos longitudes de onda

La base del desenvolvimiento fase por dos longitudes de onda es la longitud de onda sintética
[8,23,25,26]. Para dos longitudes de onda A, y 4, la longitud de onda sintética esta definida
por:

M2y

141 — 22l
Dos hologramas de un mismo objeto son adquiridos con dos longitudes de onda 4, y 4,, los
cuales se reconstruyeron numéricamente obteniendo la fase modulada de ambos ¢, y ¢,,,
el mapa de fase desenvuelto A¢ esta dado por:

_ {wl — @2, SLQu, 2 Pays
(pll - (plz + ZT[ Sl q)ﬂl < (plz'

El valor maximo para remover discontinuidades esta dado por la longitud de onda sintético,
por lo que la eleccion de 1, y 4, es de cuidado. De manera que la longitud de onda sintética

debe ser mayor a la variacion de altura del objeto.

3.4.3 Simulacién para el desenvolvimiento por dos longitudes

de onda

La siguiente simulacién fue elabora en LabView. El perfil simulado es una pendiente cuya
altura maxima es 7um como se muestra en la Figura 3.10(a). Los perfiles de fase ¢;_ Yy ¢;,con
A, =633nm y 1, = 584nm ambas con discontinuidades 2x se muestran en la Figura
3.10(b) y Figura 3.10(c). En la Figura 3.10(d) se muestra Ap= ¢, , — @,,, laresta de las fase
moduladas. En la Figura 3.10(e) se muestra A@ = @, — @, +2m cuando Ap <0

obteniendo una mapa de fase desenvuelto. El perfil es obtenido con A = 7.2um vea la Figura

3.10(f).
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Figura 3.10. Simulacion para el desenvolvimiento fase por dos longitudes de onda. (a)
Perfil de una pendiente se eleva a un valor de 7um. (b) Perfil de fase ¢,  con A1=633nm. (c)
Perfil de fase ¢,,con A2=584nm. (d) Cuando Ag= @, — @,,. () Mapa de fase desenvuelto

cuando Ap = @, — @y, + 2m solo cuando Ag < 0. (f) Perfil obtenido con A = 7.2pm.
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Capitulo 4

Instrumentacion Virtual

4.1 Introduccion a LabView

LabView es un lenguaje de programacion grafico donde se utilizan iconos en lugar de lineas
de texto para crear aplicaciones y a diferencia de otros lenguajes de programacion LabView
usa la programacion de flujo de datos en donde el flujo de datos determina la ejecucion del

programa.

Los programas en LabView son llamados instrumentos virtuales o VIs, debido a que su

operacion imita a un instrumento real como multimetros, osciloscopios etc. [27].
Un VI contiene los siguientes componentes:

e Panel Frontal: Interfaz de usuario donde se controla el instrumento virtual y ademas
se despliega la informacion.

e Diagrama de bloques: Contiene la fuente grafica de programacion del instrumento
virtual.

e Conectores: Cables que comunican los bloques, de manera que la informacion fluya

en el instrumento virtual.
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4.2 Introduccion a NI Vision

Es una biblioteca de Vs para LabView que se pueden utilizar para desarrollar aplicaciones

de vision artificial y aplicaciones de imagenes cientificas [28]. En holografia digital el

proceso la reconstruccion numérica implica procesar un holograma digital que es una imagen

digital adquirida por una cdmara CCD o CMOS. Por lo cual la holografia digital es una

técnica de procesado de imagenes digitales. Un sistema para procesar imagenes, para el caso

particular MHD, consiste de seis factores que comprometen la adquisicién de un holograma

digital:
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Figura 4.00. Parametros fundamentales para un sistema de microscopia holografica digital.
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Resolucion: La caracteristica mas pequefia que el sistema de imagen puede distinguir.
Resolucion de imagen: La cantidad minima de pixeles con el cual se puede
representar un objeto en estudio.

Campo de observacion: Area total de observacion que puede captar la camara digital
donde se puede realizar el estudio.

Distancia de trabajo: Distancia minima entre objeto y objetivo de microscopio donde
se puede realizar el estudio, este pardmetro varia segun el objetivo de microscopio.
Profundidad de campo: Profundidad maxima que permanece en foco del objeto en
estudio.

Tamario del sensor: Area total en la cual la cAmara registra el holograma digital.

En la Figura 4.00 se muestran estos parametros fundamentales del microscopio holografico

digital [29].

4.2.1 Tipos de Imagen

Las herramientas de NI Vision pueden leer y manipular imégenes raster. Una imagen raster

es un arreglo filas y columnas de celdas y a cada celda es llamado pixel, cada pixel contiene

la informacion ya sea de color o intensidad en escala de grises, esto desde la perspectiva

espacial de la imagen [30] vea esto en la Figura 4.01.

Figura 4.01. (a) Imagen de un pastor aleman. (b) Imagen en raster pixeleada.
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Las cAmaras adquieren la imagen en formato raster como representacién a la luz que detectan.
Las camaras CCD (Charge-Coupled Device) o CMOS (Complementary Metal Oxide
Semiconductor) estan compuestas de sensores de luz individuales o pixeles que convierten
los fotones incidentes a carga que es proporcional a la intensidad de luz, la informacion es

transmitida a la computadora en formato raster ya sea en USB u otro tipo de comunicacion
[5].

Las herramientas de NI Vision pueden procesar tres tipos de imagenes [30]:

e Color.

e Escala de grises.

e Complejo.
Cuando se realiza la adquisicion de un holograma digital por la camara CMOS en LabView
es adquirida en un formato RGB o color para luego convertirla a una matriz numérica que
contiene la informacién del holograma digital, con ello es procesada en la reconstruccién
numérica por espectro angular (revisado en el capitulo 3), con este proceso se obtiene la
reconstruccion de intensidad y fase, la informacion se despliega como dos imagenes en
escala de grises usando la funciones NI Vision, por lo cual es de utilidad para el andlisis de

la informacion obtenida del objeto en estudio y para el monitoreo en tiempo real.
4.3 Resolucion
La resolucién es la capacidad de un sistema 6ptico de aislar dos puntos que se encuentran

muy cercanos entre si de tal modo que se puedan observar separados uno del otro.

Para lograr obtener imagenes finas y ricas de detalles los dos puntos tienen que estar muy

préximas uno con el otro [31,32].
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4.3.1 Resolucion de un objetivo de microscopio

El objetivo de microscopio es el elemento mas importante en la formacion de imagenes
microscopicas debido a que estos establecen la calidad de imagen en cuanto a su poder de
resolucion. Esta formado por un sistema de lentes que corrigen un conjunto de aberraciones

que afectan a la calidad de la imagen.

El poder de resolucion de un objetivo, tomando en cuenta la difraccion, depende de la

longitud de onda A y la apertura numérica del objetivo AN y que definido como[31,32]:

resolucion < 261
esotucion = AN

con A = 543nm la resolucidn esta determinada para los siguientes dos objetivos vea Tabla

4.00.

Tabla 4.00. Poder de resolucion de los objetivos utilizados.

Objetivo AN Resolucion [pm]
10X 0.25 1.32
20X 0.40 0.82

4.3.2 Resolucion de imagen

La resolucion de imagen se refiere a la cantidad minima de pixeles necesarios para

representar un objeto en estudio [30].

Para obtener una imagen de buena calidad y rica en detalles se requiere una alta resolucion

de imagen. Entre mas resolucion tenga la camara se evitara la perdida de datos, pero esto a
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su vez resulta una desventaja debido a que requiere mas poder de procesado y memoria. Por

lo que se debe tener la resolucion de imagen acorde al PC.

Se puede calcular los pixeles necesarios para representar la caracteristica mas pequefia de un
objeto, o sea, la resolucion del sensor. Como regla, la caracteristica de objeto mas pequefia
debe ser de al menos 2 pixeles. Para determinar la resolucién del sensor se utiliza la siguiente

ecuacion [29,30]:

Campo de vision

Resolucion del sensor = |2 — —.
Caracteristica mas pequeia

En el caso que se requiera obtener una resolucion del sensor acorde a la resolucion de objetivo
de microscopio, la minima resolucién de sensor bebe ser calculada tomando en cuenta la
magnificacion y el campo de observacion en 1D y como la caracteristica mas pequefia el
valor del poder de resolucién objetivo, con estos datos se obtiene la resolucién minima que

debe tener el sensor vea la Tabla 4.01:

Tabla 4.01. Relacion entre la resolucion objetivo y resolucion de camara.

Objetivo | Resolucion Magnificacion | Campo de | Resolucién de
Objetivo [um] | lateral observacion [um] minima [pixeles]

10X 1.35 8 450 666.6

20X 0.82 16 225 548.7

La camara UI-1482LE con resolucion de imagen de 2560X1920 cubre la resolucion minima
necesaria. La resolucion esta impuesta por el objetivo de microscopio que por la resolucion
de imagen de la camara. Esto es la resolucion tedrica, para encontrar la resolucion
experimental se utilizo la tarjeta de resolucion USAF 1951.
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4.3.3 Resolucion experimental

En la Figura 4.02(a) se muestra la reconstruccion de intensidad obtenido de un holograma
digital de la tarjeta de resolucion USAF con un objetivo de microscopio 10X y en la Figura

4.02(b) con un objetivo de microscopio 20X.

Qs 8, 1)
S OASKIUARY. -
Le X DINOEY B,

PR - S

Figura 4.02. Reconstruccion de intensidad de un holograma digital de la tarjeta de
resolucion USAF. (a) Obtenido con un objetivo microscopio 10X. (b) con un objetivo

microscopio 20X.

En la Figura 4.02(a) se muestra la reconstruccion de intensidad de una tarjeta de resolucién
USAF, donde el microscopio hologréafico digital puede resolver el elemento 4 del grupo 6 de
la tarjeta de resolucion. Mientras que en la Figura 4.02(b) se muestra el microscopio resuelve
el elemento 4 del grupo 7 de la tarjeta de resolucion. Con estos datos se obtiene la resolucion
experimental del microscopio holografico digital, para ambos casos vea esto en Tabla 4.02.

Se anexa en el apéndice B.1 los datos técnicos de la tarjeta de resolucién USAF.
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Tabla 4.02. Resolucion tedrica y experimental.

Objetivo | Magnificacion | Resolucion Resolucién
lateral tedrica [um] experimental [um]
10X 8 1.35 5.52
20X 16 0.82 2.76

4.4 Programacion en LabView

Debido a que en LabView se programa a bloques, los programas resultan ser demasiado
grandes y extensos, por lo tanto, solo se describira la parte mas importante, la reconstruccion
de hologramas digitales por espectro angular. Los programas completos se anexaron en el
apéndice.

Se realizaron dos programas para la reconstruccion de hologramas digitales, uno para la

reconstruccion de una solo exposicién y otro para la reconstruccién en tiempo real.

4.4.1 Diagrama de flujo de los programas

El diagrama de flujo del programa que solo realiza la reconstruccién de un solo holograma o
una exposicion vea Figura 4.03(a). Mientras el diagrama de flujo del programa que

reconstruye hologramas digitales en tiempo real se muestra en la Figura 4.03(b).

El proceso reconstruccion numérica por espectro angular, es el proceso mas importante y su

diagrama de flujo es el que se muestra en la Figura 4.04.
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Figura 4.03. (a) Diagrama de flujo del programa que reconstruye hologramas digitales de

una sola exposicion y en (b) para en tiempo real.
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Figura 4.04. Diagrama de flujo del método espectro angular.
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4.4.2 Adquisicion y procesado de un holograma digital

El primer paso para la reconstruccion numérica de un holograma es la adquisicion del
holograma. El holograma es registrado por una camara CMOS y capturado como una imagen
digital y es procesada en LabView usando las funciones NI-IMAQdx en la Figura 4.05 se

muestra el proceso de adquisicion en el diagrama de bloques.

Haolograma '|M|:||1
RGE (U32) = i
| Tipo deimagen |
2l ==
il > e ]
| Parametros de entradak| 5@ b=l S frennrd S e |
|Se|eccu:|n de Camara| Tt T e
Carmnara - -
T

Figura 4.05. Proceso de registro de un holograma en el diagrama de bloques en LabView.

Para procesar el holograma, se realizé dos programas uno que solo registra un holograma o

sea de una sola exposicion y otro en modo tiempo real.

El programa de una sola exposicion el holograma se reconstruye solo en un ciclo while.
Mientras en modo tiempo real, el proceso se realiza empleando un patron de disefio
Productor/Consumidor que esta basado en el patron Maestro/Esclavo esto con la finalidad de
mejorar la forma en que se comparte informacion en dos ciclos while corriendo a velocidades

distintas.

El patron de disefio Productor/Consumidor consiste en ciclos while paralelos que se separan
en dos categorias; productores y consumidores. La comunicacion entre el ciclo productor y

el consumidor se realiza utilizando colas de datos.

48



El uso del patrén Productor/Consumidor tiene el propdsito de mejorar los tiempos de
procesado en la reconstruccion numérica de un holograma. El ciclo del productor es el

proceso de adquisicion de un holograma y el consumidor es la reconstruccion numérica por

espectro angular.

En la Figura 4.06 se muestra el patrén de disefio Productor/Consumidor aplicado en

holografia digital.

M True Vt
Productor
© - Adquisicion de un holograma.
L
2.
LSS E )
0]
No Error =)
M- t{No Error ~H] )
o Con*.st:lmldor N
P Reconstruccion humérica de
« un holograma por espectro
[Reconstruccién por espectro angularvi] angu Ia r.

Figura 4.06. Patrén de disefio Productor/Consumidor en el proceso de reconstruccion

numérica de un holograma en holografia digital.

La reconstruccion numérica de un holograma se realiza por el método espectro angular, el
proceso se muestra en el diagrama de flujo de la Figura 4.04. Este proceso se realiz6 dentro

de un solo subvi llamado Reconstruccion por espectro angular.vi en la Figura 4.07 se muestra

el contenido de este subvi.
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Figura 4.07. El subvi para la reconstruccion por espectro angular.

Este subvi es el mas importante del todo el programa debido a que en este se obtiene la
reconstruccion numeérica del holograma. Este subvi esta en el ciclo while del programa de

una sola exposicion y en el ciclo while del consumidor para en tiempo real.

Para llevar a cabo la reconstruccion numeérica se requieren parametros de entrada para

reconstruir un holograma digital. Estos son vea Tabla 4.03.

Tabla 4.03. Pardmetros para la reconstruccion del holograma digital

Simbolo Parédmetro
Uy Holograma digital registrado por la cAmara CMOS
A Longitud de onda de grabado
Ax Ancho de pixel
r’ Radio de curvatura
G Magnificacion lateral
Zp, Distancia de reconstruccion
fc Frecuencia de corte en %
% y % Valores del prisma en pixeles para centrar el término +1
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Cuando se adquiere el holograma, la imagen se adquiere como formato RGB antes de realizar
la reconstruccion numérica es necesario convertir la imagen en una matriz numérica, donde
cada valor de pixel es convertido a un nUmero complejo, de manera que tenemos una matriz

cuyos elementos son numeros complejos, que representa en su conjunto al holograma digital.

El primer paso de la reconstruccion numérica es el subvi del paso 1 de la Figura 4.07 que
corrige la curvatura, dentro de este realiza una operacion donde multiplica el holograma
Uy(x,y,0) por una lente cuyo foco es el valor de r”. El segundo paso es la transformada
rapida de Fourier (FFT) donde la matriz de valores espaciales en (x, y) son transformados al

dominio de las frecuencias espaciales en (k,, k).

El tercer paso para la reconstruccion numérica del holograma es el filtrado de las frecuencias
espaciales del término +1 del espectro angular total. Cuando se realiza la operacién FFT la
matriz que contiene la informacion espectral de frecuencias espaciales del holograma son

enviados al subvi donde se realiza el filtraje espacial. Vea su contenido en la Figura 4.08.

Low pass/High pass (Low pass)

o Refnum out
L FrLd —i
Refnum in Image
e : Image Pixels (Complex)
FFT {X} @
I+
k

i |3.Conversion de imagen
a matriz

[[iz=
li]
I

error in (no error)

1.Conversion a
imagen compleja

error out

= o = o
= =[ =

[2IMAQ ComplexTruncate.vi

Truncation Frequency %

Figura 4.08. Operacién de filtraje espacial en el espectro de frecuencias espaciales.

En la Figura 4.08 se muestra el proceso para filtraje espacial que corresponde al subvi del

filtro espacial la Figura 4.07. En este proceso la matriz es convertida a una imagen compleja,
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luego se emplea la funcién IMAQ ComplexTruncate.vi para el filtrado. Este subvi permite
elegir si se usan un filtro pasa bajo o pasa altos, y realiza el corte dando un numero en
porcentaje fc que corta a un porcentaje de manera circular con respecto al total de resolucion
de imagen. Si por ejemplo la resolucion de imagen es de 200x200 y la frecuencia de corte es
de 10% solo dejara pasar las frecuencias espaciales que estén a un radio circular de 25.23
pixeles en el caso de un filtro pasa bajos. De manera que fc esta relacionado con k,. de la
ecuacion 41. Si la imagen tiene una resolucion NXN el filtro sera circular, pero si la matriz

es NXM el filtro serd un 6valo.

El cuarto paso de la reconstruccion numérica de un holograma es la propagacion del espectro
angular, en holografia digital se realiza este paso con el termino +1 filtrado. En la Figura 4.07
en la parte de la propagacion se empled una estructura case para seleccion del tipo de
propagacion ya sea exacta o de manera aproximada paraxial vea el apartado (3.3.4.4 del
capitulo 3). El espectro angular se propaga a una distancia z,, que es la distancia de

reconstruccion en un plano optimo P’.

Como quinto paso de la reconstruccion se realiza la transformada rapida inversa de Fourier
(FFT~1) para obtener el campo difractado o frente de onda reconstruido Upr(xl, y, z,;,) a

una distancia de reconstruccion z,, en un plano optimo P’.

Finalmente las salidas de subvi Reconstruccion por espectro angular.vi son la matriz de datos
gue contiene la informacion del campo difractado Up,(x’, y', Z{,,) y una imagen compleja del

espectro angular para su visualizacion en el panel frontal del LabView.
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Una vez obtenido el frente de onda complejo numérico se obtiene la reconstruccion de
intensidad y fase del frente de onda Up,(x’, v, z;,,) , este proceso se muestra en el diagrama

de bloques en LabView vea Figura 4.09.

Matriz Up (x,y,z2)

campo difractado @ \
T

[Reconstruccidn de Fase]
= -
(AN A ] T
1| .-
Eaw
/' ATANMZ

Inverse Tangent|

Complex to Re/lm

Figura 4.09. Reconstruccion de intensidad y fase.

Para obtener los datos de intensidad se usa la funcion Complex to Re/Im en la matriz del
frente de onda numérico Up/(x’, y, z,’),) , cuyos elementos son numeros complejos esto con

la finalidad de separar en dos matrices una con la parte real y la otra la parte imaginaria, el
siguiente paso es elevar cada una de la matrices al cuadrado después sumarlas y obtener los

datos de intensidad.

Para la fase se usa la funcién Complex to Re/Im para separar parte real e imaginaria y obtener

los datos de fase usando la funcion Inverse tangent.

Con los datos de fase se puede obtener la informacién de profundidad y obtener medicion de

perfil, ademas de obtener visualizacion 3D de la topografia de la muestra.

4.5 Ajuste de parametros

Para obtener una correcta reconstruccion numérica de un holograma se requiere ajustar

ciertos parametros, estos son vea esto en la Tabla 4.04.
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Tabla 4.04 Parametros de ajuste para calibracion.

Simbolo Parametro
G Magnificacion lateral.
r’ Radio de curvatura.
Zp, Distancia de reconstruccion en el plano optimo P’.

4.5.1 Magnificacion lateral

Para poder obtener el valor correcto de la magnificacion lateral del objetivo de microscopio

y tener el valor correcto de G, se realiza una calibracion del microscopio holografico digital.

En holografia digital usualmente la calibracion se realiza utilizando una tarjeta de resolucién
USAF 1951. Ademas, se usaron dos muestras, una era una antena dipolo vea en la Figura
4.10 el ancho del material de oro es de 200um y la otra muestra es una estructura GaP vea la

Figura 4.11, cuales se tenian ya caracterizados en otros trabajos [33,34].

Cromo

Figura 4.10. Antena dipolo.
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Zona 1

Figura 4.11. Estructuras GaP con diferentes zonas.
Con las dimensiones de las muestras de la Figura 4.10 y 4.11 se puede obtener el valor

correcto de la magnificacion lateral G y poder calibrar el microscopio hologréfico digital.

4.5.2 Correccion de curvatura

En el capitulo 3 se demostr6 que la curvatura en el plano de cAmara es provocada por una
onda divergente con radio '’ la cual es corregida por una lente positiva con foco r''.Cuando
no se realiza una correcta correccion de curvatura, el mapa de fase presenta aberracion

esférica.

Dependiendo del sistema de lentes del objetivo de microscopio y del sistema de lentes
empleados en el arreglo experimental se pueden tener diferentes curvaturas y, por ende
valores distintos de r"'. Una cosa muy comun es la modulacion 2z que se provoca por una

curvatura muy pronunciada se muestra este ejemplo en la Figura 3.09(b).

Para poder corregir la curvatura se realiza un ajuste en el valor de r'* dependiendo de este
valor, las mediciones de perfil de fase y de altura son afectados en la Figura 4.12 se muestra

el proceso en el cual se corrige este problema ajustando el valor de r"'.
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Figura 4.12. Diferentes perfiles de fase de una muestra con distintos valores de r". (a) La
medicion de perfil es alterada por la curvatura , el valor de "' = 3m . (b) La curvatura es
levemente corregida cuando r" = 30cm . (c) Perfil cuando " = 15¢m . La lente numérica
comienza a corregir la medicion. (d) La curvatura es corregida, el mapa de fase no contiene
aberracion esférica cuando r'’ = 7cm. (e) Cuando r’" = 3c¢m, la medicion con
discontinuidad 2%, se presenta debido a la curvatura provocada por la misma lente de

correccion.
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4.5.3 Propagacion de un plano C’ a un plano optimo P’

Una caracteristica de la holografia es la informacion tridimensional del objeto que se obtiene
por difraccién. Por lo cual en holografia digital partiendo de un holograma registrado por una
camara es procesado para suprimir el término cero de difraccion y el término -1 gemelo,
ademas de poder reconstruir la imagen a diferentes distancias simplemente cambiando el
valor de la distancia de reconstruccion esto de manera mecanica por una perilla para enfocar
en un microscopio u otro tipo de instrumento como por ejemplo un micrémetro. En algunas
aplicaciones como microscopia y andlisis de particulas es atil poder determinar mejor el
enfoque de imagen. Se puede aplicar una técnica de nitidez u otra técnica de auto-enfoque
gue son exclusivas en holografia digital [8]. En la Figura 4.13, se muestra una parte la
configuracién del microscopio holografico y sus respectivos planos, también se muestra en

las Figuras 3.05 y Figura 3.06.

En la Figura 4.13 se presenta los espacios objeto e imagen en donde C’, P’, O’ pertenecen al
espacio objeto y C, P*’, O al espacio imagen. Los planos P’ y P’ son los planos donde la
imagen es nitida y estd perfectamente en foco. O’ y O es el plano objeto, O’ es el plano donde
esta posicionado el objeto y O es plano donde es reconstruido el objeto a una distancia de
reconstruccion. Finalmente, plano C donde esta posicionado la cdmara cual registra el

holograma.

En la reconstruccion numérica de un holograma es necesario ajustar el parametro de la
distancia de reconstruccion. En el dado caso que la imagen este focalizada en el plano de

camara entonces ¢’ = P’= 0"y C = P” = 0 por lo cual la distancia de reconstruccion es
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cero. Por lo tanto, no es necesario multiplicar el espectro angular por el factor de propagacion.

Notar ecuacion 27 y 42.
CJ PJ
‘ d!

I :] NA=0.40

Or

7

z

Micréometro Objetivo

Espacio Objeto

Camara CMOS

Y

Espacio Imagen

Figura 4.13. Respectivos planos para la reconstruccion de un holograma.
En la Figura 4.13 se muestra que el objeto situado en el plano O’ puede ser movido por la
accién mecanica de un micrémetro en las direccion positiva y negativa en z’ . El micrémetro
tiene una resolucion axial 10pum y una vuelta completa de giro, éste se desplaza 500um en

direccion z'.

Si el objeto en el plano O’ es desplazado en la direccion +2z por el micrometro la imagen
queda fuera de foco del plano C correspondiente al plano camara. Entonces el holograma

registrado es de una onda objeto O(x,y) desplazada.

Si el micrometro desplazo el objeto a una distancia d’ en la direccion +z’, el plano O’ se
desplazara del plano C’ una distancia d’. Lo cual obtendremos una imagen reconstruida en

un plano O a partir de un holograma registrado en el plano C a una distancia d.
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La relacidn entre el espacio objeto y el espacio imagen en la reconstruccién numérica de un
holograma por espectro angular esta dado por la ecuacion 45 en el capitulo 3. Con la relacion
anterior se puede reconstruir un holograma en el espacio objeto en un plano optimo P’ donde

se obtiene una imagen nitida.

Para obtener el campo difractado U,(x',y", z,,) a una distancia z;, en un plano optimo P’
se ajustar el parametro z,, para hacerlo adecuadamente y evitar un numero de reconstruccion
a la azar, se realiza un barrido desde la direccién minima negativa de z' a una direccion
maxima positiva desde el plano C’ en el espacio imagen. Para realizar el barrido se usa la

siguiente ecuacion:
N
ZTILZnAZ'—EAZ’; n=0..N,

donde z,, es la distancia de reconstruccién en el espacio objeto, Az’ es una constante en

micrémetros, n es el nmero de paso, N es el total de pasos.

Para encontrar el valor adecuado de zy, se selecciona un valor dado por z, donde la imagen

en la reconstruccion de intensidad es nitida y por ende en un plano optimo P’.

Como ejemplo, se usa la tarjeta de resoluciéon USAF en donde se reconstruye en diferentes
planos, esto es posible usando diferentes distancias de reconstruccion z’,,. En este caso N =

60yAz' = 17um.

En la Figura 4.14 se muestra diferentes cantidades de n, para el caso n = 30 la distancia de
reconstruccion z';, = 0 vea la Figura 4.14(a), que corresponde a una reconstruccion de
intensidad del frente de onda en el plano de camara. Para valores n > 40 la imagen comienza

a en focalizarse se observa esto en las Figura 4.14(a) a la Figura 4.14(d), en el caso particular
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n = 54 la imagen es nitida por lo esta es lo mas proximo a un plano 6ptimo, la distancia de
reconstruccion en el plano optimo es z's, = z,, = 408um vea la imagen nitidad en la Figura

4.14(e). Para los casos en donde n > 54 la imagen se distorsiona y sale de foco vea la Figura

4.14(F).

Figura 4.14. Diferentes planos de reconstruccion de intensidad |U,,/| “de la tarjeta de

resolucion USAF, donde se barre la distancia de reconstruccion para encontrar un plano

Optimo.
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Capitulo 5

Desarrollo de aplicaciones y resultados

5.1 Aplicacionesen HD y en MHD

La holografia digital y la microscopia hologréfica digital dan libertad de poder realizar todo
tipo de aplicaciones en areas como materiales en caso de los semiconductores o en biologia
(microorganismos),biomédica, medicina (deteccién de enfermedades) y ademas otras areas
de estudio [8,20,35,36], propiciando asi una gran cantidad de investigaciones alrededor del
mundo, esto debido a la flexibilidad del montaje experimental, y obtener informacion de

rapida y la posibilidad de desarrollar aplicaciones para monitoreo en tiempo real.

En este capitulo se revisaran algunos experimentos realizados, para el presente trabado de
tesis, el método de reconstruccion de los hologramas digitales se abarco en el capitulo 3, en
el capitulo 4 se revisd el instrumento virtual desarrollado en LabView, todo forman parte del

funcionamiento fundamental del microscopio holografico digital.
En la siguiente Tabla 5.0 se muestran los experimentos realizados y sus respectivas areas de
aplicacion.

Ademas, otros experimentos fueron realizados, pero no se colocaron debido que los
resultados no fueron los esperados, porque no se pudo registrar el holograma digital
adecuadamente, el arreglo experimental no era el idoneo o la limitacion de resolucion, vea la

Tabla 5.1.
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Tabla 5.0 Experimentos realizados en el trabajo de tesis.

Muestra en estudio Area de aplicacion

USAF Microscopia 6ptica

Antena Dipolo Comunicaciones

Estructuras GaP Semiconductores

Niquel/Silicio Semiconductores

Epidermis de la cebolla Biologia, botanica

Biologia, medicina

Célula epitelial de la Mucosa

Tabla 5.1 Experimentos realizados, pero sin resultados concluyentes.

Muestra en estudio

Conducto Micro fluido

Disco Vinilo o LP

Pistas en circuitos integrados

Contorno de monedas

Esferas metalicas (balin

esférico)

Ademas, en este apartado se discutiran los resultados obtenidos y las ventajas que ofrece la

MHD en las areas especificas de cada experimento realizo en este trabajo.
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5.2 Tarjeta de resoluciéon USAF

5.2.1 Tarjeta de calibracion para microscopia optica

La tarjeta de resolucion de la Fuerza Aérea de los Estados Unidos USAF 1951 es usada
comunmente para encontrar el limite de resolucién de los dispositivos Opticos. Estas tarjetas
se caracterizan por poseer un patron de tres lineas horizontales y verticales, el par de lineas
horizontales y verticales son Ilamados elementos y esos son agrupados en grupos. Los grupos
son enumerados como también los elementos dentro de estos. Esto ayuda a saber, hasta qué
punto un sistema éptico puede resolver estos patrones de lineas y en base al nimero de grupo
y el nimero de elemento que se resuelve, se puede calcular el limite resolucion [37]. En la

Figura 5.00 se muestra una tarjeta de resolucion USAF 1951.

USAF 1951 EDMUND

-2
=11 W s

P |I|§2
3 E Illg'llllll':' Illlllgi
q = I" o ’.1'.";‘8
5= —
s=m ="

Figura 5.00. Tarjeta de resolucion USAF.

5.2.2 Proceso de reconstruccion del holograma digital

La tarjeta de resolucién Edmund RES-1 USAF 1951 es utilizada. La tarjeta esta cubierta por
una capa de cromo Yy las lineas son transparentes. La longitud de onda utilizado fue A =
633nm. El objetivo de microscopio utilizado para el experimento fue 10X, con una

magnificacion lateral de G = 7.84.
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En la Figura 5.01 se muestra el proceso de reconstruccién del holograma digital de la tarjeta
de resolucién USAF. En donde la Figura 5.01(a) se muestra el holograma digital, y en la
Figura 5.01(b) se muestra un zoom de esta. El valor para la correccion de curvatura fue r” =

36 cm.

El espectro de frecuencias espaciales se muestra en la Figura 5.01(c), los valores para centrar

. . . dky, . dky
la region de frecuencias espaciales +1 fueron A—k’,‘ = 156 pixeles 'y A—k,y
X y

= —99.6 pixles. La
region de interés seleccionada, se filtra con un pasa bajos con una frecuencia de corte fc =
5% vea esto en la Figura 5.01(d). De esta manera se elimina de manera eficiente del espectro

angular los términos 0, —1 y las frecuencias parasitas.

La distancia de reconstruccion fue z's, = z,, = 408um con parametros N = 60, Az’ =
17um con valor de n = 54 se obtiene el frente de onda, con lo cual se obtiene la
reconstruccion de intensidad y fase vea la respectivamente la Figura 5.01(e) y Figura 5.01(f).
En el panel frontal en LabView se muestra la imagen en una escala de grises, con una paleta
de colore gradiente [27] para observar mejor la distribucién de intensidad. De igual manera
se utiliza aqui esta paleta de color para mostrar, de una mejor manera, la reconstruccion de

intensidad.

En la Figura 5.01(f) se muestra la reconstruccion de fase donde se muestra una linea ROI

(Region of Interes) para obtener un perfil de un area de interés.

5.2.3 Resultados

En la Figura 5.02 se muestra la grafica del perfil de la tarjeta de resolucion USAF donde el

ROI cruza tres lineas verticales y a lo largo de una horizontal.
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Figura 5.01 Proceso de reconstruccion de un holograma digital. (a) Holograma digital de la
antena dipolo. (b) Zoom del recuadro blanco de (a) donde se observan franjas interferencia.
(c) Espectro angular del holograma donde se observan los términos +1,—1 y el orden cero
de difraccion. (d) Término +1 filtrado en el filtro pasa bajos. (e) Reconstruccion de

intensidad. (f) Reconstruccion de fase.
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Figura 5.02. Perfil de la tarjeta de resolucion USAF.

5.2.4 Analisis de resultados y conclusiones

En la grafica de la Figura 5.02 se muestra la altura de las tres lineas verticales y una horizontal
en donde estas alcanzan una altura superior a 100nm, para este caso no fue posible obtener
un perfil con un perfilometro de la tarjeta de resolucion USAF debido a las caracteristicas
fisicas de la tarjeta. Se han reportado resultados para el caso de estas lineas de la tarjeta una
altura aproximada de 100nm [15,23]. El uso de una tarjeta de resolucién USAF en trabajos
en holografia digital se centra con el proposito de obtener el limite de resolucion y poder
calibrar el microscopio hologréafico digital. En el siguiente apartado se muestra un dispositivo
en el cual se cuantifico el perfil por el método propuesto y se comparé con el perfil de un

perfilometro.
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5.3 Antena Dipolo

5.3.1 Qué es y cual es su aplicacion?

El dipolo es una antena con alimentacion central, tiene el propdsito de transmitir o captar
ondas electromagnéticas, son muy faciles de fabricar y realizar un andlisis de estos. Consiste
de dos elementos conductores rectilineos de igual longitud, alineados en el centro y de radio

mucho menor que el largo en Figura 5.03 se muestra esta configuracion.

Figura 5.03. Antena dipolo.
El dispositivo nanométrico a caracterizar por MHD es una antena dipolo, donde los contactos
de longitud L y ancho M son de oro evaporado sobre una capa de adhesion de cromo vea la

Figura 5.04. La fabricacién del dispositivo se describe a detalle en la referencia [33].

L L
I 1 I 1

Cromo

Figura 5.04. Antena dipolar. Donde el ancho M=200um.
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Cuando a este tipo de antena se le acopla un microbolémetro se vuelve un detector del
infrarrojo y en regiones visibles del espectro electromagnético. Teniendo asi diversas

aplicaciones en sistemas de comunicacion Optica o en dptica aplicada.

Tanto el cromo y el oro cual esta fabricado la antena dipolo son metales reflejantes por lo
que lo hace ideal para obtener una caracterizacién por MHD por reflexion. Con esta técnica
se puede cuantificar la topografia del dispositivo, mediante la fase del frente de onda

reconstruido en MHD.

5.3.2 Proceso de reconstruccion del holograma digital

El dispositivo se colocd frente del objetivo de microscopio en el brazo de objeto del
interferometro de Michelson. La longitud de onda utilizado fue A = 543nm. El objetivo de
microscopio utilizado para el experimento fue 10X, teniendo asi una magnificacién lateral

de G = 8.84.

El primer paso es observar el dispositivo enfocado en la cAmara para después ajustar las
franjas de interferencia. Esto se realiza ajustando el espejo del brazo de referencia, esto es
alejandolo o a cercandolo al BS para modificar el radio de curvatura r’ y sea lo més cercano
al radio de curvatura r del objetivo. Cuando los radios de curvatura r’ y r son proximos se
observan franjas de interferencia en forma de lineas paralelas y no un patron de interferencia

en anillos.

Se deplaza el micrometro en direccion +z alrededor de un giro y medio o 750um, de manera
gue la imagen queda desenfocada del plano C de la camara. Una vez obtenenido

correctamente el holograma digital se observa como en la Figura 5.05(a).
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En la Figura 5.05 se muestra el proceso de reconstruccion del holograma digital por espectro
angular.En la Figura 5.05(a) se muestra el holograma digital registrado en la camara CMOS
para ser procesado en el programa desarrollado en LabView, en la Figura 5.05(b) se muestra
el zoom de una parte del holograma se observa las franajas de interferencia, ademas que los

bordes de los contactos no estan en foco por ende se observa la difraccion.

En la Figura 5.05(c) se muestra el espectro angular donde la region +1 y —1 representa las
frecuencias espaciales de las imagenes gemelas, estas se muestran separadas del las

frecuencias centrales que son las frecuencias de la region cero de difraccion.

En la Figura 5.05(d) la region +1 es centrado en el centro de las frecuancias espaciales dando

4
dk},

dky _
valores =—-61y 2,

v = 49.6 en pixeles, para desplazar el campo con el prisma descrito
X
por la ecuacion 38. La region de interés seleccionada se filtra con un pasa bajos con una
frecuencia de corte fc = 3.9%. De esta manera se elimina de manera eficiente del espectro

angular los términos 0, —1 y las frecuencias parasitas.

Los parametros para reconstruir el frente de onda en el plano optimo P’ utilizando la ecuacion
54 (capitulo 4) fueron N = 60, tamafio del salto Az’ = 36um donde la imagen se reconstruye
cuando n = 51 por lo que la distancia de reconstruccion en el plano optimo fue z's; = z,, =
746um.En la Figura 5.05(e) se muestra la reconstruccion de intensidad del frente de onda,

el dispositivo se observa claramente, los bordes de los contactos de oro estan definidos a

comparacion del holograma digital vea la Figura 5.05(a).
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(b)

(d)

Figura 5.05 Proceso de reconstruccion de un holograma digital. (a) Holograma digital de la

antena dipolo. (b) Zoom del recuadro blanco de (a) donde se observan franjas interferencia.

(c) Espectro angular del holograma donde se observan los términos +1, —1 y el orden cero
de difraccion. (d) Termino +1 filtrado en el filtro pasa bajos. (e) Reconstruccion de

intensidad. (f) Reconstruccion de fase.
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En la Figura 5.05(f) se muestra la reconstruccion de fase donde se muestra una linea ROI
(Region of Interes) para cuantificar por la fase la topografia correspondiente. Este método

permite explorar la topografia de toda la imagen.

5.3.3 Resultados

En la Figura 5.06(a) se muestra el perfil del dispositivo obtenido por MHD, mientras la Figura
5.06(b) se muestra el perfil obtenido por un perfilometro Alpha-step 500 Surface profiler

(vea datos técnicos en el apéndice B.3).
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Figura 5.06. Mediciones de perfil con aproximadamente el mismo trayecto a lo largo del
dispositivo, pero con diferentes métodos de medicion. (a) Medicion de perfil con MHD sin

contacto fisico. (b) Medicidn de perfil con un perfilémetro.

En la Figura 5.07 se muestra las dos mediciones de perfil juntas ademas se muestran dos
lineas que representan la media aritmética de la oscilacion de altura para ambos tipos de
mediciones. Se calculo el valor promedio en ambos casos a partir del punto 60um hasta

252pum.
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Donde el valor medio de altura se representa por una la linea azul de la Figura 5.07 tiene un
valor de h,=75.82nm obtenida por el método de microscopia holografica digital, mientras la

linea negra es la altura media obtenida por el perfilometro tiene un valor de h, = 70.41nm.
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Figura 5.07. Ambas mediciones de perfil. Donde las lineas discontinuas marcan la media

aritmética de las alturas de las mediciones.

En la Tabla 5.2 se muestra la relacion de error de medicidén. Ademas, se incluye los datos de

la desviacién estandar de ambas técnicas de medicion.

Tabla 5.2 Relacion entre las alturas obtenidas por los dos métodos.

Meétodo MHD [nm] Perfildbmetro [nm] | Error absoluto [nm] | Error relativo [%]

Valor 75.8 £10.8 70.41+3 4.4 6.26

En la Figura 5.08 se muestra la representacion 3D del dispositivo en estudio.
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Figura 5.08. Topografia 3D por MHD de la antena dipolo.

5.3.4 Analisis de resultados y conclusiones

El error relativo 6.26% resulta positivo para medicion de perfil de no contacto. En la Figura
5.07 se muestra la comparacion de ambas mediciones en donde la medicion obtenida por
MHD proviene de los datos obtenidos de la region de interés de la Figura 5.05(f). En esa
trayectoria aproximada fue donde la punta del perfilometro tomo la medicion de perfil.

En la Figura 5.07 se muestra la comparacién de ambas mediciones de perfil. Comparando las
oscilaciones con los picos de la medicidn de perfil del perfilémetro se observa que en algunos
casos concuerdan por lo que habria posibilidad de poder visualizar deformidades reales
pequefias con variaciones de 2nm a 5nm con el método sin contacto, aunque se observa que
los picos son de un tamafio mayor o con amplificacion con respecto a los picos del método

con punta.
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Con la medicion de altura de ambos métodos resulta muy importante tener un margen de
error pequefio con la medicion de perfil obtenida por holografia digital, debido a que el
método ofrece la ventaja de no contacto, no invasivo, no destructivo y obtener mediciones
en el rango de nandmetros con tan solo iluminar la muestra con luz laser de baja potencia en
lugar de una punta, esto ofrece obtener datos de profundidad de manera rapida y el manejo
de datos para realizar andlisis cuantitativos de los datos. Ademas de obtener modelo 3D o

topografia de la zona en estudio de la muestra.
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5.4 Estructuras GaP

5.4.1 Importancia de los materiales semiconductores

El estudio de los materiales semiconductores tiene gran importancia tanto a nivel cientifico
y tecnoldgico, ya que son fundamentales en la tecnologia de hoy, y son la base en la
fabricacion de circuitos integrados, transistores, leds y procesadores de computo. Por lo que
desarrollar un método de medicion de no contacto sobre el material semiconductor tiene una
gran relevancia debido a que abre la puerta al desarrollo a aplicaciones en tiempo real y el

estudio de otros pardmetros fisicos de los materiales semiconductores.

La muestra en estudio es una estructura GaP, para aplicaciones deteccion y o generacién de

luz, cuya estructura es como se muestra en la Figura 5.09.

Figura 5.09. Estructuras GaP cuyo relieve son franjas un sustrato de GaP.

En la region de la muestra (+) es fosfuro de galio (GaP), la zona intermedia es silicio de
germanio (SiGe) (Si 0.9 Ge 0.1). La region (—) de la estructura esta compuesta por diversas
capas de materiales, se describen en detalles esta estructura en la referencia [34], la
composicion predominante en la region (—) es GaP. La region (+) se considera solo GaP. La

muestra esta crecida sobre un material opaco por lo que la luz es reflejada.
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La muestra esta conformada por tres zonas donde la Unica diferencia entre ellas es lo ancho
de las regiones (+) y (—) vea Figura 4.11. Las tres zonas fueron caracterizadas en altura por

un perfildbmetro, se obtuvieron estos datos vea la Tabla 5.3

Tabla 5.3 Caracterizacion de las tres zonas

Zona | Ancho de la region (+) [um] | Ancho de la zona (—) [pm] | Altura [nm]

1 77 82 255.6
2 7.68 11.61 252.2
3 36 43 257

En este trabajo se realiz6 un estudio de MHD sobre las tres zonas, donde se analizé la
reconstruccion de fase. Luego con los datos de fase se derivo la topografia de la muestra

usando la aproximacion del medio efectivo.

5.4.2 Aproximacion de indice de refraccion efectivo

Para poder derivar la topografia a partir de los datos de la reconstruccién de fase se considera
primero que la luz atraviesa diferentes capas en la region (—) de la estructura de la Figura

5.06. La region (—) es de composicion no homogénea o heterogénea.

La luz es afectada por las diferentes composiciones en la region (—) por lo tanto se debe
considerar los distintos indices de refraccién a lo largo de trayecto que atraviesa la luz para

obtener la topografia de la zona en estudio.
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Con la teoria de la aproximacion del medio efectivo considera que la estructura GaP en la
region (—) es un medio homogeéneo, con ello la luz atraviesa este medio con un indice de

retraccion efectivo Nefectivo.

Para mayor simplicidad se toma la region (=) como si fuera solo GaP con un indice de
refraccion n,, el sustrato es solo de GaP con un indice de refraccion ns. La luz interactta en

la region (—) con aire/GaP/sustrato o aire/GaP/GaP y en la region (+) aire/sustrato o aire/GaP.

Se asume que la estructura hecha de capas con diferentes materiales semiconductores se
puede remplazar por un medio homogéneo con un indice de refraccion efectivo donde éste
depende de la razén longitud de onda y el grosor de las diversas capas. En esta aproximacion
cuando la anchura de una capa es mucho mas pequefia que la longitud de onda esta capa

puede ser negada.

Para el caso de una estructura formada de tres capas en este caso aire/GaP/GaP el indice de
refraccion efectivo esta dado por [38]:

1 h h

Py [n1 +n, 1 + (1 - —> n3], region (=),

2 A
Nefectivo = (55)

ny+n
%, region (+).

Para esta estructura, donde h < A, y h es la altura de la region (=), h = 255nm (por el
perfilémetro). Para obtener la topografia por MHD, partiendo de la consideracion de la
ecuacion 49 (capitulo 3) y que para este caso la luz se propaga en un medio homogéneo con
un indice de refraccion efectivo, tenemos [18]:

Lo(x,y) (56)
4'Trnefect:ivo .

h(x,y) =
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5.4.3 Proceso de reconstruccion de los hologramas digitales

de GaP

La muestra se coloco porta muestra del microscopio hologréafico digital. La longitud de onda
utilizado fue A=543nm. El objetivo de microscopio utilizado para el experimento fue 20X,
teniendo una magnificacion lateral de G= 15.32. Estos son los mismos parametros de las para

el estudio de las tres zonas.

En la Figura 5.10 se muestra el proceso de reconstruccién del holograma digital de la primera
zona 1 en estudio.

El holograma digital de estructura GaP de la zona 1 se muestra en la Figura 5.10(a) y en la
Figura 5.10(b) se muestra un zoom del holograma digital donde se observa las franjas de
interferencia. El valor para corregir la curvatura de esta muestraes r” = 2.5 cm. El espectro
angular se muestra en la Figura 5.10(c). Para centrar la region +1 en el centro de las

dk} . dk;
X = —43.5 pixeles y > =
Ak AK))

frecuencias espaciales los valores de prisma son

62.5 pixeles, para luego ser filtrado con un pasa bajos, con una frecuencia de corte de fc =

2.8%. Esto se muestra en Figura 5.10(d).

Para obtener la reconstruccion del frente de onda en el plano optimo P’, la distancia de
reconstruccion z,, se obtuvo con los siguiente parametros N = 60, tamafio del salto Az’ =
35um donde la imagen se reconstruye cuando n =43 por lo que la distancia de
reconstruccion en el plano optimo fue z'y3 = z,, = 455um. La reconstruccion de intensidad

se muestra en la Figura 5.10(e), mientras la reconstruccion de fase en la Figura 5.10(f).
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246.57um

Figura 5.10. Reconstruccion de un holograma digital de la estructura GaP. (a) Holograma
digital. (b) zoom del recuadro blanco de (a). (c) Espectro angular del holograma. (d)

Término +1 Filtrado. (e) Reconstruccion de intensidad. (f) Reconstruccion de fase.
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La segunda zona de estudio se diferencia de la primera, en los tamafios de las regiones (+) y

(—) son mas estrechos. En la muestra son los mas pequefios a estudiar.

En la Figura 5.11 se muestra el proceso de reconstruccién de la segunda zona de la muestra
de las estructuras GaP. En donde la Figura 5.11(a) se muestra el holograma, y en la Figura
5.11(b) se muestra un zoom del holograma donde se observa las franjas de interferencia. El

valor para corregir la curvatura de esta muestraes r” = 2.5 cm.

El espectro angular se muestra en la Figura 5.11(c) en este caso se observa un espectro
angular en donde ademaés de las frecuencias de los términos de difraccion +1, 0, —1 se
observan un patron de frecuencias caracteristico a la transformada de Fourier de una rejilla

en los tres términos.

Con valores de prisma i:’,‘ = —62.3 pixeles y

dak;, . . .
Ak,y = 61 pixeles se centra la region +1 en
y

el centro de las frecuencias centrales para ser filtrado con un filtro pasa bajos rectangular
L3

cuyos limites inferior 'y  superior son en v [ 1266,1294] pixeles y

X

AkTy, [827,1093] pixeles con esto la region queda filtrado vea Figura 5.11(d). Esta clase de
y
filtro es esencial sino se quiere perder informacion importante debido a que este patron de

frecuencias es pertenece al detalle del relievé de la muestra en estudio [39].

Los parametros para reconstruir el campo en el plano optimo P’ usando la ecuacion 54 fueron
N = 60, tamafio del salto Az" = 5um donde la imagen se reconstruye cuando n = 42. Por
lo que la distancia de reconstruccion en el plano optimo fue z'y, = z,, = 60um.La
reconstruccion de intensidad se muestra en la Figura 5.11(e) en ella se observa los bordes de

las estructuras, la reconstruccion de fase se muestra en la Figura 5.11(f).
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Figura 5.11. Reconstruccion de un holograma digital de la estructura GaP. (a) Holograma
digital. (b) Zoom del recuadro blanco de (a). (c) Espectro angular del holograma. (d)
Teérmino +1 filtrado con un filtro rectangular. () Reconstruccion de intensidad. (f)

Reconstruccion de fase.



La tercera zona de estudio se diferencia de la primera y de la segunda en el tamafio de los
anchos de las regiones (+) y (-), en relacién estos son los intermedios de la muestra. En la
Figura 5.12 se muestra el proceso de reconstruccion de la tercera zona de la muestra de las
estructuras GaP. En donde la Figura 5.12(a) se muestra el holograma digital, y en la Figura
5.12(b) se muestra un zoom de esta. El valor para la correccion de curvatura fue r” =

4.8 cm.

El espectro de frecuencias espaciales se muestra en la Figura 5.12(c), los valores para centrar

!

la region de frecuencias espaciales +1 fueron % = —78.85 pixeles y % = 26.9 pixlesy
y

X

como en el caso anterior se implementd un filtro pasa bajos bajo rectangular para filtrar la
region +1 esto para evitar perdida de informacién de la topografia de la muestra vea Figura

5.12(d).

La distancia de reconstruccion fue z's; = z,, = 115um con parametros N = 60, Az’ =
5um con valor de n = 53 se obtiene el frente de onda con lo cual se obtiene la reconstruccion

de intensidad y fase Figura 5.12(e) y Figura 5.12(f).

5.4.4 Resultados

Con la reconstruccion de fase vea Figuras 5.10(f), Figura 5.11(f), Figura 5.12(f) se obtuvo
un perfil de fase de éstas. De esta manera se puede comparar la variacion de fase
principalmente en la region (—) debido a que la luz es afectada por diferentes indices de

refraccidn de cada capa que atraviesa.
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Figura 5.12. Reconstruccion de un holograma digital de la estructura GaP. (a) Holograma
digital. (b) Zoom del recuadro blanco de (a). (c) Espectro angular del holograma. (d)
Teérmino +1 filtrado con un filtro rectangular. (¢) Reconstruccion de intensidad. (f)

Reconstruccion de fase.
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En la Figura 5.13 se muestran los perfiles de fase obtenidos por el método, donde se observa

el cambio de fase en la region (+) y la region (-) para las tres zonas en estudio.
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Figura 5.13. Graficas de perfil de fase donde se observa el cambio de fase en las regiones
Oy ).

Para obtener la variacion de altura se utilizo la aproximacion medio efectivo considerando
n, es el indice de refraccion del aire, n, = n; = 3.46 para GaP obtenido con A=543nm valor
obtenido de la literatura y n, es usado como indice efectivo en la regién (+). Con estos valores
se calcula la variacion de altura h ecuacion 56 a partir de un indice de refraccion efectivo. En

la figura 5.14 se muestra los perfiles de las tres zonas en estudio.
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Figura 5.14. Medicién de perfil donde (a) perfil de la zona 1, (b) perfil de la zona 2, (c)

perfil de la zona 3.

En la siguiente Tabla 5.4 se muestra la informacion obtenida de la graficas de la Figura 5.13

y Figura 5.14.

Tabla 5.4.Datos obtuvidos de la estructura GaP en las tres zonas.

Zona | Ancho de la region (+) [um] | Ancho de la zona (=) [um] | Altura [nm]
1 83.6 80.1 22.44+5.0
2 9.7 10.9 25.81+5.1
3 39.5 41.8 18.93+4.1
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Con la esta informacion se muestra los modelos 3D de la topografia estrcutura GaP de la

zona 1y zona 2 vea la Figura 5.15.
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Figura 5.15. (a) Topagrafia de zona 1. (b) Topografia de la zona 2 de la estructura GaP.

5.4.5 Analisis de resultados y conclusiones

En la Figura 5.13 se muestran las graficas donde se observa el cambio de fase entre las
regiones (+) y (—) donde este cambio es provocado debido al cambio de fase que afeacta a la
luz al atraversar las diferentes capas en la region (—) de la estructura GaP. Por lo cual es
congluente este resultado en la reconstruccion fase.

Las dimenciones de las regiones () y (+) de Tabla 5.4 a comparacion de la las mediciones

obtenidas en la Tabla 5.3 son similares.

En la Tabla 5.4 se muestra el valor promedio de la altura la zona 1 y la zona 3 tiene un valor
promedio similares, mientras que en los de la zona 2 el valor promedio es un poco mayor

considerando que las alturas de las tres zonas son similares vea Tabla 5.3.

Los valores de altura presentados en la Tabla 5.4 en relacion de los valores del perfilometro

de la Tabla 5.3 no son los valores correctos en altura, esto puede ser por varias causas:
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e El modelo de la aproximacion del indice de refraccion efectivo no es adecuado para
describir de manera satisfactoria la propagacion de la luz en este medio no
homogéneo, para el caso particular de la holografia digital.

e Cuando se reconstruye el frente de onda complejo de una muestra compuesta de
diversas capas, la fase ya no es proporcional de manera directa a la topografia debido
a que frente de onda es alterado a multiples reflejos entre las interfaces de las capas
de la muestra [40].

e EI método de reconstruccién numérica presentado aqui no es apropiado para esta
clase de estructura heterogénea. En holografia digital se ha propuesto un método de
reconstruccion para resolver este tipo de problemas, la técnica se denomina

reflectrometria hologréfica digital [40,41].

Realizar un andlisis en la reconstruccion en fase puede resultar viable, debido a que los datos
de fase muestran que método reconstruccion numérica propuesto puede diferenciar las
regiones de la estructura transparente GaP como en el caso donde se observa en las grafica
de la Figura 5.13 donde las estructuras (+) y (—) son detectados, ademas recordando que tiene
diferentes composiciones de materiales semiconductores. Lo que abre la posibilidad de
realizar otra clase de experimentos como por ejemplo a variaciones de temperatura para
observar la expansion del material en tiempo real y cdmo el indice de refraccion de cada capa
en la region (—) se ve afectada por una variacion de temperatura, etc. Debido a que cada
material reacciona diferente a cambios de temperatura el frente de onda complejo reflejado

también mostraria cambios.
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5.5 Niquel/Silicio

5.5.1 Estructura Niquel /Silicio

La estructura del niquel en silicio es como en la Figura 5.16.

Figura 5.16. Se muestra graficamente la muestra en estudio donde se examinara algo
similar a gotas o discos de niquel sobre una capa de silicio, cuyo diametro es de

aproximadamente 1mm.

En esta estructura se tiene una capa de silicio en la cual se ha crecido discos de niquel. En

este caso tenemos una interface semiconductor-metal [42].

El objetivo de este tipo de estructura es disipar el exceso de calor de un dispositivo, debido a
que la temperatura afecta a los materiales semiconductores y por ende el rendimiento de
transistores, circuitos integrados, leds, se ve comprometido. Esta estructura es ideal para

caracterizarla por medio MHD.

En la muestra tenemos distintas zonas donde esta el niquel, pero solo se realizara estudio en
una en especifico. Ademas de poder distinguir de las demas se escoge una con un defecto en

particular como en la que se muestra a en la Figura 5.16. Este defecto tambien se analizara.
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5.5.2 Proceso de reconstruccion del holograma digital

El objetivo de microscopio empleado fue 10X ,la magnificacion del sistema 6ptico fue G =
5.99, debido al didmetro que abarcaba el niquel, fue necesario ajustar el montaje
experimental para obtener esa magnificacion lateral y poder visualizar por completo el
holograma digital de la estructura del niquel en la cdmara CMOS.

El holograma digital fue registrado con luz laser con una longitud de onda de A=633nm. La
curvatura se corrige con valor de r" = —40cm. En la Figura 5.17 se muestra el proceso de

reconstruccion.

En la Figura 5.17(a) se muestra el holograma de Ni/Si ademas se observa un defecto en
particular a estudiar, en la Figura 5.17(b) se muestra zoom del holograma digital en la zona

del defecto.

El espectro angular del holograma se muestra en la Figura 5.17(c), los valores de prisma para

!

. . . dk .
centrar la region +1 en el centro de frecuencias espaciales son A—k’,‘ = —196.5 pixeles y

X

Z:,y = 164.6 pixles, se filtra la regidén +1 con filtro pasa bajos con una frecuencia de corte
y

de fc = 4% vea la Figura 5.17(d).

La distancia de reconstruccion del frente de onda fue z's; = z,, = 735um donde N = 60,

Az' = 35um,n = 51. Lareconstruccion de intensidad se muestra en la Figura 5.17(e) donde
ademas se muestra el ROI para calcular el diametro de la esfera de niquel, cuyo valor es de

735um, también se puede observar el defecto sobre el niquel.
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Figura 5.17. Reconstruccion del holograma digital de la muestra Ni/Si. (a) Holograma
digital. (b) Zoom del recuadro blanco de (a) donde ademas se muestra el defecto a analizar.
(c) Espectro angular del holograma. (d) Término +1 filtrado con un filtro pasa bajos. (e)
Reconstruccion de intensidad con medicion de diametro de la disco de niquel. (f)

Reconstruccion de fase.
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5.5.3 Resultados

La reconstruccion de fase se muestra en la Figura 5.17f donde se obtiene el perfil de la

muestra en la grafica de la Figura 5.18.
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Figura 5.18. Medicidn de perfil obtenida.
También se realiz6 una medicion de perfil con un perfilometro, lo cual tuvo mucha

importancia la seleccion de un disco de niquel con una peculiaridad vea la grafica de la Figura
5.19.
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Figura 5.19. Medicion de perfil hecha con el perfilometro.
La altura de la estructura del niquel obtenida por perfilometro es un poco mayor a 100nm,
mientras que la altura de perfil hecha con MHD es aproximadamente 100nm, pero con la

diferencia de la medicion es ascendente mientras la medicion del perfilometro la altura se

mantiene constante.
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5.5.4 Analisis de resultados y conclusiones

En las graficas de las Figura 5.18 y Figura 5.19 se muestra la altura de la estructura del niquel
sobre el silicio donde se obtuvieron resultados cercanos. La elevacion del niquel obtenida por
perfilometro es mayor a 100nm, mientras la medicion por MHD alcanza esa altura en
determinada distancia. Las razones del porque no es constante es debido distintos factores,
la primera es el campo de visualizacion a que la magnificacion lateral del arreglo
experimental es pequefia, lo cual la camara registra una mayor area del holograma digital,
por lo que la correccidn de curvatura posiblemente no sea la adecuada, y el segundo motivo
es registrado un mayor rango de imperfecciones oOpticas del objetivo o de los elementos

oOpticos utilizados en el montaje experimental.

Ahora se analizaré el defecto particular en la Figura 5.16 se muestra graficamente el defecto
escogido, en el holograma digital se observa el niquel posee una mancha oscura, el zoom de
la Figura 5.17(b), ademés una microfotografia (sin interferencia) fue tomada sobre este
defecto esto se muestra en la Figura 5.20(a), ademas también se muestra un zoom del defecto

en la reconstruccion de intensidad vea la Figura 5.20(b).

(b)

Figura 5.20. (a) Microfotografia del defecto en el niquel, (b) zoom en la reconstruccion de

intensidad sobre el defecto en el niquel.
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La medicion de perfil de la Figura 5.18 se observa que los datos de altura sobre el defecto
que esta a una distancia entre 700—800um, se detecta un pozo con una depresion de —50 a
—100nm con un pico sobre saliente de 150nm. Mientras que en la grafica de la Figura 5.19 el
defecto se localiza en el rango 700—840nm. En esta medicion el perfildmetro se detecto una
cresta que se eleva aproximadamente 210nm. Por lo que el defecto seria una elevacion sobre
el niquel, las razones del porque se detecta un pozo en lugar de una elevacién puede ser
debido ser la dispersion de la luz en el pico. La topografia completa de la muestra Ni/Si se

muestra en la Figura 5.21(a) y en la Figura 5.21(b) la topografia del defecto en estudio.

Figura 5.21. (a) Modelo 3D o topografia del niquel sobre el silicio. (b) Topografia del

defecto.
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5.6 Epidermis de la cebolla

5.6.1 Los alcances de la MHD en biologia

Las aplicaciones de la microscopia hologréfica digital tiene alcancses la en biologia para el
estudio de microsorganismos con el principal objetivo para el analisis de estructuras celulares
y obetener informacion sobre el espesor e indice de refraccion y que estan directamente
relacionados con desidad y concentraccion quimica. Por este motivo las invetigaciones en

biologia han crecido de manera exponecial [8,12,36].

Se realizd un estudio sobre el tejido celular en este caso la epidermis de la cebolla vea la
Figura 5.22. Probando los alcances de la meodologia desarrollada en este trabajo de MHD

en biologia.
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Figura 5.22. Cebollas donde se muestra la estructura de la epidermis.

El objetivo de este expermiento es observar las celulas vegetales, poder obtener la topografia
de este y realizar estimaciones de altura de las celulas vegetales por el metodo propuesto en

MHD.
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5.6.2 Proceso de reconstruccion del holograma digital

El tejido fue obtendido cortando de manera fina sobre una de las capas de la cerbolla, y

colocando el tejido en un portamuestras en el microscopio hologréafico digital.

Se uso un objetivo de microscopio 20X, con una maginificacion lateral G = 14.96, se
registro el holograma del tejido vegetal con una laser sintonizable en rojo A = 633nm, la

curvatura se corrigio con un valor r'' = 7cm.

El holograma digital de la epidermis de la cebolla se muestra en la Figura 5.23(a), un zoom
donde se muesta las franjas de interferencia se muestra en Figura 5.23(b). El espectro angular
se muestra en la Figura 5.23(c) donde los términos de difraccion se remarcan en un recuadro
blanco, para en este caso las frecuancias espaciales se exparcen debido a la topografia de la

muestra.

La regidon de las frecuencias espaciales +1 se centro en el centro de frecuencias espaciales

4

con valores % = 113 pixeles y % = —53 pixles y se implementd en LabView un filtro
y

X

rectangular en lugar de un circular para evitar perdida de informacién, los limites del filtro

4

pasa bajos fueron A’% [ 1224,1326] pixeles y —-[815,1169] pixeles, con esto se filtrd la

Ky
Aks,
region +1 vea esto en la Figura 5.23(d).

La distancia de reconstruccion fue z';3 = z,, = 45um donde N = 60 , Az' = 15um,n =
33. La reconstruccion de intensidad se muestra en la Figura 5.23(e) donde se puede observar

la epidermis de la cebolla ademas las células vegetales presentan un orden, esto es un aspecto

de lo que lo diferencia de las células animal.
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Figura 5.23. Reconstruccion de un holograma digital de la epidermis de la cebolla. (a)

Holograma digital. (b) Zoom del recuadro blanco de (a). (c) Espectro angular del
holograma marcando en recuadro blanco los términos de difraccion +1 y —1. (d) Término
+1 filtrado con un filtro rectangular pasa bajos. (e) Reconstruccion de intensidad donde se
muestra varaias células vegetales en orden. (f) Reconstruccion de fase, donde se presenta

modulacion 2.
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5.6.3 Resultados

La reconstruccion de fase se muestra en la Figura 5.23(f) donde la fase se encuentra
modulada, un ROI se realiz6 a lo largo de una de la célula vegetal obteniendo la grafica de

la Figura 5.24.

N
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Figura 5.24. Medicion de perfil de fase sobre una célula vegetal donde la fase esta
modulada 2.
Donde obtenemos un perfil con discontinuidades 2z la causa de eso es que las células
vegetales tengan una altura superior a la longitud de onda grabado del holograma. Para
desbloquear la fase ¢,  se empleo el desenvolvimiento por dos longitudes de onda (vea la
metodologia en el capitulo 3 y la referencia [12]) se registré un segundo holograma con el
laser sintonizable, pero con A = 612nm y obteniendo un mapa de fase ¢, vea Figura 5.25(a),

la reconstruccidn de este holograma digital se anexo en el apéndice A.3, la fase desblogueada

por esta técnica de desenvolvimiento se muestra en la Figura 5.25(b).

Figura 5.25. (a) Mapa de Fase ¢,y en (b) fase desenvuelta.
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Considerando que la longitud de onda sintético es A = 18.44um se obtiene la altura a lo

largo de tres células vegetales vea el perfil en la Figura 5.25(b), y la gréfica Figura 5.26.
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Figura 5.26. Perfil de la epidermis de la cebolla donde el perfil cruza tres células de manera

vertical a estas.

5.6.4 Analisis de resultados y conclusiones

En laFigura 5.26 se muestra la grafica del perfil de la epidermis de la cebolla que corresponde
la primera célula vegetal del rango 0—70um tiene una altura aproximada de 4pm, mientras la
segunda del rango 80—170um tiene una elevacion aproximada de 3um y finalmente la Gltima
posee una altura de 4 a 5um. El poder medir este tipo de tejidos vegetales proporciona a la
biologia una alternativa para obtener informacion de topografia celular sin necesidad de

utilizar puntas u otro medio destructivo sobre la muestra biol6gica.
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5.7 Célula epitelial de la mucosa

5.7.1 La MHD vy técnicas de contraste de fase para el estudio

de microorganismos

La MHD es una técnica para la obtencion de iméagenes de contraste de fase, lo cual permite
obtener datos de fase de cualquier cuerpo transparente, por lo cual la técnica resulta ser

atractivo para campos relacionados al estudio de microorganismos vivos.

La MHD a diferencia de otras técnicas dpticas no requiere alterar el espécimen bioldgico
para obtener mejor visibilidad de las partes internas, aplicando procesos quimicos que

colorean al espécimen para obtener una mejor visibilidad de este.

Técnicas de contraste de fase como como Zernike, Normarsky y la microscopia de campo
oscuro, han desarrollado y mejorado la visibilidad sin alterar el espécimen, pero tiene la
desventaja de no poder obtener una imagen de contraste de fase de manera directa como en

MHD [8,12,25,32,43].

5.7.2 Célula de la mucosa y preparacion de la muestra

La muestra que se estudiard sera una célula epitelial de la mucosa de revestimiento. Esta
célula se encuentra en la cara interna del labio, cara interna de las mejillas, piso de la boca,
cara inferior de la lengua y paladar blando. Estas células no participan, directamente, en el
fendmeno masticatorio y no tienen receptores del gusto y ademas tiene receptores de tacto y
de dolor [44,45]. En la Figura 5.27 se muestra una célula epitelial desde microscopio 6ptico

visible debido a un proceso de coloreado.
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Figura 5.27. Célula epitelial de la mucosa vista desde el microscopio 6ptico [8].

La muestra bioldgica se obtuvo frotando con un palillo de madera sobre la cara interna de la
mejilla para después depositarlo sobre un sustrato preparado previamente. Al sustrato
previamente sele coloco una pelicula delgada de aluminio por medio de evaporacion en una
campana de alto vacio. En la Figura 5.28 se muestra graficamente el proceso de preparacion

de la muestra.

Sustrato

Figura 5.28. Preparacion de la muestra en la imagen de la derecha es la célula de la mucosa.

El proposito de tener el sustrato con aluminio permite a que la luz viaje a través de la célula
para verse reflejada completamente, debido a que la superficie del sustrato es un espejo
debido al aluminio y esto refleja la totalidad de la luz para volver a retornar atreves de la

célula. Esto es una ventaja debido a que el montaje experimental esta en modo de reflexion.
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En la Figura 5.28 en la imagen de la derecha se muestra la célula que se tendrd como estudio,
considerando ademas de que es un espécimen biolégico vivo que es completamente

transparente al ojo humano.

5.7.3 Proceso de reconstruccion del holograma digital

Se utilizd un objetivo 20X y teniendo una magnificacion lateral de G = 20.92 se usd luz
laser rojo A = 633nm para el registro del holograma en la cdmara CMOS. El valor de "' =
17cm es efectivo para una adecuada correccion de curvatura en el plano de la cdmara. En la

Figura 5.29 se muestra el proceso de reconstruccion del holograma digital.

En la Figura 5.29(a) se muestra el holograma digital, en la Figura 5.29(b) un zoom sobre el

holograma digital de una célula de interes, el espectro angular se muestra la Figura 5.29(c).

La frecuencias espaciales del el término de difraccion +1 se centra en el centro de las

dky,
Ak}

dk,y = —25.4 pixles
Ak,

frecuencias espaciles con valores de prisma de = —95.4 pixeles 'y

, para el filtrado de la regién +1 de la Figura 5.29(d) el valor de la frecuencia de corte para

el filtro pasa bajos fue fc = 4% .

La distancia de reconstruccion fue z',5 = z,, = —30um donde N = 60, Az’ = 6um, n =
25. La reconstruccion de intensidad se observa en la Figura 5.29(e) donde se aprecian cuatro

células epiteliales, un zoom en la célula de estudio se muestra en la Figura 5.29(f).

La reconstruccion de fase presenta modulacion de fase vea en la Figura 5.30(a), para
desenvolver la fase se usé el algoritmo de Goldstein [46] para obtener el mapa de fase

desenvuelto vea Figura 5.30(b).
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Figura 5.29. Reconstruccion de un holograma digital de la célula de la mucosa de
revestimiento. (a) Holograma digital. (b) Zoom del recuadro blanco de (a) y sobre una
célula. (c) Espectro angular del holograma. (d) Término +1 filtrado con un filtro pasa bajos.
(e) Reconstruccion de intensidad donde se muestra varias células epiteliales. (f) Un zoom

sobre una célula en particular para el analisis.
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Figura 5.30. (a) Mapa de fase envuelto y en (b) mapa de fase desenvuelto por algoritmo de

Goldstein.

5.7.4 Resultados

En la Figura 5.30(a) se obtuvo un perfil de fase donde se muestra la fase con discontinuidad
2n y en la Figura 5.30(b) otro perfil de fase donde se muestra la fase corregida, vea las

graficas en la Figura 5.31.
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Figura 5.31. Medicidn de perfil de fase, donde (a) es el perfil que presente discontinuidades

2n y en (b) es el perfil corregido de (a).
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Para obtener la altura de la célula a partir de la fase desenvuelta se considera que la luz
atraviesa dos medios, se propaga en aire para luego propagarse en un medio transparente con
un indice de refraccidn en este caso una célula para después ser reflejada y retornar, por lo

que la altura se encuentra a partir de la siguiente ecuacion [23]:

Lo(x,y) (57)
4n(ncell - no) '

h(x,y) =

donde n,, es el indice de refraccion de aire y n.,;; es el indice de refraccion de la célula, como
es dificil saber el indice de refraccion en cada punto de la célula se considera como
aproximacion un valor promedio al indice de refraccion del agua nge;; = Nagya = 1.33 [23].

En la gréafica de la Figura 5.32 se muestra la altura de la célula en estudio.

En la Figura 5.33 se muestra el modelo 3D o topografia celular de la mucosa de revestimiento

en estudio.
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Figura 5.32. Perfil de la célula epitelial de la mucosa.
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Figura 5.33. Modelo 3D de la célula epitelial de la mucosa.

5.7.5 Analisis de resultados y conclusiones

En la figura 5.29(f) en la reconstruccion de intensidad en se obtuvo una medicion para
obtener tamafo de la célula, cual tiene un valor de 66.1um. En la gréafica de la Figura 5.32 se
muestra una aproximacion de la altura célula donde la maxima elevacion es poco més de
1600nm y ademas se pude considerar que la célula se conforma de tres niveles, donde el
primero tiene una elevacion de 300nm y el segundo una altura 700nm y el maximo 1600nm
en la Figura 5.33 se muestra la topografia celular donde se aprecian estos niveles. Los

resultados son consistentes con los tamafios reportados de las células.

El poder obtener la informacién de fase de manera cuantitativa vuelve a la MHD una
herramienta muy eficaz, teniendo ventajas sobre otras técnicas de procesamiento de imagenes
de contraste de fase, con el experimento realizado sobre una célula transparente se demuestra
que este tipo de instrumento tiene amplio rango de aplicaciones y con posibilidades de
aplicacion en experimentos en tiempo real y gozando de ventajas de no contacto y no
destructivos para analizar este tipo de muestras.
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Capitulo 6

Conclusiones

La microscopia hologréfica digital ofrece la posibilidad de desarrollo de aplicaciones en
procesado de iméagenes en distintas areas de las ciencias naturales. En este trabajo se
desarroll6 un microscopio hologréafico digital con el cual se desarrollaron una serie de
experimentos para caracterizacion optica, de espesor, volumen, e indice de refraccion, en

diversas muestras, inorganicas y organicas, en las areas de ciencia de materiales y biologia.

La metodologia de reconstruccion numeérica por espectro angular que describe el fenGmeno
de la difraccion de la luz utilizado, ofrecio un modo efectivo de obtener el frente de onda del
objeto a partir de un holograma digital. Esto se comprobd en la imagen del objeto a partir de
su holograma digital respectivo. Esto es posible debido a que el holograma registra por
completo el frente de onda, de manera que la imagen se puede obtener ajustando la posicion

del plano imagen, mediante la reconstruccion numérica del frente de onda.

Se aplicaron las bases tedricas de la holografia y difraccion, a partir de los principios de la
Optica de Fourier, puesto gue la holografia ocurre en el espacio de las frecuencias espaciales.
En la etapa de reconstruccion el frente de onda es necesario primero hacer el filtraje espacial
para seleccionar las frecuencias espaciales optimas, también tomar en cuenta la propagacion
del espectro angular y finalmente obtener el frente de onda del objeto mediante una

transformada inversa de Fourier. Se utiliz6 una tarjeta de resolucion USAF 1951 para la
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comprobar la técnica de reconstruccion propuesta aqui, ademas se utiliz6 para comprobar la

resolucion espacial del microscopio.

Se realizaron distintos experimentos con el propésito de comprender el funcionamiento del
microscopio holografico digital en distintas muestras, ya sea opacas Yy transparentes, para
realizar un analisis de los resultados y obtener conclusiones de estos. Se concluyé que en el
caso de que las muestras sean opacas Yy reflejantes, el método desarrollado en esta tesis es
mas eficiente para caracterizar de manera éptima la topografia. Cuando la muestra es semi-
transparentes se requiere considerar el indice de refraccion complejo para tomar en cuenta la
transmitancia, la refletancia y la absorcion, posibles del material. En caso particular de una
muestra con una estructura multi-capas de distintos materiales, el método holografico
propuesto no arroja resultados de topografia correcta. Se cree que es debido a las reflexiones

maultiples en las interfaces de las capas, que no fueron consideradas el método que se propone.

Los experimentos realizados con muestras opacas con aplicacion en el area de dispositivos
solidos como la antena dipolo o la estructura Ni/Si, el método hologréfico de reconstruccion
de frente de onda propuesto arroja buenos resultados que se comparan con los obtenidos, por
contacto, con un perfilémetro. A diferencia del pefildémetro, el método hologréafico explora
de un golpe toda una region microscopica de la superficie de la muestra. Para este tipo de
muestras opacas se puede realizar un analisis de perfil, rugosidad y defectos, en el orden de

micras, con el método desarrollado.

Para el estudio de la topografia de la estructura semiconductora GaP, que consiste de un
arreglo de multi-capas, el método holografico propuesto no es apropiado, por lo que se
requiere utilizar otra metodologia, que en bibliografia se le conoce como reflectrometria
holografica digital.
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Los experimentos realizados con enfoque en biologia las muestras fueron la epidermis de la
cebolla y la célula epitelial de la mucosa. Con los datos de intensidad y fase de la
reconstruccion de los hologramas digitales se obtuvieron los datos de la topografia a partir
de fase desenvuelta. Los resultados son los esperados, si los comparamos con las dimensiones

conocidas en la literatura.

Ademas de estos, se intentaron obtener hologramas digitales de las muestras citadas en la
Tabla 5.1. Para el caso de las superficies solidas como de pistas de circuitos integrados,
monedas, LP (disco de vinilo) estas eran superficies asperas lo que ocasionaba que la
reconstruccion de intensidad y fase se observara la superficie moteada o granulada lo cual
impedia obtener datos concretos de fase. También se estudio las cualidades espaciales de un
conducto micro-fluido para el area de biomédica. Los datos de profundidad del canal no
fueron los esperados debido a que el arreglo experimental utilizado en modo de reflexién no
era el adecuado. Para estos casos existen méetodo méas apropiados que estan en desarrollo en

la literatura, por ejemplo, un arreglo experimental Mach-Zehnder para transmitancia.

Como trabajo a futuro se propone mejorar el arreglo experimental para la reduccion de ruido
optico y mejorar los hologramas digitales. Una manera es manejar solo luz polarizada con la
introduccion de un divisor de haz polarizado, retardadores y un objetivo de inmersion en
aceite para aumentar la resolucion. Se propone ademas comenzar los experimentos en tiempo
real para obtener datos de la deformacién de los dispositivos debido a cambios

fisicos/quimicos externos/internos y obtener topografia dinamica o 4D.

Con el presente trabajo se mostré las capacidades de la MHD para estudiar las propiedades
dindmicas espaciales de nanodispositivos, para para tecnologias en materiales
inorganicos/organicos.
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Apéndice A

A.1 Reconstruccion numerica de hologramas digitales por

espectro angular en el espacio objeto

En el capitulo 3 se muestra el proceso de reconstruccion numérica por espectro angular en el
espacio imagen, en este apartado se coloco la reconstruccion numérica en el espacio objeto.

Sigue la misma metodologia de reconstruccion, pero ahora en el otro sistema coordenado
¥y (ki ky).
El espectro angular es la transforma de Fourier del campo de entrada U, (x’, y', 0):

—ik((x'=s"2+@'-1"%) ., ., A
Ao(kl, ky,0) = FFT {UH(x',y’, 0)e Zrim pi(dky(x'=s")+dky (y' -1 ))}, (A1)

donde el operador FFT{} es la transformada rapida de Fourier o en ingles Fast Fourier

, R . I d oI 14 I_q! .
Transform. El término e(@kx(x'=s)+dky(v'~1") g5 un prisma para mover el campo de entrada
U,(x',y',0) con el propdsito de centrar las frecuencias espaciales del término +1 en el centro

de las frecuencias espaciales.

En la ecuacién A.1 las variables espaciales (para el espacio objeto vea la Figura 3.06)

(x',¥") cuyo valor discretizado es x" = mAx’ , y' = nAy' de manera que:

m=2012.M-1, (A.2)
n=012..N—-1, (A.3)

donde M y N son el total de columnas y filas de la matriz.
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Similarmente discretizado la frecuencia espacial k; con Ak, = W’:{, y semejantemente k;,

con Ak;.

MAx'
Las constantes s’ =

NAy' . .
yl' = Ty son para centrar la lente en la matriz y evitar que solo

se muestre un cuarto de la lente y de igualmente el prisma descrito.

Para filtrar las frecuencias espaciales del término +1 primero se debe mover el campo de tal

manera que las frecuencias +1 quede en el centro de las frecuencias espaciales dandole

4
dk’,

dky . . . . P
valores a ﬁ o [pixeles] en el prisma de la ecuacion 38. Para filtrar el término +1 se
x y

utiliza un filtro pasa bajo circular donde k.. es la frecuencia de corte circular de manera:
v Ky | |k} ' A4
Aoy (K K, 0) = JAo(ki K5, 0) s k2 + K2 < ey (A4)
0 si no.

A partir de aqui continua en la ecuacion 43 (Capitulo 3) donde se muestra la reconstruccion

numérica del frente de onda en el espacio objeto y la relacién de este con el espacio imagen.

aky Y Aky,

A.2 Obtencion de valores del prisma

Para obtener los valores del prisma para centrar las frecuencias espaciales del el término +1

. . . dk,
en el centro de las frecuencias espaciales es necesario encontrar los valores correctos de I

X

dk ., . . dk
y ﬁ para en el caso de la ecuacion 38 en sistema coordenado del espacio imagen o A—k’,‘ y
y X

!

dk . . . .,
Ak,y para el sistema coordenado del espacio objeto vea ecuacion A.1.
y

Para encontrar estos valores se usa en el programa desarrollado usando el visor para observar

el espectro angular del holograma digital en LabView, donde por medio de un cursor
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podemos encontrar la posicion del término 0 de difraccion cual siempre es el centro de la
matriz en las coordenadas en pixeles [1280,960], si se coloca el cursor en el término +1
tenemos una posicién de este en pixeles. Con estos valores se puede encontrar la distancia en
que hay en pixeles del término +1 con respecto al término 0 de difraccion en el espectro
angular. En la Figura A.1. se muestra el espectro angular de un holograma y las distancias en

pixeles en frecuencias espaciales del término +1 con respecto al término 0 de difraccion.

N
N
2
x
A
1)
wn

111 pixeles

Figura A.1. Espectro angular de un holograma digital donde se muestran las distancias en

frecuencias espaciales de término +1 con respecto al centro de las frecuencias espacies.

Para el caso del espectro angular de la Figura A.1 las frecuencias del término +1 se centra en

el centro de las frecuencias espaciales o en la posicion [1280,960] de la matriz con valores

4

dk . dk . L. . .
+=—111 pixeles y ﬁ = 22 pixeles para la reconstruccion en el espacio objeto.
y

Aky,

de
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A.3 Epidermis de la cebolla: proceso de reconstruccion del

holograma digital con A = 612nm

El holograma digital de la epidermis de la cebolla se muestra en la Figura A.2(a), un zoom
donde se muesta las franjas de interferencia se muestra en Figura A.2(b). El espectro angular
se muestra en la Figura A.2(c) donde los términos de difraccion se remarcan en un recuadro
blanco, para en este caso las frecuancias espaciales se exparcen debido a la topografia de la

muestra.

La region de frecuencias +1 se centro en el centro de frecuencias espaciales con valores

= 116.5 pixeles y izy, = —54.5 pixles y se implement6 en LabView un filtro
y

dky'
Ak

rectangular en lugar de un circular para evitar perdida de informacién, los limites del filtro

pasa bajos fueron Aka' [ 1224,1326] pixeles y AkTy, [815,1169] pixeles, con esto se filtro la
X y

region +1 vea Figura A.2(d).

La distancia de reconstruccion fue z';3 = z,, = 45um donde N = 60 , Az’ = 15um,n =

33. La reconstruccion de intensidad se muestra en la Figura A.2(e) y la reconstruccion en

fase en la Figura A.2(f).

112



Figura A.2. Reconstruccion de un holograma digital de la epidermis de la cebolla.
(a)Holograma digital. (b) Zoom del recuadro blanco de (a). (c) Espectro angular del
holograma marcando en recuadro blanco los términos de difraccion +1 y —1. (d) Término
+1 filtrado con un filtro rectangular pasa bajos. (¢) Reconstruccion de intensidad donde se
muestra varias células vegetales en orden. (f) Reconstruccién de fase, donde se presenta

modulacion 2.
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Apéndice B

B.1 Especificaciones técnicas de la tarjeta USAF

Numero de elemento 6 —«—— Numero de grupo

N l__ I 1
2 | :I I |:-'———Patron
— | |
. [ |
3

R

6 longitud de grupo
4 I I I Intervalo (linea o espacio)
[ Unidad(linea + espacio)

LeZm NI=

Figura B.1.Elementos de la tarjeta de resolucion USAF.

Tabla B.1 Ancho de 1 linea en micrémetros en la tarjeta de resolucion USAF 1951

[37].
Numero de Grupo
Elemento 0 1 2 3 4 5 6 7
1 500.00 250.00 125.00 62.50 31.25 15.63 7.81 3.91
2 445.45 222.72 111.36 55.68 27.84 13.92 6.96 3.48
3 396.85 198.43 99.21 49.61 24.80 12.40 6.20 3.10
4 353.55 176.78 88.39 44.19 22.10 11.05 5.52 2.76
5 314.98 157.49 78.75 39.37 19.69 9.84 4.92 2.46
6 280.62 140.31 70.15 35.08 17.54 8.77 4.38 2.19
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B.2 Camara CMOS IDS UI-1482LE

Figura B.2. Camara CMOS IDS UI-1482LE [47]

Tabla B.2.Especificaciones técnicas de la camara [47].

Fabricante IDS

Modelo UI-1482LE

Tipo Progresivo Scan CMOS Mono
Area del sensor H x V (mm) 5.6 x4,2

Pixeles Hx V 2560 x 1920

Pixel Size H x V (um) 2,2x22

La profundidad de color o bits por 8-bit

pixel

Conexion USB 2.0

115



B.3 Pefildbmetro

En la Figura B.3 se muestra el perfilometro en el laboratorio de dispositivos del 11CO.

Figura B.3. Alpha-step 500 Surface profiler.

Especificaciones técnicas del perfilémetro [48]:

Medicion con aguja.

Puede obtener el perfil de una variedad de materiales como discos magnéticos, obleas
semiconductoras, cerdmicos para micro-electronicos, vidrios para displays delgados,
superficies opticas, etc.

Medicion en vertical desde un rango de bajo 1004 a aproximadamente 0.3mm con
una resolucion vertical 1 0 25A .

Arriba de 5000 puntos por perfil que garantiza que la resolucién horizontal esta

limitada por el radio de la punta.
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Apéndice C

C.1 Figuras del programa desarrollado en LabView (Panel

frontal y diagramas de bloques)
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AGUILERA RAMOS JOSE ANDRES

Microscopio Holografico Digital en LabView

Reconstruccion de hologramas digitales por el metodo espectro anqular

Holograma Intensidad
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% |
; % +
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Espectro Angular 0 %
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o JAY
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J d
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= == ==

Guardar
_Gmo:ms 0.19X 32-bit RGB image 454545  (0922) |2560x1920 0.18X Float image 44.71  (1226.1057) * _
| _‘
Type of Symmetry n deltaz Salto(1..n)

Distancia de reconstruccion Z

Distancia Maxima observable  Distancia de reconstruccionZp'

L w_alﬁ foours ;

J

e

000075 ;

Kl
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Unidades de medicién

Micrometros E

= mwu Horizontal
Type of Symmetry 2
Tab Control E
-
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L
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Correccion de curvatura por el objetivo de microscopio

Low pass/High pass

B\

®
Truncation Frequency %
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Rotar en y (pixel)

=

Parametros de filtraje

Figura C.1. Panel frontal, reconstruccion de hologramas.
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Microscopio Holografico Digital en LabView
Reconstruccion de hologramas digitales por el metodo espectro angular

AGUILERA RAMOS JOSE ANDRES

Plano Fourier 2 Intensidad Filtrada
Holograma 4 v )
Reconstruccion de Hologramas [ [a]
*® %
g 8
Perfil - -~ &
/
5 /
O E =
Espectro Angular
% v o
N~ i i
. I B mn £
Configuracion Interferometro i) = =
; e -
~
J J
Longitud de onda ﬂo
Verde © 0 Mu
: 2 ¢ ¢
| )
Guardar i
2560x1920 0.20X 32-bit RGB image 222222 (0,0) 2560x1920 3X Complex image (0.00.0.00) (1279,954) 2560x1920 0.20X Float image 22.60 (1033,1872)
Tab Control
Rotarenx fpirel)  prigpns Low pass/High pass
_ 2 T
- STOP “533 de 3 i L ‘ U
croscoscopio
S Truncation Frequency %
r Y
e
Correccion de curvatura por el abjetivo de microscapio Parametros de fitraje

Figura C.2. Panel frontal, espectro angular.
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AGUILERA RAMOS JOSE ANDRES

Microscopio Holografico Digital en LabView

Reconstruccion de hologramas digitales por el metodo espectro angular

Fase Perfil Plot 0
- Fase E
Reconstruccion de Hologramas 4
%
T
ale ]
Perfil , ¥
4 :
v w
m}
Espectro Angular &
 — —_—
N 0 100 200 300 400 500 600 100 800 90 100 00 1300 1400 1500 1600 1700 1790
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Correccidn de curvatura por el objetivo de microscopio

Rotar en y (pixel) Truncation Frequency %

=551 > |20

Parametros de filtraje

Figura C.3. Panel frontal, medicion de perfil.
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Microscopio Holografico Digital en LabView
Reconstruccidn de hologramas digitales por el metodo espectro angular

AGUILERA RAMOS JOSE ANDRES
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Figura C.4. Panel frontal, configuracion.
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Figura C.5. Diagrama de blogues, programa en tiempo real.
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Figura C.6. Diagrama de bloques una exposicion.
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Figura C.7. Diagrama de bloques subvi reconstruccién espectro angular.



HologramaMascaraMO.vi
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Figura C.12. Diagrama de bloques subvi que mueve los cuadrantes de una matriz.

ROIPerfil.vi S erm
—

ROI rlEI Waveform Graph 2
=" : $ |Global Rectangle

error out 2

. error out
g VA%

-_u @ = o
-

Figura C.13. Diagrama de blogues, subvi que extrae una linea de datos por medio del ROI.
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