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1. Introducción 
 

La holografía es una técnica fotográfica, o de registro de la luz, relativamente 

novedosa con respecto a otras técnicas de registro de imagen, ya que no fue hasta 

1948 cuando Dennis Gabor propone el concepto de la generación de            

hologramas [1–3]. La holografía implementada por Gabor pretendía mejorar la 

resolución de las imágenes en microscopía electrónica mediante la eliminación de 

lentes en el sistema experimental. El microscopio electrónico mejoraba en mucho los 

mejores microscopios ópticos de la época y estaba cerca de resolver estructuras 

atómicas. La motivación de Gabor no fue otra que la de perfeccionar dicha técnica 

mediante la eliminación de la aberración esférica de las lentes magnéticas del 

microscopio. 

Gabor se preguntó: “¿por qué no tomar una mala imagen electrónica, pero que 

contenga la información ‘total’ de la misma, reconstruirla y corregirla mediante 

métodos ópticos?”, y así surgió la holografía. Dicha técnica propuesta por Gabor está 

basada en dos pasos, primero el registro del holograma entre el haz de electrones 

objeto (onda objeto) y un “fondo coherente” (onda de referencia) con una placa 

fotosensible, y como segundo paso, la reconstrucción del holograma que genera la 

imagen de la escena grabada cuando se ilumina con luz visible y que podría ser 

corregido por métodos ópticos convencionales. Por tanto, son las interferencias en la 

etapa de registro y la difracción en la etapa de reconstrucción los principios existentes 

detrás de la holografía de Gabor. 

Sin embargo, para poder conseguir interferencias con buen contraste, es necesario 

una fuente de iluminación de elevada coherencia como lo es la radiación láser no 

existente en los tiempos en los que Gabor ideó su experimento. Por tanto, el primer 

holograma fue concebido en el año 1948 utilizando una lámpara de mercurio con un 

filtro espacial (pinhole de 3 micras de diámetro) con el fin de aumentar la coherencia 

de la iluminación. Este es el caso del conocido holograma con los nombres de 

Huygens, Young y Fresnel que se incluye en la Figura 1. 
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Figura 1. Una de las primeras reconstrucciones holográficas por Gabor en 1948 [1]. 

 

En años posteriores, el interés en la holografía aumenta, y las mejoras en las técnicas 

holográficas se suceden debido a la investigación creciente en este campo [4–9]. 

Además, la invención del láser en 1960, proporciona una fuente de luz coherente que 

mejora notablemente el contraste de los hologramas generados, ayudando a nuevas 

investigaciones en la holografía. Emmett Leith y Juris Upatnieks [10–12], en 1962, 

mejoran la configuración propuesta por Gabor, dando lugar a la holografía fuera de 

eje (off-axis), en la cual, el haz de referencia viene con cierto ángulo con respecto a 

la propagación de la difracción del objeto. La holografía fuera de eje, mejora con 

respecto a la holografía en eje, principalmente en dos aspectos que eliminan el ruido 

sobre la imagen reconstruida, el primero es la separación del orden cero en el 

holograma [13–15], y la segunda, es la separación de la imagen virtual [9]. 

La holografía analógica avanzaba también en los materiales utilizados para el registro 

de los hologramas, como películas fotográficas de alta resolución y fotopolímeros [16], 

por ejemplo. Y también, cristales fotorrefractivos [17,18] como el LiNbO3, que 

cambian localmente su índice de refracción, de acuerdo con la intensidad luminosa 

que reciben. Dichos cambios de índice son reversibles, permitiendo utilizarse para 

fines tales como almacenamiento de información óptica, procesado o dispositivos de 

visualización. 

Las aplicaciones de la holografía se extienden a la ingeniería e industria, mezclándose 

con la interferometría dando lugar a la interferometría holográfica [19–21], donde se 

pueden comparar las interferencias entre frentes de onda separados en tiempo, en 

espacio o en longitud de onda. Así, se pueden analizar de forma no destructiva y 
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fructífera, cambios en la forma de objetos sometidos a vibraciones [22–24], cambios 

de temperatura [25–27], o cambios de presión [28–30], con la precisión que permite 

la interferometría [31–33], pero con mayor facilidad de la que permite la 

interferometría clásica. 

La microscopía holográfica supone un nuevo campo de fructífera aplicación de la 

holografía [34]. Cuando se utilizan lentes en la microscopía convencional, la 

profundidad de foco es muy pequeña, con lo que podemos observar básicamente una 

sección plana de la muestra, teniendo en la imagen objetos enfocados, y también, 

objetos desenfocados que están en diferentes planos al de observación. Una gran 

ventaja que aporta la holografía es la capacidad de grabar un volumen en un solo 

holograma [35], permitiendo después seleccionar el plano de enfoque, evitando la 

pérdida de información que sucede en la microscopía convencional. 

Otro gran avance de la holografía sucede cuando los ordenadores empiezan a formar 

parte habitual de los laboratorios de investigación, y se dan los primeros pasos para 

entrar en la era digital. Cuando se emplea el término digital en la holografía, 

normalmente se refiere a que la captura del holograma se hace mediante un sensor 

cuyo resultado acaba siendo una secuencia de bits, por ello, la generación de 

hologramas mediante cálculos realizados por un ordenador (CGH, del inglés, 

Computer-Generated Holograms) [36–38] no se considera holografía digital, si bien 

existe relación entre ambas ramas. Así pues, a partir de 1965, se empiezan a sugerir 

algoritmos y técnicas para generar hologramas calculados digitalmente [39–43], 

donde posteriormente se transfieren a una transparencia mediante algún tipo de 

impresión. Conocida la teoría de la difracción, se modelaba matemáticamente el 

objeto a representar, y se le aplicaban los métodos matemáticos de propagación para 

obtener el holograma. A partir de aquí, el primer problema con el que se encuentra 

la generación de hologramas por ordenador es la parte de computación, pues precisa 

discretizar el holograma, y por tanto, elegir el número de puntos de cálculo que 

tendrá dicho holograma [44], pues cuanto mayor sea, mejor calidad tendrá la 

reconstrucción de la imagen, pero por contrapartida, mayor será el tiempo de cálculo. 

El segundo problema es la impresión del holograma en la transparencia, pues de 

forma habitual, no es posible imprimir sobre el material cualquier valor de amplitud 

y fase [45]. Esto afecta al primer problema, o bien, modificando el algoritmo para 

que su resultado no pueda tener valores no imprimibles, o bien, realizando alguna 

codificación a posteriori de los valores, cambiándolos a aquellos que sí puedan 

realizarse en la transparencia. La codificación más sencilla y que permiten gran 

cantidad de tipos de dispositivos de impresión es la codificación binaria [46–48], con 

transparencia 100% u opacidad completa, es decir, se parte de un soporte 

transparente, sobre el cual se imprimen rectángulos opacos. El tamaño mínimo del 

rectángulo impreso capaz de crear el dispositivo de impresión era relativamente 
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grande, de forma que el holograma impreso era de un gran tamaño, y posteriormente 

era reducido por técnicas fotográficas, para ser manejable. 

La propagación de la radiación electromagnética visible está perfectamente descrita 

en la teoría de la difracción y, por tanto, puede ser calculada mediante métodos 

numéricos empleando un ordenador. Joseph Goodman demuestra por primera vez en 

1967 que puede reconstruirse numéricamente un holograma [49], para ello, utiliza 

una superficie fotosensible donde se produce un holograma óptico y fue muestreado 

en una matriz de 256x256 píxeles, con ocho niveles de gris para cada valor de píxel. 

La configuración utilizada fue la holografía de Fourier, de forma que, para obtener 

la reconstrucción de la imagen debía realizarse la transformada de Fourier 2D y 

obtener el módulo del resultado. Dicho cálculo empleó unos cinco minutos de tiempo 

aproximadamente. Así se convirtió el segundo paso de la holografía, la 

reconstrucción, a forma digital.  

 Pero sin duda alguna, el gran salto a la holografía digital, viene dado por la aparición 

de sensores de estado sólido, dando la posibilidad de realizar el proceso de captura 

completamente en información digital [50–52],  eliminando los costosos procesos 

físicos y químicos en la captura analógica, y también en los procesos de captura opto-

electrónicos. Hasta este momento, las capturas mediante los procesos físicos y 

químicos iban evolucionando hacia su digitalización, donde se podía sustituir las 

placas de registro por otros elementos, como, por ejemplo, los tubos de las cámaras 

de video.  

Pero no solamente mejora la facilidad en la captura, sino que, además, se puede 

visualizar el holograma capturado casi instantáneamente mediante una pantalla, 

dando paso a aplicaciones de tiempo real, capturas secuenciales de forma muy 

sencilla y otras ventajas. También surgen cuestiones nuevas a resolver, como, por 

ejemplo, el tamaño de píxel del sensor, la distancia de separación entre píxeles y 

número total de píxeles del sensor, temas que se investigan y para los que se sugieren 

distintas configuraciones de captura según las aplicaciones. 

Las novedades digitales en la holografía se reflejaron en la microscopia holográfica 

digital sin lentes (LHM, del inglés, Lensless Holographic Microscopy), que se ha 

convertido en una herramienta muy útil en su aplicación a distintos campos como, 

por ejemplo, pueden ser la biología [53], realización de tests en el punto de atención 

al paciente [54], telemedicina [55] y opto-fluídica [56–58]. Esta versión de la 

holografía clásica de Gabor [1], llamada comúnmente microscopía holográfica digital 

en línea [59–61] (DIHM, del inglés, Digital In-line Holographic Microscopy) se realiza 

digitalmente en lo que respecta al segundo paso, la reconstrucción, y a diferencia de 

sus inicios, en los que se usaba una fuente convencional de luz puntual (típicamente 

usando un pinhole) para realizar el registro del holograma, se han demostrado buenos 
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resultados con distintas fuentes de luz como láseres de Helio-Neon [62],        

LEDs [63,64], diodos superluminiscentes [65,66] o diodos láser creando fuentes 

puntuales utilizando lentes GRIN [67–69] o fibras ópticas [70–72].  

La holografía de configuración en-línea presenta la imagen gemela como principal 

problema [73], que aparece como una imagen desenfocada sobre el resultado de la 

propagación al plano del objeto. En esta disposición típica de la holografía se puede 

eliminar el efecto de la imagen gemela mediante dos estrategias diferentes: phase-
shift [74–76] basado en el registro de la variación de fase entre la difracción del objeto 

y el haz de referencia, y phase-retrieval [77–86] que requiere el registro de distintos 

hologramas, siendo estos cambios producidos por diversos medios, tales como el 

desplazamiento de la cámara, el cambio de la longitud de onda de la fuente o 

desenfoques producidos por un SLM. 

En cualquiera de los dos casos (phase-shift y phase-retrieval), para obtener la 

información de fase del objeto, se precisa de una cantidad mínima de dos o tres 

hologramas capturados en distintos instantes de tiempo, suponiendo esto una 

limitación en la captura de procesos biológicos dinámicos. Cabe destacar las 

propuestas de Waller et al. [86], basada en la Ecuación de Transporte de Intensidad 

(TIE, del inglés, Transport-of-Intensity Equation), y la de Noom et al. [87], basada 

en la diferencia de la difracción dependiendo de la longitud de onda, obtienen toda 

la información necesaria en una sola captura de una cámara a color, y en los 

algoritmos iterativos tales como el creado por Gerchberg y Saxton [88]. 

 

1.1. Objetivos generales y estructura 
 

Esta tesis, que pertenece a la categoría de “Tesis por compendio de publicaciones”, 

se enmarca de lleno en la holografía digital, tanto en captura como en la 

reconstrucción de los hologramas, para realizar unos desarrollos novedosos tanto a 

nivel de hardware como de procesado de los hologramas capturados con idea de 

mejorar, o aportar, un pequeño paso más a la mejora de las técnicas de captura y 

procesado de la holografía digital. Además, aplicamos a la microscopia los conceptos 

teóricos tratados, y lo haremos sin el uso de lentes en el proceso de reconstrucción. 

Para ello, presentaremos un algoritmo de procesado iterativo de rápida convergencia 

dando como resultado imágenes de fase, sin pérdida de resolución, mejora del ruido 

coherente por promedio de distintos hologramas, y minimización de la imagen 

virtual.  Como entrada a dicho algoritmo se usa principalmente del multiplexado en 

longitud de onda con el fin de obtener en un único holograma toda la información 

necesaria (o redundante) con la que aplicar las técnicas propuestas. 
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Por tanto, la presente memoria se ha estructurado del siguiente modo. 

Comenzaremos con una introducción básica a la holografía (Sección 2), desde sus 

inicios clásicos hasta su vertiente digital. Dicha introducción finaliza con un apartado 

de multiplexado en holografía, aspecto éste considerado básico dentro de la presente 

tesis. Una vez presentado el marco teórico relacionado con el presente trabajo, 

abordaremos (Sección 3) la presentación resumida de los artículos incluidos en la 

presente tesis analizando las principales características de las técnicas propuestas y 

que desembocan en las conclusiones y perspectivas de futuro (Sección 4). La 

Sección 6 incluye los artículos incluidos en la presente memoria y finalmente 

(Sección 7) se ha incluido la bibliografía más importante relacionada con el presente 

trabajo. 

Cabe mencionar que el orden de la presentación de los artículos en esta tesis no 

corresponde al orden temporal de las fechas de publicación de los mismos, pues el 

artículo 4 ("Dual-mode holographic microscopy imaging platform") fue publicado 

antes que el artículo 3 ("Four channels multi-illumination single-holographic-

exposure lensless Fresnel (MISHELF) microscopy"), pero esta alteración da un mejor 

entendimiento a la evolución del algoritmo presentado y a sus cambios necesarios en 

los elementos ópticos utilizados en su aplicación. 

Todos los artículos presentados constan de una parte de investigación teórica, que 

da como resultado unas técnicas aplicables, y finalmente, una validación experimental 

para corroborar las expectativas formuladas al inicio de cada artículo.   
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2. Holografía 

2.1. Holografía analógica 
 

En 1948, Dennis Gabor presenta la técnica que hoy se conoce como holografía [1]. 

En este trabajo, y en los inmediatamente posteriores [2–4], muestra una novedosa 

técnica con la idea de mejorar los microscopios electrónicos, y que consistía en 

capturar la información completa de la luz (amplitud y fase). Para poder recoger la 

información de fase de la luz, utiliza una referencia con la cual se generan 

interferencias y así poder registrar la fase a través de la modulación de la intensidad. 

Partiendo de una fuente de luz coherente, necesaria para poder detectar amplitud y 

fase de las ondas en el medio de registro, tenemos en cuenta dos frentes de onda 

mutuamente coherentes para que se generen interferencias entre ellos (Figura 2). 

 
Figura 2. Registro de interferencias 

 

Usaremos la notación siguiente para el frente de onda que proviene del objeto en el 

plano del medio de registro: 

 𝑎(𝑥, 𝑦) = |𝑎(𝑥, 𝑦)| 𝑒−𝑗𝜙(𝑥,𝑦) (1) 

 

siendo éste el de interés para detectar y reconstruir posteriormente, y la 

representación del frente de onda de referencia es: 

 𝐴(𝑥, 𝑦) = |𝐴(𝑥, 𝑦)| 𝑒−𝑗𝜓(𝑥,𝑦) (2) 
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por tanto, la intensidad de la suma de ambas resulta ser 

 𝐼(𝑥, 𝑦) = |𝐴(𝑥, 𝑦) + 𝑎(𝑥, 𝑦)|2 = 

=  |𝐴(𝑥, 𝑦)|2 + |𝑎(𝑥, 𝑦)|2 + 𝐴∗(𝑥, 𝑦)𝑎(𝑥, 𝑦) + 𝐴(𝑥, 𝑦)𝑎∗(𝑥, 𝑦) 

(3) 

 

 

O escrito de otro modo: 

 𝐼(𝑥, 𝑦) = |𝐴(𝑥, 𝑦)|2 + |𝑎(𝑥, 𝑦)|2 + 

               +2|𝐴(𝑥, 𝑦)| |𝑎(𝑥, 𝑦)| cos(𝜓(𝑥, 𝑦) − 𝜙(𝑥, 𝑦)) 

 

(4) 

 

Viendo la ecuación (4), podemos ver que tiene tres términos, aunque nos interesa 

especialmente sólo uno de ellos, el último, que depende del módulo de la amplitud 

del objeto que queremos reconstruir y que contiene la fase del objeto. Dado que la 

referencia también está presente en la ecuación, ésta deberá cumplir unas 

determinadas características para permitir la reconstrucción del objeto a partir del 

holograma. 

Para la grabación del holograma, se requiere un material que tenga una respuesta 

lineal a la intensidad recibida, y aunque para la realización de esta tesis siempre se 

han utilizado sensores electrónicos (cuya respuesta, dentro de un rango de intensidad, 

también es lineal), durante el capítulo de introducción hablaremos de placas 

fotográficas como los medios de registro y la formulación mostrada se referirá a ellas, 

pues la holografía se desarrolló con estos medios y es conveniente para la explicación. 

Asumiendo que el haz de referencia de la ecuación (2),  tiene una intensidad |𝐴(𝑥, 𝑦)|2 

constante en todo el plano XY, podemos escribir la transmitancia de la amplitud en 

la placa como: 

 𝑡𝐴(𝑥, 𝑦) = 𝑡𝑏 + 𝛽′(|𝑎|2 + 𝐴∗𝑎 + 𝐴𝑎∗) (5) 

 

siendo 𝑡𝑏 un fondo constante dado por la onda de referencia y 𝛽′ la pendiente dada 

por las características del medio de registro. En la ecuación (5), se ha omitido por 

simplicidad la dependencia con respecto 𝑥 e 𝑦, aunque tanto 𝑎 como 𝐴 dependen de 

ellos. 

Con la ecuación (5) finaliza el primer paso propuesto por Denis Gabor [1], en el que 

se realiza el registro del holograma, con el cual tenemos incluida toda la información 

del objeto 𝑎(𝑥, 𝑦), tanto de fase, como de amplitud. 
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Como segundo paso, tenemos la reconstrucción de esta información. Para ello 

iluminamos la transparencia con un haz coherente 𝐵(𝑥, 𝑦). Así pues, la luz 

transmitida a través de la transparencia queda: 

 𝐵(𝑥, 𝑦) 𝑡𝐴(𝑥, 𝑦) = 𝑡𝑏𝐵 + 𝛽′𝑎𝑎∗𝐵+ 

                        +𝛽′𝐴∗𝐵𝑎 + 𝛽′𝐴𝐵𝑎∗ 
(6) 

 

Para el análisis posterior de cada uno de los términos los nombraremos de la siguiente 

forma: 

 𝑈1(𝑥, 𝑦) = 𝑡𝑏𝐵 (7) 

 𝑈2(𝑥, 𝑦) = 𝛽′𝑎𝑎∗𝐵 (8) 

 𝑈3(𝑥, 𝑦) = 𝛽′𝐴∗𝐵𝑎 (9) 

 𝑈4(𝑥, 𝑦) = 𝛽′𝐴𝐵𝑎∗ (10) 

 

Observando el tercer término correspondiente a la ecuación (9), queda simplificado 

si como haz de reconstrucción 𝐵(𝑥, 𝑦) usamos exactamente una réplica de la 

referencia original 𝐴(𝑥, 𝑦) siendo 

 𝑈3(𝑥, 𝑦) = 𝛽′𝐴∗𝐵𝑎 = 𝛽′|𝐴|2𝑎(𝑥, 𝑦) (11) 

 

y, puesto que, la intensidad del haz de referencia es uniforme, de la ecuación (11), 

obtenemos un duplicado exacto del frente de ondas original 𝑎(𝑥, 𝑦) multiplicado por 

una constante.   

De la misma forma, si ahora observamos el cuarto término, definido en la 

ecuación (10), podemos realizar algo similar a la ecuación (11), pero para ello, 

usaremos un haz de reconstrucción 𝐵(𝑥, 𝑦) que será el conjugado del haz de referencia, 

simplificándose de la siguiente forma: 

 𝑈4(𝑥, 𝑦) = 𝛽′𝐴𝐵𝑎∗ = 𝛽′|𝐴|2𝑎∗(𝑥, 𝑦) (12) 

 

Como se ha visto, en este caso, en la reconstrucción, el cuarto término será 

proporcional al conjugado del haz proveniente del objeto. 
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Hay que señalar, que en cualquiera de los dos casos vistos en las ecuaciones (11) y 

(12), la reconstrucción tiene tres términos más que pueden ser considerados como 

ruido en la reconstrucción. 

Si tomamos una fuente coherente como referencia de la iluminación, y asumimos 

como objeto el más simple posible, un punto, el frente de onda incidente en la placa 

de registro sería una onda esférica: 

 
𝑎(𝑥, 𝑦) = 𝑎0 𝑒

𝑗𝑘√𝑧𝑜
2+(𝑥−𝑥0)2+(𝑦−𝑦0)2

 
(13) 

 

Mostrado también en la Figura 3, donde vemos el objeto puntual situado sobre el 

plano XY, con z=0, y el medio de registro separado una distancia 𝑧0 con respecto al 

objeto. 𝑎0 será en general complejo, para tener en cuenta fases iniciales, 

independientes de la fase esférica. 

 

Figura 3. Registro del objeto puntual 

 

Si sustituimos la ecuación (13) en la ecuación (11), dónde el haz de reconstrucción 

es exactamente igual que el haz de grabación obtendremos para el tercer término: 

 
𝑈3(𝑥, 𝑦) = 𝛽′|𝐴|2𝑎(𝑥, 𝑦) = 𝛽′|𝐴|2𝑎0 𝑒

𝑗𝑘√𝑧𝑜
2+(𝑥−𝑥0)2+(𝑦−𝑦0)2

 
(14) 

 

también queda representado en la Figura 4, siendo este el caso en el que 

reconstruimos la denominada imagen virtual 
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Figura 4. Generación de la imagen virtual 

 

Por otra parte, cuando el haz de reconstrucción es el conjugado del haz usado para 

su registro, nos encontramos que la onda esférica, transmitida a través de la placa 

con el holograma, converge hacia un punto situado a la parte derecha del holograma 

como se muestra en la Figura 5, formando la denominada imagen real. 

 

Figura 5. Generación de la imagen real 

 

Su formulación matemática la podemos ver usando la combinación de la 

ecuación (12) y la ecuación (13) dando como resultado para el cuarto término: 

 
𝑈4(𝑥, 𝑦) = 𝛽′|𝐴|2 = 𝛽′|𝐴|2𝑎0

∗  𝑒
−𝑗𝑘√𝑧𝑜

2+(𝑥−𝑥0)2+(𝑦−𝑦0)2

 
(15) 

vemos que la onda reconstruida es la conjugada del haz objeto, incluyendo la 

constante 𝑎0 y la onda esférica. En un ejemplo tan simple como el mostrado en la 

Figura 3 no es relevante, pero en el caso de que el objeto tenga una amplitud 

compleja podría ser importante, y señalamos que, en el campo de la microscopia, las 

muestras vivas, suelen ser objetos que modifican la amplitud y la fase del haz que 

las atraviesa.  
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2.1.1. El holograma de Gabor 
 

Según el trabajo inicial de Dennis Gabor [1] y los trabajos inmediatamente 

posteriores [2,4], para poder registrar un holograma, el objeto debe cumplir unos 

requisitos, en particular, que la transmitancia del objeto consista en pequeñas 

variaciones con respecto a un valor medio. 

 

Figura 6. Registro del holograma de Gabor 

 

Como primer paso, se registra el holograma en la placa como se ve en la fFigura 6, 

iluminando el objeto con una fuente de luz coherente y un haz colimado que incide 

perpendicularmente al plano del objeto, dónde la luz transmitida consiste 

principalmente en una onda plana uniforme debida a la transmitancia media y una 

onda débil difractada en el objeto debido a las variaciones en la transmitancia. La 

ecuación de la intensidad resultante es muy similar a la ecuación (3) con la salvedad 

de que ahora el haz de referencia es plano y constante y no tiene dependencia con 

las variables 𝑥 e 𝑦.  

El segundo paso, la reconstrucción, va a tener como inicio la ecuación (5), a partir 

de la cual, añadimos el nuevo haz de reconstrucción que es igual que el usado para 

el registro del holograma, es decir, un haz coherente plano y constante en el plano 

XY. Detallando la ecuación (5) en cada uno de sus términos con los nuevos 

parámetros comentados nos quedamos con  

 𝑈1(𝑥, 𝑦) = 𝑡𝑏𝐴 (16) 

 𝑈2(𝑥, 𝑦) = 𝛽′𝐴|𝑎(𝑥, 𝑦)|2 (17) 

 𝑈3(𝑥, 𝑦) = 𝛽′|𝐴|2𝑎(𝑥, 𝑦) (18) 

 𝑈4(𝑥, 𝑦) = 𝛽′|𝐴|2𝑎∗(𝑥, 𝑦) (19) 
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El primer término, 𝑈1 de la ecuación (16), es luz transmitida que pasa directamente 

a través del holograma, que se atenúa, pero no se difracta. 

El segundo término, 𝑈2 de la ecuación (17), puede ser descartado siempre y cuando 

se cumpla que el objeto tiene una alta transmitancia y sus variaciones son mucho 

menores que la transmitancia media del objeto. Corresponde con la difracción de un 

patrón de intensidad (sin fase), por lo que se difracta débilmente. Ésta es la mayor 

limitación del holograma de Gabor, pues si el término 𝑈2 no es despreciable, incluso 

llegar a ser el término con mayor contribución, y anular los otros términos. Y como 

ejemplo, podremos realizar un holograma de Gabor de unas letras con un fondo 

transparente, pero no de unas letras transparentes sobre un fondo opaco. 

El tercer término, 𝑈3 de la ecuación (18), es proporcional a la onda proveniente del 

objeto, con lo cual, corresponde al objeto original en su plano original, previo al 

holograma, dando lugar a la imagen virtual, como se muestra también en la Figura 

7. 

 

Figura 7. Formación de las imágenes gemelas con un holograma de Gabor. 

 

De forma muy similar, el término 𝑈4 de la ecuación (19), genera la imagen real a 

una distancia 𝑧0 situado a la derecha del holograma. Así que, en cualquier holograma 

de Gabor existen dos imágenes gemelas separadas entre sí una distancia 2𝑧0, que 

hará de ello otra limitación de este tipo de hologramas. 

Dado que el holograma de Gabor se registra en línea, tanto el haz de referencia como 

el haz difractado del objeto comparten el mismo eje, cuando la imagen real se enfoca, 

se puede observar una imagen desenfocada sobre ella que corresponde a la imagen 

virtual. Del mismo modo, cuando se observa la imagen virtual del holograma, 

simultáneamente se ve una imagen desenfocada que corresponde, en este caso, a la 

imagen real. Esta limitación no es tanto por la existencia de ambas imágenes, sino 

por la imposibilidad de separarlas. 
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2.1.2. El holograma de Leith-Upatnieks 
 

La aparición de la holografía atrajo a multitud de investigadores. Esta nueva técnica 

ofrecía muchas posibilidades, aunque también mostraba algunas limitaciones. Parte 

de las nuevas investigaciones se centraron en mejorar los problemas que presentaba 

el holograma de Gabor. Hay que recordar que, en aquel momento, todavía no existía 

el láser, pero ello no frenó el interés en la holografía. 

Ya en 1962, con la reciente invención de los láseres, fueron Emmett Leith y Juris 

Upatnieks los que crearon una nueva forma de registrar el holograma [10], llamado 

holograma de Leith-Upatnieks, o también holograma fuera de eje (off-axis hologram), 

cuya novedad, frente al holograma de Gabor, consiste en modificar la forma de 

registrarlo. En este caso, la referencia no es parte de la luz que atraviesa el objeto, 

sino que se introduce la referencia con una ligera inclinación junto con la luz 

difractada del objeto como se aprecia en la Figura 8. 

 

Figura 8. Registro de un holograma de Leith-Upatnieks empleando ya un láser 

 

Ahora, en el medio de registro del holograma, tenemos la superposición de dos ondas, 

la primera que proviene del objeto y la segunda que, sin atravesar el objeto, viene 

fuera de eje con una cierta inclinación. Por tanto, la amplitud en el medio de registro 

será 

 𝑈(𝑥, 𝑦) = 𝐴 𝑒−𝑗2𝜋𝛼𝑦 + |𝑎(𝑥, 𝑦)| 𝑒−𝑗𝜙(𝑥,𝑦) (20) 

 

donde la frecuencia espacial α de la onda plana de viene dada por: 

 
𝛼 =

sin 2𝜃

𝜆
 (21) 
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Y si calculamos la intensidad de la ecuación (20) tendremos como resultado una 

expresión en la que vemos dependencia de la amplitud y de la fase del objeto, 

modulando la amplitud y la fase de la portadora 𝛼 

 𝐼(𝑥, 𝑦) = |𝐴|2 + |𝑎(𝑥, 𝑦)|2 + 2|𝐴| |𝑎(𝑥, 𝑦)| cos(2𝜋𝛼𝑦 − 𝜙(𝑥, 𝑦)) 

 

(22) 

 

Posteriormente volveremos sobre la portadora 𝛼, para ver el ángulo mínimo del haz 

de referencia con el que podremos reconstruir el objeto sin ambigüedades. 

Si para la reconstrucción aplicamos una onda plana uniforme de amplitud B que 

incide en dirección normal al holograma, podemos calcularla y mostrar cada uno de 

sus términos separadamente para analizarlos detenidamente: 

 𝑈1(𝑥, 𝑦) = 𝐵 𝑡𝑏 (23) 

 𝑈2(𝑥, 𝑦) = 𝛽′𝐵|𝑎(𝑥, 𝑦)|2 (24) 

 𝑈3(𝑥, 𝑦) = 𝛽′𝐵𝐴∗𝑎(𝑥, 𝑦)𝑒𝑗2𝜋𝛼𝑦 (25) 

 𝑈4(𝑥, 𝑦) = 𝛽′𝐵𝐴𝑎∗(𝑥, 𝑦)𝑒−𝑗2𝜋𝛼𝑦 (26) 

 

El primer término, 𝑈1, es constante, simplemente proporcional a la luz incidente, un 

haz que atraviesa el holograma y se propaga a lo largo del mismo eje. 

El segundo término, 𝑈2, presenta una variación espacial en el plano XY, pero al ser 

una distribución de amplitud sin variaciones de fase se propaga próximo al eje de 

incidencia del haz de reconstrucción. El ancho de banda de este término suele ser 

relativamente pequeño en comparación a la frecuencia de la portadora 𝛼, y eso 

provoca que puedan separarse fácilmente las imágenes. 

 

Figura 9. Reconstrucción de las imágenes de un holograma de Leith-Upatnieks 
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El término 𝑈3, muestra una onda que es proporcional a aquella que provenía del 

objeto en el momento de ser registrada, lo cual significa que este término genera una 

imagen virtual a una distancia z0 a la izquierda del holograma, tal y como aparece 

en la Figura 9. Pero además, en la ecuación (25), también observamos la componente 

𝑒𝑗2𝜋𝛼𝑦 que indica que la imagen es desviada un ángulo 2𝜃 con respecto al eje óptico. 

De forma similar, el término 𝑈4 de la ecuación (26), es proporcional a la onda 

𝑎∗(𝑥, 𝑦), con lo que generará la imagen real a una distancia 𝑧0 a la derecha del 

holograma. También, igual que el término 𝑈3, existe la componente de fase lineal 

𝑒−𝑗2𝜋𝛼𝑦 que indica que la imagen será desplazada del eje óptico con un ángulo 

de −2𝜃. 

Para el caso de la reconstrucción se ha usado un haz constante plano con incidencia 

normal al holograma. Este haz de reconstrucción, si lo comparamos con el haz de 

referencia usado de la Figura 8, vemos que son distintos, y que tampoco es igual al 

conjugado del haz de referencia. 

Finalmente, con el holograma de Leith-Upatnieks vemos que siguen formándose las 

imágenes gemelas (real y virtual), que en determinados casos no es deseable, pero la 

diferencia con respecto al holograma de Gabor reside en que, bajo determinadas 

condiciones, la imagen virtual, la imagen real y el resto de ondas pueden están 

separadas y pueden recuperarse sin solapamiento. Para evitar el solapamiento, 

necesitamos que la portadora incidente con un ángulo de 2𝜃 sea mayor que un 

determinado 2𝜃𝑚𝑖𝑛. Para encontrar este mínimo, es suficiente determinar la 

frecuencia de la portadora α para la cual los espectros de frecuencia espacial de los 

términos 𝑈3 y 𝑈4, de las ecuaciones (25) y (26) respectivamente, no se solapen con 

los espectros de los términos 𝑈1 y 𝑈2 de las ecuaciones (23) y (24). Esto permitiría 

realizar un filtrado espacial en el dominio de Fourier para recuperar un único 

término. Así que definimos la transformada de Fourier de la onda que proviene del 

objeto como: 

 𝐺𝑎(𝑓𝑥, 𝑓𝑦) = ℱ{𝑎(𝑥, 𝑦)} (27) 

para usarla al realizar la transformada de Fourier de la ecuación ecuaciones (23),  

(24), (25) y (26) quedando: 

 𝐺1(𝑓𝑥, 𝑓𝑦) = ℱ{𝑈1(𝑥, 𝑦)} = 𝐵𝑡𝑏𝛿(𝑓𝑥 , 𝑓𝑦) (28) 

 𝐺2(𝑓𝑥, 𝑓𝑦) = ℱ{𝑈2(𝑥, 𝑦)} = 𝛽′𝐵𝐺𝑎(𝑓𝑥, 𝑓𝑦) ⊛ 𝐺𝑎(𝑓𝑥 , 𝑓𝑦) (29) 

 𝐺3(𝑓𝑥, 𝑓𝑦) = ℱ{𝑈3(𝑥, 𝑦)} = 𝛽′𝐵𝐴∗𝐺𝑎(𝑓𝑥 , 𝑓𝑦 − 𝛼) (30) 

 𝐺4(𝑓𝑥, 𝑓𝑦) = ℱ{𝑈4(𝑥, 𝑦)} = 𝛽′𝐵𝐴𝐺𝑎
∗(−𝑓𝑥, −𝑓𝑦 − 𝛼) (31) 
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De la ecuación (29), aclaramos que el símbolo  significa la operación correlación. 

Teniendo en cuenta que 𝐺𝑎 de la ecuación (27), tiene el mismo ancho de banda que 

el objeto, ya que solamente se diferencian en la distancia propagada que es una 

función puramente de fase, suponemos que 𝐺𝑎 (y por tanto el objeto) no tiene 

frecuencias mayores que B ciclos/mm. 

 

Figura 10. Espectro de un holograma de Leith-Upatnieks 

 

Por simplicidad y mayor facilidad de representación, en la Figura 10 se muestra solo 

un eje de frecuencias espaciales. 

De los términos calculados anteriormente, vemos que el primer término 𝐺1, 

corresponde a una delta ubicada en el origen dado que es solo un fondo de luz 

transmitida. El término 𝐺2, es proporcional a la autocorrelación de |𝐺𝑎|, por tanto, 

su frecuencia máxima alcanza a ser 2B. 

Por último, el término |𝐺3|, que es proporcional a |𝐺𝑎|, tiene una frecuencia máxima 

de B, aunque está desplazado, centrado en la frecuencia (0, 𝛼). El término |𝐺4|, de 

forma similar al 𝐺3, es proporcional a la versión reflejada de |𝐺𝑎|, centrado en la 

frecuencia (0, -𝛼). 

Observando la Figura 10 se puede comprobar gráficamente que los términos |𝐺3| y 

|𝐺4| pueden ser separados del término 𝐺2 siempre y cuando se cumpla que: 

 𝛼 ≥ 3𝐵 (32) 

que combinado con la ecuación (21), quedaría  

 sin(2𝜃) ≥ 3𝐵𝜆 (33) 

y despejando el ángulo obtenemos 

 2𝜃𝑚𝑖𝑛 = sin−1(3𝐵𝜆) (34) 
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2.1.3. Propagación del campo electromagnético 
 

La amplitud del campo electromagnético (EM), en el caso de una única polarización, 

puede ser representada escalarmente. La ecuación escalar de tres dimensiones de 

Helmholtz para un medio lineal homogéneo e isotrópico se puede resolver por el 

método de espectro angular o por el método de convolución (ver [89] para consultar 

una explicación extensa) entre otros métodos. 

En el método de espectro angular, el campo EM inicial y su propagación se trata en 

el dominio frecuencial. Definimos la función 𝐴 cómo la transformada de Fourier de 

dos dimensiones de 𝑈: 

 
𝐴(𝛼, 𝛽, 𝑧) = ℱ{𝑈(𝑥, 𝑦, 𝑧)} = ∬ 𝑈(𝑥, 𝑦, 𝑧)𝑒−𝑗(𝛼𝑥+𝛽𝑦) 𝑑𝑥 𝑑𝑦 (35) 

 

donde 𝛼 y 𝛽 son frecuencias espaciales, y la propagación de la luz en cualquier plano 

con 𝑧 constante viene dada por: 

 𝐴(𝛼, 𝛽, 𝑧) = 𝐴(𝛼, 𝛽, 0)  ⋅ 𝐺(𝛼, 𝛽, 𝑧) 

 
(36) 

siendo 𝐺 la función de transferencia que refleja el desfase de cada componente en 

ondas planas del objeto según se propagan: 

 𝐺(𝛼, 𝛽, 𝑧) = 𝑒𝑗√(𝑘2−𝛼2−𝛽2) 𝑧 (37) 

 

Por tanto, de las ecuaciones (35), (36) y (37) podemos calcular 𝑈(𝑥, 𝑦, 𝑧) en cualquier 

plano 𝑧 a partir de 𝑈(𝑥, 𝑦, 0) según vemos en la siguiente ecuación: 

 𝑈(𝑥, 𝑦, 𝑧) = ℱ−1{𝐴(𝛼, 𝛽, 𝑧)} = ℱ−1{𝐴(𝛼, 𝛽, 0)  ⋅ 𝐺(𝛼, 𝛽, 𝑧)} = 

= ℱ−1{ℱ{𝑈(𝑥, 𝑦, 0)}  ⋅ 𝐺(𝛼, 𝛽, 𝑧)} 
(38) 
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Para el método de convolución se utiliza la respuesta impulsional asociada a la 

función de transferencia óptica 𝐺 de la ecuación (37), y se obtiene mediante su 

transformada de Fourier inversa [90]: 

 
𝑔(𝑥, 𝑦, 𝑧) =

1

4𝜋2
∬ 𝐺(𝛼, 𝛽, 𝑧)  ⋅ 𝑒(𝑗𝛼𝑥+𝑗𝛽𝑦) 𝑑𝛼 𝑑𝛽 =

1

2𝜋

𝑒𝑗𝑘𝑟

𝑟

𝑧

𝑟
(

1

𝑟
− 𝑗𝑘) 

𝑠𝑖𝑒𝑛𝑑𝑜      𝑟 = √𝑥2 + 𝑦2 + 𝑧2 

(39) 

 

Puesto que tenemos definido el campo EM inicial y la respuesta impulsional de la 

difracción en el dominio espacial (ecuación (39)), podemos obtener el valor del campo 

EM en cualquier plano z mediante la convolución entre ambos: 

 𝑈(𝑥, 𝑦, 𝑧) = 𝑈(𝑥, 𝑦, 0) ∗ 𝑔(𝑥, 𝑦, 𝑧) (40) 

 

Pese a que no estamos tratando todavía ningún ejemplo numérico, es conocido que 

la operación convolución es computacionalmente costosa, y en multitud de casos se 

hace uso de las propiedades de la transformada de Fourier, para calcularse. Por 

tanto, podemos expresar la ecuación (40) como: 

 𝑈(𝑥, 𝑦, 𝑧) = ℱ−1{ℱ{𝑈(𝑥, 𝑦, 0)}  ⋅ ℱ{𝑔(𝑥, 𝑦, 𝑧)}} (41) 

 

Comparando las ecuaciones (38) y (41) vemos que existe gran similitud entre ellas, 

pero las diferencias serán muy importantes en su aplicación numérica cuando 

entremos en la holografía digital. 

 

 

2.1.4. Aumento geométrico del proceso holográfico 
 

Como se ha hablado anteriormente, el proceso holográfico consta de dos partes, la 

parte del registro del holograma y la parte de la reconstrucción. Si realizamos el 

proceso completo, pero con variaciones entre el registro del holograma y su posterior 

reconstrucción (Figura 11), podemos conseguir un objeto reconstruido de distintas 

dimensiones [91,92], aumentado o reducido, con respecto al objeto original. Pero, 

además, se puede introducir otro cambio que también afecta al aumento, que consiste 

en registrar el holograma utilizando una longitud de onda, y reconstruirlo con otra 

longitud de onda distinta. 
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Figura 11. Generación y reconstrucción del holograma en dos pasos 

 

Las distintas configuraciones posibles son muchas, pero de todas ellas, nos vamos a 

centrar únicamente en la que hemos utilizado en los experimentos que constituyen 

esta tesis. Dicha configuración consiste en una fuente puntual de luz cercana como 

referencia para la generación del holograma, y un haz plano como fuente para la 

reconstrucción, ambos de la misma longitud de onda.   

El aumento geométrico 𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚, será distinto dependiendo de la configuración de 

objeto y fuente de luz, dado simplemente por la proyección geométrica del objeto. 

Para ilustrar el concepto, usaremos un sencillo ejemplo en el que consideramos una 

fuente puntual situada a una distancia 𝑞 de la placa de registro del holograma y un 

objeto puntual separado axialmente de la fuente por una distancia 𝑝 (Figura 12). 

 

Figura 12. Disposición de registro del holograma 

 

Además de la separación en horizontal, existe también una separación 𝑦𝑝 paralela a 

la placa de registro, que genera una plaza zonal en la placa de registro cuyo centro 

dista del eje óptico una distancia 𝑦𝑞 determinando el aumento geométrico. La 

relación entre 𝑦𝑞 e 𝑦𝑝 es el aumento geométrico y estas distancias pueden calcularse 

fácilmente por semejanza entre triángulos: 



 Holografía  

 

- 21 - 

 
𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚 =  

𝑦𝑞

𝑦𝑝
=

(𝑠 + 𝑝)

𝑠
 (42) 

 

dónde observamos que 𝑦𝑞 sería igual a 𝑦𝑝 cuando la distancia del objeto al medio de 

registro 𝑝 es igual a cero y tendríamos 𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚 = 1, y que manteniendo constante 𝑦𝑝, 

el valor de 𝑦𝑞 aumenta según vamos alejando el medio de registro del objeto (que 

significa aumentar el valor 𝑝, y por tanto, también aumenta 𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚). Si por el 

contrario, mantenemos constante la distancia 𝑝 entre el medio de registro y el objeto, 

y también mantenemos fija la posición del objeto 𝑦𝑞, al mover la fuente variamos la 

distancia 𝑠, que según más lejos esté la fuente del objeto, menor será el aumento 

registrado, y viceversa. En el caso en el que la fuente la distanciásemos infinitamente 

del objeto, el aumento registrado sería igual a uno. 

Cómo ya habíamos comentado anteriormente, el proceso de reconstrucción, lo 

realizaremos numéricamente, usando un haz plano de la misma longitud de onda, en 

cuyo caso vemos que el proceso digital de reconstrucción no crea aumento. 

 

2.2. Holografía digital 
 

La revolución digital causada por la sustitución de la electrónica analógica en favor 

de la electrónica digital, con un inicio en la década de 1950-1960, afecta también a 

la ciencia, dando paso al cálculo por ordenador de multitud de problemas. La 

potencia de cálculo de los ordenadores crece exponencialmente a medida que pasa el 

tiempo, mientras que su precio disminuye, y por tanto, su presencia en la 

investigación aumenta rápidamente. 

La holografía no es ajena a la revolución digital, y aunque su esencia no cambia, la 

forma de realizarse en los laboratorios y sus aplicaciones posteriores sí varían en 

múltiples aspectos. La Holografía Digital (DH, por sus iniciales en inglés, Digital 

Holography), es el término utilizado en distintos contextos, y en algunos de ellos 

incluye cualquier proceso holográfico en el cual se usa un elemento digital. 

Por un lado, tenemos la llamada CDH (Computer-Generated Digital Holography), 

que se refiere a la generación de un holograma por métodos numéricos. Con estos 

métodos, estamos cambiando sólo el primer paso de la holografía, el paso del registro 

del holograma. Si existe el modelo matemático de un objeto, tanto si existe 

físicamente como si no existe, podemos generar su holograma con la ayuda de un 

ordenador [37], para posteriormente plasmarlo en una placa fotográfica y 

reconstruirlo ópticamente. 
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Por otro lado, en este trabajo, utilizaremos el término DH muy concretamente para 

referirnos a la generación óptica del holograma, adquirido electrónicamente y 

reconstruyendo la imagen por métodos numéricos [49]. En este caso, es el segundo 

paso de la holografía el que se realiza digitalmente al completo. No hay que olvidar, 

que aunque la generación del holograma se realiza ópticamente, éste se registra 

electrónicamente, por tanto, se deben tener en cuenta algunos aspectos del muestreo. 

 

2.2.1. Muestreo 
 

El método de registro en la holografía digital es un sensor con un número limitado 

de píxeles y un tamaño de píxel que típicamente oscila entre 1 µm y 6 µm, y evitar 

el aliasing (frecuencias espurias debidas al muestreo) en la imagen del holograma 

entra dentro del compromiso de la disposición de los elementos del experimento junto 

con el tamaño del campo que queremos visualizar, el aumento y otros. 

Es evidente, que, gracias a la tecnología existente hoy en día, podemos ver en tiempo 

real el holograma capturado por la cámara mientras movemos los elementos del 

experimento, y ésta es la mejor manera de ver cómo nos están afectando fenómenos 

como el aliasing. Sin embargo, podemos realizar unos cálculos rápidos en la 

planificación, utilizando un experimento teórico muy sencillo. 

 

Figura 13. Fuente puntual en línea con objeto puntual 

 

Si consideramos una fuente de luz puntual situada a una distancia 𝑧𝑠 del sensor, y 

un objeto puntual situado en la línea perpendicular al sensor desde la fuente (Figura 

13), separado una distancia 𝑧𝑜 respecto del sensor, registraremos la interferencia 

entre dos ondas esféricas. Por la naturaleza del sensor, que es una matriz de píxeles, 



 Holografía  

 

- 23 - 

y la simetría rotacional del problema que resulta en la generación de una placa zonal 

de Fresnel sobre el plano del sensor, nos centraremos en las interferencias generadas 

sobre el eje Y (valores para x=0) y para simplificar los cálculos, utilizaremos la 

aproximación paraxial de la onda esférica: 

 
𝑆𝑢𝑚𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑚𝑝𝑜𝑠 =

1

𝑧𝑜
𝑒

𝑗
𝜋
𝜆

 
1

𝑧𝑜
𝑦2

𝑒𝑗
2𝜋
𝜆

𝑧𝑜 +
1

𝑧𝑠
𝑒

𝑗
𝜋
𝜆

 
1
𝑧𝑠

𝑦2

𝑒𝑗
2𝜋
𝜆

𝑧𝑠 (43) 

 

Utilizando la ecuación (43), queremos saber las posiciones de los máximos de 

intensidad sobre el eje Y cuya separación determinará la frecuencia del patrón de 

interferencias. Los máximos sucederán cuando la fase de una onda coincida con la 

otra más un número entero multiplicado por 2𝜋, quedando: 

 𝜋

𝜆

1

𝑧𝑜
𝑦2 +

2𝜋

𝜆
𝑧𝑜 + 2𝜋𝑚 =

𝜋

𝜆

1

𝑧𝑠
𝑦2 +

2𝜋

𝜆
𝑧𝑠        con     𝑚 ∈  ℕ (44) 

 

Realizando algunas operaciones, simplificamos la ecuación en: 

 𝑦2

𝜆
(

1

𝑧𝑜
−

1

𝑧𝑠
) =

2(𝑧𝑠 − 𝑧𝑜)

𝜆
− 2𝑚 (45) 

 

dónde finalmente despejamos la incógnita 𝑦: 

 
𝑦 = √2

𝑧𝑠𝑧𝑜

𝑧𝑠 − 𝑧𝑜

((𝑧𝑠 − 𝑧𝑜) − 𝑚𝜆) (46) 

 

Teniendo en cuenta los parámetros del sensor de la cámara (Figura 14), podemos 

calcular la posición de los máximos que entran dentro del sensor, que cumplen       

𝑦 < ℎ/2. 
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Figura 14. Interferencias de intensidad sobre el sensor de la cámara 

 

Utilizando la ecuación (46) podemos calcular el valor de 𝑚 cuando 𝑦 = ℎ/2: 

 
𝑚 =

𝑧𝑠 − 𝑧𝑜

𝜆
(1 −

ℎ2

8

1

𝑧𝑠𝑧𝑜
) (47) 

 

Con la información de las ecuaciones (46) y (47), podemos saber cuáles son los dos 

máximos más cercanos al borde del sensor, que son exactamente los que tienen menor 

separación entre ellos, y los llamamos 𝑦1 e 𝑦2. Dichos máximos de intensidad podrán 

ser detectados sin existencia de aliasing cuando caigan en dos píxeles no adyacentes, 

por tanto, la distancia mínima necesaria entre ellos será de dos píxeles:  

 𝑦1 − 𝑦2 > 2𝑝 (48) 

 

donde 𝑝 es el tamaño del píxel. 

Si usamos la configuración de la Figura 13, por ejemplo, con el sensor industrial de 

la marca Sony, modelo IMX392 [93], cuyo número de píxeles es 1920x1200, y el 

tamaño de cada uno de dichos píxeles es 3.45µm x 3.45µm, siendo el lado más largo 

del sensor 6.62 mm. Utilizando un láser verde de 532 nm acoplado a fibra, cuya 

salida se sitúa a 15 mm del sensor y un objeto puntual situado a 12 mm del sensor, 

los máximos estarán situados en las posiciones determinadas por la ecuación (46). 

Teniendo en cuenta que los valores de 𝑦 superiores a la mitad del tamaño del sensor 

no nos interesan, podemos calcular las posiciones de los máximos contiguos más 

cercanos al límite del sensor. Sustituyendo todos los valores del ejemplo en la 

ecuación (47), y obtenemos los valores para 𝑚 = 5468 y 𝑚 = 5469, que utilizados 

en la ecuación (46) nos da unos valores en milímetros de 𝑦 = 3.305 e 𝑦 = 3.2953, su 

diferencia es Δ𝑦 = 9.67𝜇𝑚, que cumple con el requisito de la ecuación (48), por lo 

tanto no tendremos aliasing en este montaje. 
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2.2.2. Métodos numéricos de propagación 
 

La propagación del campo EM definida en el apartado 2.1.3, es aplicable a la 

holografía digital, teniendo en cuenta que se deben discretizar los valores de 𝑥, 𝑦 a 

las cuales llamaremos 𝑥𝑚, 𝑦𝑚. La forma más sencilla de hacerlo es tomar cada punto 

de la señal digital como una unidad de superficie cuadrada del tamaño del píxel. 

Para el caso de propagación de espectro angular, utilizaríamos la ecuación (38), que 

discretizaríamos, quedando: 

 𝑈(𝑥𝑚, 𝑦𝑚, 𝑧) = 𝐼𝐹𝐹𝑇2{𝐹𝐹𝑇2{𝑈(𝑥𝑚, 𝑦𝑚, 0)}  ⋅ 𝐺(𝛼𝑚, 𝛽𝑚, 𝑧)} (49) 

 

Aparte de la discretización de los valores 𝑥 e 𝑦, se cambia la transformada de Fourier 

por una transformada discreta, que habitualmente se ejecutará en un ordenador con 

el algoritmo de la FFT (Fast Fourier Transform). El prefijo I indica transformada 

inversa, mientras que el sufijo 2 indica FFT bidimensional. 

Como se ha mencionado, una forma muy evidente de discretizar el espacio continuo 

es utilizar el tamaño de píxel del sensor como unidad básica. Si usamos el ejemplo 

del sensor IMX392, cada píxel será equivalente a una superficie cuadrada de 3.45µm 

x 3.45µm, y tendríamos una superficie total del sensor de 1920x1200 píxeles que 

resultaría en 6.62mm x 4.14mm. Utilizando un láser de 532 nm, que según la ecuación 

(37), define la función de transferencia a una distancia de 2.5 mm como la que 

podemos ver en la Figura 15. Debido a que el sensor tiene un mayor número de 

píxeles en horizontal que en vertical, la fase de la función de transferencia presenta 

una forma elíptica ya que se define directamente en el dominio frecuencial. 

 

Figura 15. Fase de la función de transferencia para una propagación a 2.5 mm 

 



 Holografía  

 

- 26 - 

Dicha función de transferencia tiene límite en frecuencia de 1/𝜆 y su variación de 

fase es más rápida a medida que se aleja del centro, lo cual significa que se debe 

tener en cuenta si está bien muestreada (o calculada) para no producir errores en el 

resultado.  

Si deseamos crear un objeto circular de 0.5 milímetros de diámetro, éste tendría una 

radio de 72 píxeles, que podría estar centrado en una imagen de 1920x1200 píxeles 

correspondientes a dicho sensor (Figura 16). Ahora, según la propagación por 

espectro angular, para conocer el resultado de la difracción de un haz plano incidente 

sobre el objeto circular, a una distancia de 2.5 mm, tenemos que calcular el filtrado 

del objeto con la función de transferencia. 

a)  

 

b) 

 
Figura 16. a) Objeto circular de 0.5 milímetros de diámetro, y b) Resultado en valor 

absoluto de la difracción con un haz plano de 532 nm a una distancia de 2.5 mm 

 

 

Para el caso del método de convolución, la discretización se hace en el dominio 

espacial tanto del objeto como de la respuesta impulsional que se usa para la 

convolución, y la ecuación (41) queda: 

 𝑈(𝑥𝑚, 𝑦𝑚, 𝑧) =  𝑈(𝑥𝑚, 𝑦𝑚, 0) ∗ 𝑔(𝑥𝑚, 𝑦𝑚, 𝑧) = 

= 𝐼𝐹𝐹𝑇2{𝐹𝐹𝑇2{𝑈(𝑥𝑚, 𝑦𝑚, 0)}  ⋅ 𝐹𝐹𝑇2{𝑔(𝑥𝑚, 𝑦𝑚, 𝑧)}} 
(50) 

 

Al hacer uso de las propiedades de la Transformada de Fourier, no hay que olvidar 

que la convolución se convierte en convolución cíclica cuando se muestrean las 

señales y se usa la Transformada Discreta de Fourier, por tanto, será necesario 

ampliar la matriz de la respuesta impulsional discretizada rellenando de ceros dicha 

ampliación hasta conseguir un tamaño que doble su tamaño original. 

Como el caso anterior, la definición de 𝑔(𝑥, 𝑦, 𝑧), definida en la ecuación (39), tiene 

su variación es más rápida según nos alejamos del centro, con un periodo mínimo 
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de 𝜆. Luego, es necesario, asegurarnos que en la discretización no se produce aliasing. 

Tomaremos su aproximación paraxial: 

 
𝑔(𝑥, 𝑦, 𝑧) =

1

2𝜋

𝑒𝑗𝑘𝑟

𝑟

𝑧

𝑟
(

1

𝑟
− 𝑗𝑘) ≈

𝑒𝑗𝑘𝑧

𝑗𝜆𝑧
𝑒

𝑗𝑘(𝑥2+𝑦2)
2𝑧  

 

𝑠𝑖𝑒𝑛𝑑𝑜     𝑟 = √𝑥2 + 𝑦2 + 𝑧2 

(51) 

 

La variación que se produce sobre un plano con 𝑧 constante va a depender 

exclusivamente de la variación en 𝑥 e 𝑦, que por simplicidad, usaremos solo la 

variación en 𝑥, tomando el valor de 𝑦 = 0, y comprobaremos que los valores de fase 

de dos puntos consecutivos no se diferencian en más de 𝜋 radianes. Extrayendo de 

la ecuación (51), la fase que es variable nos queda: 

 
𝑒

𝑗𝜋𝑥2

𝜆𝑧 = 𝑒𝑗𝜑 (52) 

 

Donde discretizamos para valores de 𝑥: 

 𝜑(𝑛) =
𝜋

𝜆𝑧
𝑛2(Δ𝑥)2    con      𝑛 𝜖 ℕ (53) 

 

Buscando el valor máximo de 𝑥, siendo 𝑁 el número de píxeles en dicha dirección, 

lo encontraremos para un valor 𝑛 = 𝑁/2 : 

 
𝜑 (

𝑁

2
) − 𝜑 (

𝑁

2
− 1) < 𝜋 ⇒ 

𝜋

𝜆𝑧
(Δ𝑥)2 (

𝑁2

4
−

𝑁2

4
+ 𝑁 − 1) < 𝜋 ⇒ 

𝑧 ≥  
𝑁

𝜆
(Δ𝑥)2 

(54) 

 

Análogamente podemos encontrar que para el correcto muestreo de la función de 

transferencia en el método de propagación de espectro angular obtendríamos: 

 
𝑧 ≤  

𝑁

𝜆
(Δ𝑥)2 (55) 
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 Por lo que usaremos el método de propagación de espectro angular para distancias 

cortas y el método de propagación de convolución para distancias largas, dadas por 

los parámetros del montaje y el resultado de las ecuaciones (54) y (55). 

 

2.2.3. Algoritmos de recuperación de fase 
 

Podemos dividir estos algoritmos en dos grandes grupos, aquellos que utilizan la 

holografía como método subyacente y aquellos que no precisan partir de un 

holograma. 

La microscopia holográfica utiliza un interferómetro como base y un sensor para el 

registro del holograma. La recuperación de amplitud y fase en una configuración 

fuera de eje (off-axis) puede realizarse mediante el filtrado en Fourier [94] mientras 

que en configuración en-eje (on-axis) puede obtenerse mediante el uso del proceso de 

phase-shifting [95,96]. Pero en las dos últimas décadas otros métodos de recuperación 

de fase se han propuesto debido al creciente interés en obtener imágenes de fase 

cuantitativas. 

Zicha et al. [97,98] propusieron el método Digitally Recorded Interference Microscopy 

with Automatic Phase Shifting (DRIMAPS) que combina la interferometría phase-

shifting, automatizando el movimiento motorizado de prismas ópticos para variar la 

fase de la referencia, junto con microscopía para obtener imágenes de fase en biología 

siendo aplicada al estudio de motilidad, crecimiento y dispersión celular. 

Spiral Phase Contrast Microscopy (SPCM) es un método que propone un montaje 

similar al del microscopio de Zernike al que se le añade un filtro de fase en espiral 

que produce un realce de los bordes de la muestra y puede ser utilizado para extraer 

información sobre su topografía [99]. Además, si se obtienen una serie de imágenes 

con una diferente rotación del filtro de fase en espiral se puede obtener la información 

completa de la fase de la muestra [100,101]. 

Fourier Phase Microscopy (FPM) combina la microscopia de contraste de fase con 

la interferometría phase-shifting [102]. Adicionalmente, se puede reducir el ruido 

utilizando fuentes parcialmente coherentes, siendo utilizado para el estudio de la 

dinámica celular en largos periodos de tiempo [103–105]. Sin embargo, FPM tiene la 

limitación por el uso del pase-shifting que no permite grabaciones de fenómenos muy 

rápidos (de la escala de milisegundos) como las fluctuaciones de la membrana celular. 

Una alternativa, Hilbert Phase Microscopy (HPM) aplica matemáticamente la 

transformada de Hilbert al holograma capturado fuera de eje (off-axis) utilizando un 

interferómetro Mach-Zehnder consiguiendo extraer el retardo de la fase introducido 
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por la muestra [106–108]. Esta técnica precisa de un solo holograma por lo que es 

capaz de medir fenómenos muy rápidos ya que está limitado únicamente por la 

velocidad de adquisición del sensor. Por el contrario, HPM sufre inestabilidades de 

longitud de camino óptico en ambas ramas debido a cambios mecánicos y/o térmicos. 

Diffraction Phase Microscopy (DPM) es una combinación de las principales ventajas 

de FPM y HPM, se consigue la recuperación de fase con alta estabilidad en distintas 

escalas temporales siendo necesario un único holograma [109–111]. La técnica DPM 

ha sido combinada también con fluorescencia [112], microscopía confocal [113] y 

tranformada de Fourier de la luz dispersada [114,115], dando lugar a múltiples 

configuraciones y aplicaciones. 

Y uno de los más recientes métodos propuestos Spatial Light Interference Microscopy 

(SLIM), combina la microscopia de contraste de fase con la holografía de 

Gabor [116]. SLIM crea un ciclo entero de phase-shifting mediante el uso de un SLM 

(Spatial Light Modulator), obteniendo hologramas con un cambio de fase de la 

referencia a 0, π/2, π, 3π/2, que se combinan para producir una imagen de fase 

cuantitativa de campo completo. 

Sin embargo, no es necesario partir de un holograma para conseguir recuperar la fase 

de una distribución de intensidad. Uno de los trabajos iniciales de recuperación de 

fase fue ideado por R.W. Gerchberg y W.O. Saxton en 1972 [88], que se utiliza para 

obtener la fase del campo de entrada conocidas las amplitudes en dos planos, en el 

de entrada y en el de salida, mediante un algoritmo iterativo. La idea general de este 

algoritmo está mostrada en la Figura 17, y consiste en obtener una nueva estimación 

de la fase de entrada en cada iteración mediante la propagación de ida y de vuelta 

entre los dos planos. 

Partiendo en de la entrada, se usa la amplitud conocida 𝐸𝑖𝑛(𝑥, 𝑦) y una fase aleatoria 

inicial 𝜑0(𝑥, 𝑦), que para inicio de cualquier iteración denotamos como 

𝐸𝑖𝑛(𝑥, 𝑦)𝑒𝑗𝜑𝑚(𝑥,𝑦) siendo m el número de la iteración. Posteriormente, se calcula el 

campo en el plano de salida, siendo el resultado de propagar a través del sistema 

óptico dicho campo de entrada, que denominamos 𝐵𝑚 (𝑢, 𝑣)𝑒𝑗𝛷𝑚(𝑢,𝑣). Dado que en 

el plano de salida conocemos la amplitud del campo, podemos usarla para tener un 

resultado combinando el campo conocido con la fase calculada, de forma que 

obtendríamos 𝐸𝑜𝑢𝑡(𝑢, 𝑣)𝑒𝑗𝛷𝑚(𝑢,𝑣). 
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Figura 17. Diagrama del algoritmo de Gerchberg-Saxton 

 

Después, se realiza el camino inverso, calculando el campo de entrada a través del 

campo de entrada, de forma que obtendríamos 𝐴𝑚(𝑥, 𝑦)𝑒𝑗𝜑𝑚+1(𝑥,𝑦). La fase obtenida 

al final de esta iteración puede ser el resultado final si se ha conseguido la 

convergencia. En caso de continuar con las iteraciones se sustituiría la amplitud del 

campo de entrada con aquella ya conocida 𝐸𝑖𝑛(𝑥, 𝑦) y se volvería a iniciar el bucle 

hasta que se consigue la convergencia en el resultado. La convergencia de este 

algoritmo fue probada [117], y asegura que la estimación de la fase en cada iteración 

es, al menos, tan buena como la previamente calculada. 

Otro método, Quantitative Optical Phase Microscopy (QOPM) propuesto por Barty 

et al. [118], obtiene la distribución de fase mediante el análisis de como la 

propagación del haz se ve afectada por la muestra. En un típico microscopio por 

transmisión se obtienen varias imágenes (en foco y desenfocadas) moviendo la 

muestra axialmente a lo largo del eje Z mediante un motor paso a paso. Estas 

imágenes se usan como entrada de un algoritmo determinista basado en la TIE 

(Transport Intensity Equation) [83,119]. 
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2.2.4. Configuraciones típicas de holografía digital 
 

Por simplicidad, solamente nos referiremos a algunas de las configuraciones más 

comunes usadas en la holografía digital sin lentes. 

 

Configuración de holografía digital en eje (Digital In-line Holography) 

La LHM viene de la implementación digital de la invención de Gabor, vista 

anteriormente en el apartado 1.2, donde una fuente de luz coherente ilumina la 

muestra y el frente de onda difractado es capturado por un sensor de estado sólido 

en lugar de una placa de registro (Figura 18), y posteriormente poder reconstruir la 

imagen del objeto mediante métodos numéricos. 

 

Figura 18. Holografía digital de Gabor 

 

En algún caso, se emplea el término holografía digital en eje solamente en los casos  

en los que la onda referencia se introduce en línea con el eje óptico pero posterior al 

objeto (Figura 19), que es una posible solución cuando el objeto utilizado no tiene 

suficiente transparencia como para que el haz de referencia lo atraviese y se generen 

interferencias. Aun así, en este trabajo nos referiremos a holografía digital en-línea 

en ambos casos, tanto si la referencia viene directamente atravesando el objeto como 

si es introducida separadamente. 
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Figura 19. Holografía digital en-línea con referencia introducida después 

del objeto 

 

La LHM se utiliza típicamente en dos configuraciones extremas [120], 

esquematizadas en la Figura 20. En la primera configuración, la muestra se sitúa 

cerca de la fuente puntual de iluminación y, en comparación, lejos del sensor digital 

[121–126]. Así conseguimos un factor aumento que típicamente será de 5X a 20X, 

debido a la proyección geométrica del patrón de difracción de la muestra sobre el 

plano del sensor, y obtenemos un campo de visión y límite de resolución similar a un 

montaje con lentes DHM de apertura numérica media (en un rango de 0.4 a 0.5). 

 

Figura 20. a) Configuración de gran aumento 

b) Configuración de poco aumento 

 

La segunda configuración, la fuente de iluminación se sitúa lejos de la muestra, 

mientras que ésta se encuentra casi en contacto con el sensor [127–132], donde no 

existe aumento geométrico apreciable pero mejora considerablemente la extensión 

del campo de visión ya que se utiliza toda el área del sensor. El límite de resolución 

alcanzado es típico de sistemas de baja apertura numérica (en un rango de 0.2 – 0.3) 

principalmente limitado por el tamaño del pixel. Muchas veces nos referimos a este 

tipo de configuración como On-chip Microscopy. 
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Configuración de holografía digital fuera de eje (Digital off-line holography) 

La holografía fuera de eje consiste en la configuración del registro del holograma 

según la realización del holograma de Leith-Upatnieks [50], visto en el apartado 1.3. 

 

Figura 21. Holografía digital fuera de eje 

 

Con este método conseguimos separar la imagen virtual de la imagen real, haciendo 

que al reconstruir quede en el centro la referencia, y en los laterales la imagen real y 

la virtual, una a cada lado. Dado que la reconstrucción se realiza por métodos 

numéricos, es posible realizar la reconstrucción con un haz con ángulo de forma que 

la imagen del objeto quede centrada. 

 

Configuración de holografía digital de Fourier sin lentes 

En esta configuración, la fuente de luz que interfiere con la luz difractada del objeto 

tiene origen en el mismo plano donde se sitúa el objeto. 

 

 

Figura 22. Holografía de Fourier 

 

En la Figura 22, se representa una de las formas en las que se puede realizar un 

holograma de Fourier sin lentes, dónde se utiliza un haz de luz colimado para 

iluminar el objeto, y parte de ese haz, que no atraviesa el objeto, atraviesa una lente 

para focalizar en el mismo plano donde situamos el objeto [133]. Cada punto del 
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objeto se convierte en una intensidad sinusoidal con frecuencia dada por la posición 

del punto objeto. Puede reconstruirse con una simple transformada de Fourier. 

 

2.2.5. Multiplexación en holografía digital 
 

Definimos la multiplexación como la técnica para combinar varias señales 

transmitidas o procesadas a través de un único sistema. Este concepto fue inventado 

en el ámbito de las telecomunicaciones, cuando Jean Mourice Émilie Baudot [134] 

pensó en un mejor aprovechamiento de los telégrafos (teletipos), ya que pasaban 

gran parte del tiempo en estado de espera y sólo actuaban durante el poco tiempo 

en el que recibían un símbolo. Este primer uso compartido del canal fue realizado 

por multiplexación en tiempo. 

En la holografía también se pensó en un mejor aprovechamiento de los medios 

disponibles, donde la primera aplicación de la multiplexación fue el uso de la placa 

de registro para almacenar la información de más de un holograma. Estas primeras 

técnicas de multiplexado holográfico hacían uso de las propiedades espacio-

frecuenciales [135–140] y la polarización [141,142] permitiendo posteriormente la 

reconstrucción de cada uno de ellos de forma independiente. Hay que reseñar que en 

estos primeros montajes experimentales también se hacía uso de la multiplexación 

temporal, entendiendo ésta como que era necesario reemplazar el objeto y realizar 

algunos cambios en el sistema óptico para registrar el nuevo holograma. 

La multiplexación toma especial relevancia en el ámbito de la mejora del límite de 

resolución de los objetos reconstruidos a partir de los hologramas. Para ello, conviene 

utilizar la teoría de la información, dónde, en un paso muy inicial, la capacidad de 

información de un sistema en bits fue definida por Hartley [143] como: 

 𝑁 = log2 𝑚 (56) 

donde 𝑚 es el número total de estados posibles de un mensaje y 𝑁 es el número de 

bits necesarios para representarlos. 

Si consideramos un sistema óptico como un sistema de comunicaciones, puesto que 

de una señal de entrada que atraviesa un canal obtenemos una señal de salida, 

podemos utilizar el concepto definido por Shannon [144], que define la capacidad 

temporal de un sistema de comunicaciones, estableciendo el número de muestras 

necesarias para definir dicho sistema haciendo uso del teorema del muestreo: 

 𝑀 = 2𝑇𝐵𝑇 + 1 (57) 
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siendo 𝑀 el número de muestras, 𝑇 es lapso de tiempo durante el que se transmite 

la señal y 𝐵𝑇 es el ancho de banda temporal del canal de transmisión. 

Si la señal detectada tiene una potencia promedio 𝑠 y un ruido con potencia 𝑛, la 

capacidad de información queda definida como: 

 𝑁 = (2𝑇𝐵𝑇 + 1) log (1 +
𝑠

𝑛
) (58) 

 

Se sucedieron los avances en la definición teórica de los sistemas ópticos [145–147] 

que relacionaban la resolución de un sistema con los grados de libertad de la imagen. 

Fue en 1966 cuando Lukosz [148,149] plantea el teorema de la invariancia que 

establece que “independientemente del ancho de banda del sistema formador de 

imágenes, el número de grados de libertad del campo ondulatorio que el sistema 

puede transmitir es invariante” donde los grados de libertad corresponden a la 

longitud de onda, polarización, ancho de banda temporal, tiempo, etc. 

Posteriormente, la ley de invariancia fue extendida por Cox y Sheppard [150] 

combinando todos los estudios anteriores dando lugar a que la capacidad de 

información de un sistema óptico viene dada por: 

 𝑁 = (2𝐿𝑥𝐵𝑥 + 1)(2𝐿𝑦𝐵𝑦 + 1)(2𝐿𝑧𝐵𝑧 + 1)(2𝑇𝐵𝑇 + 1) log (1 +
𝑠

𝑛
) (59) 

 

donde 𝐿𝑥 𝐿𝑦 son las extensiones del campo objeto transmitido en las direcciones 𝑥 e 

𝑦 respectivamente, 𝐵𝑥 𝐵𝑦 son las anchuras de banda de la función de transferencia 

del sistema, 𝐿𝑧 es la profundidad de campo del sistema, 𝐵𝑧 es el ancho de banda 

espacial en la dirección 𝑧, 𝑇 es el tiempo de observación y 𝐵𝑇 es el ancho de banda 

temporal del sistema óptico. 

La conclusión más importante derivada a partir de la ecuación (59) es que no es el 

ancho de banda espacial de un sistema el que es constante, sino la capacidad de 

información que el sistema óptico puede transmitir. Por tanto, podemos cambiar el 

dominio en el que la información es transmitida o multiplexada, a expensas de reducir 

la cantidad de información que se puede transmitir en un determinado grado de 

libertad y con el fin de expandir la de otro resultando en un aprovechamiento 

máximo de la capacidad de información del sistema. 

En los sistemas ópticos encontramos dos tipos de multiplexado ampliamente usados. 

Por un lado, el multiplexado temporal hace referencia a objetos restringidos 

temporalmente, es decir, objetos cuya transmitancia en amplitud no varía o lo hace 

muy lentamente de tal modo que se puede asumir como constante al menos durante 
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el tiempo de observación o tiempo en el que se implementa la técnica. En este tipo 

de objetos, es posible transmitir diferentes paquetes de información adicional del 

objeto (adicional en el sentido de más allá de la transmitida normalmente por el 

sistema óptico) sucesivamente en el tiempo porque el objeto no varía. Un claro 

ejemplo lo tenemos en la transmisión de información espacio-frecuencial adicional a 

la transmitida a través de la pupila del sistema con el fin de, una vez recolocada, 

obtener una imagen del objeto que presente resolución mejorada [151–155]. 

Por otro lado, la multiplexación espacial es de las más utilizadas, que además de los 

trabajos iniciales en el registro de hologramas sobre la misma placa, tienen 

aplicaciones diversas como la mejora de resolución en la reconstrucción de los 

hologramas [154,156], y la codificación de información múltiple en un solo holograma 

digital [157]. También se han realizado trabajos sobre equipamiento ya existente al 

que se le aplican mejoras, como la modificación de un microscopio convencional al 

que se le añaden módulos externos para multiplexar en espacio creando un 

microscopio holográfico [158]. 

Pero en esta tesis vamos a utilizar el multiplexado en longitud de onda. Las 

investigaciones sobre el guiado de la luz a través de cristales y cavidades llegaron a 

grandes hitos en la década de 1950-1959, en la que Narinder Singh Kapany acuñó el 

nombre de fibra óptica, y más tarde, Charles Kuen Kao mostraría en 1966 la primera 

transmisión de información utilizando frecuencias ópticas [159]. La fibra óptica es la 

base de las comunicaciones de gran ancho de banda desde finales de los años 70 y 

principios de los 80, donde la WDM (Wavelength Division Multiplexing) equivale a 

la modulación de frecuencia en la que las portadoras son frecuencias del espectro 

visible. Existen otros campos en los que se utilizan distintas longitudes de onda, y 

también hablamos de multiplexación en longitud de onda, cuyas bases fueron 

sentadas por Kartashev [160] en el caso de su aplicación a superresolución. 

Posteriormente Armitage, Lohmann y Paris [161] propusieron una implementación 

de multiplexación en longitud de onda para codificación y correlación de objetos 

unidimensionales. Una segunda propuesta, que era la extensión a un correlador de 

dos distribuciones espaciales 2D, no era puramente multiplexación en longitud de 

onda, ya que la característica 2D se conseguía moviendo una rendija del sistema, 

haciendo uso de la multiplexación temporal también. Las demostraciones ópticas 

llevadas a cabo en el laboratorio por Bartlet [162] de la transmisión de señales 

incluían las partes móviles necesarias para la multiplexación temporal. Friesem et 

al. [163] sugirieron algunos montajes ópticos que permitían el envío en paralelo de 

imágenes 2D a través de una única fibra óptica multimodo. Evoluciones de estos 

sistemas ópticos se han dado a lo largo del tiempo, en los que se ha conseguido 

sustituir la fibra multimodo por una monomodo [164,165]. 
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Las aplicaciones actuales en las que se utiliza la multiplexación en longitud de onda 

son muy diversas, pues aparte de las ya nombradas para la transmisión, se puede 

utilizar para el procesado de imágenes [166] dadas las ventajas del procesado en 

paralelo que permiten los sistemas ópticos, obtención del índice de refracción de un 

objeto [167] gracias a la iluminación simultánea directa y por reflexión con múltiples 

fuentes de distinta longitud de onda. Otras aplicaciones, como la detección de 

objetos, se basan en el hecho de poder estimar en una imagen convencional la 

profundidad de un objeto de la escena por su variación de escala y cierto 

conocimiento previo de las dimensiones, pero también existen sistemas ópticos [168] 

que correlacionan la escena con el objeto buscado dando resultados en distintas 

longitudes de onda que permiten conocer su profundidad. También orientado a 

mejorar la resolución en sistemas ópticos aplicados a la microscopia, Calabuig et al. 

[169,170] propusieron un nuevo método apodado SESRIM (del inglés Single-

Exposure Superresolved Interferometric Microscopy) en el que conseguían 

superresolución de única exposición iluminando el objeto con diferentes haces láser 

de diferente longitud de onda e inclinación, por lo que la transmisión de contenido 

espacio-frecuencial extra se realizaba en la coherencia de la iluminación para, 

posteriormente ser recuperado y resposicionado a su lugar original del espectro del 

objeto. Un sistema parecido también fue implementado por Granero et al. Pero en 

el campo de la microscopia holográfica sin lentes [171]. 

 

  



 Holografía  

 

- 38 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 39 - 

 

3. Resumen de publicaciones 

3.1. Publicación 1: “Improved quantitative phase imaging in lensless 

microscopy by single-shot multi-wavelength illumination using a 

fast convergence algorithm” 
 

En esta publicación ([1] de las publicaciones incluidas en esta tesis) mostramos un 

diseño nombrado MISHELF (del inglés, Multi-Illumination Single-Holographic-

Exposure Lensless Fresnel), en el cual adquirimos una imagen a color RGB (Figura 

23) para que sea el punto de entrada de un algoritmo iterativo de multiplexado en 

longitud de onda y de convergencia rápida con el que obtenemos la amplitud y fase 

del objeto mejorando la calidad señal/ruido y mitigando los efectos de la imagen 

virtual sin perder la resolución dada por la menor de las longitudes de onda 

utilizadas. 

 

Figura 23. Esquemático del montaje MISHELF 

 

 El montaje del experimento realizado en el laboratorio (Figura 24) consta de tres 

láseres, cuyas longitudes de onda son 405 nm (diodo láser violeta de 50 mW), 532 

nm (diodo verde de 50 mW) y 632.8 nm (láser de He-Ne de 35 mW). Todos ellos se 

combinan utilizando divisores de haz dicroicos, para después difractarse al atravesar 

un pinhole de 1 µm de diámetro. El pinhole genera una onda esférica divergente con 

aperturas numéricas de 0.63, 0.53 y 0.4 respectivamente para las longitudes de onda 

RGB. 

 

 

 

 

Martín Sanz, José Angel Picazo-Bueno, Javier García, and Vicente Micó, "Improved 

quantitative phase imaging in lensless microscopy by single-shot multi-wavelength 

illumination using a fast convergence algorithm," Opt. Express 23(16), 21352 (2015). 

 doi: 10.1364/OE.23.021352 
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 Al tratarse de una aplicación a microscopia, se requiere un factor aumento del objeto 

de entre 5x y 20x. Por tanto, la muestra se sitúa cerca del pinhole en comparación 

a la distancia al CCD. Finalmente, se utiliza una cámara a color (AVT 1394 Stingray 

F-145C, 1388 × 1038 pixeles, 6.45 x 6.45 µm de tamaño de pixel) para capturar  

simultáneamente los tres hologramas generados. Nótese además que el aumento es 

necesario para evitar el límite de muestreo (apartado 2.2.1) que, no solo viene 

impuesto por el tamaño de pixel del sensor empleado, sino por la restricción adicional 

introducida por el multiplexado en longitud de onda que define un tamaño de pixel 

efectivo más grande que el real al separar los diferentes canales. 

 

 

Figura 24. Fotografía cenital del montaje experimental en el laboratorio. 

 

El algoritmo MISHELF (Figura 25) comienza con los tres hologramas (de cada una 

de las longitudes de onda, recogidos por cada uno de los canales de la cámara RGB) 

capturados, de los que sólo conocemos la intensidad. Se ecualiza cada uno de los 

hologramas para tener una luminosidad similar en todas las partes de la imagen, y 

calculamos la amplitud de cada uno de ellos. Realizamos la propagación numérica 

hasta el plano objeto de cada uno de los hologramas, teniendo en cuenta que la 

refracción depende de la longitud de onda, y que ello provoca que la distancia de 

propagación numérica hasta la imagen en foco es ligeramente diferente para cada 

uno de los canales. Con las imágenes de los objetos calculados, realizamos la mezcla 

ponderada de los espectros en el dominio de frecuencia espacial, obteniendo un único 

objeto. 
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Figura 25. Diagrama de flujo del algoritmo MISHELF. 

En dicha mezcla ponderada se tiene en cuenta que la frecuencia de corte es menor 

para el objeto calculado con la longitud de onda R, algo mayor para la longitud de 

onda G, y la mayor de todas las frecuencias de corte corresponde a la B. Así 

conseguimos que el nuevo objeto creado de la mezcla de todos tenga la misma 

resolución que la obtenida por la longitud de onda B (mejor resolución posible por 

difracción), y no perderla como ocurre con un promedio de los objetos en el dominio 

espacial. La mezcla citada se torna como principio del ciclo iterativo de propagación 

hacia el plano de registro del holograma y vuelta al plano objeto. 

De este modo, el objeto único creado se propaga numéricamente hasta el plano del 

holograma con cada una de las longitudes de onda utilizadas en el experimento, y 

mientras mantenemos las fases respectivas, sustituimos las amplitudes por las 

amplitudes de los hologramas capturados (y ecualizados). En ese instante, se propaga 

de nuevo al plano objeto (cada uno de los hologramas). De nuevo tenemos tres 

objetos calculados, que corresponden a cada una de las longitudes de onda, y otra 

vez sintetizamos un nuevo objeto usando una suma ponderada de sus transformadas 

de Fourier. En este punto hemos cerrado el bucle del algoritmo, pudiendo realizar 

tantas iteraciones como se deseen, y dando como resultado una imagen del objeto 

con amplitud y fase, sintetizada en el plano de la muestra utilizando tres hologramas. 

Todo este algoritmo contribuye a la eliminación de la imagen gemela y a la mejora 

de la calidad de la imagen en cuanto a contraste, halos y ruido en general. 
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Para la validación experimental se han utilizado dos tipos de muestras, por un lado, 

un test de resolución USAF, que es un objeto de amplitud puramente, y por otro 

unas muestras de semen de verraco que, principalmente, podemos considerar como 

una muestra pura de fase. 

En el primer experimento, el aumento lo calculamos según la ecuación (42) y 

reescribiendo según la nomenclatura de la Figura 24: 

𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚 =  
𝑦𝑞

𝑦𝑝
=

d

d − 𝑧
 (60) 

 

y teniendo en cuenta que las distancias aproximadas son 𝑧 = 24 𝑚𝑚 y 𝑑 = 25.2 𝑚𝑚 

obtenemos un aumento de 𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚 ≅ 21𝑋. 

Con el experimento realizado con el test de resolución podemos comprobar cómo no 

se pierde resolución utilizando este nuevo método en comparación con la propagación 

del holograma obtenido con la longitud de onda de 405 nm (apartado 2.2.5). En la 

Figura 26 (a), podemos ver que utilizando el holograma del canal B está resuelto el 

grupo 8-elemento 5 que corresponde a 2.46 µm, al igual que también permanece 

resuelto en la imagen (b) después de haber aplicado el procesado, pero además, se 

ha mejorado netamente el contraste y el ruido coherente ha disminuido. 

 

 

Figura 26. Imágenes del test USAF: (a) Propagación LHM convencional con 

canal B, y parte central en detalle, (b) imagen final después de dos iteraciones 

del algoritmo, y parte central en detalle. 
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Otro punto importante es la eliminación (o al menos mitigación) de la imagen virtual 

conseguida por el procesado MISHELF, y para comprobarlo utilizamos el holograma 

generado con la longitud de onda B y el último objeto sintetizado por el algoritmo. 

En el caso del holograma B lo propagamos hasta donde se encuentra la imagen 

virtual. En el caso del objeto sintetizado, se propaga también hasta donde debería 

estar la imagen virtual teniendo en cuenta que éste objeto también tiene información 

de fase. Y en la Figura 27, podemos observar el resultado de ambas propagaciones 

en el que queda patente la existencia de imagen gemelar procedente del canal B 

(Figura 27 a) mientras que solo existe objeto desenfocado procedente del método 

propuesto (Figura 27 b). 

 

Figura 27. Imagen gemela: (a) imagen del canal B y (b) imagen final de 

MISHELF propagada hasta el plano de la imagen gemela. 

 

Una segunda validación se ha realizado con muestras biológicas (semen de verraco) 

y se ha podido comprobar la mejora en la reducción de ruido sin pérdida de resolución 

con respecto a la máxima resolución dada por el canal B. Teniendo en cuenta que 

las distancias aproximadas eran de 𝑧 = 14 𝑚𝑚 y 𝑑 = 15 𝑚𝑚 se obtuvo un aumento 

de 𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚 ≅ 15𝑋. Pero más importante en el caso de muestra principalmente de fase, 

es que la fase recuperada se relaciona directamente con variaciones bien de índice de 

refracción o bien de relieve o bien como combinación de ambas. Por tanto, mejorando 

la calidad de la distribución de fase recuperada, mejoramos la visualización 3D de la 

muestra. En nuestro caso, la variación de fase es atribuible a variaciones de índice 

de refracción pues se trata de una muestra esencialmente plana puesto que está 

encapsulada entre porta y cubre de microscopio. En la Figura 28 mostramos una 

visualización cuantitativa 3D del espesor de las células relacionado con la variación 

de índice introducido por las mismas: en (a) se incluye el resultado recuperado a 

partir del método propuesto mientras que en (b) podemos ver la imagen procedente 

del canal B (resultado convencional). Podemos ver la ganancia claramente la 

ganancia en calidad de imagen en cuanto a reducción de ruido de fase. 
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Figura 28. Representación 3D de fase: a) y b) muestran las distribuciones de 

fase de MISHELF y de una configuración B-LHM respectivamente. 

 

Como conclusión podemos decir que la técnica llamada MISHELF ha mostrado 

imágenes mejoradas en cuanto a ruido en general y minimización de imagen gemela 

en particular, con un algoritmo de convergencia rápida (solo 2 ciclos completos del 

algoritmo) y manteniendo la mejor resolución proporcionada por la longitud de onda 

más pequeña, permitiendo la observación de eventos dinámicos gracias a la captura 

simultánea de varios hologramas con distintas longitudes de onda.  
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3.2. Publicación 2: “Compact, cost-effective and field portable 

microscope prototype based on MISHELF microscopy” 
 

En esta sección, presentamos las principales características/novedades de la 

publicación número [2] de las incluidas en esta tesis. Se trata de, por una parte, la 

creación de un prototipo de microscopio compacto, portable y de bajo coste para la 

aplicación práctica de análisis de muestras vivas, y por otra parte, una generalización 

del artículo anterior (3) en la que vamos a utilizar unas longitudes de onda que no 

son las mismas que las centrales de los filtros de la cámara RGB. 

El prototipo ha sido diseñado con un software CAD comercial (Rhinoceros) y 

fabricado usando la técnica de Modelado por Deposición Fundida (Fused Deposition 

Modeling with ABS (Acrylonitrile Butadiene Styrene)), consta de dos partes 

independientes, caja superior y caja inferior (Figura 29), que permiten su uso sin 

necesidad de tener partes móviles como bandejas deslizantes. Para analizar la 

muestra, se separa la caja superior, se sitúa en la zona de análisis y vuelve a encajarse 

la parte superior sobre la caja inferior. 

 

 

Figura 29. Diagrama del prototipo con corte transversal. 

 

 Martín Sanz, José Ángel Picazo-Bueno, Luis Granero, Javier García, and Vicente 

Micó, "Compact, cost-effective and field-portable microscope prototype based on 

MISHELF microscopy," Sci. Rep. 7, 43291 (2017). 

doi: 10.1038/srep43291 
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La caja superior contiene el sensor digital (cámara RGB Mightex USB3.0 SMN-

C050-U, sensor tipo CMOS de 2560 × 1920 pixeles, 2.2 × 2.2 µm de tamaño de pixel), 

con una ventana óptica que permite pasar la luz y, a su vez, lo protege de la suciedad, 

del polvo o de restos derivados de la manipulación de la muestra. Dicha cámara está 

conectada con un cable USB que sale de la caja a través de un agujero lateral y llega 

hasta el ordenador que realiza la captura y procesado. Para dar mayor versatilidad 

al sistema, la cámara puede moverse unos pocos milímetros en altura para poder 

ajustar los parámetros geométricos de aumento y resolución. 

 

 

Figura 30. (a) Diseño de los principales componentes, (b) Fotografía de la caja 

inferior fabricada, (c) Fotografía de la caja superior fabricada. 

 

La caja inferior (Figura 30) contiene la iluminación del sistema, que a diferencia 

de la publicación anterior, se ha optado por utilizar una fuente de bajo coste, de 

tamaño reducido e integrable en el prototipo. La fuente de luz coherente consiste en 

tres láseres de Infrarrojo (IR), Rojo (R) y Azul (B) de 780, 660 y 405 nm, 

respectivamente, dentro de un encapsulado tipo lata. Esta lata ha sido obtenida al 

desmontar una unidad óptica Blu-Ray de Sony (modelo KES-400AAA PS3), que 

contiene tres diodos láser individuales ligeramente separados (décimas de milímetros) 

axial y transversalmente. Cada uno de los diodos se alimenta independientemente 

con un circuito regulable, diseñado expresamente para el sistema, que se ha ajustado 

de acuerdo con la sensibilidad de la cámara en cada una de las longitudes de onda, 

consiguiendo una intensidad similar en todos los canales. 



 Resumen de Publicaciones  

 

- 47 - 

 

Figura 31. Diagrama esquemático del diseño. 

La lente, de media/alta apertura numérica (0.6 NA), se ha separado unos 22 mm 

aproximadamente de la lata, permitiendo cubrir toda la lente con una iluminación 

homogénea, focalizando todos los haces justo antes de la muestra (con pequeñas 

variaciones para cada una de las longitudes de onda). Con dicha configuración, 

reescribiendo la ecuación (42) y fijándonos en la Figura 12 y Figura 31, la nueva 

nomenclatura sería: 

𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚 =  
𝑦𝑞

𝑦𝑝
=

dλ

dλ − 𝑧
 (61) 

 

y aplicando los valores de (dλ-z)≅0.5 mm, y, z=7 mm a la ecuación (61) obtenemos 

un aumento aproximado de 𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚 = 15𝑋. 

Este prototipo necesita una calibración previa a la utilización del algoritmo 

MISHELF. De hecho, podría decirse que se trata en realidad de dos calibraciones 

distintas. La primera de ellas es para obtener los hologramas generados por cada una 

de las longitudes de onda, y la segunda es para igualar el desplazamiento y aumento 

de los hologramas. 

 

Figura 32. Características espectrales del sensor. 
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Como vemos en la Figura 32, las longitudes de onda de los láseres no están 

sintonizados con las frecuencias principales de los filtros de los canales RGB del 

sensor, por tanto, cuando encendemos cualquiera de las tres fuentes de luz, veremos 

un holograma en todos los canales de la cámara. Así pues, cuando los tres láseres 

están activos, en cada uno de los canales vamos a ver una mezcla de los tres 

hologramas generados por cada fuente de luz. Esto introduce señales espurias en 

cada canal que hay que eliminar para reconstruir una imagen de buena calidad. 

El proceso de eliminación de dichas imágenes espurias es mediante un proceso de 

calibración. Primero se captura una imagen sin objeto, con cada uno de los láseres 

por separado para saber la contribución real (la teórica se puede sacar de la Figura 

32 pero hemos preferido hacerlo experimental) que entra de cada láser en cada canal 

RGB de la cámara. Este procedimiento proporciona las columnas de coeficientes de 

la matriz representada en la ecuación (62). Después, se encienden todos los láseres a 

la vez y se registra una nueva imagen que tendrá todas las contribuciones. Y tercero, 

podemos calcular la matriz de calibración con la que obtendremos los hologramas 

generados por cada una de las longitudes de onda. 

 
(

𝐶𝐻𝑅

𝐶𝐻𝐺

𝐶𝐻𝐵

) = (

𝑎11 𝑎12 𝑎13

𝑎21 𝑎22 𝑎23

𝑎31 𝑎32 𝑎33

) ∗ (
𝐻𝑅

𝐻𝐼𝑅

𝐻𝐵

) (62) 

 

Según sabemos, la imagen de cada canal es una mezcla de tres hologramas de 

distintas longitudes de onda, cumpliendo la ecuación (62). Usando las imágenes sin 

objeto hemos medido la intensidad de luz (en valores de escala de grises) que llega a 

cada canal del sensor, y calculamos los valores de la matriz B. 

Es sencillo ver que la matriz C de calibración es la inversa de la matriz A, y nos 

permite separar los hologramas independientes generados por cada longitud de onda 

(ecuación (63)). 

 𝐶 =  𝐴−1 

(
𝐻𝑅

𝐻𝐼𝑅

𝐻𝐵

) = (

𝑐11 𝑐12 𝑐13

𝑐21 𝑐22 𝑐23

𝑐31 𝑐32 𝑐33

) ∗ (
𝐶𝐻𝑅

𝐶𝐻𝐺

𝐶𝐻𝐵

) 
(63) 

 

Cuando ya tenemos resuelto el problema de la sintonización de los filtros de la 

cámara con las longitudes de onda de las fuentes, calibramos las diferencias de 

aumento y desplazamiento de los tres hologramas generados. Para esta segunda 

calibración, utilizamos un test de resolución USAF, del cual capturamos una imagen 
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y separamos las interferencias en cada uno de los canales, con la matriz C de 

calibración, y obtenemos los tres hologramas de cada una de las fuentes de 

iluminación. Cada uno de los hologramas se propaga hasta el plano objeto, siendo 

identificable la diferencia de escala y desplazamiento. 

 

Figura 33. Diagrama de la calibración completa. 

 

Manteniendo el objeto del láser B sin alterar, los objetos propagados IR y R se 

escalan a distintos tamaños para realizar la correlación con el objeto propagado B, 

dando resultado máximo cuando el aumento y desplazamiento coinciden. Estos 

resultados de escala y desplazamiento se pueden aplicar sin ningún problema sobre 

el holograma, previo a la propagación numérica. En la Figura 33 se puede ver un 

diagrama de la calibración al completo. 

El prototipo se ha probado con muestras dinámicas en dos experimentos, uno con 

esperma vivo de cerdo y otro con microesferas. El tamaño típico de un 

espermatozoide de cerdo es de 6x9 µm en lo que a la cabeza respecta, una longitud 

total de 55 µm y una anchura de cola de 2 µm. Las muestras se han introducido en 

una cámara de conteo, de 100 µm de espesor disponible en el mercado, mediante una 

micropipeta. 
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Figura 34. Resultados de MISHELF con esperma vivo. Ambas imágenes representan 

la distribución de fase obtenida con (a) B-LHM y (b) IRRB. 

 

Debido al movimiento rápido de las células de esperma, se sustituyó la cámara 

Mightex por una AVT Mako G-419, de 90 imágenes por segundo a un tamaño de 

1024 × 1024 pixeles, con tamaño de pixel de 5 × 5 µm. El resultado de aplicar la 

calibración y posteriormente el algoritmo MISHELF en una de las imágenes se puede 

ver en la Figura 34. Comparativamente, con respecto a la propagación del holograma 

creado con la longitud de onda de 405 nm, se ve una mejora de la SNR y un fondo 

más uniforme mientras conservamos el mismo detalle de resolución. La reducción del 

ruido hace que el final de la cola de los espermatozoides se pueda ver en el resultado 

del IRRB, algo que no sucede utilizando solamente la longitud B ya que queda oculto 

por el ruido. 

Para el segundo experimento realizado, se utilizaron microesferas (Polybead® 

Microspheres) de poliestireno de 3.00 ± 0.07 µm en suspensión en agua. Utilizando 

de nuevo la cámara Mightex se tomaron imágenes, a las cuales se le aplicaron los 

resultados de la calibración, para posteriormente, ser utilizadas como entrada al 

algoritmo MISHELF. Los resultados de dicho algoritmo se muestran en la Figura 

35, donde se observan las mejoras de la calidad en cuanto SNR se refiere sin perder 

la resolución alcanzable con la longitud de onda más corta (405 nm). 
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Figura 35. Resultados de MISHELF con microesferas, (a) B-LHM y (b) RIRB 

 

Los resultados no solo se aprecian visualmente, sino que también se ven 

cuantitativamente, mostrándose a continuación en la Tabla 1.  

Valor en radianes B-LHM MISHELF RIRB 

Valor de fondo 0.18 0.18 
Máximo valor de fase 0.59 0.59 
Salto de valor de fase 

de las microesferas 
0.41 0.41 

Desviación estándar 

de valor de fase 
0.033 0.017 

Tabla 1. Resultados cuantitativos de las microesferas 

Finalmente, podemos concluir que la técnica MISHELF es aplicable a montajes que 

no tienen sintonizadas las longitudes de onda de las fuentes de iluminación con los 

filtros del sensor utilizado para la captura de imágenes, siempre que se realice una 

calibración y se apliquen sus resultados a cada uno de los canales de la cámara. Esto 

permite generalizar la técnica ampliando el abanico de hardware susceptible de ser 

empleado. Además, se construido un prototipo para demostrar las capacidades de 

este algoritmo, empleando impresión 3D y utilizando materiales disponibles en el 

mercado dando lugar a un sistema portable de bajo coste. La validación experimental 

se ha realizado con muestra dinámica (semen y microbeads) y se ha mostrado una 

posible aplicación práctica del mismo (análisis de muestra seminal). 
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3.3. Publicación 3: “Four channels multi-illumination single-holographic-

exposure lensless Fresnel (MISHELF) microscopy” 
 

En esta sección se presenta la publicación número [3] de las incluidas en esta tesis 

que, en esencia, sigue la misma línea que la anterior, y aunque se ha construido un 

prototipo para capturar simultáneamente cuatro hologramas con cuatro longitudes 

de onda distintas, no se ha podido realizar a bajo coste, pues en este caso se busca 

una mejora usando una longitud de onda más y no ha sido posible encontrar ni 

fuentes de iluminación económicas ni sensores con más de tres canales a un precio 

razonable para un prototipo de laboratorio. 

Como primer cambio destacamos la cámara utilizada, cuyo sensor, en lugar de ser el 

clásico RGB con un macrobloque 2x2 (dos píxeles sensibles al verde, uno al rojo y el 

restante al azul), pasa a ser un sensor RGBW (sensible al rojo, verde, azul y a un 

rango extenso de longitudes de onda). 

 

 

Figura 36. (a) Esquema del sensor RGBW y (b) Sensibilidad a las longitudes de 

onda de cada canal. 

 

La cámara que se ha utilizado es una Viewworks VA-8MG2-C10CA0, de tamaño de 

pixel de 5.5 µm, con un total de 3296 × 2474 pixeles, funcionando a 10 fps en 

resolución máxima. El sensor que integra esta cámara es un Kodak Truesense, que 

 Martín Sanz, Jose Ángel Picazo-Bueno, Luis Granero, Javier García, and Vicente      

Micó, "Four channels multi-illumination single-holographic-exposure lensless    

Fresnel (MISHELF) microscopy," Opt. Lasers Eng. 110, 341–347 (2018). 

doi: 10.1016/j.optlaseng.2018.06.020 
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está formado por bloques de 4x4 píxeles (Figura 36), de los cuales, la mitad son 

sensibles a un amplio espectro frecuencial (canal pancromático), un cuarto son 

sensibles al verde y los otros dos octavos son sensibles al azul y al rojo 

respectivamente. Para la iluminación, necesitamos cuatro longitudes de onda, y para 

ello se ha utilizado una fuente de diodos acoplados a fibra óptica de la marca Blue 

Sky Research, modelo SpectraTec 4 STEC4, cuyas longitudes de onda son 

405/450/532/635 nm. Los diodos están acoplados a una fibra monomodo, lo que 

provoca que la apertura numérica de sea bastante limitada ( ∼0.1 rango). 

Ya comentado anteriormente, se ha creado un prototipo (Figura 37) utilizando un 

software CAD comercial (Rhinoceros) para su diseño y fabricado usando la técnica 

de Modelado por Deposición Fundida (Fused Deposition Modeling with ABS 

(Acrylonitrile Butadiene Styrene)). 

 

Figura 37. Diferentes vistas del prototipo en forma esquemática (primera fila) y 

fotografía (segunda fila), las medidas son en milímetros. 

 

Como es apreciable en las imágenes, la cámara se sitúa en un extremo del prototipo, 

y la fuente de iluminación en el opuesto. La bandeja deslizable donde se coloca la 

muestra está emplazada cerca de la iluminación para generar aumento. La distancia 

entre la fuente y la muestra (z) es de aproximadamente 15 mm, y la distancia entre 

la muestra y la cámara (d) está en torno a 175 mm, que reescribiendo la ecuación (42) 

y referenciada la Figura 12, la nueva nomenclatura sería: 

𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚 =  
𝑦𝑞

𝑦𝑝
=

(𝑑 + 𝑧)

𝑧
 (64) 

 

con lo que podemos calcular el aumento teórico 𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚 ≅ 12.6𝑥. 
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El algoritmo utilizado de nuevo es MISHELF, dividido en dos bloques, el primero es 

un procesado digital sobre cada uno de los canales para obtener los hologramas 

generados por cada una de las longitudes de onda, que serán el punto de partida del 

segundo bloque, que realiza el cálculo de la fase mediante un algoritmo de 

convergencia rápida. Si bien este primer bloque se puede realizar de forma teórica 

utilizando los valores de la gráfica (b) de la Figura 36, en la que podemos determinar 

la eficiencia de cada canal para cada una de las cuatro longitudes de onda, también 

podemos realizar la calibración de forma experimental. Dicha calibración se consigue 

sin utilizar un objeto, iluminando con cada una de las longitudes de onda 

independientemente, y grabando cuatro imágenes de forma secuencial. De cada una 

de las imágenes se obtienen cuatro canales, y la intensidad media de cada canal sirve 

para rellenar los valores de la matriz de la ecuación (65): 

 

(

𝐶𝐻𝑅

𝐶𝐻𝐺

𝐶𝐻𝐵

𝐶𝐻𝑊

) = (

𝑎11 𝑎12 𝑎13 𝑎14

𝑎21 𝑎22 𝑎23 𝑎24

𝑎31 𝑎32 𝑎33 𝑎34

𝑎41 𝑎42 𝑎43 𝑎44

) ∗ (

𝐻𝑅

𝐻𝐺

𝐻𝐵

𝐻𝑉

) ⇒ 

𝐼𝑑𝑒𝑡 = M𝑐𝑎𝑙 · 𝐼𝑒𝑚 

(65) 

 

Cada columna de la matriz representa cuanto se activa la detección de cada canal 

según la longitud de onda empleada. Y una vez calculados los valores utilizamos la 

ecuación (66), para obtener los hologramas originales partiendo de la mezcla de los 

hologramas detectados. 

 𝐼𝑒𝑚 = 𝑀𝑐𝑎𝑙
−1 · 𝐼𝑑𝑒𝑡 (66) 

 

Una primera validación experimental se realizó con un test de resolución USAF, 

utilizando una única captura de imagen con todas las longitudes de onda activas. Si 

nos remitimos a la Figura 36 (b), observamos que existe poca contribución en los 

canales entre las distintas longitudes de onda, el canal rojo y el canal verde están 

muy sintonizados con los 635 nm y 532 nm respectivamente, y son muy poco 

sensibles a los 450 nm y 405 nm. En el caso del canal azul, se mezclan los 450 nm y 

405 nm, y en el canal pancromático se mezclan todos los hologramas. 
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Figura 38. Holograma RGBW en el centro, en cada uno de los lados se muestran 

las cuatro RGBV imágenes en foco con una parte ampliada. 

 

Capturando un holograma en una única imagen, podemos separar sus canales 

utilizando la interpolación cromática (demosaicing). Con todas las imágenes de cada 

canal y haciendo uso de la calibración, podemos obtener los hologramas generados 

por cada longitud de onda y propagarlos hasta que estén en foco (Figura 38). Estos 

hologramas se utilizan como entrada del algoritmo MISHELF que ya conocemos. 

 

Figura 39. Parte ampliada del test de resolución, (a) con longitud de onda V, 

(b) con algoritmo MISHELF 

 

Es apreciable en la Figura 39 como el algoritmo MISHELF (b) obtiene un resultado 

mucho más limpio en lo que al ruido se refiere con respecto a la propagación del 

holograma generado por la longitud de onda V (a). No obstante, esto ya fue concluido 

en las secciones anteriores y ahora nos vamos a centrar más en el estudio de la 

relación señal a ruido (SNR) puesto que se busca una mejora al respecto. 
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Figura 40. (a) Objeto generado con el algoritmo MISHELF, (b) objeto resultante 

de la propagación del holograma V. La barra de escala situada en la esquina 

inferior derecha corresponde a 200 µm. Los rectángulos rojos marcan las zonas 

en las que se ha calculado la desviación estándar del fondo. 

 

Visualmente se aprecia la reducción de ruido entre el objeto generado con MISHELF 

y el objeto generado por la propagación del holograma V (Figura 40 (a) y (b), 

respectivamente), pero además, para obtener cuantitativamente un valor de mejora, 

analizamos el nivel de ruido comparando la desviación estándar normalizada de las 

zonas interiores de los rectángulos rojos. La media de dichos valores son 0.058 y 

0.081 para el objeto RGBV y sólo V respectivamente, lo que supone una mejora de 

una factor 30% aproximadamente. 

Una segunda validación experimental (Figura 41) se ha llevado a cabo con un 

conjunto estático de microesferas (90 µm de diámetro) introducidas en una cámara 

de conteo de 100 µm de espesor. Se puede ver la mejora progresiva cada vez que se 

añade una longitud de onda al algoritmo MISHELF. 

 

Figura 41. Resultados experimentales de las microesferas. En la fila (1) y (2) se 

muestran imágenes de intensidad y fase respectivamente. En las columnas, 

(a) sólo con iluminación V, (b) iluminación V-G, (c) iluminación V-G-R, 

(d) iluminación V-B-G-R. Las líneas de escala de las esquinas inferiores derecha 

son 200 µm. 
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Esta comparativa nos sirve para realizar diferentes comentarios. El primero, y más 

sencillo, visualmente nos permite observar la mejora en los cambios de valor del 

fondo de las imágenes de intensidad, cuantas más longitudes de onda se utilizan, 

mejor es la uniformidad del fondo. Para tener también una idea cuantitativa de las 

mejoras, se han utilizado fragmentos de las imágenes de fase. Por un lado, en la 

Figura 42 (a), se muestra una pequeña partícula de polvo adherida a un lado de la 

cámara de conteo, de la cual se muestra el valor de fase de una sección de dicha 

partícula, y podemos ver que sólo con la iluminación V, el ruido no permite 

resolverla. 

Por otra parte, en la Figura 42 (b), se muestra la línea sobre el fondo de la Figura 

41, que a medida que se suman longitudes de onda al algoritmo MISHELF, tiene 

una menor oscilación y tiene una variación más suave, lo que significa que el fondo 

es más constante debido a la reducción de los niveles de ruido. 

 

Figura 42. Extraídas de la Figura 41, (a) aumento de las ROIs rectangulares de 

las imágenes de fase, cuyos valores de las líneas discontinuas se muestran en 

gráfico de la derecha; (b) representan los valores de fase de las líneas continuas 

de la Figura 41. 
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Finalmente, y como conclusión, podemos decir que queda demostrado que el 

algoritmo MISHELF puede ser extendido a más longitudes de onda, mejorando los 

resultados a medida que se van añadiendo canales de multiplexado, siendo la 

tecnología del sensor la única limitación que presenta el método. 
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3.4. Publicación 4: “Dual-mode holographic microscopy imaging 

platform” 
 

Añadimos en esta sección un resumen de la publicación [4] incluida en esta tesis. 

Abordaremos uno de los problemas que tiene el sistema MISHELF y que no es otro 

que el reducido campo de visión. Habitualmente, la combinación de los hologramas 

con distintas longitudes de onda del algoritmo MISHELF se realiza en un montaje 

con bastante aumento con el fin de evitar problemas de muestreo de los hologramas 

registrados. De esta forma, la resolución viene dada por la longitud de onda más 

corta y mejoramos la imagen reduciendo ruido y aumentando contraste. El problema 

es que el aumento del sistema, junto al tamaño del CCD, nos da un campo de visión 

reducido. Por todo ello, presentamos una variación/mejora en el montaje 

experimental que define una plataforma dual simultánea y de tiempo real que 

combina las dos configuraciones clásicas de la holografía digital sin lentes: una en la 

que la muestra está cercana a la fuente divergente de iluminación (como en              

[1]-[2]-[3]) y se introduce un aumento considerable (5x/15x) y otra en la que el 

aumento está cercano a la unidad (1x). 

 

Figura 43. Esquemático del montaje dual de microscopía sin lentes. 

 

 

 

 Martín Sanz, José Ángel Picazo-Bueno, Javier García, and Vicente Micó,        

"Dual-mode holographic microscopy imaging platform,"                                  

Lab. Chip 18(7), 1105–1112 (2018). 

doi: 10.1039/C7LC01304C 
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El esquema propuesto (Figura 43) hace uso de tres longitudes de onda, aunque van 

a tener orígenes distintos, para ser finalmente combinados mediante un divisor de 

haz. Por un lado, se utilizarán dos longitudes de onda, B (450 nm) y R (635 nm), 

para la imagen de alta resolución (aquella con aumento mayor que 1), y por el otro, 

se usará G (520 nm) para la imagen de gran campo de visión (aquella con 

aumento 1x). 

La iluminación B y R se obtiene de la fibra óptica del dispositivo de Blue Sky 

Research (SpectraTec 4 STEC4-405/450/532/635 nm) que son colimados por la lente 

L1 (aunque esto variará en el montaje real por razones prácticas). Por el otro lado, 

la iluminación G (520 nm) procede de otro diodo acoplado a fibra (OSI Laser Diode, 

TCW RGBS-400R, 450/520/638 nm), cuyo haz se hará convergente por un sistema 

de lentes. Ambas ramas de iluminación incidirán sobre un divisor de haz, aunque 

por caras distintas, y se combinarán en una misma dirección de propagación. De esta 

salida del divisor de haz, los haces de iluminación entran a un objetivo de microscopio 

(Mitutoyo M Plan Apo 10x, 0.28 NA) y el resultado es diferente para cada rama: la 

rama BR que viene colimada se convierte en divergente para proporcionar aumento 

(HR-LDHM, del inglés, High-Resolution Lensless Digital Holographic Microscopy) y 

la rama G que viene convergente, focalizando en el plano de Fourier del objetivo, se 

transforma en colimada para dar un gran campo de visión (WF-LDHM, del inglés, 

Wide Field Lensless Digital Holographic Microscopy). Esta iluminación dual incidirá 

sobre la muestra, que se sitúa justo después de la focalización de los haces BR y a 

una distancia un poco mayor está el sensor CMOS (cámara a color sin carcasa 

Mightex USB3.0, 2560 x 1920 pixeles, 2.2 µm de tamaño de pixel, con una velocidad 

de captura máxima de 14 fps). 

 

Figura 44. Fotografía del montaje dual en el laboratorio. 



 Resumen de Publicaciones  

 

- 61 - 

En el sistema real montado en el laboratorio (Figura 44), por conveniencia, se ha 

eliminado la lente colimadora de la rama BR, alejando lo suficiente la fuente de 

iluminación, de forma que los haces llegan al divisor de haz cubriendo toda su 

superficie, con muy poca curvatura y con intensidad muy uniforme. Lo mismo sucede 

con la rama G, que la fibra se ha alejado bastante del sistema de lentes, que podría 

sustituirse por una lente, pero no fue posible debido a la falta de lentes necesarias, 

para cubrir la lente con un haz de poca curvatura e intensidad uniforme. 

De este montaje podemos destacar los siguientes aspectos: 

- El objetivo de microscopio se utiliza para la iluminación de ambas 

ramas y no es posible utilizarlo para hacer imagen de la muestra, siendo 

además, el campo visual máximo de este montaje unos 20 mm2. 

- El uso de un objetivo cuya distancia de trabajo es larga (34 mm) 

elimina el problema de las configuraciones típicas de HR-LDHM que 

deben estar cerca de la fuente puntual de iluminación (fibra óptica o 

pinhole). 
- De forma contraria, las configuraciones típicas de WF-LDHM precisan 

de tener la muestra muy cerca del sensor, dificultando la manipulación. 

En cambio, en nuestro montaje, la muestra se sitúa aproximadamente 

a un 1 cm de separación con respecto al sensor. 

- El objetivo de microscopio se puede cambiar, teniendo en cuenta el 

compromiso entre apertura numérica (que proporciona el límite de 

resolución) y el diámetro del haz colimado necesario para cubrir el 

sensor. 

- El láser G es el utilizado para WF-LDHM, que tiene mayor número de 

píxeles en el sensor y es lo que, en última instancia, limita la resolución 

en esta configuración. Por otro lado, el láser B, se utiliza para la 

configuración HR-LDHM, puesto que es la longitud de onda que mejor 

resolución proporciona. 

- El algoritmo MISHELF puede funcionar sólo con dos longitudes de 

onda, y aunque sería preferible utilizar más, no es crítico. 
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Figura 45. Resultados de objetos estáticos. Tests de resolución fila (a) NBS 

1963A y fila (b) USAF 1951. La columna (1) muestra el WF generado por el 

láser B, en (2) vemos una ampliación de una región de (1) marcada en verde, y 

en (3) y (4) vemos la diferencia de la rama HR utilizando el algoritmo MISHELF 

y sólo con B respectivamente. Las regiones marcadas con línea discontinua en 

(a3) y (a4) se utilizarán para calcular la desviación estándar del ruido. Las barras 

de escala de la fila (b) corresponden a 1mm para la primera columna y 50 µm 

para las demás. 

 

La validación experimental del sistema incluye tanto muestras estáticas como 

muestras dinámicas. Para el caso de las estáticas, se han utilizado dos tests de 

resolución diferentes, que nos sirven para poder determinar el tamaño del campo de 

visión amplio y medir la resolución del campo ampliado. 

En la Figura 45, se muestran las imágenes experimentales de sendos tests de 

resolución, un NBS 1963A en la primera fila y un USAF 1951 en la segunda. En la 

primera columna vemos todo el campo de visión que podemos abarcar con el sistema 

propuesto, mientras que en las demás vemos el detalle de alta resolución. Como es 

esperable, cualitativamente se aprecia que la resolución de la columna (2) es peor 

que la de (3) y (4), y a su vez, la comparativa entre las columnas (3) y (4) nos 

muestra que la realizada con el algoritmo MISHELF (3) tiene menos ruido que 

aquella generada solo con la iluminación B (4). La mejora de la columna (3) con 

respecto a la (4) también se comprueba cuantitativamente cuando calculamos la 
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desviación estándar del fondo y obtenemos unos valores normalizados de 

STD(BR) = 0.053 y STD(B) = 0.072. 

De estas imágenes podemos dar, de forma cuantitativa, los tamaños del campo de 

visión de la rama G, que son aproximadamente 4.6 x 6.1 mm, con una resolución 

límite de 128 pl/mm, que equivalen a unos 7.8 µm. En la parte de la rama BR, el 

campo de visión es de 300 x 400 µm y la resolución es de 575 pl/mm, que equivalen 

a unos 1.7 µm. 

Con muestras dinámicas se han realizado dos experimentos distintos, el primero con 

una solución acuosa con microesferas (Polybead® Microspheres) y el segundo con 

muestras de esperma humano vivo (facilitadas por Proiser I+D S.L.). En el 

experimento con microesferas se han utilizado tres tamaños distintos de éstas (3, 45 

y 90 µm de diámetro), en una solución acuosa, donde las más abundantes eran las 

más pequeñas. 

 

Figura 46. Resultados experimentales de las microesferas, (a) campo de visión 

ancho completo, (b) rectángulo verde ampliado de la imagen (a), y (c) imagen 

de fase de alta resolución de la misma región que (b) generado con la rama BR. 

La barra de escala de (a) corresponde a 1 mm, y la de (b) y (c) corresponde a 

50 µm. 

 

Resultados comparativos pueden verse en la Figura 46, donde vemos la imagen de 

campo completo en (a), y la comparativa entre (b) y (c) que corresponden a la misma 

zona de la muestra, pero propagando los hologramas de la rama G y la rama BR 

respectivamente. Las microesferas de 45 y 90 µm suelen pegarse a los laterales de la 

cámara de conteo y se quedan estáticas.  
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Figura 47. Resultados experimentales de las microesferas, (a) y (b) gráficos de 

intensidad y fase de las líneas discontínuas en (c) y (d), (c) imagen WF-LDHM 

de una zona del campo entero, y (d) misma zona con HR-LDHM. 

 

Pero lo más importante es que las microesferas de 3 µm, según los cálculos teóricos, 

quedan por debajo del límite de resolución de la rama G, pero entran dentro de la 

resolución ofrecida por la rama BR. Se ofrece una visión cuantitativa de ello en la 

Figura 47, donde en (a) y (b) vemos el gráfico correspondiente a los valores de 

intensidad y fase, respectivamente, de las líneas discontinuas de (c) y (d), que 

muestran la misma región de la muestra pero capturadas con cada una de las ramas. 

Con esto queda claro que la rama HR-LDHM es capaz de resolver el conjunto de dos 

microesferas, mientras que la rama WF-LDHM no llega a la resolución necesaria. 

El segundo experimento utiliza una cámara de conteo de 100 µm, rellena con 

muestras de esperma humano vivo. La longitud de la cabeza de la célula tiene una 

longitud y anchura de unas 4 y 5 µm aproximadamente. La célula tiene una longitud 

total de 45 µm y la cola tiene una anchura de 1 µm. La rama G proporciona una 

resolución que no es suficiente para determinar el espesor de las células, mientras 

que la rama BR con el algoritmo MISHELF pueden resolver las células.  
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Figura 48. Resultados experimentales dinámicos de muestras vivas de esperma. 

(a) campo entero de la rama WF-LDHM, (b) y (c) ROI del rectángulo verde en 

(a) antes y después de la resta de la media, respectivamente; (d) y (e) imágenes 

de amplitud y contraste de fase positiva, respectivamente, proporcionados por 

la rama HR-LDHM; (f) gráfica de las trayectorias de cuatro células marcadas 

con códigos de color en (e). Las barras de escala naranja corresponden a 1 mm 

para (a) y 50 µm para el resto. 

 

En la Figura 48, se muestran las imágenes de la rama G en (a), (b) y (c), mientras 

que en (d) y (e) vemos las imágenes de la rama BR que tienen mayor resolución que 

las anteriores. Ya que la cámara utilizada tiene 100 µm de espesor, no es posible 

tener en foco todas las células en una misma imagen. Sin embargo, siguiendo distintos 



 Resumen de Publicaciones  

 

- 66 - 

criterios para amplitud y fase que pueden ser implementados numéricamente nos 

permite saber si una célula está enfocada, y por tanto, podemos conocer su posición 

axialmente, por ello, podemos determinar las trayectorias en 3D a lo largo del tiempo 

de las células. Finalmente, en (f) vemos el gráfico de la trayectoria de varias células 

de esperma dado que este sistema es válido para grabar muestras dinámicas. 

Podemos concluir que se ha demostrado la utilidad de tener dos campos de visión 

distintos, por un lado, alcanzando gran superficie de análisis de la muestra, mientras 

que por la otra parte se alcanza una alta resolución permitiendo observar las partes 

más pequeñas de células de esperma humano. Esta versatilidad se puede conseguir 

con un prototipo que permite la captura simultánea de ambas ramas, pudiendo 

utilizarse con muestras dinámicas a tiempo real. 
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3.5. Publicación 5: “Variable zoom digital in-line holographic 

microscopy” 
 

En la última publicación incluida en esta tesis [5], se buscaba mitigar el problema 

del campo de visión reducido que teníamos en la configuración típica del algoritmo 

MISHELF a la vez que se simplificaba el sistema experimental propuesto en la 

sección anterior. Si bien en esta publicación no se utilizan distintas longitudes de 

onda como se ha venido haciendo a lo largo de las publicaciones anteriores, 

mostramos lo que podríamos considerar una continuación natural de la publicación 

anterior: una variación de aumento continuo entre ambas configuraciones extremas 

sin modificaciones mecánicas en la posición de los diferentes componentes. Para 

realizar el cambio de aumento se ha hecho uso de una lente ajustable eléctricamente 

(ETL, del inglés, Electrically Tunable Lens), que modifica la posición axial de la 

fuente de iluminación que tiene un efecto directo en el aumento (desde 15X hasta 

35X para la configuración seleccionada) y el campo de visión en un factor 5 

aproximadamente. 

El montaje óptico adecuado para este experimento se puede ver en la Figura 49. 

Como fuente de iluminación se utiliza un diodo láser acoplado a fibra (Blue Sky 

Research, SpectraTec 4 STEC4, 405 nm), que será colimado con una lente de 120 

mm de distancia focal (lente CL, un doblete acromático de la marca QiOptiq). 

 

Figura 49. Montaje óptico propuesto para el aumento variable con DIHM.   CL, 

lente colimadora; ETL, lente ajustable eléctricamente; FL, lente de focalización. 

 

 

 

 Martín Sanz, Maciej Trusiak, Javier García, and Vicente Micó, “Variable zoom 

digital in-line holographic microscopy,” Opt. Lasers Eng. 112, (2020). 

doi: 10.1364/COSI.2019.CTu4C.1 
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Una vez colimado, el haz de iluminación emitido por la fibra óptica pasa a través de 

la lente ETL (Optotune EL-10-30-C-VIS-LD-MV), que en condición de cero 

dioptrías, seguirá colimado hasta la lente de focalización FL (lente asférica de 

Thorlabs de 0.5 NA). La distancia, que es variable, entre el punto de focalización del 

haz y la muestra es de aproximadamente 0.5 mm. Para registrar el holograma se ha 

utilizado un sensor Mightex USB3.0 monocromo, sin carcasa, de 2560x1920 píxeles, 

de 2.2 µm de tamaño de píxel, que se sitúa a una distancia de 12.5 mm de la muestra. 

Los elementos de dicho montaje se han colocado sobre soportes micrométricos para 

tener mayor precisión en la medida de distancias. Usando todos los parámetros 

mencionados anteriormente, el aumento teórico del sistema puede calcularse 

mediante la ecuación (42) que reescrita con los parámetros de la Figura 49 sería: 

 
𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚 =  

𝑦𝑞

𝑦𝑝
=

𝑧 + 𝑑

𝑧
 (67) 

 

siendo 𝑧 = 0.5𝑚𝑚 y 𝑑 = 12.5𝑚𝑚  obtenemos un valor de aumento 𝛽′𝑔𝑒𝑜𝑚 = 26𝑋, y 

un valor de apertura numérica igual a 𝑁𝐴 = sin (atan
2560∗2.2𝑒−3

2∗12.5
) = 0.22, por lo que 

el límite de resolución será  𝜌 =
𝜆

𝑁𝐴
= 1.85𝜇𝑚. 

Este análisis es válido cuando no se aplica ningún voltaje a la ETL, el análisis 

anterior es válido, puesto que la lente produce 0 dioptrías de potencia y nombraremos 

este estado como “ETL a 0D”. Pero a la ETL se le puede aplicar un voltaje tanto 

positivo como negativo dando lugar a estados extremos de 6 dioptrías y -2 dioptrías, 

que denominaremos “ETL a 6D” y “ETL a -2D”. El voltaje positivo aumenta la 

potencia óptica de la ETL, y el voltaje negativo la disminuye. Cuando la potencia 

óptica de la ETL se incrementa, el punto focal de la fuente se aleja de la muestra 

disminuyendo el aumento. Este incremento de la distancia de la muestra al punto 

de focalización de la fuente puede calcularse mediante la fórmula (68): 

 
∆𝑧 =

𝑓′𝐹𝐿
2

𝑓′𝐸𝑇𝐿 + 𝑓′𝐹𝐿
 (68) 

 

Siendo f’FL y f’ETL las distancias focales de FL y ETL, respectivamente. Cabe 

destacar que la ecuación (68) no es exacta, pues hemos asumido que ambas lentes 

(FL y ETL) son lentes delgadas situadas en la misma posición axial. Sin embargo, 

esta primera aproximación de valores teóricos nos resultará muy útil para el posterior 

análisis que se realizará mediante un test de resolución. Utilizando la ecuación (68) 

y aplicando el voltaje positivo máximo a la ETL, resulta tener una potencia óptica 

de 6D con una f’ETL = 166.67 mm, que introduce un Δz positivo de 0.366 mm entre 
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la fuente y la muestra. Este incremento se traduce en una reducción del aumento, 

pasando de 26X a 15.4X. Obviamente, cuando el voltaje aplicado es el menor posible, 

siendo este negativo, la potencia de la lente pasa a ser de -2D, donde la            

f’ETL = -500 mm, que tendrá un Δz de -0.130 mm. Esto significa que la distancia 

entre muestra y fuente de luz se acorta y el aumento, en este caso pasará a ser de 

34.8X aproximadamente. 

Para la demostración experimental del sistema, nos valdremos de un test de 

resolución USAF, que nos permitirá medir cuantitativamente los resultados. Tres 

configuraciones de la ETL son las que utilizaremos para registrar los hologramas y 

comprobar los resultados, que son las anteriormente denominadas “ETL a 6D”,   

“ETL a 0D” y “ETL a -2D”. 

 

Figura 50. Validación experimental utilizando un test de: (a)-(b)-(c) son los 

hologramas registrados en-línea cuando aplicamos voltaje positivo-cero-negativo 

a la ETL; (d)-(e)-(f) son las imágenes en foco y los cuadros interiores son una 

ampliación de los dos últimos Elementos del Grupo 8; y (g)-(h)-(i) incluye el 

Grupo 9 con gráficos transversales sobre los Elementos 1 (naranja) y 2 (rojo) 

para mostrar el límite de resolución. 

 

Los hologramas registrados por la cámara se pueden ver en la Figura 50, 

concretamente en la primera fila de imágenes, correspondientes a (a)-(b)-(c), con 

voltaje aplicado a la ETL positivo-cero-negativo respectivamente. En la fila central, 

denominadas (d)-(e)-(f), observamos los objetos reconstruidos numéricamente, 



 Resumen de Publicaciones  

 

- 70 - 

siendo apreciable la diferencia del tamaño del campo de visión. También, para 

comprobar el límite de resolución, se han añadido unas ampliaciones de los Elementos 

5 y 6 del Grupo 8. En la última fila, las figuras (g)-(h)-(i), muestran la ampliación 

del Grupo 9, incluyendo unas gráficas de la intensidad normalizada para los 

Elementos 1 y 2 de dicho grupo. Se observa un límite de resolución horizontal distinto 

al vertical debido a la naturaleza del sensor que tiene mayor número de píxeles en 

la dirección horizontal. Las barras verticales de los Elementos 5 y 6 del Grupo 8 

están claramente resueltas, y el límite de resolución lo alcanzamos en el Elemento 1 

del Grupo 9 que está resuelto en los tres casos, y ya no sucede lo mismo en el 

Elemento 2. En las figuras (g)-(h)-(i), las gráficas en naranja muestran tres valles 

correspondientes a las líneas del Elemento 1 del Grupo 9, mientras las gráficas en 

rojo, que corresponden al Elemento 2 del Grupo 9, ya no muestran las separaciones 

entre cada barra. Incrementar o disminuir la distancia de la fuente de luz a la 

muestra no cambia la apertura numérica del sistema, solamente afecta al aumento y 

el campo de visión, luego el límite de resolución será el mismo para todas las 

configuraciones de la ETL siempre y cuando el límite por muestreo sea satisfecho. 

El límite definido por el Elemento 1 del Grupo 9 es de 1.95 µm (512 pl/mm) que es 

compatible con la predicción teórica. Los resultados de la Tabla 2 han sido calculados 

utilizando el Elemento 2 del Grupo 6, señalados con líneas discontinuas en la                            

Figura 50 (d)-(e)-(f). 

 6D 0D -2D 

FOV (µm x µm) 360x270 218x163 159x119 
Factor M 15.6X 25.9X 35.4X 

Tabla 2. Resultados experimentales del campo de visión y factor de aumento 

con la variación del voltaje de la ETL 

  

Los resultados teóricos de la ecuación (67) han sido representados en el gráfico (a) 

de la Figura 51, asumiendo una distancia entre la muestra y el sensor de                       

d = 12.5 mm. Recordamos que los valores teóricos obtenidos para diferentes valores 

de la ETL a 6D, 0D y -2D son 15.4X, 26X y 34.8X respectivamente. Si los 

comparamos con los  valores reales medidos en la Tabla 2, vemos que el cálculo 

teórico es bastante acertado. 
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Figura 51. (a) Gráfico teórico de la curva del aumento y los puntos límite de la 

variación de la ETL; (b) ratio de aumento producido por la ETL. Ambas 

curvas están en función de la distancia z expresada en mm. 

En el gráfico (b) de la Figura 51 se muestra la ratio de aumento que la ETL genera 

en función de la distancia z para la ETL a 0D. La ratio está definida como el 

coeficiente entre el aumento proporcionado entre el mínimo y el máximo de voltaje, 

que es, M(-2D)/M(6D). Es destacable que cuanto menor es la distancia z 

(considerada para 0D), mayor es la ratio de aumento. Por tanto, la ETL es útil 

cuando la configuración es con la fuente de iluminación próxima a la muestra, 

mientras que resulta de poca utilidad cuando la muestra permanece muy cercana al 

sensor. En la configuración que hemos utilizado, la ratio M es de 2.26, lo que significa 

que el campo de visión cambia en un factor de (2.26)2. 

Una validación experimental con muestras de células de próstata se ha realizado 

para comprobar los efectos en la fase de la modificación del voltaje aplicado a la 

ETL. Las muestras utilizadas corresponden a células fijas cancerosas de próstata. En 

la Figura 52 (a) y Figura 52(b) se muestran las intensidades de las reconstrucciones 

numéricas correspondientes a la ETL a 6D y ETL a -2D, respectivamente. La zona 

marcada con línea discontinua señala el campo visualizado cuando el aumento es 

máximo. 

 

Figura 52. Validación experimental utilizando células de próstata cancerosas:  

(a) imagen en foco de intensidad de las células cuando la ETL está con voltaje 

positivo máximo (ETL a 6D) y (b) lo mismo para un voltaje mínimo (ETL 

a 2D). 



 Resumen de Publicaciones  

 

- 72 - 

Para comprobar los efectos no deseados de la ETL, se han tomado imágenes con la 

ETL a 0D y eliminándola del montaje, cuyos resultados se muestran en la Figura 53 

(a) y (b) respectivamente. La célula central se representa en un mapa 3D en la 

Figura 53 (c) y (d), y en ellas se aprecia que la reconstrucción de fase es buena en 

ambos casos. Además, el hecho de que la contribución al ruido debido a la ETL es 

escasa se corrobora mediante el análisis de la desviación estándar en el fondo de las 

distribuciones de fase recuperadas. En la Figura 53 (a) y (b) se ha marcado en 

amarillo un rectángulo que se muestra ampliado en la Figura 53 (e) y (f), cuyos 

resultados son de 0.0023 rads y 0.00024 rads correspondientes a la ETL a 0D y sin 

el uso de la ETL, respectivamente. Dichos resultados son muy similares y concluimos 

que el impacto de la introducción de la ETL sobre el ruido es despreciable. 

 

Figura 53. (a)-(b) son imágenes de fase con la ETL a 0D y sin ETL en el montaje, 

repectivamente; (c)-(d) son la misma comparativa mostrando una vista 3D de 

la célula central; y (e)-(f) son la distribución de fase del fondo marcado en los 

rectángulos naranja in (a)-(b), respectivamente. Las barras de escala en           

(c)-(d)-(e)-(f) representan la fase óptica en radianes. 
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Con este experimento demostramos la utilidad de una ETL para modificar el 

aumento evitando tener piezas móviles en el montaje. Y, aunque la ETL puede 

presentar aberraciones cuando se llegan a los límites del voltaje soportado, éstas se 

presentan sobre todo en los bordes de la lente y se ha podido comprobar que la ETL 

apenas añade ruido al resultado final de la recuperación de fase de la muestra. 
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4. Conclusiones 
 

A lo largo del presente trabajo se ha puesto de relevancia la aplicabilidad que posee 

la microscopía holográfica en línea (o de Gabor) en el sector biomédico. Partiendo 

de las bases analógicas (o clásicas), hemos realizado un pequeño resumen de los 

aspectos teóricos más importantes relacionados con la holografía y relacionados con 

el trabajo aquí presentado hasta desembocar en técnicas de reconstrucción digital. 

También se han analizado los principales aspectos de fondo (propagación digital y 

algoritmos de recuperación de fase) necesarios para abordar las técnicas incluidas en 

esta memoria. Finalmente, se han incluido un par de secciones dedicadas a estado 

del arte en holografía y a técnicas de multiplexado en holografía por considerarse 

básicas como punto de partida para los métodos expuestos en la presente memoria. 

Dichos métodos suponen un compendio de publicaciones basadas en novedosas 

técnicas en holografía en línea (o de Gabor) que pueden agruparse en dos grandes 

bloques: técnicas de multiplexado en longitud de onda para la mejora de la imagen 

recuperada de fase cuantitativa y técnicas de multiplexado (en longitud de onda y 

tiempo) para proporcionar campo objeto variable.  

El primer bloque (referencias [1,2,3] de la lista de publicaciones) gira en torno a un 

nuevo algoritmo llamado MISHELF (Multi-Illumination Single-Holographic-

Exposure Lensless Fresnel) que se basa la adquisición simultánea de varios (desde 2 

hasta 4 validados en esta tesis) hologramas en línea para su posterior procesado 

digital. La captura simultánea hace uso del multiplexado en longitud de onda ya que 

diferentes fuentes coherentes de luz iluminan el objeto al mismo tiempo y un sensor 

que incorpora una máscara con sensibilidades espectrales diferentes (tantas como 

diferentes iluminaciones se hayan usado) se emplea para registrar los hologramas. 

Los diferentes hologramas en línea son pre-procesados y entran en un algoritmo 

iterativo de recuperación de fase que permite reconstruir un único objeto 

manteniendo la resolución proporcionada por la longitud de onda más pequeña 

utilizada, pero mejorando el ruido global y mitigando los efectos de la imagen virtual. 

Todo ello con la gran ventaja de realizar la captura de toda la información necesaria 

en una única exposición, pudiendo aplicarse al análisis de muestras dinámicas. 

El algoritmo ha sido verificado realizándose varios experimentos con distintas 

configuraciones. Para el primer montaje [1] se ha buscado la configuración más 

sencilla posible: iluminación y detección en RGB. Para ello, se utilizó una cámara 

RGB estándar y las fuentes de iluminación fueron 3 láseres de laboratorio 

combinados y pasando finalmente a través de un pinhole de forma que las tres 

longitudes de onda provenían como fuentes puntuales de una misma localización 
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(mismo aumento geométrico para todos los canales). Además, el hecho de que dichas 

longitudes de onda estuviesen en sintonía con los filtros RGB de la máscara Bayer 

del sensor evitaba tener cualquier tipo de información cruzada en los hologramas. 

Esta configuración permitió validar la mejora de los resultados de propagación 

basándose únicamente en el procesado de los hologramas tal y como habían sido 

capturados. 

Una vez comprobadas las mejoras que ofrecía el uso del algoritmo MISHELF, se optó 

por realizar un segundo montaje con el doble fin de tanto generalizar el método 

propuesto como de dar mayor flexibilidad en la selección de las longitudes de onda 

de las fuentes [2]. De este modo, los 3 láseres de laboratorio RGB fueron 

reemplazados por una lata emisora de un cabezal de PS3 que contiene 3 diodos láser 

en infrarrojo cercano, rojo y azul/violeta para la lectura de CD, DVD y Blu-ray, 

respectivamente. Estos 3 diodos coexisten en el interior de la lata emisora, pero no 

en el mismo punto espacial por lo que se requirió de una calibración tanto en escala 

como en desplazamiento de los hologramas capturados debido a la diferente 

localización de cada una de las fuentes de iluminación. Además, dado que el sensor 

sigue siendo con máscara Bayer RGB, también fue necesaria una eliminación del 

cruce de información en cada uno de los canales del sensor debido a la diferente 

sintonización entre las longitudes de onda de las fuentes y las frecuencias centrales 

de los filtros Bayer. Este nuevo montaje, no solo aportó flexibilidad y generalidad al 

concepto MISHELF, sino que también resultó viable económicamente pues se 

construyó un prototipo de bajo coste utilizando elementos comerciales fácilmente 

adquiribles que son ensamblados mediante una estructura diseñada para ser creada 

con una impresora 3D convencional. Así, se presentó un prototipo basado en la 

tecnología propuesta y orientado al sector biomédico de análisis de muestras de 

semen. 

En el último artículo del primer bloque [3], se ha expandido el algoritmo MISHELF 

para el uso de un número variable de longitudes de onda (desde 2 hasta 4). Para 

ello, se utilizó una cámara con una máscara Bayer especial que combinaba los filtros 

RGBW (teniendo el filtro W una banda de paso del espectro visible) y cuatro 

longitudes de onda de iluminación. Los experimentos realizados con este montaje 

compararon el uso de una única longitud de onda con el algoritmo MISHELF 

utilizando dos, tres y cuatro diferentes longitudes de onda. Se demostró así, que a 

mayor número de longitudes de onda para la iluminación, mejor es el resultado 

reconstruido. Quedó demostrado asimismo que la versatilidad del algoritmo venía 

limitada solamente por la disponibilidad de los elementos de iluminación y captura 

de los montajes. 
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En todas las técnicas de este primer bloque, se presenta un multiplexado en longitud 

de onda de única exposición en la que el holograma registrado debe separarse en los 

diferentes canales de multiplexado. Esto implica que el tamaño de pixel efectivo de 

cada canal es diferente y mayor del tamaño de pixel definido por la máscara Bayer. 

Por tanto, se puede incurrir en limitaciones adicionales de, principalmente, resolución 

debido al muestreo proporcionado para cada canal. Con el fin de evitar esta pérdida 

de calidad de imagen debida a la limitación impuesta por el muestreo, se presentaron 

configuraciones experimentales donde se introdujo un aumento geométrico en el 

sistema que permitiese solventar ese problema. De este modo, nos situamos en un 

rango de aumento de entre 12X hasta 20X, por lo que la imagen final presentaba un 

campo objeto reducido. 

Para mejorar este hándicap de las técnicas propuestas [1,2,3], el segundo bloque de 

métodos incluye dos referencias adicionales [4,5] en las que se actuó para 

proporcionar configuraciones en holografía en línea con múltiple aumento. De esta 

manera, se puede comenzar realizando un análisis de un campo objeto grande, pero 

con resolución limitada para pasar a una zona concreta del campo aumentada y con 

resolución mejorada. 

De este modo, se presentó una evolución del concepto de MISHELF en el que se 

fusionan, en un único montaje experimental, un sistema de holografía en línea con 

aumento geométrico (campo reducido) y alta resolución con otro de aumento unidad 

(campo extendido) y resolución limitada [4]. Esta mezcla de configuraciones se realizó 

en virtud nuevamente del multiplexado en longitud de onda ya que se destinan 2 

iluminaciones (RB) para el campo limitado y 1 adicional (G) para el campo 

extendido. De esta forma, se puede aplicar el algoritmo MISHELF con 2 

iluminaciones al campo reducido con el fin de mejorar la calidad de imagen obtenida. 

Así, el campo limitado proporciona gran aumento y buena resolución con bajo ruido 

procedente de la técnica MISHELF para poder ver los pequeños detalles de muestras 

biológicas vivas y móviles, mientras que el campo extendido permite obtener una 

imagen global de la muestra que permita hacer, por ejemplo, cierto tipo de recuentos 

celulares y evaluar cualitativamente la muestra. 

Finalmente, en el último artículo [5] se propuso la introducción de una lente ajustable 

eléctricamente (ETL) para modificar el campo de visión y el aumento sin necesidad 

de desplazar ningún elemento físico del montaje. De este modo, se puede pasar de 

un campo amplio a un campo reducido según lo que se pretenda analizar gracias a 

la capacidad de zoom derivada del uso de la ETL. Se presentó la validación de la 

prueba de concepto con una ETL que permitía una reducida variación de campo. No 

obstante, y en virtud de la existencia de ETLs con mayor capacidad de zoom, se 

podría pasar de una configuración de aumento unidad a otra con aumento en el 
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rango de 15X, dando así más flexibilidad y aplicabilidad a la técnica propuesta. En 

este caso no hay multiplexado en longitud de onda si bien se utiliza multiplexado 

temporal para variar el campo detectable. Por tanto, se pierde la capacidad de 

análisis de muestras dinámicas simultáneamente con 2 campos, pero se gana en 

flexibilidad para seleccionar la mejor configuración experimental a aplicar. La 

validación experimental se ha realizó con un test de calibración y muestra biológica 

en la que se comprobó la escasa contribución de la ETL al ruido y a la distorsión 

final de la imagen. 

De forma general podemos concluir, por tanto, que el algoritmo MISHELF, junto 

con todos los montajes y los experimentos desarrollados, y descritos en los artículos 

técnicos que componen esta tesis, ha demostrado una gran versatilidad de uso, en lo 

que respecta a distintos sensores de captura y distintas longitudes de onda de 

iluminación, y la mejora en la reducción de ruido de los objetos reconstruidos sin 

pérdida de la resolución marcada por la longitud de onda más corta utilizada. Todo 

ello ha sido refrendado por experimentos realizados tanto con objetos estáticos 

(principalmente, test de resolución USAF) como con muestras biológicas vivas y 

dinámicas (fundamentalmente, muestra seminal y microesferas en movimiento). 

Además, a los últimos montajes se les ha dotado de una gran versatilidad para la 

captura simultánea de distintos campos objeto y de su variación sin piezas móviles. 

 

4.1. Perspectivas de futuro 
 

La realización de este trabajo durante estos años atrás que aquí culmina con la 

presentación de esta memoria de tesis doctoral no ha hecho más que poner de 

relevancia la necesidad de desarrollar nuevas técnicas de holografía en línea con 

capacidades adaptadas a la aplicación concreta que se pretenda abordar. Hoy en día 

existen sistemas comerciales de microscopios holográficos sin lentes específicamente 

diseñados para determinadas aplicaciones y, por tanto, es un campo abierto y 

dinámico donde se van a producir nuevos desarrollos en los próximos años. 

Es nuestra idea seguir trabajando en esta línea de investigación aplicada y, a tal 

efecto, tenemos en mente algunas posibilidades para continuar. Por ejemplo, un paso 

natural para el siguiente artículo sería fusionar la capacidad del algoritmo MISHELF 

con la flexibilidad proporcionada por la ETL. De este modo, se podría proponer 

alguna configuración experimental de multiplexado en longitud de onda donde la 

ETL proporcionase diferentes campos objeto, moviéndonos en un rango de variación 

pequeña con campo extenso para una iluminación y en otro de campo reducido, pero 

con más variación de aumento para otras longitudes de onda. 
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También nos planteamos la inclusión de un modulador espacial de luz (SLM) al hilo 

de la publicación [4] ya que, en dicho artículo, la selección del campo a ampliar es 

fija: se muestra la parte central del campo. Y podría pasar que el objeto o muestra 

de interés a ver con más detalle no esté pasando por el campo central, de modo que 

no sería analizado. Se podría pensar en incluir un SLM que introduzca capacidad de 

selección de la ventana del campo a ampliar. Se trata de un proyecto ambicioso, pero 

con más que notable aplicabilidad.  

Finalmente, también se tienen en cartera otras posibilidades ya no relacionadas con 

el multiplexado en longitud de onda sino con la mejora de la imagen proporcionada 

en sistemas de holografía digital en línea en cuanto a resolución, eliminación de 

imagen virtual, reducción de ruido, etc. 
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