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Resumen

Las microesferas de vidrio son objetos traslucidos que
sirven como patrén para caracterizar diferentes técnicas para
la medicién de objetos de fase. Estas microesferas son de
gran importancia en la valoracién de técnicas metrologicas,
tanto a nivel industrial como a nivel médico y cientifico,
en la medicién del indice de refracciéon. En este trabajo se
muestran los resultados del uso de una técnica que com-
bina la Microscopia Holografica Digital en transmisién, con
la técnica de reconstrucciéon tomogréfica, por medio de la
aplicacién de la transformada inversa de Radén, tomando
como insumo los mapas de diferencia de fase obtenidos del
procedimiento de registro y reconstruccion holografica. La
aplicacién de esta técnica permite obtener los mapas 3D de
indice de refraccién de esferas de vidrio de didametros de
alrededor de 200 micrémetros.
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Abstract

The glass beads are translucent objects that serve as
a pattern to characterize different techniques for measuring
phase object. These microspheres are of great importance in
assessing metrological techniques, both industrial as medi-
cal and scientific level, in the measurement of refractive in-
dex. This paper shows the results acquired by using a tech-
nique that combines both Digital Holographic Microscopy in
transmission and the tomographic reconstruction technique,
applying inverse Radon transform. As input were taken the
difference phase maps obtained from the registration pro-
cedure and holographic reconstruction. The application of
this technique allows obtaining 3D maps of the refractive
index of glass spheres with diameters of about 200 microm-
eters.

Keywords: Refractive Index, Microscopy, Digital Holography, To-
mography.

Introduccién

Microscopia Holografica Digital

Para la caracterizacion fisica de algunas propiedades de un objeto
semitransparente es posible hacer uso de una moderna herramienta
como lo es la Microscopia Holografica Digital. Esta herramienta
interferométrica nos permite registrar y extraer informacion del
indice de refraccién y tamano del objeto a partir de la informacion
del mapa de diferencia de fase reconstruido numéricamente, ini-
ciando desde el registro de patrones de interferencia de campos
opticos coherentes registrados épticamente. Esta técnica ha sido
implementada con variados propdsitos, por ejemplo, hacer estudios
de capilares, caracterizacion de fibras opticas, o hacer estudios de
muestras bioldgicas estudiando mayormente su indice de refraccion
.

En holografia digital se realiza el registro del campo dptico
complejo en un sensor de estado sélido, utilizando montajes in-
terferométricos tipo Mach-Zhender o tipo Michelson, dependiendo
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de la naturaleza del objeto a estudiar, para objetos opacos se tra-
baja en reflexion y para objetos traslicidos en transmision. Lo
que normalmente se registra es la interferencia entre una onda de
referencia R(z,y) y una onda que porta la informacién del objeto
O(z,vy), respectivamente dadas por

O(x,y) = |O(xn, yn)| exp[—iO(zn, yn)] (1)
R(z,y) = |R(zn,yn)|expl—=id(zn, yn)] (2)

Donde el subindice h representa la ubicaciéon del plano holo-
grama y O(xp, yn) y ¢(zn, yn) son las respectivas fases de las ondas
objeto y referencia. La intensidad de la superposicion de estos dos
campos serda proporcional al cuadrado de la suma de los mismos [2]
es decir:

I(z,y) =10 + R* (3)
I(z,y) = O* + R* + 20 R cos[O(xp, y) — ¢(xn, yn)] (4)

En la ecuacion (4) los dos primeros términos representan las
intensidades de la onda objeto y de referencia individualmente, y
el tercer término describe la interferencia de los mismos [2]. Este
término modula de forma cosenoidal la distribucién de intensidad
I(x,y), v su fase estd determinada por la diferencia entre las fases
objeto O(zp, yn) y referencia ¢(xp,ys). Es asi como se registra la
informacion referente a la amplitud y la fase de las ondas que inter-
fieren en un soporte fisico llamado holograma o registro holografico.

Posterior al registro, se realiza la reconstruccion del campo éptico
complejo haciendo el calculo numérico de la integral de difraccion.
Para dicho célculo, dependiendo de las condiciones experimentales
de registro (longitud de onda utilizada, distancia objeto-sensor,
tamano del objeto) se utiliza la aproximacién de Fresnel, la aproxi-
macién por convolucién o como en el caso concreto de este trabajo,
la aproximacién por espectro angular. En esta aproximacién se
hace la representacién de los frentes de onda en términos de ondas
planas para generar la imagen requerida en un plano dado. Si un
frente de onda en un plano z arbitrario es O(z,y, z) su espectro
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angular se obtiene al tomar su transformada de Fourier, que viene
dada por [3]

A(ky, ky, z) = A(ks, ky, 0) expli(k,2)] (5)

Donde k, = /(k? — k2 — k2) , k., k, son las componentes carte-
x Y )

sianas del vector de onda k , cuyo médulo estd dado por |k| = 27/
y su direccion es la direccion de propagacion de la onda.

Por tanto, el frente de onda objeto total en un plano perpendic-
ular a la direcciéon de propagacion z estd dado por la transformada
inversa de Fourier, de su correspondiente espectro angular propa-
gado, esto es:

(x,y,2 // (kg ky; 2) expli(kex + kyy)|dk,dk, (6)

Esta tltima expresion corresponde al campo éptico complejo
reconstruido y contiene la informacion de la intensidad y la fase
del frente de onda objeto para una distancia z especifica, las cuales
estdn dadas respectivamente, por [2]:

Im[O(z,y, 2)]

I(z,y,2) = |0(x,y,2)]*, A¢(z,y, 2) = arctan Re[O(x,y, 2)] "

La parte de la ecuacién (7) que permite el célculo de la fase esta
definida mediante una funcién arcotangente la cual tiene discon-
tinuidad cada 27 a esto se le llama fase envuelta modulo 27, esto
nos conduce a hacer correcciones de dichos saltos, para lo cual se
debe implementar un algoritmo numérico de desenvolvimiento de
fase [4].

La expresion que relaciona la diferencia de fase con el indice de
refraccién del objeto en estudio ng(z,y, z) y la longitud de camino
recorrido dentro de él D(z,y, z), cuando el objeto estd rodeado por
un medio cuyo indice de refraccion se aproxima a uno, viene dada
por[5]:

AG(e,,2) = S lna(w,y,2) — 1D(w,,2) ®
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Donde A¢(z,y, z) representa la diferencia de fase, A la longi-
tud de onda del haz utilizado, ns(z,y, z) el indice de refraccién y
D(z,y, z) la distancia recorrida por la luz dentro del objeto (espesor
de la muestra).

Tomografia

El proceso tomografico convencional consta basicamente de dos pa-
sos: El primer paso consiste en obtener las proyecciones del objeto a
estudiar “illumindndolo” (haciéndole incidir un campo) a diferentes
angulos y registrando las intensidades del campo transmitido, obte-
niendo asi un mapa de “opacidades” a diferentes dangulos, normal-
mente entre 0° y 180°, esto tipicamente se realiza por medio de la
transformada de Radén. El segundo paso consiste en “reconstruir”
el mapa 3D de “opacidades” del objeto a partir de las proyecciones
registradas en el paso anterior, esto se logra, recuperando el campo
total transmitido en las diferentes direcciones, el cual para fuentes
no difractivas, tipicamente se calcula utilizando la transformada in-
versa de Radén. La transformada de Radén de una funcién f(x,y),
denotada como g¢(s,0), es definida como su integral de linea a lo
largo de una linea inclinada en un angulo 6 desde la abscisa y y a
una distancia s desde el origen. Para obtener la reconstruccion de
una imagen se debe hacer el cdlculo de la transformada inversa de
Radén de g(s,0), uno de los caminos para encontrar dicha trans-
formada inversa es utilizar el teorema de retroproyeccién filtrada
6L, 7).

Dado ¢(s,0) := Rf,—00 < s < 00,0 < 6 < 7, su transformada
de Radon es:

ten=(g3) [ | sent g —stow O

Procedimiento y arreglo experimental

En general el procedimiento realizado se llevé a cabo desarrol-
lando dos etapas: Etapa I: Etapa holografica. Etapa II: etapa to-
mografica. A su vez la primera etapa, la etapa holografica, consiste



Medicion 38D de indice de refraccion de Microesferas por-... 61

en dos grandes pasos: el registro optico de los hologramas a difer-
entes dngulos (Con ayuda de un motor de paso se registraron 100
hologramas desde 0° hasta 180°, en pasos de 1,8°) y el segundo paso
es la reconstruccion digital de los hologramas, a partir de los cuales
se pudo obtener el mapa de diferencia de fase para el objeto ilumi-
nado a los diferentes angulos. Para el registro éptico se realizé un
montaje interferométrico en transmisiéon tipo Mach Zehnder modi-
ficado como el que se representa a continuacion:
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Ficura 1. L: Laser. M: Espejo. P: Polarizador. FE: Filtro Espacial. LO:
Lente. MP: Motor de paso. O: Objeto. OM: Objetivos de microscopio BS:
Divisor de haz. CMOS: Camara.

Como fuente de luz coherente para iluminar el interferémetro se
utiliz6 un léser (L en la figura 1)) de HeNe de 632.8 nm de longitud
de onda y con una potencial nominal de 35 mW, el haz pasa luego
por un sistema de colimacién el cual lo convierte en un frente de
onda plano, posteriormente pasa por un cubo divisor de haz BS
que divide el haz incidente en dos haces, haz objeto HO y haz de
referencia HR,, en el camino 6ptico del haz objeto se encuentra el
objeto, que para el caso aqui estudiado son microesferas de silice.
El haz transmitido por las microesferas, pasa luego por un objetivo
de microscopio OM que se usa para magnificar la imagen del ob-
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jeto, posteriormente el haz pasa a un segundo cubo divisor de haz
donde se retinen de nuevo los haces objeto y referencia para generar
el patrén de interferencia que sera registrado en la camara CMOS.
El proceso de registro comienza tomando un holograma de refer-
encia el cual se obtiene registrando el patrén de interferencia entre
HO y HR sin el objeto, posteriormente se coloca el objeto y se reg-
istran los 100 hologramas en los diferentes planos entre 0° y 180°.
Dado que tanto en el haz de referencia como en el haz objeto se en-
cuentran objetivos de microscopio, las franjas de interferencia son
curvas (portadores esféricos) que adicionan una curvatura adicional
al frente de onda del objeto, el cual es necesario compensar, en este
caso nuestra compensacion se hace experimentalmente, mediante
la resta de la fase reconstruida para el objeto y la fase reconstru-
ida sin el objeto. Para reconstruir numéricamente el campo 6ptico,
primero se realiza un filtro de Fourier con la finalidad de trabajar
un solo orden de difraccién, posteriormente se propaga el campo
utilizando la aproximacion del espectro angular, esto debido a que
las distancias de propagacién son del orden de los micrémetros, de
esta forma se obtiene el campo propagado y con la ayuda de la
ecuacion (7) se obtiene la intensidad y el mapa de diferencia de
fase del holograma, el cual es sometido a su respectivo proceso de
desenvolvimiento. Una vez obtenido el mapa de fase con ayuda de
la ecuacién (8), se calcula de indice de refraccién de las microesferas
ns(z,y), asumiendo para ellas un didmetro de de 200+5um , ya que
este fue medido previamente por microscopia optica, este proced-
imiento se realiza con los 100 registros realizados para la esfera en
todas sus posiciones de rotacién.

Para llevar a cabo la etapa tomografica, se tomaron como in-
sumo los 100 mapas de indice de refraccién ng(z,y) y con ayuda de
la transformada inversa de radén se obtuvo el mapa 3D de indice
de refraccion.
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Resultados y Analisis

Partiendo de la ecuacién (8) y con las magnitudes utilizadas en el
experimento, se obtuvo la relaciéon:

n(z,y) =1+ 0,000050356 * A¢p(x,y). (10)

Al realizar el procedimiento completo de reconstruccion holografica

y reconstruccién tomografica descrito anteriormente, se obtuvieron
los mapas de indice de refracciéon mostrados en la figura La
figura [2|(a) muestra la reconstruccién 2D de uno de los mapas de
indice de refraccion, el cual fue calculado utilizando la expresion
(10) a partir del mapa de diferencia de fase, la figura 2b) muestra
el respectivo mapa 3D de indice de refraccion; en la figura [2|c) se
muestra un perfil diametral del indice de refraccién, trazado a lo
largo de la linea azul mostrada en la figura (a), de esta imagen se
puede observar que para el ancho de los 200 um el valor del indice
de refraccion es de ne,,Flase = 1,51 £ 0,01.

Al realizar el proceso de reconstruccion tomografica del indice de
refraccién utilizando todas las imagenes obtenidas en la rotacién de
la microesfera, se obtuvo el mapa de indice de refraccién mostrado
en la figura (a), un esquema del mapa 3D de indice de refraccién se
muestra en la figura[3|(b), una cuantificacién del mismo es mostrada
en la imagen de la figura [3|c). Al realizar un corte diametral a lo
largo de la linea roja mostrada en la figura [3|(a), se encuentra que
el perfil de indice de refraccién mostrado en la figura [3(d) da un
valor de negTomo = 1,57 £0,01. Tomando como referencia el
valor tedrico de Nreorico = 1, 457[8], se obtienen respectivamente los
errores porcentuales de % E(ney,Fase) = 3,6%; %NE(negpTomo) =
7.7%, los cuales estan dentro de un buen margen de tolerancia. Es
de resaltar que el valor de n,,F'ase solo proporciona informacién
en un plano, mientras que el valor de n.,,Tomo proporciona infor-
macion en 3D, ya que este es el resultado de aplicar la transformada
inversa de Radon sobre los mapas de indice de refraccion bidimen-
sionales.
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F1curaA 2. (a) Mapa de indice de refraccién para la microesfera, obtenido a

partir del mapa de diferencia de fase en una de las direcciones de iluminacién.

(b) representacién 3D del mapa anterior. (c) Perfil del indice de refraccién

realizado a lo largo de la linea azul de la figura 2(a), donde se observa que para

el didmetro de 200 pm el valor medio del indice de refraccién es de nezpFase =
1,51 4+0,01.

Conclusiones

A partir de los mapas de diferencia de fase obtenidos por medio de
MHD, se puede obtener el valor numérico del indice de refraccion
en un determinado plano de iluminacion, si se conoce la geometria
del objeto a estudiar, para el caso el didmetro de las microesferas;
mientras que realizando la reconstrucciéon tomografica utilizando
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Indice de refraccidn

FiGura 3. (a) Reconstruccién tomografica del indice de refraccién para la

microesfera. (b) representacién 3D del mapa anterior. (c) Imagen 3D del mapa

tomogréfico de indice de refraccién, cuantificando el valor del indice. (d) Perfil

del indice de refraccién realizado a lo largo de la linea azul de la figura 3(a),

donde se observa que para un diametro de 200 pm el valor medio del indice de
refraccién es de negpFase = 1,57 £0,01.
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como insumo los mapas 2D de indice de refraccién, se obtiene el
valor numérico de dicho indice con informacion completa en 3D.
Lo anterior permite concluir que al acoplar la técnica de MHD con
la tomografia, es posible obtener la informacion numérica completa
del indice integral de refraccion de objetos traslucidos, por lo tanto
la fortaleza de esta técnica se puede expandir a la caracterizacion de
muchos otros tipos de objetos semitransparentes, incluyendo mues-
tras biologicas. El error porcentual en la medicién del indice de
refraccién integral 3D, se puede disminuir minimizando el error en
el posicionamiento del objeto al centrarlo en el eje del motor de
paso que ayuda en su rotacion.
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