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1. Introducciéon

La holografia es una técnica fotogréfica, 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 generacion de
hologramas [1-3]. La holografia implementada por Gabor pretendia mejorar la
resolucion de las imégenes en microscopia electronica mediante la eliminacion de
lentes en el sistema experimental. El microscopio electronico mejoraba en mucho los
mejores microscopios 6pticos de la época y estaba cerca de resolver estructuras
atomicas. La motivacion de Gabor no fue otra que la de perfeccionar dicha técnica
mediante la eliminacion de la aberracion esférica de las lentes magnéticas del
microscopio.

Gabor se preguntd: “;jpor qué no tomar una mala imagen electrénica, pero que
contenga la informacién ‘total’ de la misma, reconstruirla y corregirla mediante
métodos Opticos?”, y asi surgié la holografia. Dicha técnica propuesta por Gabor esta
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 reconstrucciéon del holograma que genera la
imagen de la escena grabada cuando se ilumina con luz visible y que podria ser
corregido por métodos 6pticos convencionales. Por tanto, son las interferencias en la
etapa de registro y la difraccion en la etapa de reconstruccion los principios existentes
detras de la holografia de Gabor.

Sin embargo, para poder conseguir interferencias con buen contraste, es necesario
una fuente de iluminaciéon de elevada coherencia como lo es la radiaciéon laser no
existente en los tiempos en los que Gabor ided su experimento. Por tanto, el primer
holograma fue concebido en el afio 1948 utilizando una ldémpara de mercurio con un
filtro espacial (pinhole de 3 micras de didmetro) con el fin de aumentar la coherencia
de la iluminacion. 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 holograficas por Gabor en 1948 [1].

En afios posteriores, el interés en la holografia aumenta, y las mejoras en las técnicas
holograficas se suceden debido a la investigacion creciente en este campo [4-9|.
Ademas, la invencion del laser en 1960, proporciona una fuente de luz coherente que
mejora notablemente el contraste de los hologramas generados, ayudando a nuevas
investigaciones en la holografia. Emmett Leith y Juris Upatnieks [10-12], en 1962,
mejoran la configuraciéon propuesta por Gabor, dando lugar a la holografia fuera de
eje (off-axis), en la cual, el haz de referencia viene con cierto dngulo con respecto a
la propagacién de la difracciéon del objeto. La holografia fuera de eje, mejora con
respecto a la holografia en eje, principalmente en dos aspectos que eliminan el ruido
sobre la imagen reconstruida, el primero es la separacion del orden cero en el
holograma [13-15|, y la segunda, es la separacion de la imagen virtual [9].

La holografia anal6gica avanzaba también en los materiales utilizados para el registro
de los hologramas, como peliculas fotograficas de alta resolucion y fotopolimeros [16],
por ejemplo. Y también, cristales fotorrefractivos [17,18] como el LiNbOs, que
cambian localmente su indice de refraccion, de acuerdo con la intensidad luminosa
que reciben. Dichos cambios de indice son reversibles, permitiendo utilizarse para
fines tales como almacenamiento de informaciéon 6ptica, procesado o dispositivos de
visualizacion.

Las aplicaciones de la holografia se extienden a la ingenieria e industria, mezclandose
con la interferometria dando lugar a la interferometria holografica [19-21], donde se
pueden comparar las interferencias entre frentes de onda separados en tiempo, en
espacio o en longitud de onda. Asi, se pueden analizar de forma no destructiva y
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fructifera, cambios en la forma de objetos sometidos a vibraciones [22-24|, cambios
de temperatura [25-27|, o cambios de presion [28-30|, con la precision que permite
la interferometria [31-33], pero con mayor facilidad de la que permite la
interferometria clésica.

La microscopia holografica supone un nuevo campo de fructifera aplicaciéon de la
holografia [34]. Cuando se utilizan lentes en la microscopia convencional, la
profundidad de foco es muy pequeiia, con lo que podemos observar basicamente una
seccion plana de la muestra, teniendo en la imagen objetos enfocados, y también,
objetos desenfocados que estdn en diferentes planos al de observaciéon. Una gran
ventaja que aporta la holografia es la capacidad de grabar un volumen en un solo
holograma (35|, permitiendo después seleccionar el plano de enfoque, evitando la
pérdida de informacion que sucede en la microscopia convencional.

Otro gran avance de la holografia sucede cuando los ordenadores empiezan a formar
parte habitual de los laboratorios de investigacion, y se dan los primeros pasos para
entrar en la era digital. Cuando se emplea el término digita/ en la holografia,
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 generaciéon de
hologramas mediante célculos realizados por un ordenador (CGH, del inglés,
Computer-Generated Holograms) [36-38] no se considera holografia digital, si bien
existe relacion entre ambas ramas. Asi 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 algin tipo de
impresion. Conocida la teoria de la difraccion, se modelaba matematicamente el
objeto a representar, y se le aplicaban los métodos matematicos de propagaciéon para
obtener el holograma. A partir de aqui, el primer problema con el que se encuentra
la generacion de hologramas por ordenador es la parte de computacién, pues precisa
discretizar el holograma, y por tanto, elegir el nimero de puntos de calculo que
tendra dicho holograma [44], pues cuanto mayor sea, mejor calidad tendra la
reconstruccion de la imagen, pero por contrapartida, mayor seré el tiempo de céalculo.
El segundo problema es la impresion 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
codificaciéon a posteriori de los valores, cambiandolos a aquellos que si puedan
realizarse en la transparencia. La codificacion mas sencilla y que permiten gran
cantidad de tipos de dispositivos de impresion es la codificacion binaria [46-48|, con
transparencia 100% u opacidad completa, es decir, se parte de un soporte
transparente, sobre el cual se imprimen rectangulos opacos. El tamafio minimo del
rectangulo impreso capaz de crear el dispositivo de impresion era relativamente
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grande, de forma que el holograma impreso era de un gran tamafio, y posteriormente
era reducido por técnicas fotograficas, para ser manejable.

La propagacion de la radiacion electromagnética visible esta perfectamente descrita
en la teoria de la difracciéon y, por tanto, puede ser calculada mediante métodos
numeéricos 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 é6ptico y fue muestreado
en una matriz de 256x256 pixeles, con ocho niveles de gris para cada valor de pixel.
La configuracion utilizada fue la holografia de Fourier, de forma que, para obtener
la reconstruccion de la imagen debia realizarse la transformada de Fourier 2D y
obtener el modulo del resultado. Dicho calculo empleé unos cinco minutos de tiempo
aproximadamente. Asi se convirti6 el segundo paso de la holografia, la
reconstruccion, a forma digital.

Pero sin duda alguna, el gran salto a la holografia digital, viene dado por la apariciéon
de sensores de estado s6lido, dando la posibilidad de realizar el proceso de captura
completamente en informacion digital [50-52], eliminando los costosos procesos
fisicos y quimicos en la captura analogica, y también en los procesos de captura opto-
electronicos. Hasta este momento, las capturas mediante los procesos fisicos y
quimicos iban evolucionando hacia su digitalizacion, donde se podia sustituir las
placas de registro por otros elementos, como, por ejemplo, los tubos de las cAmaras
de video.

Pero no solamente mejora la facilidad en la captura, sino que, ademés, se puede
visualizar el holograma capturado casi instantaneamente 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 tamano de pixel del sensor, la distancia de separacion entre pixeles y
numero total de pixeles del sensor, temas que se investigan y para los que se sugieren
distintas configuraciones de captura segun las aplicaciones.

Las novedades digitales en la holografia se reflejaron en la microscopia holografica
digital sin lentes (LHM, del inglés, Lensless Holographic Microscopy), que se ha
convertido en una herramienta muy ttil en su aplicacién a distintos campos como,
por ejemplo, pueden ser la biologia [53], realizacion de tests en el punto de atencion
al paciente [54], telemedicina [55] y opto-fluidica [56-58]. Esta version de la
holografia clasica de Gabor [1], llamada comtinmente microscopia holografica digital
en linea [59-61] (DIHM, del inglés, Digital In-line Holographic Microscopy) se realiza
digitalmente en lo que respecta al segundo paso, la reconstruccion, y a diferencia de
sus inicios, en los que se usaba una fuente convencional de luz puntual (tipicamente
usando un pinhole) para realizar el registro del holograma, se han demostrado buenos
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resultados con distintas fuentes de luz como laseres de Helio-Neon [62],
LEDs [63,64], diodos superluminiscentes [65,66] o diodos laser creando fuentes
puntuales utilizando lentes GRIN [67-69] o fibras opticas [70-72].

La holografia de configuracién en-linea presenta la imagen gemela como principal
problema [73]|, que aparece como una imagen desenfocada sobre el resultado de la
propagacion al plano del objeto. En esta disposicion tipica de la holografia se puede
eliminar el efecto de la imagen gemela mediante dos estrategias diferentes: phase-
shift [74-76] basado en el registro de la variacion de fase entre la difracciéon del objeto
y el haz de referencia, y phase-retrieval [T7-86] que requiere el registro de distintos
hologramas, siendo estos cambios producidos por diversos medios, tales como el
desplazamiento de la camara, 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
informacion de fase del objeto, se precisa de una cantidad minima de dos o tres
hologramas capturados en distintos instantes de tiempo, suponiendo esto una
limitacién en la captura de procesos biologicos dinamicos. Cabe destacar las
propuestas de Waller et al. [86], basada en la Ecuaciéon de Transporte de Intensidad
(TIE, del inglés, Transport-of-Intensity Equation), y la de Noom et al. [87], basada
en la diferencia de la difracciéon dependiendo de la longitud de onda, obtienen toda
la informacién necesaria en una sola captura de una cdmara 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 categoria de “Tesis por compendio de publicaciones”,
se enmarca de lleno en la holografia digital, tanto en captura como en la
reconstruccion 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 pequefio paso mas a la mejora de las técnicas de captura y
procesado de la holografia digital. Ademas, aplicamos a la microscopia los conceptos
tedricos tratados, y lo haremos sin el uso de lentes en el proceso de reconstruccion.
Para ello, presentaremos un algoritmo de procesado iterativo de rdpida convergencia
dando como resultado imagenes de fase, sin pérdida de resolucién, mejora del ruido
coherente por promedio de distintos hologramas, y minimizaciéon 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 tnico holograma toda la informacién
necesaria (o redundante) con la que aplicar las técnicas propuestas.



Introduccion

Por tanto, la presente memoria se ha estructurado del siguiente modo.
Comenzaremos con una introduccion basica a la holografia (Seccion 2), desde sus
inicios clésicos hasta su vertiente digital. Dicha introduccién finaliza con un apartado
de multiplexado en holografia, aspecto éste considerado bésico dentro de la presente
tesis. Una vez presentado el marco teoérico relacionado con el presente trabajo,
abordaremos (Seccion 3) la presentacion resumida de los articulos incluidos en la
presente tesis analizando las principales caracteristicas de las técnicas propuestas y
que desembocan en las conclusiones y perspectivas de futuro (Seccion 4). La
Seccion 6 incluye los articulos incluidos en la presente memoria y finalmente
(Seccion 7) se ha incluido la bibliografia mas importante relacionada con el presente
trabajo.

Cabe mencionar que el orden de la presentacion de los articulos en esta tesis no
corresponde al orden temporal de las fechas de publicacién de los mismos, pues el
articulo 4 ("Dual-mode holographic microscopy imaging platform") fue publicado
antes que el articulo 3 ("Four channels multi-illumination single-holographic-
exposure lensless Fresnel (MISHELF') microscopy"), pero esta alteracion da un mejor
entendimiento a la evolucion del algoritmo presentado y a sus cambios necesarios en
los elementos Opticos utilizados en su aplicacion.

Todos los articulos presentados constan de una parte de investigacion teorica, que
da como resultado unas técnicas aplicables, y finalmente, una validaciéon experimental
para corroborar las expectativas formuladas al inicio de cada articulo.



2. Holografia

2.1. Holografia analogica

En 1948, Dennis Gabor presenta la técnica que hoy se conoce como holografia [1].
En este trabajo, y en los inmediatamente posteriores [2-4|, muestra una novedosa
técnica con la idea de mejorar los microscopios electrénicos, y que consistia en
capturar la informacion completa de la luz (amplitud y fase). Para poder recoger la
informacion de fase de la luz, utiliza una referencia con la cual se generan
interferencias y asi poder registrar la fase a través de la modulacion 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).

\
‘\
medio de

registro

referencia

objeto
Figura 2. Registro de interferencias

Usaremos la notaciéon siguiente para el frente de onda que proviene del objeto en el
plano del medio de registro:

a(x,y) = la(x,y)| e7/¢C) (1)

siendo éste el de interés para detectar y reconstruir posteriormente, y la
representacion del frente de onda de referencia es:

A(x,y) = |ACx,y)| e T¥E) (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)|* = (3)
= A Y + lalx, )12 + A" (x, y)alx, y) + A(x, y)a*(x,y)

O escrito de otro modo:

1, y) = [ACGY)? + lalx, y)I* +
+2|A(x, ¥)| la(x, y)| cos(@(x,y) — (x,y))

(4)

Viendo la ecuacion (4), podemos ver que tiene tres términos, aunque nos interesa
especialmente s6lo uno de ellos, el ultimo, que depende del moédulo de la amplitud
del objeto que queremos reconstruir y que contiene la fase del objeto. Dado que la
referencia también estd presente en la ecuacion, ésta debera cumplir unas
determinadas caracteristicas para permitir la reconstrucciéon del objeto a partir del
holograma.

Para la grabacion del holograma, se requiere un material que tenga una respuesta
lineal a la intensidad recibida, y aunque para la realizaciéon de esta tesis siempre se
han utilizado sensores electronicos (cuya respuesta, dentro de un rango de intensidad,
también es lineal), durante el capitulo de introducciéon hablaremos de placas
fotograficas como los medios de registro y la formulacién mostrada se referira a ellas,
pues la holografia se desarrollé con estos medios y es conveniente para la explicacion.

Asumiendo que el haz de referencia de la ecuacion (2), tiene una intensidad |A(x, y)|?
constante en todo el plano XY, podemos escribir la transmitancia de la amplitud en
la placa como:

ta(x,y) = t, + f'(lal* + A"a + Aa”) (5)

siendo t, un fondo constante dado por la onda de referencia y B’ la pendiente dada
por las caracteristicas del medio de registro. En la ecuacion (5), se ha omitido por
simplicidad la dependencia con respecto x e y, aunque tanto a como A dependen de
ellos.

Con la ecuacion (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 informacién
del objeto a(x,y), tanto de fase, como de amplitud.
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Como segundo paso, tenemos la reconstruccion de esta informacion. Para ello
iluminamos la transparencia con un haz coherente B(x,y). Asi pues, la luz
transmitida a través de la transparencia queda:

B(x,y) ta(x,y) = t,B + p'aa*B+ o
+p'A*"Ba + B'ABa’

Para el anélisis posterior de cada uno de los términos los nombraremos de la siguiente
forma:

Ui(x,y) = tpB (7)
Uy(x,y) = B'aa”B (8)
Us(x,y) = B'A’Ba (9)
U,(x,y) = B'ABa” (10)

Observando el tercer término correspondiente a la ecuacion (9), queda simplificado
si como haz de reconstruccion B(x,y) usamos exactamente una réplica de la
referencia original A(x,y) siendo

Us(x,y) = B'A’Ba = f'|A*a(x,y) (11)

y, puesto que, la intensidad del haz de referencia es uniforme, de la ecuacion (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
ecuacion (10), podemos realizar algo similar a la ecuacion (11), pero para ello,
usaremos un haz de reconstruccion B(x,y) que sera el conjugado del haz de referencia,
simplificaAndose de la siguiente forma:

Us(x,y) = B'ABa” = B'|Al?a’ (x, y) (12)

Como se ha visto, en este caso, en la reconstrucciéon, el cuarto término sera
proporcional al conjugado del haz proveniente del objeto.
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Hay que sefialar, que en cualquiera de los dos casos vistos en las ecuaciones (11) y
(12), la reconstruccion tiene tres términos méas que pueden ser considerados como
ruido en la reconstruccion.

Si tomamos una fuente coherente como referencia de la iluminacién, y asumimos
como objeto el mas simple posible, un punto, el frente de onda incidente en la placa
de registro seria una onda esférica:

a(x y) =a ejk\/Zg"'(x_xO)z"'(y_yO)z (13)
’ - %0

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 z, con respecto al
objeto. a, serd én general complejo, para tener en cuenta fases iniciales,
independientes de la fase esférica.

referencia A
jI=y
X H\

obﬁ‘e

Figura 3. Registro del objeto puntual

Si sustituimos la ecuacion (13) en la ecuacion (11), donde el haz de reconstruccion
es exactamente igual que el haz de grabacion obtendremos para el tercer término:

Us(x,y) = B'|AI2a(x, y) = B'|A|%a, efk\/23+(x-xo)2+(y—yo)2 (14)

también queda representado en la Figura 4, siendo este el caso en el que
reconstruimos la denominada imagen virtual

- 10 -
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reconstruccion A

V‘ X
o
imagen
virtual
Z,
R

Figura 4. Generacion de la imagen virtual

Por otra parte, cuando el haz de reconstrucciéon 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.

reconstruccion A¥*

\
BN e
\ \ \ imagen

real

Zs
-«

Figura 5. Generacion de la imagen real

Su formulacién matematica la podemos ver usando la combinacion de la
ecuacion (12) y la ecuacion (13) dando como resultado para el cuarto término:

Ua(23) = BIAP = B |AlRay ¢ PRS0 o (15)
vemos que la onda reconstruida es la conjugada del haz objeto, incluyendo la
constante a, 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 podria ser importante, y senlalamos 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

Segin 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 pequeias
variaciones con respecto a un valor medio.

Objeto Placa de
registro
D N
c
. e ~
Fuente 2 I 2
/‘ > /
Onda de \
referencia Onda

transmitida  difractada

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, déonde 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
ecuacion de la intensidad resultante es muy similar a la ecuacion (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 reconstruccion, va a tener como inicio la ecuacion (5), a partir
de la cual, anadimos el nuevo haz de reconstruccion 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 ecuaciéon (5) en cada uno de sus términos con los nuevos
parametros comentados nos quedamos con

Ui(x,y) = tpA 16
U, (x,y) = B'Ala(x, y)|?
Us(x,y) = B'lAl%a(x,y)

Us(x,y) = B'lAI%a’ (x, ¥)

17

(16)
(17)
(18)
(19)

19
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El primer término, U, de la ecuaciéon (16), es luz transmitida que pasa directamente
a través del holograma, que se atenta, pero no se difracta.

El segundo término, U, de la ecuacion (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 difraccion de un
patrén de intensidad (sin fase), por lo que se difracta débilmente. Esta es la mayor
limitaciéon del holograma de Gabor, pues si el término U, no es despreciable, incluso
llegar a ser el término con mayor contribucién, 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, Us de la ecuacion (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.

Imagen Holograma Imagen
virtual . real
- - ~ \ .,
o e 7 Observacion
- o - \, d 1§
Fuente * 2 3 ] e :g| >
Tr1>>>
z, z,

Figura 7. Formacién de las imagenes gemelas con un holograma de Gabor.

De forma muy similar, el término U, de la ecuacion (19), genera la imagen real a
una distancia z, situado a la derecha del holograma. Asi que, en cualquier holograma
de Gabor existen dos imagenes gemelas separadas entre si una distancia 2z, que
hara de ello otra limitacién de este tipo de hologramas.

Dado que el holograma de Gabor se registra en linea, 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,
simultaneamente se ve una imagen desenfocada que corresponde, en este caso, a la
imagen real. Esta limitacion no es tanto por la existencia de ambas imégenes, sino
por la imposibilidad de separarlas.

- 13-
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2.1.2. El holograma de Leith-Upatnieks

La apariciéon de la holografia atrajo a multitud de investigadores. Esta nueva técnica
ofrecia 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, todavia no existia
el laser, pero ello no freno el interés en la holografia.

Ya en 1962, con la reciente invencion de los laseres, 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 inclinacién junto con la luz
difractada del objeto como se aprecia en la Figura 8.

Lente Prisma

Fuente *

Placa de
registro

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

Ahora, en el medio de registro del holograma, tenemos la superposiciéon de dos ondas,
la primera que proviene del objeto y la segunda que, sin atravesar el objeto, viene
fuera de eje con una cierta inclinacion. Por tanto, la amplitud en el medio de registro
sera

U(x,y) = A e 2™ 4 |a(x,y)| e /®*Y) (20)

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

_ sin 260

a=— (21)
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Y si calculamos la intensidad de la ecuacion (20) tendremos como resultado una
expresion en la que vemos dependencia de la amplitud y de la fase del objeto,
modulando la amplitud y la fase de la portadora a

I(x,y) = |A|? + |la(x, y)|? + 2|A] |a(x, V)| cos(Cray — ¢(x,y)) (22)

Posteriormente volveremos sobre la portadora a, para ver el angulo minimo del haz
de referencia con el que podremos reconstruir el objeto sin ambigiiedades.

Si para la reconstruccion aplicamos una onda plana uniforme de amplitud B que
incide en direccion normal al holograma, podemos calcularla y mostrar cada uno de
sus términos separadamente para analizarlos detenidamente:

Ul(xi y) =B tb
U,(x,y) = B'Bla(x,y)|?
Us(x,y) = B'BA*a(x, y)e/*

23
24

(23)
(24)
(25)
Uy(x,y) = p'BAa’(x,y)e /2" (26)

El primer término, U;, 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, U,, presenta una variaciéon espacial en el plano XY, pero al ser
una distribuciéon de amplitud sin variaciones de fase se propaga proximo al eje de
incidencia del haz de reconstruccion. El ancho de banda de este término suele ser
relativamente pequeiio en comparacion a la frecuencia de la portadora a, y eso
provoca que puedan separarse facilmente las imagenes.

Observacion
Lente Holograma
) - ) g Luz directamente
transmitida
. 2 +
Fuente » Onda
proporcionazl
- < a la(x,y)|
Imagen | Imagen
virtual real
ZO ZO

Figura 9. Reconstruccion de las imagenes de un holograma de Leith-Upatnieks
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El término Uz, muestra una onda que es proporcional a aquella que provenia del
objeto en el momento de ser registrada, lo cual significa que este término genera una
imagen virtual a una distancia zgp a la izquierda del holograma, tal y como aparece
en la Figura 9. Pero ademaés, en la ecuacion (25), también observamos la componente
e/2™ que indica que la imagen es desviada un angulo 20 con respecto al eje 6ptico.

De forma similar, el término U, de la ecuacion (26), es proporcional a la onda
a*(x,y), con lo que generard la imagen real a una distancia z, a la derecha del
holograma. También, igual que el término U;, existe la componente de fase lineal
e 2" que indica que la imagen sera desplazada del eje 6ptico con un angulo
de —286.

Para el caso de la reconstruccion se ha usado un haz constante plano con incidencia
normal al holograma. Este haz de reconstruccion, 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 forméandose las
imagenes 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 estan
separadas y pueden recuperarse sin solapamiento. Para evitar el solapamiento,
necesitamos que la portadora incidente con un &ngulo de 26 sea mayor que un
determinado 26,,;,. Para encontrar este minimo, es suficiente determinar Ia
frecuencia de la portadora o para la cual los espectros de frecuencia espacial de los
términos Us y U,, de las ecuaciones (25) y (26) respectivamente, no se solapen con
los espectros de los términos U; y U, de las ecuaciones (23) y (24). Esto permitiria
realizar un filtrado espacial en el dominio de Fourier para recuperar un tnico
término. Asi que definimos la transformada de Fourier de la onda que proviene del
objeto como:

Ga(fx' fy) = T{a(xr }’)} (27)

para usarla al realizar la transformada de Fourier de la ecuacion ecuaciones (23),
(24), (25) y (26) quedando:

G1(fo fy) = FLUL(x, 1)} = Bty6(fs fy)

Go(fr fy) = FlU(x,3)} = B'BGo(fur ) ® Ga(fa f5)
G3(fr fy) = FlUs(x,y)} = B'BA"Go(foo £y — )
Ga(f fy) = FUL(x, )} = B'BAG;(~fr, — [, — @)

- 16 -
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De la ecuacion (29), aclaramos que el simbolo ® significa la operacion correlacion.

Teniendo en cuenta que G, de la ecuacion (27), tiene el mismo ancho de banda que
el objeto, ya que solamente se diferencian en la distancia propagada que es una
funcion puramente de fase, suponemos que G, (y por tanto el objeto) no tiene
frecuencias mayores que B ciclos/mm.

IG,|
leA G| |c§3|

A

Y

Figura 10. Espectro de un holograma de Leith-Upatnieks

Por simplicidad y mayor facilidad de representacion, en la Figura 10 se muestra solo
un eje de frecuencias espaciales.

De los términos calculados anteriormente, vemos que el primer término G,
corresponde a una delta ubicada en el origen dado que es solo un fondo de luz
transmitida. El término G,, es proporcional a la autocorrelacion de |G,|, por tanto,
su frecuencia maxima alcanza a ser 2B.

Por tltimo, el término |Gs|, que es proporcional a |G,|, tiene una frecuencia méaxima
de B, aunque esté desplazado, centrado en la frecuencia (0, a). El término |G,|, de
forma similar al G3, es proporcional a la version reflejada de |G,|, centrado en la
frecuencia (0, -a).

Observando la Figura 10 se puede comprobar graficamente que los términos |Gg| y
|G,| pueden ser separados del término G, siempre y cuando se cumpla que:

a =3B (32)
que combinado con la ecuacion (21), quedaria
sin(20) = 3BA (33)
y despejando el &ngulo obtenemos

20min = sin~1(3BA) (34)
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2.1.3. Propagacion del campo electromagnético

La amplitud del campo electromagnético (EM), en el caso de una tnica polarizacion,
puede ser representada escalarmente. La ecuacion escalar de tres dimensiones de
Helmholtz para un medio lineal homogéneo e isotrépico se puede resolver por el
método de espectro angular o por el método de convolucion (ver [89] para consultar
una explicacion extensa) entre otros métodos.

En el método de espectro angular, el campo EM inicial y su propagacion se trata en
el dominio frecuencial. Definimos la funcién A como la transformada de Fourier de
dos dimensiones de U:

Ala, B, z) = F{U(x,y,2)} = ff U(x,y,z)e /@+BY) dx dy (35)

donde a y S son frecuencias espaciales, y la propagacion de la luz en cualquier plano
con z constante viene dada por:

A(Cl,,B,Z) = A(Cl,ﬁ, 0) : G(C{,ﬁ,Z)
(36)

siendo G la funcion de transferencia que refleja el desfase de cada componente en
ondas planas del objeto segtin se propagan:

G(a,ﬁ,z) — ej (k2—a2-p2) 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) segin vemos en la siguiente ecuacion:

Ux,y,2) = F{A(a, B, 2)} = F~H{A(a, 8,0) - G(a,p,2)} =

= FUFU(x,y,0)) - G(a,B,2)} (38)
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Para el método de convolucion se utiliza la respuesta impulsional asociada a la
funcion de transferencia optica G de la ecuacion (37), y se obtiene mediante su
transformada de Fourier inversa [90]:

1 ef’"z<1

1 (ax+jBy) .
9y, = — || G@p2) e da df = ~(= -k

siendo 1 =./x?>+y?+ 2?2

20 r T

) (39)

Puesto que tenemos definido el campo EM inicial y la respuesta impulsional de la
difraccion en el dominio espacial (ecuacion (39)), podemos obtener el valor del campo
EM en cualquier plano z mediante la convolucién entre ambos:

Ulx,y,2) = U(x,y,0) * g(x,y,2) (40)

Pese a que no estamos tratando todavia ningtn ejemplo numérico, es conocido que
la operacion convolucion 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 ecuacion (40) como:

U(x,y,z) = FH{F{U(x,y,0)} - F{g(x,y,2)}} (41)

Comparando las ecuaciones (38) y (41) vemos que existe gran similitud entre ellas,
pero las diferencias serdn muy importantes en su aplicacién numérica cuando
entremos en la holografia digital.

2.1.4. Aumento geométrico del proceso holografico

Como se ha hablado anteriormente, el proceso holografico consta de dos partes, la
parte del registro del holograma y la parte de la reconstruccion. Si realizamos el
proceso completo, pero con variaciones entre el registro del holograma y su posterior
reconstruccion (Figura 11), podemos conseguir un objeto reconstruido de distintas
dimensiones [91,92|, aumentado o reducido, con respecto al objeto original. Pero,
ademas, 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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placa de registro fuente de holograma

referencia .
reconstruccion
‘r" ¥ @ .-'I l V‘ % . N \\ll
/

a) generacion del holograma b) reconstruccién del holograma

Figura 11. Generacién y reconstruccion del holograma en dos pasos

Las distintas configuraciones posibles son muchas, pero de todas ellas, nos vamos a
centrar tinicamente en la que hemos utilizado en los experimentos que constituyen
esta tesis. Dicha configuracién consiste en una fuente puntual de luz cercana como
referencia para la generaciéon del holograma, y un haz plano como fuente para la
reconstruccion, ambos de la misma longitud de onda.

El aumento geométrico f’geom, serd distinto dependiendo de la configuracion de
objeto y fuente de luz, dado simplemente por la proyeccion 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).

Objeto
puntual

Placa de
registro

Figura 12. Disposiciéon de registro del holograma

Ademas de la separacién en horizontal, existe también una separacién y,, paralela a
la placa de registro, que genera una plaza zonal en la placa de registro cuyo centro
dista del eje oOptico una distancia y, determinando el aumento geométrico. La
relacion entre y, e y, es el aumento geométrico y estas distancias pueden calcularse
facilmente por semejanza entre tridngulos:
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Yo _(s+p)
Y oS

.Blgeom - (42)

donde observamos que y, serfa igual a y, cuando la distancia del objeto al medio de
registro p es igual a cero y tendrfamos f'jeom = 1, ¥ que manteniendo constante y,,
el valor de y, aumenta segiin vamos alejando el medio de registro del objeto (que
significa aumentar el valor p, y por tanto, también aumenta B’geom). Si por el
contrario, mantenemos constante la distancia p entre el medio de registro y el objeto,
y también mantenemos fija la posicion del objeto y,, al mover la fuente variamos la
distancia s, que segiin mas lejos esté la fuente del objeto, menor sera el aumento
registrado, y viceversa. En el caso en el que la fuente la distanciasemos infinitamente
del objeto, el aumento registrado serfa igual a uno.

Como ya habiamos comentado anteriormente, el proceso de reconstrucciéon, lo
realizaremos numéricamente, usando un haz plano de la misma longitud de onda, en
cuyo caso vemos que el proceso digital de reconstrucciéon no crea aumento.

2.2. Holografia digital

La revolucion digital causada por la sustitucion de la electrénica analogica en favor
de la electronica digital, con un inicio en la década de 1950-1960, afecta también a
la ciencia, dando paso al célculo por ordenador de multitud de problemas. La
potencia de calculo de los ordenadores crece exponencialmente a medida que pasa el
tiempo, mientras que su precio disminuye, y por tanto, su presencia en la
investigacion aumenta rapidamente.

La holografia no es ajena a la revoluciéon digital, y aunque su esencia no cambia, la
forma de realizarse en los laboratorios y sus aplicaciones posteriores si varian en
multiples aspectos. La Holografia Digital (DH, por sus iniciales en inglés, Digital
Holography), es el término utilizado en distintos contextos, y en algunos de ellos
incluye cualquier proceso holografico en el cual se usa un elemento digital.

Por un lado, tenemos la llamada CDH (Computer-Generated Digital Holography),
que se refiere a la generacion de un holograma por métodos numéricos. Con estos
métodos, estamos cambiando s6lo el primer paso de la holografia, el paso del registro
del holograma. Si existe el modelo matemético de un objeto, tanto si existe
fisicamente como si no existe, podemos generar su holograma con la ayuda de un
ordenador [37], para posteriormente plasmarlo en una placa fotografica y
reconstruirlo 6pticamente.
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Por otro lado, en este trabajo, utilizaremos el término DH muy concretamente para
referirnos a la generacion optica del holograma, adquirido electrénicamente y
reconstruyendo la imagen por métodos numeéricos [49]. En este caso, es el segundo
paso de la holografia el que se realiza digitalmente al completo. No hay que olvidar,
que aunque la generacion del holograma se realiza Opticamente, éste se registra
electronicamente, por tanto, se deben tener en cuenta algunos aspectos del muestreo.

2.2.1. Muestreo

El método de registro en la holografia digital es un sensor con un ntamero limitado
de pixeles y un tamano de pixel que tipicamente oscila entre 1 pm y 6 pm, y evitar
el aliasing (frecuencias espurias debidas al muestreo) en la imagen del holograma
entra dentro del compromiso de la disposicion de los elementos del experimento junto
con el tamaiio del campo que queremos visualizar, el aumento y otros.

Es evidente, que, gracias a la tecnologia existente hoy en dia, podemos ver en tiempo
real el holograma capturado por la cidmara mientras movemos los elementos del
experimento, y ésta es la mejor manera de ver como nos estan afectando fenémenos
como el aliasing. Sin embargo, podemos realizar unos célculos rapidos en la
planificacion, utilizando un experimento teérico muy sencillo.

Figura 13. Fuente puntual en linea con objeto puntual

Si consideramos una fuente de luz puntual situada a una distancia zg del sensor, y
un objeto puntual situado en la linea perpendicular al sensor desde la fuente (Figura
13), separado una distancia z, respecto del sensor, registraremos la interferencia
entre dos ondas esféricas. Por la naturaleza del sensor, que es una matriz de pixeles,
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y la simetria rotacional del problema que resulta en la generacion 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 calculos, utilizaremos la
aproximacion paraxial de la onda esférica:

Tl 5 2; 2T

T 1 Tl 2
] y = J y il
Suma de campos = —e’A%0° el T + —e'Azs” /T (43)
Zy Zg

Utilizando la ecuacion (43), queremos saber las posiciones de los maximos de
intensidad sobre el eje Y cuya separacion determinara la frecuencia del patréon de
interferencias. Los maximos sucederan cuando la fase de una onda coincida con la
otra mas un nimero entero multiplicado por 2w, quedando:
w1 21 w1 21
- 2+7ZO+2T[m=zZ—y2+TZS con m € N (44)
N

Az,

Realizando algunas operaciones, simplificamos la ecuacion en:

2 —
L(Lo1)2arn) g, (45)
A\z, 2z A
doénde finalmente despejamos la incognita y:
ZsZ
y= |2 — ((zs — z,) —mA) (46)

s — Zp

Teniendo en cuenta los pardametros del sensor de la camara (Figura 14), podemos
calcular la posicion de los maximos que entran dentro del sensor, que cumplen

y < h/2.
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perfil de
interferencia

y N\ \‘\ = Bl

I .\'; o \‘I‘!\\‘ - , h
)Y S

S = i

sensor

Figura 14. Interferencias de intensidad sobre el sensor de la caAmara

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

m:Zs_Zo<1 h? 1) (47)

A 8 ZsZ,

Con la informacion de las ecuaciones (46) y (47), podemos saber cudles son los dos
maximos mas cercanos al borde del sensor, que son exactamente los que tienen menor
separacion entre ellos, y los llamamos y; e y,. Dichos maximos de intensidad podran
ser detectados sin existencia de aliasing cuando caigan en dos pixeles no adyacentes,
por tanto, la distancia minima necesaria entre ellos serad de dos pixeles:

yi—Y2>2p (48)

donde p es el tamaiio del pixel.

Si usamos la configuracion de la Figura 13, por ejemplo, con el sensor industrial de
la marca Sony, modelo IMX392 [93], cuyo nimero de pixeles es 1920x1200, y el
tamano de cada uno de dichos pixeles es 3.45pm x 3.45um, siendo el lado mas largo
del sensor 6.62 mm. Utilizando un laser verde de 532 nm acoplado a fibra, cuya
salida se sittia a 15 mm del sensor y un objeto puntual situado a 12 mm del sensor,
los méaximos estaran situados en las posiciones determinadas por la ecuacion (46).
Teniendo en cuenta que los valores de y superiores a la mitad del tamaio del sensor
no nos interesan, podemos calcular las posiciones de los méximos contiguos més
cercanos al limite del sensor. Sustituyendo todos los valores del ejemplo en la
ecuacion (47), y obtenemos los valores para m = 5468 y m = 5469, que utilizados
en la ecuacion (46) nos da unos valores en milimetros de y = 3.305 e y = 3.2953, su
diferencia es Ay = 9.67um, que cumple con el requisito de la ecuacion (48), por lo
tanto no tendremos aliasing en este montaje.
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2.2.2. Métodos numéricos de propagacion

La propagacion del campo EM definida en el apartado 2.1.3, es aplicable a la
holografia digital, teniendo en cuenta que se deben discretizar los valores de x, y a
las cuales llamaremos x,,, ¥, La forma mas sencilla de hacerlo es tomar cada punto
de la sefial digital como una unidad de superficie cuadrada del tamafno del pixel.

Para el caso de propagacion de espectro angular, utilizariamos la ecuacion (38), que
discretizariamos, quedando:

Ul Y 2) = IFFT2{FFT2{U (X, Y, 0)} * G (@, Brs 2)} (49)

Aparte de la discretizacion de los valores x e y, se cambia la transformada de Fourier
por una transformada discreta, que habitualmente se ejecutara en un ordenador con
el algoritmo de la FFT (Fast Fourier Transform). El prefijo 7 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 tamafio de pixel del sensor como unidad basica. Si usamos el ejemplo
del sensor IMX392, cada pixel sera equivalente a una superficie cuadrada de 3.45pm
x 3.45pm, y tendriamos una superficie total del sensor de 1920x1200 pixeles que
resultaria en 6.62mm x 4.14mm. Utilizando un laser de 532 nm, que segtn la ecuaciéon
(37), define la funcién 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 ntmero de
pixeles en horizontal que en vertical, la fase de la funcion de transferencia presenta
una forma eliptica ya que se define directamente en el dominio frecuencial.

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Figura 15. Fase de la funcién de transferencia para una propagacion a 2.5 mm
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Dicha funcién de transferencia tiene limite en frecuencia de 1/4 y su variacién de
fase es mas rapida a medida que se aleja del centro, lo cual significa que se debe
tener en cuenta si estd bien muestreada (o calculada) para no producir errores en el
resultado.

Si deseamos crear un objeto circular de 0.5 milimetros de didmetro, éste tendria una
radio de 72 pixeles, que podria estar centrado en una imagen de 1920x1200 pixeles
correspondientes a dicho sensor (Figura 16). Ahora, segun la propagacion por
espectro angular, para conocer el resultado de la difraccion 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 funcién de transferencia.

a) b)

550 550

600 600 -

650

650 -

700

‘ ‘ ‘ ‘ 700 . . . . : .
850 900 950 1000 1050 1100 850 900 950 1000 1050 1100

Figura 16. a) Objeto circular de 0.5 milimetros de diametro, y b) Resultado en valor
absoluto de la difraccién con un haz plano de 532 nm a una distancia de 2.5 mm

Para el caso del método de convolucion, la discretizacion se hace en el dominio
espacial tanto del objeto como de la respuesta impulsional que se usa para la
convolucion, y la ecuacion (41) queda:

UXm, Yim Z) = U, Y, 0) * g O, Vi, 2) =

50
= IFFT2{FFT2{U (%, Ym, 0)} * FFT2{g(Xm, Ym, 2)}} (50)

Al hacer uso de las propiedades de la Transformada de Fourier, no hay que olvidar
que la convolucién se convierte en convolucion ciclica cuando se muestrean las
sefnales y se usa la Transformada Discreta de Fourier, por tanto, serda necesario
ampliar la matriz de la respuesta impulsional discretizada rellenando de ceros dicha
ampliacion hasta conseguir un tamafnio que doble su tamaifio original.

Como el caso anterior, la definicion de g(x,y,z), definida en la ecuacion (39), tiene
su variacion es mas rapida segun nos alejamos del centro, con un periodo minimo
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de A. Luego, es necesario, asegurarnos que en la discretizacion no se produce aliasing.
Tomaremos su aproximaciéon paraxial:

1 ek 7z 11 elkz  jk(x*+y?)
s L ETE(L )

2 v 1T JjAz

siendo 1 =./x?+y?+ z?

La variacion que se produce sobre un plano con z constante va a depender
exclusivamente de la variacién en x e y, que por simplicidad, usaremos solo la
variacion en x, tomando el valor de y = 0, y comprobaremos que los valores de fase
de dos puntos consecutivos no se diferencian en més de m radianes. Extrayendo de
la ecuacion (51), la fase que es variable nos queda:

P
e% = ej(P (52)

Donde discretizamos para valores de x:

p(n) = ]len2 (Ax)> con neN (53)

Buscando el valor méximo de x, siendo N el ntmero de pixeles en dicha direccion,
lo encontraremos para un valor n = N/2 :

o(3)-o(3- 1)< -

— 2 N_Z_N_Z — 54
AZ(Ax)<4 4+N l)<m = (54)
>N 5
z A(Ax)

Analogamente podemos encontrar que para el correcto muestreo de la funciéon de
transferencia en el método de propagacion de espectro angular obtendriamos:

z < %(Ax)2 (55)
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Por lo que usaremos el método de propagacion de espectro angular para distancias
cortas y el método de propagacion de convolucion para distancias largas, dadas por
los parametros del montaje y el resultado de las ecuaciones (54) y (55).

2.2.3. Algoritmos de recuperacion de fase

Podemos dividir estos algoritmos en dos grandes grupos, aquellos que utilizan la
holografia como método subyacente y aquellos que no precisan partir de un
holograma.

La microscopia holografica utiliza un interferémetro como base y un sensor para el
registro del holograma. La recuperacion de amplitud y fase en una configuracion
fuera de eje (off-axis) puede realizarse mediante el filtrado en Fourier [94] mientras
que en configuracion en-eje (on-axis) puede obtenerse mediante el uso del proceso de
phase-shifting |95,96|. Pero en las dos ultimas décadas otros métodos de recuperacion
de fase se han propuesto debido al creciente interés en obtener imagenes de fase
cuantitativas.

Zicha et al. [97,98| propusieron el método Digitally Recorded Interference Microscopy
with Automatic Phase Shifting (DRIMAPS) que combina la interferometria phase-
shifting, automatizando el movimiento motorizado de prismas 6pticos para variar la
fase de la referencia, junto con microscopia para obtener imégenes de fase en biologia
siendo aplicada al estudio de motilidad, crecimiento y dispersion celular.

Spiral Phase Contrast Microscopy (SPCM) es un método que propone un montaje
similar al del microscopio de Zernike al que se le afiade un filtro de fase en espiral
que produce un realce de los bordes de la muestra y puede ser utilizado para extraer
informacion sobre su topografia [99]. Ademas, si se obtienen una serie de imégenes
con una diferente rotacion del filtro de fase en espiral se puede obtener la informacion
completa de la fase de la muestra [100,101].

Fourier Phase Microscopy (FPM) combina la microscopia de contraste de fase con
la interferometria phase-shifting [102]. Adicionalmente, se puede reducir el ruido
utilizando fuentes parcialmente coherentes, siendo utilizado para el estudio de la
dinédmica celular en largos periodos de tiempo [103-105]. Sin embargo, FPM tiene la
limitacion por el uso del pase-shifting que no permite grabaciones de fenémenos muy
rapidos (de la escala de milisegundos) como las fluctuaciones de la membrana celular.

Una alternativa, Hilbert Phase Microscopy (HPM) aplica mateméaticamente la
transformada de Hilbert al holograma capturado fuera de eje (off-axis) utilizando un
interferometro 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 fenbmenos muy rapidos ya que estd limitado tnicamente por la
velocidad de adquisiciéon del sensor. Por el contrario, HPM sufre inestabilidades de
longitud de camino 6ptico en ambas ramas debido a cambios mecénicos y /o térmicos.

Diffraction Phase Microscopy (DPM) es una combinacion de las principales ventajas
de FPM y HPM, se consigue la recuperacion de fase con alta estabilidad en distintas
escalas temporales siendo necesario un tnico holograma [109-111]. La técnica DPM
ha sido combinada también con fluorescencia [112|, microscopia confocal [113]| y
tranformada de Fourier de la luz dispersada [114,115], dando lugar a multiples
configuraciones y aplicaciones.

Y uno de los més recientes métodos propuestos Spatial Light Interference Microscopy
(SLIM), combina la microscopia de contraste de fase con la holografia 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, n/2, n, 3n/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 distribuciéon de intensidad. Uno de los trabajos iniciales de recuperacion 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 est4 mostrada en la Figura 17, y consiste en obtener una nueva estimacion
de la fase de entrada en cada iteraciéon mediante la propagacion de ida y de vuelta
entre los dos planos.

Partiendo en de la entrada, se usa la amplitud conocida E;,(x,y) y una fase aleatoria
inicial @y(x,y), que para inicio de cualquier iteraciéon denotamos como
Ein(x,y)e/9m®Y) siendo m el ntmero de la iteracion. Posteriormente, se calcula el
campo en el plano de salida, siendo el resultado de propagar a través del sistema
optico dicho campo de entrada, que denominamos B,, (u, v)e/®m®¥) 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
obtendriamos E,y, (u, v)e/m®@v),
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Ein(xy y)

l

Random . .
@o(x,y) [ Ein(x, y)e}qom(x,y) }_[Bm (u, v)ejd)m(u,v) }
[Am (x, y)ejqomﬂ(x,y) * [Emct (u, I?)ejq}m (uv) }

1 r

Omi1(x,y) Egye(u, v)

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 obtendriamos A,,(x,y)e/?m+1¥) La fase obtenida
al final de esta iteracion puede ser el resultado final si se ha conseguido la
convergencia. En caso de continuar con las iteraciones se sustituirfa la amplitud del
campo de entrada con aquella ya conocida E;,(x,y) y se volveria 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 estimacion de la fase en cada iteracion
es, al menos, tan buena como la previamente calculada.

Otro método, Quantitative Optical Phase Microscopy (QOPM) propuesto por Barty
et al. [118], obtiene la distribucion de fase mediante el analisis de como la
propagacion del haz se ve afectada por la muestra. En un tipico microscopio por
transmision se obtienen varias imagenes (en foco y desenfocadas) moviendo la
muestra axialmente a lo largo del eje Z mediante un motor paso a paso. Estas
imagenes 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 tipicas de holografia digital

Por simplicidad, solamente nos referiremos a algunas de las configuraciones méas
comunes usadas en la holografia digital sin lentes.

Configuracion de holografia digital en eje (Digital In-line Holography)

La LHM viene de la implementacion digital de la invencion 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 so6lido
en lugar de una placa de registro (Figura 18), y posteriormente poder reconstruir la
imagen del objeto mediante métodos numéricos.

Objeto Camara

\
Fuente * ? (
2

fJ

Onda de
referencia ) Onda
transmitida  difractada

Figura 18. Holografia digital de Gabor

En algiin caso, se emplea el término holografia digital en eje solamente en los casos
en los que la onda referencia se introduce en linea con el eje 6ptico pero posterior al
objeto (Figura 19), que es una posible solucién cuando el objeto utilizado no tiene
suficiente transparencia como para que el haz de referencia lo atraviese y se generen
interferencias. Aun asi, en este trabajo nos referiremos a holografia digital en-linea
en ambos casos, tanto si la referencia viene directamente atravesando el objeto como
si es introducida separadamente.
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Divisor de haz

Espejo

Fuente *

Camara

ESD& ‘

Objeto Divisor de haz

Figura 19. Holografia digital en-linea con referencia introducida después
del objeto

La LHM se utiliza tipicamente en dos configuraciones extremas [120],
esquematizadas en la Figura 20. En la primera configuraciéon, la muestra se sitia
cerca de la fuente puntual de iluminaciéon y, en comparacion, lejos del sensor digital
[121-126|. Asi conseguimos un factor aumento que tipicamente sera de 5X a 20X,
debido a la proyeccion geométrica del patron de difraccion de la muestra sobre el
plano del sensor, y obtenemos un campo de visiéon y limite de resoluciéon similar a un
montaje con lentes DHM de apertura numérica media (en un rango de 0.4 a 0.5).

Camara Cémara
Fuente * ‘ ‘ g Fuente * I=
Objeto Objeto
a) b)

Figura 20. a) Configuracion de gran aumento
b) Configuracion de poco aumento

La segunda configuracion, la fuente de iluminacion se sitta 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 extension
del campo de vision ya que se utiliza toda el area del sensor. El limite de resoluciéon
alcanzado es tipico de sistemas de baja apertura numeérica (en un rango de 0.2 — 0.3)
principalmente limitado por el tamano del pixel. Muchas veces nos referimos a este
tipo de configuracion como On-chip Microscopy.
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Configuracion de holografia digital fuera de eje (Digital off-line holography)

La holografia fuera de eje consiste en la configuracion del registro del holograma
segun la realizacion del holograma de Leith-Upatnieks [50], visto en el apartado 1.3.

Lente Prisma

Camara

Fuente * I

Objeto

Figura 21. Holografia 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 reconstruccién se realiza por métodos
numeéricos, es posible realizar la reconstrucciéon con un haz con angulo de forma que
la imagen del objeto quede centrada.

Configuracion de holografia digital de Fourier sin lentes

En esta configuracion, la fuente de luz que interfiere con la luz difractada del objeto
tiene origen en el mismo plano donde se sittia el objeto.

Lente 2
Lente Camara

Fuente * I S

Objeto

Figura 22. Holograffa de Fourier

En la Figura 22, se representa una de las formas en las que se puede realizar un
holograma de Fourier sin lentes, donde 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 posicion
del punto objeto. Puede reconstruirse con una simple transformada de Fourier.

2.2.5. Multiplexaciéon en holografia digital

Definimos la multiplexaciéon como la técnica para combinar varias sefales
transmitidas o procesadas a través de un tnico sistema. Este concepto fue inventado
en el ambito de las telecomunicaciones, cuando Jean Mourice Emilie Baudot [134]
pens6 en un mejor aprovechamiento de los telégrafos (teletipos), ya que pasaban
gran parte del tiempo en estado de espera y s6lo actuaban durante el poco tiempo
en el que recibfan un simbolo. Este primer uso compartido del canal fue realizado
por multiplexacién en tiempo.

En la holografia también se pensdé en un mejor aprovechamiento de los medios
disponibles, donde la primera aplicacién de la multiplexacién fue el uso de la placa
de registro para almacenar la informaciéon de méas de un holograma. Estas primeras
técnicas de multiplexado holografico hacian uso de las propiedades espacio-
frecuenciales [135-140] y la polarizacion [141,142| permitiendo posteriormente la
reconstruccion de cada uno de ellos de forma independiente. Hay que resefiar que en
estos primeros montajes experimentales también se hacia uso de la multiplexaciéon
temporal, entendiendo ésta como que era necesario reemplazar el objeto y realizar
algunos cambios en el sistema Optico para registrar el nuevo holograma.

La multiplexacion toma especial relevancia en el ambito de la mejora del limite de
resolucion de los objetos reconstruidos a partir de los hologramas. Para ello, conviene
utilizar la teoria de la informacién, dénde, en un paso muy inicial, la capacidad de
informacion de un sistema en bits fue definida por Hartley [143] como:

N =log, m (56)

donde m es el nimero total de estados posibles de un mensaje y N es el ntimero de
bits necesarios para representarlos.

Si consideramos un sistema 6ptico como un sistema de comunicaciones, puesto que
de una sefial de entrada que atraviesa un canal obtenemos una sefial de salida,
podemos utilizar el concepto definido por Shannon [144], que define la capacidad
temporal de un sistema de comunicaciones, estableciendo el ntimero de muestras
necesarias para definir dicho sistema haciendo uso del teorema del muestreo:

M =2TB;+1 (57)
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siendo M el nimero de muestras, T es lapso de tiempo durante el que se transmite
la sefial y By es el ancho de banda temporal del canal de transmision.

Si la senal detectada tiene una potencia promedio s y un ruido con potencia n, la
capacidad de informacion queda definida como:

N = (2TBr + 1)log (1 + %) (58)

Se sucedieron los avances en la definicién teodrica de los sistemas opticos [145-147]
que relacionaban la resoluciéon 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
imagenes, el nimero 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, polarizacién, 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
informacion de un sistema 6ptico viene dada por:

S
N = (2LyBy + 1)(2LyBy + 1)(2L,B, + 1)(2TBr + 1) log (1 + Z) (59)

donde Ly L, son las extensiones del campo objeto transmitido en las direcciones x e
y respectivamente, By B), son las anchuras de banda de la funcién de transferencia
del sistema, L, es la profundidad de campo del sistema, B, es el ancho de banda
espacial en la direccion z, T es el tiempo de observacion y Br es el ancho de banda
temporal del sistema 6ptico.

La conclusion més importante derivada a partir de la ecuacion (59) es que no es el
ancho de banda espacial de un sistema el que es constante, sino la capacidad de
informacion que el sistema Optico puede transmitir. Por tanto, podemos cambiar el
dominio en el que la informacién es transmitida o multiplexada, a expensas de reducir
la cantidad de informacién que se puede transmitir en un determinado grado de
libertad y con el fin de expandir la de otro resultando en un aprovechamiento
maximo de la capacidad de informacion del sistema.

En los sistemas 6pticos 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 varia o lo hace
muy lentamente de tal modo que se puede asumir como constante al menos durante
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el tiempo de observacion o tiempo en el que se implementa la técnica. En este tipo
de objetos, es posible transmitir diferentes paquetes de informacion adicional del
objeto (adicional en el sentido de mas alla de la transmitida normalmente por el
sistema Optico) sucesivamente en el tiempo porque el objeto no varia. Un claro
ejemplo lo tenemos en la transmision de informaciéon 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 resolucion mejorada [151-155].

Por otro lado, la multiplexacion espacial es de las mas utilizadas, que ademas de los
trabajos iniciales en el registro de hologramas sobre la misma placa, tienen
aplicaciones diversas como la mejora de resoluciéon en la reconstruccion de los
hologramas [154,156], y la codificacion de informacion multiple en un solo holograma
digital [157]. También se han realizado trabajos sobre equipamiento ya existente al
que se le aplican mejoras, como la modificaciéon de un microscopio convencional al
que se le afiaden modulos externos para multiplexar en espacio creando un
microscopio holografico [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 acufi6 el
nombre de fibra 6ptica, y més tarde, Charles Kuen Kao mostraria en 1966 la primera
transmision de informacion utilizando frecuencias opticas [159]. La fibra optica es la
base de las comunicaciones de gran ancho de banda desde finales de los anos 70 y
principios de los 80, donde la WDM (Wavelength Division Multiplexing) equivale a
la modulacién 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 multiplexacion en longitud de onda, cuyas bases fueron
sentadas por Kartashev [160] en el caso de su aplicacion a superresolucion.
Posteriormente Armitage, Lohmann y Paris [161] propusieron una implementacion
de multiplexacién en longitud de onda para codificaciéon y correlacion de objetos
unidimensionales. Una segunda propuesta, que era la extensién a un correlador de
dos distribuciones espaciales 2D, no era puramente multiplexaciéon en longitud de
onda, ya que la caracteristica 2D se conseguia moviendo una rendija del sistema,
haciendo uso de la multiplexaciéon temporal también. Las demostraciones opticas
llevadas a cabo en el laboratorio por Bartlet [162] de la transmision de senales
inclufan las partes moviles necesarias para la multiplexacién temporal. Friesem et
al. [163] sugirieron algunos montajes 6pticos que permitian el envio en paralelo de
imégenes 2D a través de una tunica fibra 6ptica multimodo. Evoluciones de estos
sistemas Opticos 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 multiplexacion en longitud de onda
son muy diversas, pues aparte de las ya nombradas para la transmision, se puede
utilizar para el procesado de imégenes [166] dadas las ventajas del procesado en
paralelo que permiten los sistemas Opticos, obtencion del indice de refraccion de un
objeto [167] gracias a la iluminacion simultanea directa y por reflexion con multiples
fuentes de distinta longitud de onda. Otras aplicaciones, como la deteccion de
objetos, se basan en el hecho de poder estimar en una imagen convencional la
profundidad de un objeto de la escena por su variacion de escala y cierto
conocimiento previo de las dimensiones, pero también existen sistemas 6pticos [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 resoluciéon en sistemas Opticos 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 conseguian
superresolucién de tinica exposicion iluminando el objeto con diferentes haces laser
de diferente longitud de onda e inclinacion, por lo que la transmision de contenido
espacio-frecuencial extra se realizaba en la coherencia de la iluminacién 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 holografica sin lentes [171].
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3. Resumen de publicaciones

3.1. Publicacion 1: “Improved quantitative phase imaging in lensless
microscopy by single-shot multi-wavelength illumination using a
fast convergence algorithm”

En esta publicacion ([1] de las publicaciones incluidas en esta tesis) mostramos un
diseno 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 rapida con el que obtenemos la amplitud y fase
del objeto mejorando la calidad sefial/ruido y mitigando los efectos de la imagen
virtual sin perder la resoluciéon dada por la menor de las longitudes de onda
utilizadas.

1 PINHOLE MUESTRA

i
532 nm \

633 nm "

e
I
I
/ T405nm
CUBO 1
COMBINADOR

DE HACES

Figura 23. Esquemético del montaje MISHELF

El montaje del experimento realizado en el laboratorio (Figura 24) consta de tres
laseres, cuyas longitudes de onda son 405 nm (diodo laser violeta de 50 mW), 532
nm (diodo verde de 50 mW) y 632.8 nm (laser de He-Ne de 35 mW). Todos ellos se
combinan utilizando divisores de haz dicroicos, para después difractarse al atravesar
un pinhole de 1 pm de diametro. 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.

Martin Sanz, José Angel Picazo-Bueno, Javier Garcia, and Vicente Mico, "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: 10.1364/0E.23.021352
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Al tratarse de una aplicacion a microscopia, se requiere un factor aumento del objeto
de entre 5x y 20x. Por tanto, la muestra se sitia cerca del pinhole en comparacion
a la distancia al CCD. Finalmente, se utiliza una camara a color (AVT 1394 Stingray
F-145C, 1388 x 1038 pixeles, 6.45 x 6.45 pm de tamaiio de pixel) para capturar

simultaneamente los tres hologramas generados. Notese ademéas que el aumento es
necesario para evitar el limite de muestreo (apartado 2.2.1) que, no solo viene
impuesto por el tamano de pixel del sensor empleado, sino por la restriccién adicional
introducida por el multiplexado en longitud de onda que define un tamafo de pixel
efectivo méas grande que el real al separar los diferentes canales.

Figura 24. Fotografia 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 cAmara RGB)
capturados, de los que s6lo 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 propagaciéon numérica
hasta el plano objeto de cada uno de los hologramas, teniendo en cuenta que la
refraccion depende de la longitud de onda, y que ello provoca que la distancia de
propagacion numérica hasta la imagen en foco es ligeramente diferente para cada
uno de los canales. Con las imégenes de los objetos calculados, realizamos la mezcla
ponderada de los espectros en el dominio de frecuencia espacial, obteniendo un tnico
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. Asi
conseguimos que el nuevo objeto creado de la mezcla de todos tenga la misma
resolucion que la obtenida por la longitud de onda B (mejor resolucion posible por
difraccion), 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 propagacion
hacia el plano de registro del holograma y vuelta al plano objeto.

De este modo, el objeto tinico 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 eliminacién 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 validaciéon experimental se han utilizado dos tipos de muestras, por un lado,
un test de resoluciéon 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 segiun la ecuacion (42) y
reescribiendo segiin la nomenclatura de la Figura 24:
Yg _ d

ﬁ’geom = E = d—2 (60)

y teniendo en cuenta que las distancias aproximadas son z = 24 mm y d = 25.2mm
obtenemos un aumento de f’geom = 21X.

Con el experimento realizado con el test de resoluciéon podemos comprobar c6mo no
se pierde resolucion utilizando este nuevo método en comparacion con la propagacion
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 esta resuelto el
grupo 8-elemento 5 que corresponde a 2.46 pm, al igual que también permanece
resuelto en la imagen (b) después de haber aplicado el procesado, pero ademas, se
ha mejorado netamente el contraste y el ruido coherente ha disminuido.

Figura 26. Imagenes del test USAF: (a) Propagacion 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 eliminacion (o al menos mitigacion) de la imagen virtual
conseguida por el procesado MISHELF, y para comprobarlo utilizamos el holograma
generado con la longitud de onda B y el ultimo 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 deberia
estar la imagen virtual teniendo en cuenta que éste objeto también tiene informacion
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 validacion se ha realizado con muestras biologicas (semen de verraco)
y se ha podido comprobar la mejora en la reduccion de ruido sin pérdida de resolucion
con respecto a la maxima resolucién 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 B’ geom = 15X. Pero mas importante en el caso de muestra principalmente de fase,
es que la fase recuperada se relaciona directamente con variaciones bien de indice de
refraccion o bien de relieve o bien como combinaciéon de ambas. Por tanto, mejorando
la calidad de la distribucién de fase recuperada, mejoramos la visualizacion 3D de la
muestra. En nuestro caso, la variacion de fase es atribuible a variaciones de indice
de refraccion pues se trata de una muestra esencialmente plana puesto que esté
encapsulada entre porta y cubre de microscopio. En la Figura 28 mostramos una
visualizacion cuantitativa 3D del espesor de las células relacionado con la variacion
de indice 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 reducciéon de ruido de fase.
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Figura 28. Representacion 3D de fase: a) y b) muestran las distribuciones de
fase de MISHELF y de una configuracion B-LHM respectivamente.

Como conclusion podemos decir que la técnica llamada MISHELF ha mostrado
imagenes mejoradas en cuanto a ruido en general y minimizaciéon de imagen gemela
en particular, con un algoritmo de convergencia rapida (solo 2 ciclos completos del
algoritmo) y manteniendo la mejor resolucion proporcionada por la longitud de onda
mas pequeiia, permitiendo la observacion de eventos dindmicos gracias a la captura
simultanea de varios hologramas con distintas longitudes de onda.
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3.2. Publicacion 2: “Compact, cost-effective and field portable
microscope prototype based on MISHELF microscopy”

En esta seccion, presentamos las principales caracteristicas/novedades de la
publicacion namero [2] de las incluidas en esta tesis. Se trata de, por una parte, la
creacion de un prototipo de microscopio compacto, portable y de bajo coste para la
aplicacion practica de analisis de muestras vivas, y por otra parte, una generalizacion
del articulo 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 cAmara RGB.

El prototipo ha sido disefiado con un software CAD comercial (Rhinoceros) y
fabricado usando la técnica de Modelado por Deposicion 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 moviles como bandejas deslizantes. Para analizar la
muestra, se separa la caja superior, se sitiia en la zona de anélisis y vuelve a encajarse
la parte superior sobre la caja inferior.

> CAJA
SUPERIOR
Porta de microscopio !
o cémara de conteo”,
£
£
3 Lente de
focalizacion
de gran AN
> CAIA
INFERIOR

1 90 mm 1

Figura 29. Diagrama del prototipo con corte transversal.

Martin Sanz, José Angel Picazo-Bueno, Luis Granero, Javier Garcia, and Vicente
Mico, "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 (camara RGB Mightex USB3.0 SMN-
C050-U, sensor tipo CMOS de 2560 x 1920 pixeles, 2.2 x 2.2 nm de tamaiio de pixel),
con una ventana optica que permite pasar la luz y, a su vez, lo protege de la suciedad,
del polvo o de restos derivados de la manipulacion de la muestra. Dicha cdmara esta
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 caAmara puede moverse unos pocos milimetros en altura para poder
ajustar los parametros geométricos de aumento y resolucion.

TAPA SUPERIOR

(a)

CAMARA

__TAPA DE PROTECCION CAMARA

SOPORTE LENTE

PORTAOBJETOS
TAPA INTERMEDIA PORTA

SOPORTE
PORTAOBJETOS
TAPA BATERIA
PORTACBIETOS

TAPA INFERIOR -

Figura 30. (a) Disefio de los principales componentes, (b) Fotografia de la caja
inferior fabricada, (c) Fotografia de la caja superior fabricada.

La caja inferior (Figura 30) contiene la iluminacion del sistema, que a diferencia
de la publicacién anterior, se ha optado por utilizar una fuente de bajo coste, de
tamano reducido e integrable en el prototipo. La fuente de luz coherente consiste en
tres laseres 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 optica Blu-Ray de Sony (modelo KES-400AAA PS3), que
contiene tres diodos laser individuales ligeramente separados (décimas de milimetros)
axial y transversalmente. Cada uno de los diodos se alimenta independientemente
con un circuito regulable, disenado expresamente para el sistema, que se ha ajustado
de acuerdo con la sensibilidad de la cAmara en cada una de las longitudes de onda,
consiguiendo una intensidad similar en todos los canales.
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Figura 31. Diagrama esquemético del disefio.

La lente, de media/alta apertura numeérica (0.6 NA), se ha separado unos 22 mm
aproximadamente de la lata, permitiendo cubrir toda la lente con una iluminacién
homogénea, focalizando todos los haces justo antes de la muestra (con pequeiias
variaciones para cada una de las longitudes de onda). Con dicha configuracion,
reescribiendo la ecuacion (42) y fijandonos en la Figura 12 y Figura 31, la nueva
nomenclatura seria:

YVq d)\

! =t1=—" 1
:Bgeom Yy d;L—Z (6)

y aplicando los valores de (dy-z)=0.5 mm, y, z=7 mm a la ecuacion (61) obtenemos
un aumento aproximado de f’geom = 15X.

Este prototipo necesita una calibracion previa a la utilizacion del algoritmo
MISHELEF. De hecho, podria 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.

405 nm 660 nm 780 nm

QE (%)
8
~
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Longitud de onda (nm)

Figura 32. Caracteristicas espectrales del sensor.
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Como vemos en la Figura 32, las longitudes de onda de los laseres no estan
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 camara. Asi pues, cuando los tres laseres
estdn activos, en cada uno de los canales vamos a ver una mezcla de los tres
hologramas generados por cada fuente de luz. Esto introduce sefiales espurias en
cada canal que hay que eliminar para reconstruir una imagen de buena calidad.

El proceso de eliminacion de dichas imagenes espurias es mediante un proceso de
calibracién. Primero se captura una imagen sin objeto, con cada uno de los laseres
por separado para saber la contribucion real (la tedrica se puede sacar de la Figura
32 pero hemos preferido hacerlo experimental) que entra de cada laser en cada canal
RGB de la camara. Este procedimiento proporciona las columnas de coeficientes de
la matriz representada en la ecuacion (62). Después, se encienden todos los laseres a
la vez y se registra una nueva imagen que tendra todas las contribuciones. Y tercero,
podemos calcular la matriz de calibraciéon con la que obtendremos los hologramas
generados por cada una de las longitudes de onda.

CHpy ayr A1z Qg3 Hp
CH; | = <a21 Azz  Az3 | x| Hig (62)
CHpg a3y Qzz Qasz Hp

Segtn sabemos, la imagen de cada canal es una mezcla de tres hologramas de
distintas longitudes de onda, cumpliendo la ecuacion (62). Usando las imégenes 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 calibracion es la inversa de la matriz A, y nos
permite separar los hologramas independientes generados por cada longitud de onda
(ecuacion (63)).

C = A1
Hp C11 C12 (13 CHpg (63)
HIR = (CZI Crp Cy3 | * (CHO>
Hg C31 C32 C33 CHg

Cuando ya tenemos resuelto el problema de la sintonizaciéon de los filtros de la
cidmara con las longitudes de onda de las fuentes, calibramos las diferencias de
aumento y desplazamiento de los tres hologramas generados. Para esta segunda
calibracion, utilizamos un test de resolucion 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
calibracién, y obtenemos los tres hologramas de cada una de las fuentes de
iluminaciéon. Cada uno de los hologramas se propaga hasta el plano objeto, siendo
identificable la diferencia de escala y desplazamiento.

Captura CanalR Ll Holograma IR
tinica de (PH) ealcagin (PH)
imagen RGB Interpolacién iluminacién

de la camara mediante la (PH)
Holograma B Propags
(PH) numeérica

hasta foco
de cada
imagen rea

il

con
iluminacién

IRRB Canal B inversa ela
(PH) (PH)

calibracién

:

Holograma IR’ Ajuste de
(PH) : Parametros de (PO}
escalay desplazamiento .
desplazamiento entre las
(PH) para las i (PO)
Holograma B’ imagenes IR-R CEL M Ohjeto B
(PH) correlacion (rO)

Figura 33. Diagrama de la calibraciéon completa.

Manteniendo el objeto del laser B sin alterar, los objetos propagados IR y R se
escalan a distintos tamanos para realizar la correlaciéon con el objeto propagado B,
dando resultado maximo cuando el aumento y desplazamiento coinciden. Estos
resultados de escala y desplazamiento se pueden aplicar sin ningiin problema sobre
el holograma, previo a la propagacion numérica. En la Figura 33 se puede ver un
diagrama de la calibraciéon al completo.

El prototipo se ha probado con muestras dindmicas en dos experimentos, uno con
esperma vivo de cerdo y otro con microesferas. El tamano tipico de un
espermatozoide de cerdo es de 6x9 pm en lo que a la cabeza respecta, una longitud
total de 55 pm y una anchura de cola de 2 pm. Las muestras se han introducido en
una camara de conteo, de 100 pm de espesor disponible en el mercado, mediante una
micropipeta.
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Figura 34. Resultados de MISHELF con esperma vivo. Ambas imégenes representan
la distribucion de fase obtenida con (a) B-LHM y (b) IRRB.

Debido al movimiento rapido de las células de esperma, se sustituy6é la camara
Mightex por una AVT Mako G-419, de 90 imégenes por segundo a un tamano de
1024 x 1024 pixeles, con tamaifio de pixel de 5 x 5 pm. El resultado de aplicar la
calibracion y posteriormente el algoritmo MISHELF en una de las imagenes se puede
ver en la Figura 34. Comparativamente, con respecto a la propagacion del holograma
creado con la longitud de onda de 405 nm, se ve una mejora de la SNR y un fondo
mas uniforme mientras conservamos el mismo detalle de resolucién. La reduccion 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 pm en suspension en agua. Utilizando
de nuevo la cdAmara Mightex se tomaron imégenes, a las cuales se le aplicaron los
resultados de la calibracion, 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 resolucion alcanzable con la longitud de onda mas 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, mostrandose a continuaciéon en la Tabla 1.

Valor en radianes B-LHM MISHELF RIRB
Valor de fondo 0.18 0.18
Maximo valor de fase 0.59 0.59
Salto de valor de fase 0.41 0.41

de las microesferas

Desviacion estandar 0.033 0.017

de valor de fase

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 iluminacién con los
filtros del sensor utilizado para la captura de imégenes, siempre que se realice una
calibraciéon y se apliquen sus resultados a cada uno de los canales de la cAmara. Esto
permite generalizar la técnica ampliando el abanico de hardware susceptible de ser
empleado. Ademés, se construido un prototipo para demostrar las capacidades de
este algoritmo, empleando impresién 3D y utilizando materiales disponibles en el
mercado dando lugar a un sistema portable de bajo coste. La validaciéon experimental
se ha realizado con muestra dindmica (semen y microbeads) y se ha mostrado una
posible aplicacion practica del mismo (analisis de muestra seminal).
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3.3. Publicacion 3: “Four channels multi-illumination single-holographic-
exposure lensless Fresnel (MISHELF) microscopy”

En esta seccion se presenta la publicacion namero [3] de las incluidas en esta tesis
que, en esencia, sigue la misma linea que la anterior, y aunque se ha construido un
prototipo para capturar simultdneamente 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 més y no ha sido posible encontrar ni
fuentes de iluminacion econdémicas ni sensores con mas de tres canales a un precio
razonable para un prototipo de laboratorio.

Como primer cambio destacamos la camara utilizada, cuyo sensor, en lugar de ser el
clasico RGB con un macrobloque 2x2 (dos pixeles 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).
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Figura 36. (a) Esquema del sensor RGBW y (b) Sensibilidad a las longitudes de
onda de cada canal.

La camara que se ha utilizado es una Viewworks VA-8MG2-C10CA0, de tamaifio de
pixel de 5.5 pm, con un total de 3296 x 2474 pixeles, funcionando a 10 fps en
resolucion maxima. El sensor que integra esta camara es un Kodak Truesense, que

Martin Sanz, Jose Angel Picazo-Bueno, Luis Granero, Javier Garcia, and Vicente
Mic6, "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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estd formado por bloques de 4x4 pixeles (Figura 36), de los cuales, la mitad son
sensibles a un amplio espectro frecuencial (canal pancroméatico), un cuarto son
sensibles al verde y los otros dos octavos son sensibles al azul y al rojo
respectivamente. Para la iluminacion, necesitamos cuatro longitudes de onda, y para
ello se ha utilizado una fuente de diodos acoplados a fibra o6ptica de la marca Blue
Sky Research, modelo SpectraTec 4 STEC4, cuyas longitudes de onda son
405/450/532/635 nm. Los diodos estan acoplados a una fibra monomodo, lo que
provoca que la apertura numeérica 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 disefio y fabricado usando la técnica
de Modelado por Deposicion Fundida (Fused Deposition Modeling with ABS
(Acrylonitrile Butadiene Styrene)).

, |
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Figura 37. Diferentes vistas del prototipo en forma esquemética (primera fila) y

fotografia (segunda fila), las medidas son en milimetros.

Como es apreciable en las imagenes, la cAmara se sittia en un extremo del prototipo,

y la fuente de iluminacion en el opuesto. La bandeja deslizable donde se coloca la

muestra estd emplazada cerca de la iluminaciéon 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 camara (d) esté en torno a 175 mm, que reescribiendo la ecuacion (42)

y referenciada la Figura 12, la nueva nomenclatura seria:
Y (d+2)

ﬁ’ eom —
g Yy 7

(64)

con lo que podemos calcular el aumento teérico f’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 seran el punto de partida del
segundo bloque, que realiza el calculo de la fase mediante un algoritmo de
convergencia rapida. Si bien este primer bloque se puede realizar de forma teorica
utilizando los valores de la grafica (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 calibracion de forma experimental. Dicha calibracién se consigue
sin utilizar un objeto, iluminando con cada una de las longitudes de onda
independientemente, y grabando cuatro imagenes de forma secuencial. De cada una
de las imagenes se obtienen cuatro canales, y la intensidad media de cada canal sirve
para rellenar los valores de la matriz de la ecuacion (65):

CHg a11 Q12 Q13 Q4 Hpg

CHg | _ [ Q21 Q22 Q3 Q24 . Hg N

CHg A3z1 Q3 Q33 Qa3zg Hp (65)
CHy, Qg1 Az Q43 Qg Hy

5
lget = Mcar * Iem

Cada columna de la matriz representa cuanto se activa la deteccion de cada canal
segin la longitud de onda empleada. Y una vez calculados los valores utilizamos la
ecuacion (66), para obtener los hologramas originales partiendo de la mezcla de los
hologramas detectados.

lem = Mc_all lget (66)

Una primera validacion experimental se realizo con un test de resolucion USAF,
utilizando una tnica captura de imagen con todas las longitudes de onda activas. Si
nos remitimos a la Figura 36 (b), observamos que existe poca contribucién en los
canales entre las distintas longitudes de onda, el canal rojo y el canal verde estan
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 pancromatico 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 imagenes en foco con una parte ampliada.

Capturando un holograma en una tnica imagen, podemos separar sus canales
utilizando la interpolacion cromatica (demosaicing). Con todas las imagenes de cada
canal y haciendo uso de la calibracién, 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.
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Figura 39. Parte ampliada del test de resolucion, (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 més limpio en lo que al ruido se refiere con respecto a la propagacion 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 mas en el estudio de la
relacion sefial 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 propagacion del holograma V. La barra de escala situada en la esquina
inferior derecha corresponde a 200 pm. Los rectangulos rojos marcan las zonas
en las que se ha calculado la desviacion estandar del fondo.

Visualmente se aprecia la reduccion de ruido entre el objeto generado con MISHELF
y el objeto generado por la propagacion del holograma V (Figura 40 (a) y (b),
respectivamente), pero ademas, para obtener cuantitativamente un valor de mejora,
analizamos el nivel de ruido comparando la desviacion estandar normalizada de las
zonas interiores de los rectangulos rojos. La media de dichos valores son 0.058 y
0.081 para el objeto RGBV y sélo V respectivamente, lo que supone una mejora de
una factor 30% aproximadamente.

Una segunda validacion experimental (Figura 41) se ha llevado a cabo con un
conjunto estatico de microesferas (90 pm de diametro) introducidas en una camara
de conteo de 100 pm de espesor. Se puede ver la mejora progresiva cada vez que se
afiade una longitud de onda al algoritmo MISHELF.

Figura 41. Resultados experimentales de las microesferas. En la fila (1) y (2) se
muestran imagenes de intensidad y fase respectivamente. En las columnas,
(a) solo con iluminacion V, (b) iluminacion V-G, (c¢) iluminacion V-G-R,
(d) iluminacion V-B-G-R. Las lineas de escala de las esquinas inferiores derecha
son 200 pm.
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Esta comparativa nos sirve para realizar diferentes comentarios. El primero, y mas
sencillo, visualmente nos permite observar la mejora en los cambios de valor del
fondo de las imégenes de intensidad, cuantas mas 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 imagenes de fase. Por un lado, en la
Figura 42 (a), se muestra una pequeia particula de polvo adherida a un lado de la
cidmara de conteo, de la cual se muestra el valor de fase de una secciéon de dicha
particula, y podemos ver que s6lo con la iluminacion V, el ruido no permite
resolverla.

Por otra parte, en la Figura 42 (b), se muestra la linea sobre el fondo de la Figura
41, que a medida que se suman longitudes de onda al algoritmo MISHELF, tiene
una menor oscilacién y tiene una variacién mas suave, lo que significa que el fondo
es més constante debido a la reducciéon de los niveles de ruido.
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Figura 42. Extraidas de la Figura 41, (a) aumento de las ROIs rectangulares de
las imagenes de fase, cuyos valores de las lineas discontinuas se muestran en
grafico de la derecha; (b) representan los valores de fase de las lineas continuas
de la Figura 41.
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Finalmente, y como conclusién, podemos decir que queda demostrado que el
algoritmo MISHELF puede ser extendido a més longitudes de onda, mejorando los
resultados a medida que se van afnadiendo canales de multiplexado, siendo la
tecnologia del sensor la tnica limitaciéon que presenta el método.
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3.4. Publicaciéon 4:
platform”

“Dual-mode holographic microscopy imaging

Afniadimos en esta seccion un resumen de la publicacion [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 vision. Habitualmente, la combinacién 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 resolucién viene dada por la longitud de onda mas
corta y mejoramos la imagen reduciendo ruido y aumentando contraste. El problema
es que el aumento del sistema, junto al tamafio del CCD, nos da un campo de vision
Por todo ello,
experimental que define una plataforma dual simultdnea y de tiempo real que

reducido. presentamos una variacion/mejora en el montaje

combina las dos configuraciones clasicas de la holografia digital sin lentes: una en la
que la muestra estd cercana a la fuente divergente de iluminaciéon (como en
[1]-[2]-[3]) ¥ se introduce un aumento considerable (~5x/15x) y otra en la que el

aumento esta cercano a la unidad (~1x).
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Figura 43. Esquematico del montaje dual de microscopia sin lentes.

Martin Sanz, José Angel Picazo-Bueno, Javier Garcia, and Vicente Mico,

"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 origenes distintos, para ser finalmente combinados mediante un divisor de
haz. Por un lado, se utilizaran dos longitudes de onda, B (450 nm) y R (635 nm),
para la imagen de alta resolucion (aquella con aumento mayor que 1), y por el otro,
se usarda G (520 nm) para la imagen de gran campo de vision (aquella con
aumento ~1x).

La iluminaciéon B y R se obtiene de la fibra optica del dispositivo de Blue Sky
Research (SpectraTec 4 STEC4-405/450/532/635 nm) que son colimados por la lente
L1 (aunque esto variaré en el montaje real por razones practicas). Por el otro lado,
la iluminacion G (520 nm) procede de otro diodo acoplado a fibra (OSI Laser Diode,
TCW RGBS-400R, 450/520/638 nm), cuyo haz se hara convergente por un sistema
de lentes. Ambas ramas de iluminaciéon incidiran sobre un divisor de haz, aunque
por caras distintas, y se combinarédn en una misma direccién de propagacion. De esta
salida del divisor de haz, los haces de iluminaciéon 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 vision (WF-LDHM, del inglés,
Wide Field Lensless Digital Holographic Microscopy). Esta iluminacion dual incidira
sobre la muestra, que se sitta justo después de la focalizacion de los haces BR y a
una distancia un poco mayor esté el sensor CMOS (camara a color sin carcasa
Mightex USB3.0, 2560 x 1920 pixeles, 2.2 nm de tamaifio de pixel, con una velocidad
de captura méaxima de 14 fps).

Figura 44. Fotografia del montaje dual en el laboratorio.
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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
iluminaciéon, 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 podria
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 iluminacion de ambas
ramas y no es posible utilizarlo para hacer imagen de la muestra, siendo
ademaés, el campo visual maximo de este montaje unos 20 mm?2.

El uso de un objetivo cuya distancia de trabajo es larga (34 mm)
elimina el problema de las configuraciones tipicas de HR-LDHM que
deben estar cerca de la fuente puntual de iluminacion (fibra 6ptica o
pinhole).

De forma contraria, las configuraciones tipicas de WF-LDHM precisan
de tener la muestra muy cerca del sensor, dificultando la manipulacion.
En cambio, en nuestro montaje, la muestra se sittia aproximadamente
a un 1 cm de separaciéon con respecto al sensor.

El objetivo de microscopio se puede cambiar, teniendo en cuenta el
compromiso entre apertura numérica (que proporciona el limite de
resolucion) y el diametro del haz colimado necesario para cubrir el
sensor.

El laser G es el utilizado para WF-LDHM, que tiene mayor niimero de
pixeles en el sensor y es lo que, en tltima instancia, limita la resolucion
en esta configuracion. Por otro lado, el laser B, se utiliza para la
configuracion HR-LDHM, puesto que es la longitud de onda que mejor
resolucién proporciona.

El algoritmo MISHELF puede funcionar sblo con dos longitudes de
onda, y aunque seria preferible utilizar mas, no es critico.
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Figura 45. Resultados de objetos estaticos. Tests de resolucion fila (a) NBS
1963A y fila (b) USAF 1951. La columna (1) muestra el WF generado por el
laser B, en (2) vemos una ampliacion de una region de (1) marcada en verde, y
en (3) y (4) vemos la diferencia de la rama HR utilizando el algoritmo MISHELF
y s6lo con B respectivamente. Las regiones marcadas con linea discontinua en
(a3) y (ad) se utilizaran para calcular la desviacion estandar del ruido. Las barras
de escala de la fila (b) corresponden a lmm para la primera columna y 50 pm
para las demaés.

La validacion experimental del sistema incluye tanto muestras estaticas como
muestras dindmicas. Para el caso de las estaticas, se han utilizado dos tests de
resolucion diferentes, que nos sirven para poder determinar el tamano del campo de
vision amplio y medir la resolucion del campo ampliado.

En la Figura 45, se muestran las imagenes experimentales de sendos tests de
resolucion, un NBS 1963A en la primera fila y un USAF 1951 en la segunda. En la
primera columna vemos todo el campo de vision que podemos abarcar con el sistema
propuesto, mientras que en las demas vemos el detalle de alta resoluciéon. Como es
esperable, cualitativamente se aprecia que la resolucion 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 iluminacion B (4). La mejora de la columna (3) con
respecto a la (4) también se comprueba cuantitativamente cuando calculamos la
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desviacion estandar del fondo y obtenemos unos valores normalizados de
STD(BR) = 0.053 y STD(B) = 0.072.

De estas imégenes podemos dar, de forma cuantitativa, los tamafios del campo de
visién de la rama G, que son aproximadamente 4.6 x 6.1 mm, con una resolucién
limite de 128 pl/mm, que equivalen a unos 7.8 nm. En la parte de la rama BR, el
campo de vision es de 300 x 400 pm y la resolucién es de 575 pl/mm, que equivalen
a unos 1.7 pm.

Con muestras dindmicas se han realizado dos experimentos distintos, el primero con
una solucion acuosa con microesferas (Polybead®) Microspheres) y el segundo con
muestras de esperma humano vivo (facilitadas por Proiser I4+D S.L.). En el
experimento con microesferas se han utilizado tres tamarfios distintos de éstas (3, 45
y 90 pm de didmetro), en una solucion acuosa, donde las mas abundantes eran las
mas pequerias.

Figura 46. Resultados experimentales de las microesferas, (a) campo de vision
ancho completo, (b) rectangulo verde ampliado de la imagen (a), y (c) imagen
de fase de alta resolucion de la misma region que (b) generado con la rama BR.
La barra de escala de (a) corresponde a 1 mm, y la de (b) y (¢) corresponde a
50 pm.

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 pm suelen pegarse a los laterales de la
camara de conteo y se quedan estaticas.
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Figura 47. Resultados experimentales de las microesferas, (a) y (b) graficos de
intensidad y fase de las lineas discontinuas en (c¢) y (d), (c¢) imagen WF-LDHM
de una zona del campo entero, y (d) misma zona con HR-LDHM.

Pero lo mas importante es que las microesferas de 3 pm, segtn los céalculos teoricos,
quedan por debajo del limite de resoluciéon de la rama G, pero entran dentro de la
resoluciéon ofrecida por la rama BR. Se ofrece una visiéon cuantitativa de ello en la
Figura 47, donde en (a) y (b) vemos el grafico correspondiente a los valores de
intensidad y fase, respectivamente, de las lineas discontinuas de (c¢) y (d), que
muestran la misma region 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 resoluciéon necesaria.

El segundo experimento utiliza una cédmara de conteo de 100 pm, 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 pm aproximadamente. La célula tiene una longitud
total de 45 pm y la cola tiene una anchura de 1 pm. La rama G proporciona una
resolucién 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 dinamicos de muestras vivas de esperma.
(a) campo entero de la rama WF-LDHM, (b) y (¢) ROI del rectangulo verde en
(a) antes y después de la resta de la media, respectivamente; (d) y (e) imagenes
de amplitud y contraste de fase positiva, respectivamente, proporcionados por
la rama HR-LDHM; (f) grafica de las trayectorias de cuatro células marcadas
con codigos de color en (e). Las barras de escala naranja corresponden a 1 mm
para (a) y 50 nm para el resto.

En la Figura 48, se muestran las imagenes de la rama G en (a), (b) y (c), mientras
que en (d) y (e) vemos las imagenes de la rama BR que tienen mayor resolucién que
las anteriores. Ya que la camara utilizada tiene 100 pm de espesor, no es posible
tener en foco todas las células en una misma imagen. Sin embargo, siguiendo distintos
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criterios para amplitud y fase que pueden ser implementados numeéricamente nos
permite saber si una célula estd enfocada, y por tanto, podemos conocer su posicion
axialmente, por ello, podemos determinar las trayectorias en 3D a lo largo del tiempo
de las células. Finalmente, en (f) vemos el grafico de la trayectoria de varias células
de esperma dado que este sistema es valido para grabar muestras dinamicas.

Podemos concluir que se ha demostrado la utilidad de tener dos campos de visién
distintos, por un lado, alcanzando gran superficie de analisis de la muestra, mientras
que por la otra parte se alcanza una alta resoluciéon permitiendo observar las partes
mas pequenas de células de esperma humano. Esta versatilidad se puede conseguir
con un prototipo que permite la captura simultidnea de ambas ramas, pudiendo
utilizarse con muestras dindmicas a tiempo real.
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3.5. Publicacion 5: “Variable zoom digital in-line holographic
microscopy”

En la ultima publicacion incluida en esta tesis [5], se buscaba mitigar el problema
del campo de vision reducido que teniamos en la configuracion tipica del algoritmo
MISHELF a la vez que se simplificaba el sistema experimental propuesto en la
seccion anterior. Si bien en esta publicaciéon no se utilizan distintas longitudes de
onda como se ha venido haciendo a lo largo de las publicaciones anteriores,
mostramos lo que podriamos considerar una continuaciéon natural de la publicacion
anterior: una variacion de aumento continuo entre ambas configuraciones extremas
sin modificaciones mecéanicas en la posicion 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 posicion axial de la
fuente de iluminacion que tiene un efecto directo en el aumento (desde ~15X hasta
~35X para la configuracion seleccionada) y el campo de vision en un factor 5
aproximadamente.

El montaje 6ptico adecuado para este experimento se puede ver en la Figura 49.
Como fuente de iluminacion se utiliza un diodo laser acoplado a fibra (Blue Sky
Research, SpectraTec 4 STEC4, 405 nm), que sera colimado con una lente de 120
mm de distancia focal (lente CL, un doblete acroméatico de la marca QiOptiq).

ETL MUESTRA
17 / N SENSOR
{f \ DIGITAL
= <l SO
DIODO LASER o ! A '] ENCaPSULADO
ACOPLADO A z | \ |
FIBRA - : > e |
OPTICA : e
Az Pole——
—_—

Figura 49. Montaje 6ptico propuesto para el aumento variable con DIHM. CL,
lente colimadora; ETL, lente ajustable eléctricamente; FL, lente de focalizacion.

Martin Sanz, Maciej Trusiak, Javier Garcia, and Vicente Mico, “Variable zoom
digital in-line holographic microscopy,” Opt. Lasers Eng. 112, (2020).
doi: 10.1364/C0OSI.2019.CTu4C.1
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Una vez colimado, el haz de iluminacién emitido por la fibra 6ptica pasa a través de
la lente ETL (Optotune EL-10-30-C-VIS-LD-MV), que en condicién de cero
dioptrias, seguird colimado hasta la lente de focalizacion FL (lente asférica de
Thorlabs de 0.5 NA). La distancia, que es variable, entre el punto de focalizacion 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 pixeles,
de 2.2 pm de tamafio de pixel, que se sittia a una distancia de 12.5 mm de la muestra.
Los elementos de dicho montaje se han colocado sobre soportes micrométricos para
tener mayor precision en la medida de distancias. Usando todos los pardmetros
mencionados anteriormente, el aumento tebrico del sistema puede calcularse
mediante la ecuacion (42) que reescrita con los parametros de la Figura 49 seria:

yq_z+d

Yy z

B’geom = (67)

siendo z = 0.5mm y d = 12.5mm obtenemos un valor de aumento f'geom = 26X, y
2560+2.2e—3

2%12.5 ) = 0.22, por lo que

un valor de apertura numeérica igual a NA = sin (atan

el limite de resolucion sera p = ﬁ = 1.85um.

Este analisis es valido cuando no se aplica ningin voltaje a la ETL, el analisis
anterior es valido, puesto que la lente produce 0 dioptrias 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 dioptrias y -2 dioptrias,
que denominaremos “ETL a 6D” y “ETL a -2D”. El voltaje positivo aumenta la
potencia o6ptica de la ETL, y el voltaje negativo la disminuye. Cuando la potencia
optica 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 focalizacion de la fuente puede calcularse mediante la formula (68):

Az = # (68)
fETL +fFL

Siendo f'pr, y f'rrr las distancias focales de FL y ETL, respectivamente. Cabe
destacar que la ecuacion (68) no es exacta, pues hemos asumido que ambas lentes
(FL y ETL) son lentes delgadas situadas en la misma posicion axial. Sin embargo,
esta primera aproximacion de valores teéricos nos resultard muy ttil para el posterior
analisis que se realizara mediante un test de resolucion. Utilizando la ecuacion (68)
y aplicando el voltaje positivo maximo a la ETL, resulta tener una potencia 6ptica
de 6D con una f'grr, = 166.67 mm, que introduce un Az positivo de 0.366 mm entre
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la fuente y la muestra. Este incremento se traduce en una reduccién 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'ETr = -500 mm, que tendrd un Az de -0.130 mm. Esto significa que la distancia
entre muestra y fuente de luz se acorta y el aumento, en este caso pasara a ser de
34.8X aproximadamente.

Para la demostracion experimental del sistema, nos valdremos de un test de
resolucion USAF, que nos permitird 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”.

N g
'
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20 40 60 80 100 120

Figura 50. Validacion experimental utilizando un test de: (a)-(b)-(c) son los
hologramas registrados en-linea cuando aplicamos voltaje positivo-cero-negativo
a la ETL; (d)-(e)-(f) son las imagenes en foco y los cuadros interiores son una
ampliacion de los dos ultimos Elementos del Grupo 8; y (g)-(h)-(i) incluye el
Grupo 9 con gréficos transversales sobre los Elementos 1 (naranja) y 2 (rojo)
para mostrar el limite de resolucion.

Los hologramas registrados por la camara se pueden ver en la Figura 50,
concretamente en la primera fila de imagenes, 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 numeéricamente,
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siendo apreciable la diferencia del tamaiio del campo de vision. También, para
comprobar el limite de resoluciéon, se han anadido unas ampliaciones de los Elementos
5y 6 del Grupo 8. En la ultima fila, las figuras (g)-(h)-(i), muestran la ampliacion
del Grupo 9, incluyendo unas graficas de la intensidad normalizada para los
Elementos 1 y 2 de dicho grupo. Se observa un limite de resoluciéon horizontal distinto
al vertical debido a la naturaleza del sensor que tiene mayor niimero de pixeles en
la direccion horizontal. Las barras verticales de los Elementos 5 y 6 del Grupo 8
estan claramente resueltas, y el limite de resolucién lo alcanzamos en el Elemento 1
del Grupo 9 que esté resuelto en los tres casos, y ya no sucede lo mismo en el
Elemento 2. En las figuras (g)-(h)-(i), las graficas en naranja muestran tres valles
correspondientes a las lineas del Elemento 1 del Grupo 9, mientras las graficas 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 numeérica del sistema, solamente afecta al aumento y
el campo de vision, luego el limite de resolucion serda el mismo para todas las
configuraciones de la ETL siempre y cuando el limite por muestreo sea satisfecho.
El limite definido por el Elemento 1 del Grupo 9 es de 1.95 pm (512 pl/mm) que es
compatible con la prediccion teodrica. Los resultados de la Tabla 2 han sido calculados
utilizando el Elemento 2 del Grupo 6, sefialados con lineas discontinuas en la

Figura 50 (d)-(e)-(f).

6D 0D 2D
FOV (pm x pm) 360x270 218x163 159x119
Factor M 15.6X 25.9X 35.4X

Tabla 2. Resultados experimentales del campo de vision y factor de aumento
con la variacion del voltaje de la ETL

Los resultados teoricos de la ecuacion (67) han sido representados en el gréafico (a)
de la Figura 51, asumiendo una distancia entre la muestra y el sensor de
d = 12.5 mm. Recordamos que los valores teéricos 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 calculo
tedrico es bastante acertado.
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Figura 51. (a) Grafico tedrico de la curva del aumento y los puntos limite de la
variacion de la ETL; (b) ratio de aumento producido por la ETL. Ambas
curvas estan en funciéon de la distancia z expresada en mm.

En el grafico (b) de la Figura 51 se muestra la ratio de aumento que la ETL genera
en funcién de la distancia z para la ETL a 0D. La ratio esta definida como el
coeficiente entre el aumento proporcionado entre el minimo y el maximo 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 til
cuando la configuracion es con la fuente de iluminaciéon proxima a la muestra,
mientras que resulta de poca utilidad cuando la muestra permanece muy cercana al
sensor. En la configuracion que hemos utilizado, la ratio M es de 2.26, lo que significa
que el campo de visién cambia en un factor de (2.26)2.

Una validacién experimental con muestras de células de prostata se ha realizado
para comprobar los efectos en la fase de la modificacion del voltaje aplicado a la
ETL. Las muestras utilizadas corresponden a células fijas cancerosas de prostata. 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 linea discontinua sefiala el campo visualizado cuando el aumento es
maximo.

Figura 52. Validaciéon experimental utilizando células de prostata cancerosas:
(a) imagen en foco de intensidad de las células cuando la ETL esta con voltaje
positivo méximo (ETL a 6D) y (b) lo mismo para un voltaje minimo (ETL
a 2D).
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Para comprobar los efectos no deseados de la ETL, se han tomado imagenes con la
ETL a 0D y elimindndola 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 reconstruccion de fase es buena en
ambos casos. Ademas, el hecho de que la contribucion al ruido debido a la ETL es
escasa se corrobora mediante el anélisis de la desviacion estandar en el fondo de las
distribuciones de fase recuperadas. En la Figura 53 (a) y (b) se ha marcado en
amarillo un rectdangulo 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 introduccién de la ETL sobre el ruido es despreciable.

Figura 53. (a)-(b) son iméagenes 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 distribucion de fase del fondo marcado en los
rectangulos naranja in (a)-(b), respectivamente. Las barras de escala en
(c)-(d)-(e)-(f) representan la fase 6ptica en radianes.
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Con este experimento demostramos la utilidad de una ETL para modificar el
aumento evitando tener piezas moéviles en el montaje. Y, aunque la ETL puede
presentar aberraciones cuando se llegan a los limites del voltaje soportado, éstas se
presentan sobre todo en los bordes de la lente y se ha podido comprobar que la ETL
apenas anade ruido al resultado final de la recuperacion 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 microscopia holografica en linea (o de Gabor) en el sector biomédico. Partiendo
de las bases analdgicas (o cléasicas), hemos realizado un pequefio resumen de los
aspectos teoricos més importantes relacionados con la holografia y relacionados con
el trabajo aqui presentado hasta desembocar en técnicas de reconstruccion digital.
También se han analizado los principales aspectos de fondo (propagacion digital y
algoritmos de recuperacion 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 holografia y a técnicas de multiplexado en holografia por considerarse
basicas como punto de partida para los métodos expuestos en la presente memoria.

Dichos métodos suponen un compendio de publicaciones basadas en novedosas
técnicas en holografia en linea (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 adquisicion simultanea de varios (desde 2
hasta 4 validados en esta tesis) hologramas en linea para su posterior procesado
digital. La captura simultanea 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 mascara con sensibilidades espectrales diferentes (tantas como
diferentes iluminaciones se hayan usado) se emplea para registrar los hologramas.
Los diferentes hologramas en linea son pre-procesados y entran en un algoritmo
iterativo de recuperacion de fase que permite reconstruir un tnico objeto
manteniendo la resoluciéon proporcionada por la longitud de onda mas pequenia
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 informacién necesaria
en una unica exposicion, pudiendo aplicarse al analisis de muestras dinamicas.

El algoritmo ha sido verificado realizandose varios experimentos con distintas
configuraciones. Para el primer montaje [1] se ha buscado la configuracion més
sencilla posible: iluminacién y deteccion en RGB. Para ello, se utiliz6 una camara
RGB estandar y las fuentes de iluminacion fueron 3 laseres de laboratorio
combinados y pasando finalmente a través de un pinhole de forma que las tres
longitudes de onda provenian como fuentes puntuales de una misma localizacion
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(mismo aumento geométrico para todos los canales). Ademas, el hecho de que dichas
longitudes de onda estuviesen en sintonia con los filtros RGB de la méscara Bayer
del sensor evitaba tener cualquier tipo de informaciéon cruzada en los hologramas.
Esta configuracion permitio validar la mejora de los resultados de propagacion
basandose tinicamente en el procesado de los hologramas tal y como habian sido
capturados.

Una vez comprobadas las mejoras que ofrecia el uso del algoritmo MISHELF, se opto
por realizar un segundo montaje con el doble fin de tanto generalizar el método
propuesto como de dar mayor flexibilidad en la seleccion de las longitudes de onda
de las fuentes [2]. De este modo, los 3 laseres de laboratorio RGB fueron
reemplazados por una lata emisora de un cabezal de PS3 que contiene 3 diodos laser
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 requirié de una calibracién tanto en escala
como en desplazamiento de los hologramas capturados debido a la diferente
localizacion de cada una de las fuentes de iluminaciéon. Ademaés, dado que el sensor
sigue siendo con mascara Bayer RGB, también fue necesaria una eliminaciéon del
cruce de informaciéon en cada uno de los canales del sensor debido a la diferente
sintonizacion entre las longitudes de onda de las fuentes y las frecuencias centrales
de los filtros Bayer. Este nuevo montaje, no solo aporté flexibilidad y generalidad al
concepto MISHELF, sino que también resulté6 viable econémicamente pues se
construyé un prototipo de bajo coste utilizando elementos comerciales facilmente
adquiribles que son ensamblados mediante una estructura disefiada para ser creada
con una impresora 3D convencional. Asi, se presenté un prototipo basado en la
tecnologia propuesta y orientado al sector biomédico de analisis de muestras de
semen.

En el ultimo articulo del primer bloque [3], se ha expandido el algoritmo MISHELF
para el uso de un ntimero variable de longitudes de onda (desde 2 hasta 4). Para
ello, se utiliz6 una caAmara con una méscara Bayer especial que combinaba los filtros
RGBW (teniendo el filtro W una banda de paso del espectro visible) y cuatro
longitudes de onda de iluminacién. Los experimentos realizados con este montaje
compararon el uso de una tnica longitud de onda con el algoritmo MISHELF
utilizando dos, tres y cuatro diferentes longitudes de onda. Se demostro asi, que a
mayor niamero de longitudes de onda para la iluminacién, mejor es el resultado
reconstruido. Quedé demostrado asimismo que la versatilidad del algoritmo venia
limitada solamente por la disponibilidad de los elementos de iluminacién 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 tinica exposiciéon en la que el holograma registrado debe separarse en los
diferentes canales de multiplexado. Esto implica que el tamafio de pixel efectivo de
cada canal es diferente y mayor del tamarfio de pixel definido por la mascara Bayer.
Por tanto, se puede incurrir en limitaciones adicionales de, principalmente, resoluciéon
debido al muestreo proporcionado para cada canal. Con el fin de evitar esta pérdida
de calidad de imagen debida a la limitacién 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 handicap de las técnicas propuestas [1,2,3], el segundo bloque de
métodos incluye dos referencias adicionales [4,5] en las que se actudé para
proporcionar configuraciones en holografia en linea con miltiple aumento. De esta
manera, se puede comenzar realizando un analisis de un campo objeto grande, pero
con resolucion limitada para pasar a una zona concreta del campo aumentada y con
resoluciéon mejorada.

De este modo, se presenté una evolucion del concepto de MISHELF en el que se
fusionan, en un tnico montaje experimental, un sistema de holografia en linea con
aumento geométrico (campo reducido) y alta resolucion con otro de aumento unidad
(campo extendido) y resolucién limitada [4]. Esta mezcla de configuraciones se realizo
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.
Asi, el campo limitado proporciona gran aumento y buena resolucién con bajo ruido
procedente de la técnica MISHELF para poder ver los pequetios detalles de muestras
biologicas vivas y moviles, 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 ultimo articulo [5] se propuso la introduccion de una lente ajustable
eléctricamente (ETL) para modificar el campo de visiéon y el aumento sin necesidad
de desplazar ningiin elemento fisico del montaje. De este modo, se puede pasar de
un campo amplio a un campo reducido segiin lo que se pretenda analizar gracias a
la capacidad de zoom derivada del uso de la ETL. Se present6 la validacion de la
prueba de concepto con una ETL que permitia una reducida variacién de campo. No
obstante, y en virtud de la existencia de ETLs con mayor capacidad de zoom, se
podria pasar de una configuracion de aumento unidad a otra con aumento en el
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rango de 15X, dando asi mas 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
analisis de muestras dinamicas simultdneamente con 2 campos, pero se gana en
flexibilidad para seleccionar la mejor configuraciéon experimental a aplicar. La
validacion experimental se ha realizé con un test de calibracién y muestra biologica
en la que se comprobo6 la escasa contribucion de la ETL al ruido y a la distorsion
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 articulos
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
iluminacion, y la mejora en la reducciéon de ruido de los objetos reconstruidos sin
pérdida de la resoluciéon marcada por la longitud de onda més corta utilizada. Todo
ello ha sido refrendado por experimentos realizados tanto con objetos estaticos
(principalmente, test de resolucion USAF) como con muestras biologicas vivas y
dindmicas (fundamentalmente, muestra seminal y microesferas en movimiento).
Ademas, a los ultimos montajes se les ha dotado de una gran versatilidad para la
captura simultanea de distintos campos objeto y de su variacion sin piezas moviles.

4.1. Perspectivas de futuro

La realizacion de este trabajo durante estos anos atrds que aqui culmina con la
presentacion de esta memoria de tesis doctoral no ha hecho mas que poner de
relevancia la necesidad de desarrollar nuevas técnicas de holografia en linea con
capacidades adaptadas a la aplicacion concreta que se pretenda abordar. Hoy en dia
existen sistemas comerciales de microscopios holograficos sin lentes especificamente
diseniados para determinadas aplicaciones y, por tanto, es un campo abierto y
dindmico donde se van a producir nuevos desarrollos en los proximos afios.

Es nuestra idea seguir trabajando en esta linea de investigaciéon aplicada y, a tal
efecto, tenemos en mente algunas posibilidades para continuar. Por ejemplo, un paso
natural para el siguiente articulo seria fusionar la capacidad del algoritmo MISHELF
con la flexibilidad proporcionada por la ETL. De este modo, se podria proponer
alguna configuraciéon experimental de multiplexado en longitud de onda donde la
ETL proporcionase diferentes campos objeto, moviéndonos en un rango de variacion
pequefia con campo extenso para una iluminacién y en otro de campo reducido, pero
con mas variacion de aumento para otras longitudes de onda.
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También nos planteamos la inclusion de un modulador espacial de luz (SLM) al hilo
de la publicacion [4] ya que, en dicho articulo, la seleccion del campo a ampliar es
fija: se muestra la parte central del campo. Y podria pasar que el objeto o muestra
de interés a ver con mas detalle no esté pasando por el campo central, de modo que
no seria analizado. Se podria pensar en incluir un SLM que introduzca capacidad de
seleccion de la ventana del campo a ampliar. Se trata de un proyecto ambicioso, pero
con mas 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 holografia digital en linea en cuanto a resoluciéon, eliminaciéon de
imagen virtual, reduccion de ruido, etc.
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Improved quantitative phase imaging in lensless
microscopy by single-shot multi-wavelength
illumination using a fast convergence algorithm
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Abstract: We report on a novel algorithm for high-resolution quantitative
phase imaging in a new concept of lensless holographic microscope based
on single-shot multi-wavelength illumination. This new microscope layout,
reported by Noom et al. along the past year and named by us as MISHELF
(initials incoming from Multi-Ilumination Single-Holographic-Exposure
Lensless Fresnel) microscopy, rises from the simultaneous illumination and
recording of multiple diffraction patterns in the Fresnel domain. In
combination with a novel and fast iterative phase retrieval algorithm,
MISHELF microscopy is capable of high-resolution {micron range) phase-
retrieved (twin image elimination) biclogical imaging of dynamic events. In
this contribution, MISHELF microscopy is demonstrated through
qualitative  concept  description, algorithm  implementation, and
experimental validation using both a synthetic object (resolution test target)
and a biological sample (swine sperm sample) for the case of three (RGB)
illumination wavelengths. The proposed method becomes in an alternative
instrument improving the capabilities of existing lensless microscopes.
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1. Introduction

Lensless holographic microscopy (LHM) in the digital domain has nowadays becoming in a
valuable and versatile tool for different applications ranging from biclogy [1-3], point-of-care
testing [4], telemedicine [5] and optofluidic [6] applications, just to cite a few. LHM supposes
a digital version of the Gabor’s concept implemented for electron microscopy in the middle of
the XX century [7] and later adapted to the optical range by Rogers [8]. Classical LHM
working scheme uses a point source (typically in the form of a spatial aperture or pinhole
[1.3,5.6]) of coherent (laser) light. But successtul implementations have been validated using
alternative illumination variations such as LEDs [9], super luminescent diodes [10] or pulsed
laser radiation [11], and point sources using GRIN lenses [12] or fiber optics [13].

Aside of other restrictions (mainly, coherent noise and weak diffraction assumption [13]),
Gabor's concept of holography is affected by the twin image problem as a direct consequence
of the in-line configuration [14]. Essentially, a misfocused version of the twin image disturbs
final image quality when imaging at the real image term. Twin image can be eliminated in
Gabor-like layouts by using typically two different strategies: phase-shifting [15-18] and
phase retrieval [19-28] procedures. Phase shifting is based on the relative phase variation
between both interferometric beams and phase retrieval can be conducted from iterative [19—
23] as well as from deterministic [24—-28] algorithms. In any case [19-28], several holograms
incoming from mechanical displacement of the camera [19,20] or by tuning the illumination
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wavelength [21,22] or by defocusing the image using a SLM [23] or by solving deterministic
equations of the propagation field [24-28] must be recorded.

Among them, in [28] Waller et al. refer to a clever method to retrieve phase distribution
based on the transport of intensity equation (TIE) where the axial defocus needed between
images is provided by the intrinsic chromatic aberration of imaging lenses. Using broadband
illumination and conventional RGB color camera, the approach provides 3 axially slightly
defocused images (one in focus, one under and other over focus) corresponding with the 3
color camera channels. These 3 intensity images are the TIE algorithm inputs. Moreover, the
retrieved quantitative phase information is obtained in a single camera snap-shot meaning that
it is the camera acquisition rate the limiting factor for imaging dynamic biological processes.
Note that phase-shifting [15—18] as well as phase retrieval [24-27] imply the recording in
time sequence of multiple (more than two) in-line images before applying the phase recovery
cycle, thus preventing (at least in a factor of two) the analysis of fast dynamic events.

As a continuation of its previous work [29], Noom et al. have recently presented a
quantitative phase contrast LHM method first under sequential illumination/recording mode
[30] and after with high-speed capabilities [31]. Their approach is based on a similar concept
than in [28] but applied in the domain of LHM: while the concept presented by Waller et al.
[28] is based on a refractive principle (axial chromatic aberration), the principle proposed by
Noom et al. [31] is based on the wavelength dependence of diffraction. On both cases, 3
simultaneous sample images (slightly defocused intensity images and Fresnel domain in-line
holograms for the Waller et al. and Noon et al. cases, respectively) are recorded in a single
snap-shot of a color camera. Noon et al. method [31] records 3 Fresnel diffraction patterns
generated at the digital sensor plane by illuminating the sample with 3 simultaneous RGB
wavelengths incoming from a fiber coupled source containing 3 diode lasers (636 nm, 519
nm, and 402 nm). After that, digital image processing based on numerical propagation and
phase retrieval algorithm performs final phase contrast image of the inspected sample.

In this manuscript, we report on a similar hardware concept of LHM but having improved
capabilities concerning quantitative phase imaging, resolution and processing time. As in the
Noom et al, method [31], a trichromatic illumination source is used to record 3 simultaneous
in-line holograms in a single CCD recording. Then, the holograms are digitally processed
using a novel algorithm yielding in high-resolution noise-reduced quantitative phase imaging
due to coherent noise averaging and twin image elimination. Moreover, the proposed
algorithm provides a fast convergence to the final result in comparison with the one reported
by Noom et al. [31]. We have named this new microscope layout as MISHELF, initials
incoming from Multi-[llumination Single-Holographic-Exposure Lensless Fresnel.

The manuscript is organized as follows. Section 2 presents the experimental layout as well
as a detailed description of the phase retrieval algorithm. Section 3 includes experimental
validation concerning a synthetic object (resolution test target) and a biclogical sample (swine
sperm cells). And Section 4 discusses and concludes the paper.

2. Experimental layout and digital image processing in MISHELF microscopy
2.1 Experimental layout

The proposed experimental setup is outlined at Fig. 1. Three laser illumination wavelengths at
405 nm (violet laser diode module, 50 mW optical power), 532 nm (green-diode-pumped
laser module, 50mW optical power) and 632.8 nm (He—Ne laser source, 35mW optical
power) are properly combined (dichroic beam splitters) before impinging onto a pinhole
(stainless steel aperture, 1 um diameter). The pinhole provides a divergent spherical point
source of RGB coherent illuminations with numerical apertures (NAs) values of 0.63/0.53/0.4
for RGB wavelengths, respectively. These 3 beams illuminate the sample at a short distance
(d — z) from the pinhole plane as it corresponds with a LHM configuration for providing a
reasonable magnification factor (typically between 5X and 20X). Then, a color CCD camera
(AVT 1394 Stingray F-145C, 1388 x 1038 pixels, 6.45x6.45 um pixel pitch) records the 3
RGB-coded Fresnel diffraction patters in a single CCD capture. The color CCD camera is
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placed at d and z distances from the pinhole and sample planes, respectively (see Fig. 1).
After that, the information contained in the 3 CCD channels is digitally processed to finally
obtain a high-resolution image without twin image contribution.

(a) GILUM. PINHOLE SAMPLE
PLANE PLANE

RILUM,| ~BEAM
== COMBINER =
CUBE

- °
RGB

» . L

ILLUMINATIONS

» * *

FFig. 1. Experimental sctup: (a) scheme and (b) picture from the lab.

We have conducted experimental validation of our MISHELF microscope concept using 2
different configurations in the experimental layout. The first one is characterized by a low NA
value and it is used to present in detail the digital image processing involved in the MISHELF
algorithm. We have selected a positive United State Air Force (USAF) resolution test target to
show in depth the algorithm steps. And the second implementation provides a medium NA
value and it is applied to image a biological sample under quantitative phase imaging mode.

For the first experimental layout (low NA), we have forced the image to be square (1038 x
1038 pixels) just to simplify digital computing and optimize image visualization when
presenting the figures. This fact does not suppose any penalty aside of deteriorating a bit the
resolution limit in the reduced down image direction. The USAF test is placed at,
approximately, 1.2 mm after the pinhole and at 24 mm in front of the CCD. Thus, the layout
magnification factor M can be computed as the test’s geometric projection into the recording
device in the form of: M = d/(d-z) = 21X. Considering image (1038 pixels) and pixel (6.45
um) sizes, the NA defined by our MISHELF microscope is NA = 0.14 (this is the previously
referred low NA value) and the resolution limit for the shortest illumination wavelength is R
= 0.820/NA =2.37 um.

In the second arrangement (medium NA), the experimental layout has been slightly
modified reducing the distances between components in order to improve NA and hence the
resolution limit. Moreover, we have considered full frame image (1388x1038 pixels) provided
by the CCD. We have set d = 15 mm and z = 14 mm, so that M = 15X, NA = 0.30 (for the
largest CCD direction), and R = 1.1 um (according to that NA value and the blue
wavelength). This configuration has been experimentally validated for a real biological
sample, thus enabling sample’s visualization using qualitative and quantitative phase imaging
modalities such as phase contrast, differential interference contrast (DIC), 3D representation,
spiral phase contrast, etc.

2.2 Digital image processing

Our MISHELF microscope involves a novel and fast convergence algorithm for high-
resolution quantitative phase imaging. The algorithm working flow diagram is represented
through Fig. 2 where we want to stress that all the variables are spatially dependent (for
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instance: Ay = Ag(X, v)) but we have not included the (x, y) coordinates at Fig. 2 to save
space. The sample becomes illuminated with the trichromatic RGB source and one RGB
hologram is recorded by the color CCD camera. This RGB hologram is then separated into its
3 elementary RGB channels providing 3 RGB color-coded holograms. After that, each
hologram is subjected to an image equalization stage for improving them and consisting in 2
corrections: first, the illumination profile of each illumination beam is homogenized across
the full frame to compensate the lower intensity at the borders; and second, the crosstalk
resulting from the Bayer color filter array are subtracted from each channel to eliminate the
contribution incoming from the other two complementary wavelengths. This image
equalization stage needs to be done once and it involves basic (subtraction) digital image
processing which can be easily implemented by preliminary calibration of the MISHELF
microscope without sample.
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Fig. 2. Flow diagram of the MISHELLF algorithm. After RGB illumination of the sample. the
process starts with the recording at the CCD plane of a single RGB hologram (dashed red line
frame). Then, arrows guide the way of reading (clockwise direction) until the N final iteration
where the sample’s complex information is retrieved (solid red line frame). The variables |, A,
U, O in the chart are (x, ¥)-spatially dependent.

After that, the phase iteration algorithm starts with the definition of the initial amplitudes
per each RGB wavelength { 4%, 47, 47 ) as the square root of the intensity distribution on

each equalized RGB hologram (I, 77,17). The 3 initial RGB amplitudes are propagated to

its best focus and the resulting propagation distances are stored in the computer’s memory.
Since refraction is wavelength dependent (the thickness of the sample’s slide slightly modifies
the effective axial position of the sample because of the wavelength dependence in refractive
index), the propagation distances per hologram are slightly different; so, MISHELF
microscopy plays an equivalent role than a conventional LHM with only one wavelength but
axially shifting the camera to record 3 in-line holograms at slightly different z distances.
There are different numerical methods for digital reconstruction of the diffraction integral
[32]. Among them, we have selected to solve the diffraction Rayleigh-Sommerfeld integral
using convolution operation since it allows an effective and economical calculation without
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any approximation. After numerically propagation to the sample plane, the 3 in-focus images
of the sample (OF, 07,07 ) are then used to synthesize a single fused image (2, ).

To synthesize this fused image, we implement the following steps. First, we perform
digital fast Fourier transform (FFT) of each in-focus images. Second, the global background
phase for the 3 in-focus images is forced to be equal just to avoid phase cancellation when
mixing their spectra. Third, the 3 spectra are then used to synthesize a new single spectrum
incoming from a weighted addition of them. By weighted we mean that, because of the spatial
frequency content contained on each image is different due to wavelength dependence of
diffraction, the R spectrum contains a lower cutoff frequency than the G one which, in turn, is
also lower than the cutoff frequency of the B spectrum. Thus, the information contained in the
R spectrum is also included in the G one, and both are included in the B spectrum. So a
weighted mask taken into account this fact is applied for not incurring in a low spatial
frequency enhancement. And fourth, inverse FFT of the mixed spectrum recovers an
improved image of the sample (O, ), improved in the sense of noise averaging due to the
mixing of the 3 images into a single one.

Such improved image becomes the input of a phase retrieval algorithm. The algorithm
consists in the iterative application of back and forth numerical propagations between
hologram and sample planes, but taking into account two peculiarities. On one hand, the
improved image O, is propagated 3 times taken into account the 3 propagation distances
previously obtained in the first back propagation. Thus, 3 color coded holograms are
generated at the CCD plane from which their phase distributions (¢®, ¢, ¢@" ) are retained

while the amplitude ones ( B, B",B/) are replaced by the square root of the recorded

hologram intensity ( A7, A7, A7 ). Then, the new complex amplitudes (;lf‘gfjf ) are back
propagated again (each one with its corresponding propagation distance) to their in-focus
planes. And on the other hand, a new single and mixed spectrum is synthesized every time

that one back and forth cycle is performed, that is, a new single image O, is synthesized at
the sample plane for each cycle in the algorithm. After a few number of iterations, a final
image (), containing complex amplitude information of the sample is obtained with

improved capabilities since it contains no information about the twin image and exhibits
better image quality concerning noise, halos and contrast. Moreover, the single spectrum
generation process allows fast convergence in the phase retrieval algorithm since information
of the 3 channels is mixed together in each iteration. All together improves quantitative phase
imaging of the sample which can be visualized under several imaging modalities such as 3D
views, contrast images, plotting some regions of interest for profiling, etc.

For its better understanding, Fig. 3 presents a schematic chart of the algorithm steps when
using the USAF test target as input sample. The RGB recorded hologram is separated into its
3 channels allowing direct focusing of the object on each one of them (upper row). These
images can be improved by implementing the image previously commented equalization stage
(Fig. 3 also includes the RGB illumination profiles without USAF test). Equalized in-focus
images (lower row below the central RGB helogram) are then Fourier transformed and the
new mixed spectrum is synthesized using the information contained at the RGB spectra
considering a weighted mask for not incurring in spatial frequency enhancement. The new
synthesized spectrum is Fourier transformed back to recover an improved image of the object
(left image at the lower row). This image is the input for the phase retrieval algorithm
previously exposed.
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RGB IN-FOCUS IMAGES AFTER IMAGE EQUALIZATION STAGE:
ILLUMINATION COMPENSATION AND CROSSTALK REMOVAL
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WEIGTHED MASK
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PHASE
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Fig. 3. Schematic chart of the proposed digital stage processing in MISHELF microscopy for
the USAF test target. The included images are represented by their intensity in order to allow
direct comparison among them.
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3. Experimental validation

Aside of the USAF images presented in previous section, Fig. 4 shows a direct comparison of
the USAF reconstructions obtained under different modalities of LHM using the low NA
layout (0.14NA): (a) shows the image obtained under conventional LHM using blue
illumination (B-LHM), (b) depicts the same image after image equalization stage, (c) presents
the image obtained as inverse FFT after the first synthesized spectrum, and (d) shows the final
image after phase retrieval with only 2 iterations (additional iterations do not improve the
result). Images from (e} to (h) include a magnification of the USAF central part where the
resolution limit is produced. Note that all the images included in Fig. 4 are intensity images
depicted in Matlab with the same visualization power to allow direct comparison among
them.

Fig. 4. Intensity image comparison for the USAL test target in the low NA setup: (a)
conventional single-wavelength (blue channel) LIIM. (b) same than in (a) after image
equalization stage, (¢) image retrieved after the first object spectrum synthesis, and (d) the final
image after 2 iterations of the phase retrieval algorithm, Tmages in (e) to (h) are the central
magnificd arcas of (a) to (d), respectively. Scale bar in the lower-right corner of (d) is 50 pm in
length.

We can see as the resolution limit at all the images is the same and it corresponds with a
value of 2.46 pm {Group 8-Element 5 as last resolved element), value which is in very good
agreement with the theoretical one obtained for the B wavelength (see Section 2.1). However,
image contrast is clearly enhanced and coherent noise averaged when comparing the
MISHELF image with the conventional B- LHM one. Concerning the field of view (FOV),
the black solid line in the lower right-corner of Fig. 4(d) has a length of 50 um. So the total
FOV width is around 280 pm. Assuming we are disregarding the borders of the image (black
perimeter rectangle shown in last images of Fig. 3} due to border’s diffraction effects when
performing numerical propagation, the CCD useful area is around 900 pixels width. This fact
means that the FOV (280 pm) is framed in 5.8 mm, approximately, defining an experimental
M value of 20.7X, value that also perfectly matches with the theoretical one (M = 21X). Note
that the magnification factor is needed to avoid that the CCD sampling in Fresnel diffraction
regime may be a limiting factor in the final image resolution. Moreover, because MISHELF
technique uses a color CCD, the pixel number in each channel is not the maximum available
(as it happens when using monochrome sensors in LHM); so, high magnifications must be
pursued.

In addition, Fig. 5 includes the images obtained for a second experiment under the same
experimental conditions (0.14NA) but considering now full frame image size {1388 x 1038
pixels). As in Fig. 4, we have compared the final recovered image by MISHELF microscopy
[(c) and (d}] with the conventional single-wavelength B-LHM [(2) and (b)]. Although USAF

#241884 Received 27 May 2015: revised 21 Jul 2015; accepted 22 Jul 2013; published 6 Aug 2015
(C) 2015 OSA 10 Aug 2015 | Vol. 23, No. 16 | DOIL:10.1364/0OE.23.021352 | OPTICS EXPRESS 21359

- 90 -



Compendio de publicaciones

object does not contains phase information because it is a real amplitude object, we have
included phase distributions in Figs. 5(b) and 5(d} just to qualitatively show that phase image
is also improved as consequence of the proposed method. Once again, images from (e) to (h)
include a magnification of the central part of the USAF. Note as, because of the rectangular
detection area, the resolution limit is not now the same on both orthogonal directions. Now,
the last resolved element (Group 9-Element 2} in the largest CCD direction defines a
resolution limit of 1.74 pm. This value is again in good agreement with the theoretical
prediction because, now, we have 1388 pixels defining a NA value of 0.185NA and yielding
in a resolution limit of 1.79 um. Obviously, the NA value for the shortest direction is not
changed (0.14NA) and the last resolved element is again the same one (Group 8-Element 5)
than in the previous experiment.

Fig. 5. Intensity and phase image comparison [or the USAT (est targel in the low NA sctup
with full frame recording area: (a) and (b) are the intensity and phase images using
conventional single-wavelength (blue channcl) LHM, respectively, and (c) and (d) arc the
intensity and phase images retricved afller 2 ilerations of the phase retrieval algorithm,
respectively. Images in (¢) to ¢h) arc the central magnified arcas of {a) to (d), respectively.

To clearly show that twin image is eliminated due to the phase retrieval algorithm, we
have included two video movies corresponding with conventional B-LHM {Visualization 1)
and MISHELF microscopy (Visualization 2). The first frame at both videos corresponds with
and in-focus image of the USAF test and then digital propagation to the twin image plane (last
frame of the movies) is applied. Figure 6 presents the propagated images to the plane where
the twin image is located. One can see as conventional B-LHM contains twin image
contribution while MISHELF microscopy eliminates the twin image (no USAF image in the
last movie frame).
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Fig. 6. Twin image removal validation: (a) B channcl image (sce Visualization 1) and (b) final
image provided by MISHELF microscopy (see Visualization 2) at the plane where twin image
is located.

Now, the medium NA layout (0.3NA) is assembled and MISHELF microscope is tested
for a biological sample in order to show quantitative phase imaging capabilities. The
biological sample is an unstained swine sperm sample (head width of 6x9 um, total length of
55 pm, and a tail’s width of 2 um on the head side and below 1 um on the end,
approximately) which is dried up for fixing the sperm cells in the counting chamber.
According to the theoretical values (see Section 2.1), the resolution limit is enough to resolve
the sperm tails in the neck side while it is not at their end. Figure 7 show the experimental
results of the MISHELF microscope in comparison with the ones obtained when using single-
wavelength (blue) conventional LHM. Figures 7(a)-7(b) show, respectively, the RGB and the
B-LHM holograms while images in Figs. 7(c)-(d) present the intensity images provided by
MISHELF microscope after 2 phase retrieval algorithm iterations and B-LHM, respectively.
As in the USAF case, one can see as MISHEL microscopy provides a global contrast
enhancement and background noise reduction along the whole image.

Fig. 7. Intensity biosample results: (a)-(b) are the holograms and (c)-(d) includes the final
intensity images of the framed areas (solid white line squares) included in (a)-(b), respectively,
for the proposed MISHELF microscope and the conventional single-wavelength (B channel)
LHM case. Scale bars in the images arc 100 pm in length.

Nevertheless, the biosample contains valuable phase information which provides
qualitative (improved visualization modes) as well as quantitative (capability of measure
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cell’s profile) information about the sperm cells. Figure 8§ includes a comparison of the images
which can be obtained. First row presents the images in positive phase contrast modality
while second row show negative phase contrast images. We have included the images
obtained from MISHELF microscopy [Figs. 8(a) and 8(e)] as well as the single-wavelength
conventional LHM for R-G-B illuminations [Figs. 8(d) and 8(h), 8(c) and 8(g), and 8(b) and
8(D), respectively]. One can visualize the noise reduction concerning twin image elimination,
background homogeneity, coherent artifacts, spurious reflections, etc. resulting in a global
image quality improvement. Moreover, resolution is not penalized since, as previously for the
USAF case, MISHELF microscopy retains the resolution limit provided by the best (the
lower) illumination wavelength.

Fig. 8. Phase visualizations of the biosample: (a)-(d) and (e}-(h) arc positive and negative
phase contrast images. respectively obtained from MISITELF microscopy [(a) and ()], B-LITM
[(b) and (D], G-LHM [(¢) and (g)] and R-LHM [(d) and (h)]. Images in (i) and (j) represent a
3D view of the phase unwrapped distributions incoming from the MISHELF microscope and
for the conventional B-LHM, respectively, where gray scale bars represents optical phase in
radians. Scale bars in (a)-(d) images are 100 pm in length.

All those qualitative images are supplemented with quantitative information incoming
from the 3D representation of the retrieved unwrapped phase distribution. Figure § presents a
comparison of the biecsample’s 3D phase profile when considering the MISHELF microscope
and the B-LHM images. We have computed the Standard Deviation (STD) of the background
noise in order to compare the phase stability derived from MISHELF microscopy and
conventional B-LHM. The STD values are computed at the two regions marked with dotted
black line rectangles in the phase profiles included in Fig. 9. Note that no sperm cells are
contained at both areas and that phase values have been normalized previous to the STD
calculation, thus allowing direct comparison of the phase noise stability. We have obtained
0.028 and 0.002 rads averaged STD values for MISEHLF microscopy and B-LHM,
respectively, meaning that a factor a bit higher than 2 is obtained in phase stability
improvement as consequence of the proposed algorithm.
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Fig. 9. Phase visualizations of the biosample: (a) and (b) represent a 3D plot of the phase
unwrapped distributions incoming from the MISHELL microscope and for the conventional B-
LHM., respectively. Gray scale bars represent optical phase in radians. The dotted black line
rectangles are used to compare STD values of the background.

In addition, the recovered phase distribution can also be digitally manipulated to generate
a wide variety of phase visualization images in a similar way than optical procedures allow.
The main advantage is that the imaging synthesis is performed numerically instead of
optically, that is, there is no need to change to special lenses or illumination systems in order
to provide such images. Figure 10 depicts a set of digitally-processed classical images for
phase visualization incoming from the complex amplitude distribution retrieved by MISHELF
microscopy. We present: Fig. 10(a) the darkfield image by blocking the DC term at the
Fourier plane, Fig. 10(b) and Fig. 10(c) the DIC images by subtracting two displaced images
in the horizontal and vertical directions, respectively, and Fig, 10{d) a spiral phase contrast
imaging by adding a spiral phase mask at the Fourier plane. One can observe that each
modality enhances the visibility and contrast of different features of the biosample.

Fig. 10. Digital post-processing biosamples images from the MISHELY recovered complex
amplitude distribution: (a) darkfield image, (b) and (¢) DIC images in the horizontal and
vertical directions, respectively, and (d) spiral phase contrast image.

Finally and aside of improving qualitative and quantitative phase image quality, the
proposed new algorithm also improves convergence in the phase retrieval procedure. For
instance, in [19] Zhang et al. report on a digital in-line holographic layout where 3 holograms
are acquired by axially shifting the camera instead of using 3 wavelengths. According to [19],
the phase distribution is retrieved after 75 iterations of the phase retrieval algorithm that
performs numerical propagation between the 3 recording planes. The number of iterations is
reduced until 30 [30] by using 3 wavelengths with a single and static monochrome camera.
Note that nothing is stated concerning the phase retrieval algorithm [31] but that “a few
iterations” are needed and that “the same reconstruction procedure™ as in [30] is used. Here,
we have reported on superior image quality than the previous RGB multi-wavelength Fresnel
diffraction imaging incoming from a higher resolution limit (0.3NA), a significantly improved
visualization of phase through multiple phase imaging modes, and a fast algorithm
convergence incoming from a reduced number of iterations. The last sentence is supported by
the fact that images included along this manuscript only need 2 iterations in the phase
retrieval cycle for both USAF and biosample cases. A similar phase retrieval procedure but
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without RGB spectrum synthesis (only considering a single wavelength) and applying known
constraints about the input object (pure phase or amplitude object) needs around 15-30
iterations (depending on the object type) for twin image elimination [10]; so, the digital
processing reported in this manuscript greatly improves algorithm convergence.

4. Discussion and conclusions

In this manuscript, we have provided a step forward on a recently reported LHM method
based on wavelength multiplexing digital in-line holography in the Fresnel domain [31] but
with improved capabilities. The technique, named here as MISHELF microscopy, is based on
the simultaneous illumination of the sample with a trichromatic (RGB wavelengths) laser
source and the recording of a single-shot multiplexed hologram containing information about
the 3 wavelength-coded Fresnel patterns diffracted by the sample. Coherent trichromatic
illumination is accomplished by combining three independent laser sources over a single
illumination pinhole and simultaneous recording of the 3 Fresnel patters is achieved by single
snap-shot of a color CCD camera.

Although the use of multiple illumination wavelengths in LHM has been previously
reported in the literature [33-36], their use was restricted to pseudocolor image rendering
[33,34,36] and/or multispectral analysis [33,35] of the sample. Tn MISHELF microscopy,
RGB illuminations are used for phase retrieval and quantitative phase imaging in single
exposure LHM, in addition to the previously commented color imaging capabilities.

Concerning similarities with [31], MISHELF microscopy differs from and improves
quantitative phase imaging in the following. First, it uses a pinhole as illumination source
instead coupling the lasers to a single-mode fiber. Single-mode fibers permits low NAs in
illumination (typically in the range of 0.1NA), so resclution is highly compromised by this
low NA value, even more considering that the real useful NA is usually smaller than its
theoretical value due to the intensity decreasing at the borders. However, medium (in the
range of 0.4-0.5) NA values are easily accessible by using a pinhole for illumination, as
usually is in digital in-line holography [1,3,9,34,35], thus improving the resolution of the final
image. In this manuscript, the hardware has been improved allowing the definition of medium
NA values (in the range of 0.3), meaning that resolution limits close to 1 micron are
accessible.

Second, our novel phase retrieval algorithm converges extremely faster than others
because it mixes together information incoming from the 3 RGB channels. The improvement
in image quality is not only as consequence of the weighted mask (spatial-frequency
enhancement or band-pass filtering must be avoided) but due to the fact of mixing 3 images
into a single one. In addition, this fact results in a reduction of the processing time to a few
seconds when using standard desktop computers. Note that the algorithm reported in [30,31]
is not exposed in depth and converges to a final image after 30 iterations [30], meaning about
1 min of processing time on a standard desktop computer. MISHELF microscopy algorithm
has demonstrated similar (if not superior) image quality retrieval with only 2 iterations.

And third, the final image presents noise reduction and improved image quality incoming
from both a qualitative and a quantitative point of views. Qualitatively, MISHELF images
present enhanced contrast, halos and coherent noise reduction, twin image elimination, higher
background homogeneity, and reduction of coherent artifacts and spurious reflections in
comparison with conventional single-wavelength LHM. And quantitatively, all those image
quality enhancements derive in phase noise reduction through the definition of lower STD
values.

In summary, we have reported on MISHELF microscopy from a double point of view.
First, the hardware has been improved allowing the definition of medium NA values (in the
range of 0.3), meaning that resolution limits close to 1 micron are accessible. And second, the
software has also been improved and optimized through a novel phase retrieval algorithm
based on a customized management of the information provided by the 3 illuminations at the
Fourier domain. The final images obtained by our MISHELF microscope embodiment
provide quantitative phase imaging improvement as well as increase the convergence of
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similar algorithms through reducing the number of iterations needed to get the final image.
Moreover, since the retrieved quantitative phase distribution is obtained in a single camera
snap-shot, the limiting factor for imaging dynamic biological events is the camera acquisition
rate thus enabling video-rate movies of the inspected samples. Experimental results have been
presented validating all previous statements concerning MISHELF microscopy. The synthetic
object (USAF resolution test target) case provides useful images for layout calibration and
algorithm in-depth presentation. And the biological sample (swine sperm sample)} shows
different qualitative and quantitative phase imaging modalities.
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6.2. Publicaciéon 2
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: microscope with an illumination/detection scheme based on wavelength multiplexing, working

: with single hologram acquisition and using a fast convergence algorithm for image processing. All

: together, MISHELF (initials coming from Multi-lllumination Single-Holographic-Exposure Lensless

. Fresnel) microscopy allows the recording of three Fresnel domain diffraction patterns in a single

: camera snap-shot incoming from illuminating the sample with three coherent lights at once. Previous

: implementations have proposed an illumination/detection procedure based on a tuned (illumination

. wavelengths centered at the maximum sensitivity of the camera detection channels) configuration but

here we report on a detuned (non-centered ones) scheme resulting in prototype miniaturization and

: cost reduction. Thus, MISHELF microscopy in combination with a novel and fast iterative algorithm

: allows high-resolution (jum range) phase-retrieved (twin image elimination) quantitative phase

: imaging of dynamic events (video rate recording speed). The performance of this microscope prototype

: isvalidated through experiments using both amplitude (USAF resolution test) and complex (live

: swine sperm cells and flowing microbeads) samples. The proposed method becomesin an alternative

: instrument improving some capabilities of existing lensless microscopes.

¢ Microscopy is one of the most used imaging modalities in scientific research being, in particular, light microscopy
the favorite one in biomedicine due to its inherently non-invasive nature. However, the usage of microscopes in
¢ the field-setting is limited due to several factors such as cost, size and easy-to-use meaning that the development
¢ of new medical tools/devices aimed to provide early and accurate diagnosis is nowadays considerably required.
For instance, global healthcare and point-of-care diagnosis are demanding reduced-cost and portable medical
: devices in addition to easy-to-use by a non-trained person, high reliability and rapid response for diagnosing'.
¢ Under this perspective, cost-effective, light-weight, compact and portable imaging devices greatly improve rapid
:and accurate diagnosis in the field-setting.
New developments in different optoelectronic fields such as micro-optics, solid state lasers, electronic detec-
- tion devices and optical fibers, just to cite a few, have enabled cost-effective, portable and miniaturized versatile
* devices for biomedical applicatinnsz’m, some of them working in a lensfree scheme? ® while others operating as
: smartphones implementations®'* or using conventional but miniaturized microscopes architectures' ", It is
¢ worth to note that all of them are complementary devices allowing different capabilities depending on the appli-
¢ cation they are aimed to. For instance, lensfree devices are ideal for field applications since they offer small-size
. and light-weight digital imaging portable platforms; miniaturized microscopes provide high resolution and mag-
¢ nification values with great flexibility coming from setting different objective lenses which perfectly match with
¢ disease diagnosis and clinical studies; and smartphone-based microscopes enable exceptional communication
: capabilities and affordability for telemedicine and remote diagnostics in resource-limited settings.
Lensfree bright field microscopy (or lensless holographic microscopy - LHIM) derives from a digital imple-
mentation of the Gabor’s invention of holography reported in the middle of the past century®'-?% Essentially,
: LHM proposes an extremely simple layout where a point source of coherent light illuminates the sample and the
¢ diffracted wavefront is recorded by a digital sensor®. Typically, the point source is implemented using a spatial
¢ aperture (or pinhole) in combination with a laser beam®?-** but additional illumination procedures such as

: Universidad de Valencia, Departamento de Optica y Optometria y Ciencias de la Visién, Burjassot, C/Doctar Moliner
: 50, 46100, Spain. Correspondence and requests for materials should be addressed to V.M. (email: vicente. mico@
©ouv.es)
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LED® and SLED? sources, pulsed laser radiation”” and illumination through GRIN lenses® or fiber optics™ were
also successfully reported.

There are two apposite layouts with particular significance in LHM?, In the first one (Gabor’s like imple-
mentation), the sample is placed in close proximity with the illumination point source while the digital sensor
becomes farther® 2725, Thus, the sample’s diffraction pattern is magnified (geometric projection) at the digital
sensor plane with typical magnification factors ranging from 5X to 20X depending of the layout distances thus
relaxing the sampling requirements of the digital sensor. This experimental arrangement provides, after numeri-
cal reconstruction, similar images to the ones reported in conventional holographic microscopy regarding mag-
nification, field of view (FOV) and resolution when considering objectives up to medium numerical aperture
(NA) values (~0.4-0.5 NA)*, although superior quality images concerning resolution were also attained*>, The
second implementation places the sample in close contact with the digital recording device and the illumination
point source remaining further from them® %52 [n this case, no geometric magnification factor is introduced
(~+1X range) so the resolution limit is usually restricted by the geometrical constraints of the detector and not by
the diffraction limit. However, the allowable FOV becomes in the whale sensitive area of the detector. Nonetheless
and although superresolution approaches can be implemented to decrease effective pixel size™ 7, it provides
a modest resolution limit incoming from relatively low NA values (~-0.2 NA range) because of the geometrical
constraints imposed by the pixel characteristics. Although these two opposite experimental arrangements are
frequently implemented, intermediate cases have also been reported in the literature®.

Regarding the drawbacks, both LHM as well as Gabor’s original idea of holography suffer from several issues
such as coherent noise, weak diffraction assumption and twin image problem™. In that sense, coherence noise
can be reduced by using partially coherent sources™ % or by overlapping several in-line holographic record-
ings*®4!, Weak diffraction assumption (the most restrictive issue in Gabor holography since it can prevent image
formation) restricts the range of samples which can be imaged by LHM but it can be circumvented by both
reinserting an external reference beam (like in a Leith&Upatnieks configuration) or by applying special imple-
mentations of phase-shifting holography***. And finally, twin image problem raises as a direct consequence of
the in-line configuration and it can be avoided in LHM by using two different strategies: phase-shifting** and
phase retrieval®-*" algorithms. Phase shifting is based on the relative phase variation between both interfero-
metric beams*®*? # while phase retrieval can be conducted from iterative® 17 as well as from deterministic®® >
algorithms.

Twin image problem is usually addressed using several sequential recordings in time by, for instance,
multi-height recording using glass cover slips of different thicknesses® or by mechanical displacement of the
camera® or tuning the illumination wavelength*® or defocusing the image®”. Time dependence for phase retrieval
was avoided by Waller ef al.** by praposing a clever method based on the transport of intensity equation (TIE)
where the axial defocus between images is provided by the intrinsic chromatic aberration of imaging lenses. Thus,
using broadband illumination and a single RGB color camera snap-shot, three axially slightly defocused images
(one in focus, one under and other over focus) corresponding with the three color camera channels are recorded
at once and enter as inputs in the TIE algorithm. Their method is ultimately limited by the camera acquisition
frame rate when imaging fast dynamic biological events, thus avoiding the sequential recording of multiple mis-
focused images needed in previous methods.

The concept introduced by Waller et al.*" has been recently adapted to quantitative phase imaging in LHM',
While the first is based on a refractive principle (axial chromatic aberration by refraction), the latter falls on
diffractive constraints (wavelength dependence of diffraction). Thus, by illuminating the sample with three RGB
color-coded simultaneous beams, three diffraction Fresnel patterns are recorded at once in a single color camera
snap-shot. After demosaicing the multiplexed in-line hologram to separate the three wavelength-coded channels,
digital image processing based on numerical propagation and phase retrieval algorithm finally yield in a phase
contrast image of the inspected sample. In addition, a novel and fast convergence algorithm was introduced
improving the capabilities of the technique (named by us as Multi-[llumination Single-Holographic-Exposure
Lensless Presnel-MISHELF microscopy) concerning quantitative phase imaging, resolution and processing
time®2,

In this manuscript, we expand up MISHELF microscopy concept by building a compact, cost-effective and
field-portable microscope based on a generalized MISHELF concept. On previous implcmc1nations3"3?, RGB
proposed scheme is based on the fact that the illumination is tuned with the maximum spectral sensitivity of
the RGB camera channels. Thus, the color-coded RGB images are directly read from the RGB camera channels
since the crosstalks can be disregarded. However, compact and cost-effective RGB coherent illumination sources
are not available in the market thus disabling this MISHELF scheme as useful in the field-setting where low-cost
solutions are demanded. Instead of this, inexpensive multiplexed coherent illumination is available from the laser
diede source included, for instance, in some Blu-ray optical units. Within this compact and small diode can, three
solid state lasers are included for reading compact discs (infrared-IR-light), digital versatile discs (red-R-illumi-
nation) and Blue-ray discs (blue-B-wavelength). Because of these three wavelengths are not tuned with the RGB
maximum sensitivities of regular color cameras, each wavelength contributes at the three camera channels and
direct demosaicing cannot be applied to extract the multiplexed Fresnel patterns as in the RGB implementation.
Moreover, different magnified and shifted Fresnel patterns are recorded since the IRRB emitters are axially and
transversally slightly shifted; so additional software capabilities must be incorporated. We have built a compact
microscope prototype using this inexpensive triple laser source in addition with a modified MISHELF algorithm
to accommodate this version of MISHELF microscopy with detuned illumination/detection scheme and scaled/
shifted Fresnel patterns. All together allows MISHELF microscopy to be generalized and stepped forward, to be
implemented in a field-setting portable platform using reduced cost components (not as bench-top system within
awell-controlled environment), and to be of significant importance in developing countries and environments
with limited resources.
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Figure 1. Prototype design. (a) explosion view of the main components and (b) assembly diagram of a central
cross-section of the prototype with external dimensions.

Results

Prototype manufacturing. 'l'o demonstrate the capabilities of our imaging platform, a microscope proto-
type has been designed (using commercially available CAD software platform) and built (using Fused Deposition
Material with ABS for most of the components and mechanizalion process for the rest). An exploded drawing
of the different components as well as a global assembly scheme are included at Fig. 1 while the manufactured
prototype is presented at Fig, 2.

Essentially, the protolype consists in two independent parts (upper and lower boxes), one for holding the
camera {upper box} and the other (lower one) for the rest of the components of the layout. 'The idea is to have
easy access to enter the sample without the use of movable trays inserted through lateral slots; thus, both boxes
can be separated, the sample placed on the location aimed to, and the boxes joined again for sample analysis.
The upper box has a lateral hole for extracting the USB camera cable towards the computer and a plastic cover to
protect the board level camera (the cover is not visible in the pictures). 'l his cover contains a clear optical window
in front of the camera sensitive area to allow light passing. The camera can be regulated a few millimeter in height
for properly accommodating its position to the geometrical parameters of the system (essentially magnification
and resolution). The upper box is placed face to face with the lower ene and the upper box cover remains closely
but not in contact with the microscope slide. 'The lower box contains a customized board circuit acting as power
supply of the three laser diodes.

‘The emission power of the three sources has been previously equalized according to the spectral sensitivity
of the camera for providing cemparable image intensity at the three camera channels. Potentiometers, voltage
regulators, on/off switches and other clectronic components integrate the customized board circuit. The high
NA focusing lens is assembled onto a lens holder plate and supplemented away in height from the laser diode
can using four pillars. Lhe distance between the lens and the laser can is around 22 mm to allew beam spreading
and homogenization over the whole lens diameter. The lens focuses the three laser beams into a set of three high
NA slightly laterally and axially shifted point sources just below the sample. The lens can be moved up and down
a few millimeters to both propetly set the position of the point sources regarding the sample {see the “d,-z” dis-
tance of the figure included at subsection “Tield-portable MISIIELT microscope design: experimental layout” of
the Methods) and to define a reasonable magnification factor when also considering the distance between the
camera and the sample ("2 distance of the same figure). As example of a real configuration in the prototype,
(d-z) >~ 0.5mm and z = 7mm meaning that M= 15X. Note that this value is slightly different for each illumination
source due to the slightly different axial position of cach point source after lens focusing,

Finally, a cover plastic plate closes the lower box (not visible in the pictures). This cover plate has an internal
hole having the shape of the lens holder plate just to allow close proximity between the sample and the lens. And
the sample is placed on a microscope slide which is hold to the cover plate using two fasteners with adjustable
positions. In addition, the lower box contains a small lateral hole for inserting the external power supply (9 volts)
and a supplementary space [or the case ol using power balleries.

Calibration of the prototype. Our prototype is now calibrated using a static USAF resolution Lesl Lar-
gel. The USAT lest case is useful to explain some significant stages of the MISHELT algorithm presented in the
Methods section. The calibration results (intensity images) are included at Figs 3 and 4. The recorded hologram
using the three simultaneous illuminations (IRRB sources) is included in Fig. 3(a). Then, the RGB camera chan-
nels are oblained by demosaicing that hologram. The resulling images are included at the second column of Fig. 3
(images b1-b2-b3). But because of the detuned illumination/detection scheme, each wavelength contributes to
all recording channels; so the information becomes mixed and needs Lo be separately recovered. The third row
presents the retrieved holograms for each true illumination wavelength (images ¢1-¢2-¢3). Nole as the B channel
(b3) is quite similar to the true B illumination hologram (c3) since the crosstalks at the B camera channel incom-
ing from IR and R illuminations are very weak. But this is not the case of the R and G channels where the contri-
butions of IR and R wavelengths are quiel similar in intensity al those channels. In addition, the third row also
brings into light the slightly different scales {magnifications) and positions (shifts} of the in-line holograms for the
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Figure 2. Manufactured prototype: pictures al the lab of (a) the lower box, (b) the upper box and (c) a global
view of the prototype.

Figure 3. Results for MISHELF microscopy using detuned illumination/detection with the USAF test:
calibration results of the prototype. The 1st row (a) includes the wavelength multiplexed in-line hologram
while the 2nd one (b) depicts the three RGB color channels provided by the camera. The 3rd row (c) includes
the retrieved holograms [or each true illumination wavelength withoul image equalization. And the 1% (d)
and 5™ (e) rows present the in focus images of the test and a magnified area of the inner high resolution part,
respectively.

true IRRB illuminations. In particular, we have computed a magnification factors of M= 14.2X/15.3X/16.1X for
IR/R/B, respectively, values that are in good agreement with the previously established theoretical one (M 2 15X).

The retrieved true illumination holograms (images ¢1-¢2-¢3) are equalized considering both magnifica-
tion/shift compensation and center-to-border illumination homogenization. Then, each hologram is separately
brought into focus and the resulting full frame images are included in the fourth row (images d1-d2-d3) of Tig. 3
while the fifth row (images e1-e2-e3) depicts a magnification of the high resolution (central) area of the fourth
row images. One can see as Lhe resolulion is improved from G8-E3 (G and E incoming from Group and Flemenl,
respectively) of the USAT resolution test target until G9-E2 corresponding with 3.1 pum (3231p/mm) and 1.7 pun
(5751p/mm) for the IR and B illuminations, respectively, and for the largest camera direction. These values define
a NA value of around 0.24 according (o the theoretical definition (R ~X\/NA) and for the shortest illumination
wavelength.
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Figure 4. Results for MISHELF microscopy using detuned illumination/detection with the USAF test: final
results comparison. The [ull [rame images (and their magnified inner parts) lor (a) B-LIIM and (b} our IRRB
scheme, and (<) the intensity distribution obtained at the twin image plane for the B-1.HM case showing no
presence of the twin image contribution.

Finally, these three images enter into the algorithm concerning single fused image synthesis and phase
retrieval. The final result is included at Tig. 4 in comparison with the result obtained when using single B illumi-
nation wavelength. One can see as the resolution limit is maintained at both images (around 1.7 pm under the
previously stated conditions) but the [RRB image gains in background homogeneily and contrast as consequence
of the noise averaging and twin image elimination. According to the USAT retrieved area, the TOV included at
Fig. 4(a) and (b} is around 225 » 300pm, approximately. To clearly state that twin image is eliminated, Fig. 4(c)
presents Lhe intensity distribution obtained when the recovered IRRB complex amplitude is numerically prop-
agaled until the twin image plane lor the B illumination case. One can see as MISIIELF microscopy eliminales
the twin image: the intensity distribution contains no USAF in-focus image and only the misfocused pattern
obtained by numerical propagation to that plane. On the other hand, conventional B-LHM produces a twin image
contribution (not included in Fig. 4) which is equal bul inverted and conjugaled Lo the one presented in Fig. 4(a).

Experiments with dynamic samples. The prototype has also been tested via two different types of
dynamic samples. The first validation involves an alive swine sperm sample. 'Lhe sperm cells have approximately
a heads width of 6 > 9pm, a total length of 55 pm, and a tail’s width of 2pm on the head side and below 1 pm on
the end. The biosample is introduced by micropipetting inte a commercially available counting chamber (100pm
thickness). The sperm cells move along the chamber and the inspection area is around 300 % 300pun. Due to the
fast movement of the sperm cells, we have replaced the previous camera (Mightex SMN-C050-U) by a faster one
(AVT Mako G-419, 90fps at 1024 » 1024 pixels, 5 > 5 pixel pitch}. Thus, the recording time for a single frame is
around 10 ms and only limited by the frame rate of the camera.

Figure 5 shows the experimental results concerning the phase distribution of the sperm biosample. Iinages
(a)-(b} are for the single B wavelength illumination case while {¢)-(d) are the ones obtained with the proposed
MISHELF microscopy method for positive [(a) and {¢}] and negative [(b) and {d}] phase contrast visualization
modes. In addition, the images at Fig. 5 are the first frames of a recording sequence of images which are separately
included in video movies from Videol.mov to Video4.mov files. The total recording time was 2seconds and the
video movies are played at 12.5fps to slowly sce in detail the sperm cell’s movement. From Fig. 5, one can sce as
the proposed approach improves the phase stability from a qualitative point of view since the background noise
of the phase images is reduced as consequence of the averaging provided by the MISHTLF image multiplexing.
It can also be scen as the contrast (cell’s visibility against background) of the cells becomes enhanced and the
tails of the cells are clearly visible for all of them while they are barcly resolved in most of the cells with single B
illamination LIIM. Finally, the oblained resolution is in concordance with the calibration experiment (~1.7 jum)
since, as one can see in the images, the tails of the sperm cells are visible at the head's side (~+2jun) while they are
not resolved on the other side (< 1pm).

As il can be seen (rom the previous videos, there are several sperm cells thal are defocused because they are
moving at different planes inside the counting chamber. All those spermatozoids can also be refocused by numer-
ical propagation, thus sclecting the axial plane where they are in focus. This information is very useful to retricve
a 3D trajectory of each sperm cell in the 3D volume defined by the thick counting chamber*-**. The resull is
included in Video5.mov where a set of 13 trajeclories are evalualed, one per each spermatozoid moving along the
TOV. Figure 6 depicts the last frame of the 3D plot containing all the extracted trajectories.

Our second experiment including a dynamic sample considers standard monodisperse polystyrene micro-
spheres in aqueous suspension (Polybead® Microspheres} with a diameter of 3.00 = 0.07 jum according Lo the
theoretical specifications of the manufacturer. Tor this experiment, we have used the same sensor as in the USAT
experiment (Mightex USB3.0 color camera). Figure 7 includes a comparison of the experimental results in
3D-plot visualization mode of the retrieved phase distributions for: (a) the single B illumination case and (b) our
IRRB scheme. In order to validate these results, Fig. 7(c) includes the 3D view of the phase values retrieved by a
regular Match-Zehnder interferometric configuration assembled at an optical bench in the lab. Although they are
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Figure 5. Results for MISHELF microscopy using detuned illumination/detection with alive sperm biosample.
Images (a,b) and (c,d) represent, respectively, the phase distribution when considering B-LHM and our IRRB
scheme for positive [(a) and (c)] and negative [(b) and (d)] phase contrast visualization. [n addition, the whole
image sequence for each case is included from Videol.mov to Videod.moyv, respectively (2.4MB per video movie).

Figure 6. Results for MISHELF microscopy using detuned illumination/detection with alive sperm
biosample: 3D plot of the spermatozoid trajectories. The generation of the trajectories is included in Video5
file (Video5.mov, 6.9 MB).
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Figure 7. Results for MISHELF microscopy using detuned illumination/detection with microbeads: 313 plots
of the phase distributions for (a) B-LHM, (b) our IRRB scheme and (¢) a Match-Zehnder interferometric layout
assembled al the lab. (a) and (b) images share the same scale bar (the one place in the middle) in rads. The whole
image sequence for the lensless experiments is included in Video6 movie file (Video6.mov, 2.3MB).

Background value (rads) Q.18 018 0.20
Maximum phase value {rads} 059 .59 0.60
Microbeads phase step (rads) 041 041 .40
Background §'1'1 {rads) 0.033 0m7 0.054

Table 1. Phase values comparison for B-LHM, IRRB MISHELF microscopy and conventional Match-
Zehnder interferometric configuration when using a microbeads sample.

not the same flowing microbeads included at (a) and (b), it is an image coming from the same sample in origin
which is prepared analogously to the lensless experiment one; so a similar phase profile should be obtained. The
interferometric layout uses a He-Ne laser to illuminate the microbeads which are imaged by a microscope lens
(0.15NA Olympus UMPlanEl) onto a CCD camera (Basler A312f, 582 x 782 pixels, 8.3 jum pixel size, 12 bits/
pixel). When combined with a tilted reference beam, an off-axis hologram is recorded and the complex amplitude
information of the micrabeads can be retrieved by using conventional and widely-known operations (Fourier
transform of the hologram, spatial filtering at the Fourier plane, inverse Fourier transform, aberration phase
compensation and 3D plots). Note that it is a single [rame image in contrast with the video recording provided for
the MISIIELT microscopy experiment and included in Video6.mov file. We have used a 0.15NA objective since
it is the nearest lens at the lab having a similar NA value to the estimated one provided by MISHELF microscopy
prototype for the shortest sensor direction and, thus, the retrieved phase values should be roughly similar. This
estimation is derived from Tig. 4b where the last resolved element in the horizontal direction is around G9-E1
defining a resolution limit of ~-2 um and meaning a NA value of around 0.17 when considering the shortest sen-
sor direclion (1920 pixels).

To validate the results from a quantitative point of view, we have computed the averaged background values of
all the images as well as the maximum phasc step introduced by the microbeads. Then, their difference will be the
phase disturbance caused by the microspheres. The results are summarized in Table 1 where the phase step intro-
duced by the microbeads shows a high concordance between the phase values provided by the proposed IRRB
method and the quantitative phase information retrieved from conventional digital holographic micrescopy. For
completeness, the last row at Table 1 also includes the Standard Deviation (STD) values of the background. These
values are also useful Lo show the improvement in phase stability provided by MISHELT microscopy since the
background averages and fluctuates at around lower levels than for the single B illumination case.

Discussion and Conclusions
MISHELF microscopy is a powerful and versatile tool with a strong potential in biomedical applications.
Although previous implementation™ reported on a similar background concept, it was only a proof-of-concept
and preliminary validation at the lab of a specific implementation of the technique which is very far to become a
commercially available and tangible reality. 'This manuscript provides a step forward on MISHELF microscopy
since: i) it reports on the general frame of the method regarding hardware (illumination/detection scheme) and
software {(complete algorithm description}, ii) it is not a technique running at the lab since a real portable proto-
type has been manufactured and characterized, and iii} it presents experimental results with not only static sam-
ples but dynamic experiments with alive samples. 'Those capabilities are based on relevant changes in hardware
components (illumination source and focusing lens) and software (algorithm adaptation to the new detuned
scheme) with respect to ref. 52, changes allowing miniaturization of the technique/device to make it a fact in the
field-setting.

Thus, a new design and prototype of LIIM based on wavelength multiplexing, working with single hologram
acquisition and using a fast convergence algorithm for image processing is presented along this manuscript.
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All together, the reported MISHELF microscopy enables single-shot improved quantitative phase imaging
by twin-image elimination in LHM. This is a direct consequence of the simultaneous multiple illumination
and a robust and powerful phase retrieval algorithm incoming from a single camera snap-shot as input. Our
ﬁeld-porlable, compact and cost-effective MISHELE microscope achieves micrometric range lateral resolution
over an inspection area which is comparable with the FOV provided by microscope objectives having similar NA
and resolution values. However, this value can be accommaodated for higher NA values until reaching the maxi-
mum theoretical NA value defined by the illumination source (0.6 NA in this prototype but a reasonable real one
of ~0.4NA). Additional advantages come from the compactness and weight (~~300 grams) of the prototype. Due
to its compact design and the possibility to operate without external power supply, our MISHELF microscope can
be particularly interesting and useful for point-of care diagnaosis or in the field-setting.

The resolution limit in LHM depends on the selected configuration (sample in close contact with the point
source or with the recording device). MISHELF microscopy belongs to the Gabor’s like implementation tech-
niques meaning that no geometrical constraints of the detector (sampling thearem) affect the resolution limit
because of the geometrical magnification factor introduced by the layout. Thus, the resolution limit is defined
from its classical definition of R ~»/NA meaning that the best resolution is achieved when considering the
shorter (B illumination) wavelength (see images el-e2-e3 at Fig. 3) and the higher NA coming from the largest
sensor direction (in case it will be rectangular). Our MISHELF microscope protolype keeps the best achievable
resolution incoming (B illumination) at the final image (see Fig. 4) while uses the other two illuminations for twin
image elimination and quantitative phase improvement regarding contrast, noise and halos. This is accomplished
by applying a fast convergence algorithm based on illuminating the sample at once with three simultaneous
coherent lights (RGB at™ and IRRB in the proposed realization) and recording a single multiplexed hologram
with a color camera at video rate speed. This wavelength multiplexing introduces a limitation at the proposed
method: it is needed that the intensity distribution of the sample will contain the same spatial profile for all the
illumination wavelengths to be used. In other words, the color object information is sacrificed to achieve twin
image elimination and improved quantitative phase imaging. So an inherent drawback of the proposed MISHELF
microscopy technique is the use of color selective samples such as, for instance, red blood cells or samples with
different color-coded attached particles (fluorophores, dyes, etc.). On those cases, wavelength-dependent differ-
ences in absorption will result in different hologram intensities for each illumination wavelength or, even worst,
the absence of spatial information at those highly absorptive areas. To mitigate this effect, the intensity at those
penalized wavelengths can be increased to finally get a weak image from which, although it will not be useful for
defining the best final resolution limit, it can be used as part of the phase retrieval algorithm to provide a good
quality reconstruction. In another direction, it is possible to think in a multi-wavelength illumination source con-
taining more than three lights (see for instance SpectraTec X from Blue Sky Research) so the most appropriated
three ones could be lighted on for the illumination thus minimizing the previous problem.

The proposed prototype supposes a proof-of-principle technology in the field setting which is oriented
towards sperm analysis applications (cell motility, concentration evaluation, trajectory analysis, etc.). Aimed to
this, we designed the prototype to be as much compact as possible and adapted to this specific application. Asa
result, a small size and robust prototype which can be the background of an improved miniaturized microscope’s
family in next future has been validated. Obviously, the advantages for our application field can be converted into
penalizations for different ones. Although some parts of the prototype can be redesigned to accommodate specific
constraints for different applications, there is a strong limitation imposed by the small distance between the sam-
ple and the sensor (an inherent limitation of the used LHM layout). This fact prevents the broad use of the system
since it is not possible, for instance, to use cell culture Petri dishes for investigations on living cells. Nevertheless,
the proposed prototype is fully valid and useful for its general use with regular microscope slides (with or without
coverslips) and regular plates/counting chambers/microfluidic platforms/etc. of similar thickness dimensions.
This fact widely extends the applicability of the proposed device to its general use with this type of slides, espe-
cially in the field setting and guided by a non-trained user.

In the validation, we have conducted experiments with both static (non-moving) and dynamic (moving)
samples. Static objects (USAT resolution test) allow us to calibrate the prototype in terms of layout considera-
tions as well as in resolution, FOV and algorithmic. Dynamic samples (as fast as the acquisition frame rate of the
camera) emphasize the power and versatility of the proposed method for a wide variety of applications such as
sperm monitoring and sorting™-*¢ and particle tracking™ ", just to city the same examples where experiments
are included in this manuscript. Future applications can be directed, for instance, to merge MISHELE microscopy
with microfluidic platforms (holographic optofluidic lensless microscopy ref. 37) thus allowing flow cytometry,
waterbone parasite analysis, etc., and also for telemedicine applications in resource limited environments.

Methods

This section introduces MISHELF microscopy by detuning the illumination and the detection, thus expanding
up our previous implementation® to a general framework where a given illumination wavelength contributes
to more than a single recording channel. Due to this, MISHELF microscopy is optimized and generalized and
a field-portable device is built in virtue of this generalization. Optimized in the sense of miniaturization, thus
improving its compactness and robustness, and by using low cost elements while providing high quality images.
And generalized because the overall framework of MISHELF microscopy is addressed by considering a detuned
scenario between illumination and detection stages. Moreover, the selected configuration causes a slightly differ-
ent magnification and lateral shift in the recorded holograms and this fact must be digitally compensated to get a
high quality final image. Thus, the previously reported fast convergence algorithm is now modified to include all
those changes, resulting in a more robust, powerful and complete imaging algorithm.
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Figure 8. Layout for MISHELF microscopy with detuned illumination/detection using IRRB/RGB
multiplexing.

Field-portable MISHELF microscope design: experimental layout. The experimental layout of
the generalized MISHELF microscopy concept is depicted at Fig. 8. A coherent illumination source emitting
in [nfrared (IR)-Red (R)-Blue (B) laser lights (780-660-405 nm, respectively) and a conventional RGB digital
recording device define the detuned illumination/detection scheme. This IRRB laser source is removed from
a Blu-ray optical unit (Sony model KES-400AAA PS3) and consists on three individual diode lasers which are
slightly separated both axially and transversally (typically by a tenths of millimeter). In order to homogenize the
illumination (irregular beam shape emitted by the diodes) as well as to equalize (different divergence of the laser
diodes) and increase its NA value, we use a focusing commercial-grade plastic lens of 0.6NA. This lens forms a set
of three point sources which are slightly separated according to the initial separation of the sources in the laser
can and the amount of chromatic (axial and transversal) aberration of the plastic lens. This fact defines a slightly
different axial and transversal position for each illumination source which also causes a wavelength-dependent
magnification factor in the system (M =d, /(d, -z}, being d, the wavelength-dependent distance between each
point source and the digital sensor) and also a lateral shift of the recorded holograms. These two issues must be
compensated in the calibration stage to finally get a high resolution quality image.

Algorithm adaptation to field-portable MISHELF microscopy. Under these conditions (Fig. 8), the
color camera (Mightex USB3.0 SMN-C050-U, CMOS sensor type, 2560 » 1920 pixels, 2.2 » 2.2 pm pixel pitch)
for the USAF resolution test case records the three in-line holograms but with crosstalks contributions incoming
from the spectral sensitivity of the RGB camera channels at the used IRRB illumination wavelengths. A global
workflow of the MISHELF microscopy algorithm adapted for this detuned illumination/detection scheme is pre-
sented in Fig. 9. Essentially, the algorithm is divided into two main blocks (upper and lower parts at Fig. 9). The
first one relates with a pre-digital preparation of the holograms before entering into the second block which per-
forms phase retrieval by applying a fast convergence algorithm. Although it is not our aim to describe in detail the
algorithm, we will comment its main points in the following paragraphs.

The first block starts with the recording of the RGB in-line hologram in a single camera snap-shot: the sample
becomes illuminated with the trichromatic IRRB source and one multiplexed RGB hologram is recorded by the
color camera. This RGB hologram is then separated into its three elementary RGB channels where, in general,
cach one of the illuminations will contribute to each camera channel with different efficiency depending on the
specific spectral sensitivity for that wavelength at this channel. And these cross-talks must be removed before con-
tinuing; otherwise, the quality of the reconstructed images will be restricted. To easy understand it, let us assume
that crosstalks are not removed. Then, each hologram will contain information from the two holographic images
(real and virtual) incoming from the useful wavelength at such channel in addition with the two holographic
images incoming from the other two illuminations. On one hand, this fact reduces the dynamic range of the holo-
gram; so contrast is penalized. And on the other hand, there is a high background fluctuation incoming from the
misfocused images when focusing at the image of interest, yielding in a high disturbance at the phase distribution.

To avoid hinal quality image restriction, crosstalks must be removed. After demosaicing to separately extract
the RGB information, the real IRRB holograms corresponding with the true illumination wavelengths are com-
puted. This process must be applied to each in-line recorded hologram and it is performed by using device cali-
bration, that is, defining a matrix whose coefficients are the amount of IRRB light going to each RGB channel.
After that, the true IRRB holograms are brought into focus by numerical propagation allowing three in focus
images of the object but with different magnifications and shifts as we have previously noticed. By using cor-
relation operation between those in focus images, all the images are perfectly equalized in magnification and
centering. The scale and shift computed factors are then applied to the true IRRB in-line holograms to remove the
different magniﬁcations and displacements caused by the three slight dilferently placed point sources. As result,
three true IRRB in-line holograms (IR'R'B holograms at Fig. 9) are obtained as they were provided by a single
point source (like the pinhole used in ref. 52) with three different illumination wavelengths. In addition, illumi-
nation profile homogenization is applied to each hologram to compensate the lower intensity at the border of
the images. This image equalization stage needs to be done once and it involves basic (subtraction) digital image
processing which can be easily implemented before sample insertion.

After that, these three I'R'B in-line holograms enter in the second block regarding phase iteration algorithm.
The process is quiet similar to the one described in ref. 52 but a few words are included here for paper compre-
hensiveness. The phase iteration algorithm starts with the definition of the initial amplitudes incoming from
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Figure 9. Block diagram of the MISHELF microscopy algorithm for detuned illumination/detection
scheme. HP, OP and FP mean Hologram Plane, Object Plane and Fourier Plane, respectively.

each IR'R’'B hologram as the square root of their intensity. These three [IR'R'B amplitudes are propagated to its
best focus (generating IR'R'B” object images at Fig. 9) and the resulting propagation distances are stored in the
computer’s memory. 'Those propagation distances are slightly different one to each other due to, on one hand, the
thickness of the sample’s slide slightly modifies the effective axial position of the sample because of the wavelength
dependence in refractive index and, on the other hand, the wavelength dependence on the spatial phase evolution
in the Fresnel regime. Regarding the different numerical methods for computing the digital reconstruction of the
diffraction integral, we have selected to solve the diffraction Rayleigh-Sommerfeld integral using convolution
operation since it allows an effective and economical calculation without any approximation.

"These three in-focus IRR'B’ images of the object are then used to synthesize a single fused image through the
following steps. First, the global background phase of the three in-focus images is forced to be equal just to avoid
phase cancellation effects when mixing their spectra at the Fourier domain. Also, phase distribution is converted
into thickness profile (AL = Aip \/27, being AL the Optical Path Length and A the phase distribution) to
avoid wavelength dependence in the phase distribution. 'This process generates the IR“R“B” in-focus images of
Fig. 9. Second, we perform digital fast Fouricr transform (FFT) of cach IR“R*B” in-focus image (IRRB spectrums
at Fig. 9). Third, the three spectra are then used to synthesize a new single spectrum incoming from a weighted
combination of them. By weighted we mean that, since the information of the IR spectrum is fully included at the
R one and both are also included at the B spectrum, the addition of the three spectra must be weighted by a mask
in order to avoid low spatial frequency enhancement. And fourth, inverse FFT of the generated mixed spectrum
recovers an improved image of the sample (synthetic single object generation step at Fig. 9), improved in the sense
of noise averaging due to the mixing of the three images into a single one.

This synthetic single object is used to generate a new set of in-focus images (IR“R™“B”™ objects at Fig. 9) com-
ing from a phase restoration from the single object thickness distribution by applying the inverse previously
applied transformation (A = 2% AL/X). These three new in-focus images are then numerically back propagated
until the hologram plane (IR“R“B” holograms at Tig. 9) taken into account the three slightly different propagation
distances (one per cach wavelength) previously stored at the computer’s memory. And from these IR“R“B’ holo-
grams, a new sel of [IRRB in-line holograms are generated by retaining the phase distributions while replacing the
amplitude ones by the square root of the initially recorded hologram intensities (output of the first block: IRR'B
holograms). The previous cycle starts (propagation to focus the object, thickness conversion, FFT, merging the
spectra and inverse FFT, elc.) again and, afler a few number of ilerations (lypically 2 ileralions), a {inal image
containing complex amplitude information of the sample is obtained with improved capabilities since it contains
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no information about the twin image and exhibits better image quality concerning noise, halos and contrast.
Moreover, the single spectrum generation process allows fast convergence in the phase retrieval algorithm since
information of the three channels is mixed together in each iteration.

Swine sample preparation. The swine sample was received and ten micro liters of the swine’s sample were
taken and added into the oval tube which is placed at the ISASPC heated plate (a plate from PROISER R+D S.L.
that keeps the optimum temperature for tubes and slides at constant temperature). The oval tube were kept for
10 min at 37°C. After that, the semen sample were diluted with Acromax using % dilution rate (Acromax® isa
diluent from Gestion Veterinaria Porcina S.L.). Three micro liters of the dilution were used to load the count-
ing chamber having 100 microns thickness. And the stuffed counting chamber is placed into the prototype for
MISHELF microscopy characterization.
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MISHELF microscopy [Opt. Express 23, 21352 (2015)] has been recently reported as the background technology
of a new concept of compact, cost-effective and field-portable lensless microscope [Sci. Rep. 7, 43291 (2017)]
based on wavelength multiplexing and a fast and robust algorithm for twin image minimization and noise re-
duction. In this manuscript, MISHELF microscopy is expanded beyond its actual configuration by considering
4 illumination/detection ct Is while ining its king principle concerning single-shot, twin image mit-
igation and noise averaging. Proof of principle validation of the proposed improvement is conducted through

experiments with a resolution test target and a micro sphere sample.

1. Introduction

Lensless microscopy emerges as a discipline of digital holographic
microscopy where lenses are removed from the optical layout. Lensless
microscopy originally derives from a digital implementation of the Ga-
bor’s invention [1.2] where a point source of coherent light illuminates
the sample and the diffracted wavefront is recorded by a digital sensor
[3]. Under certain approximations [4,5], the recording process is ruled
by holography and image reconstruction coming from the recorded Fres-
nel diffraction pattern is achieved by applying numerical methods in the
digital domain [6]. Lensless microscopy has found a wide variety of ap-
plications such as, just to cite a few (the list is very large), submersible
imaging [7.8], tracking particles/cells evolution [9-11], spectacle lens
inspection [12.13], optofluidic approaches [14-16], and telemedicine
and global health [17-19].

Nowadays, lensless microscopes have experienced a strong develop-
ment because of the new achievements in optical components in the op-
toelectronic field as well as their price reduction. Thus, there are avail-
able solution of low cost, portable and miniaturized versatile devices
for biomedical applications [8,18,20-28], some of them working in a
lensfree scheme [8,18,20-23] while others operating as smartphones
implementations [24-28].

Recently reported [29], MISHELF (initials coming from Multi-
[llumination Single-Holographic-Exposure Lensless Fresnel) microscopy
proposes a new concept of compact, cost-effective and field-portable
lensless microscope prototype based on wavelength multiplexing and
a fast and robust algorithm for twin image minimization and noise re-
duction. MISHELF microscopy is based on the illumination of the sam-

* Corresponding author.
E-mail address: vicente.mico@uv.es (V. Micd).

https://doi.org/10.1016/j.optlaseng.2018.06.020

ple with three different wavelengths and the recording of the differ-
ent Fresnel diffraction patterns. Different implementations of this tech-
nique have been reported at lab level (bench-top system within a well-
controlled environment) where the process is conducted sequentially
in time using three laser diode at 685, 785, and 940 nm wavelengths
[30] or in a single snap-shot with RGB multiplexing in the illumina-
tion/detection stages [31.32]. MISHELF microscopy concept has been
validated as a prototype in the field-setting [29] and newly merged with
wide field of view lensfree microscopy to create a novel imaging plat-
form based on dual mode imaging in real time with different magnifi-
cations and resolution capabilities in lensless microscopy [33].

In this contribution, we report on the extension from 3 to 4 useful
illuminations/detection ch Is in MISHELF microscopy. This new ap-
proach retains the single-exposure working principle (useful for imaging
dynamic samples) of MISHELF microscopy while improves twin image
mitigation, halo reduction and noise averaging since there are now 4
available channels with valuable information about the inspected sam-
ple. Proof of principle validation is provided in virtue of a new labo-
ratory prototype and two different calibration samples (resolution test
target and micro spheres) are used for demonstration of the proposed
method. The manuscript is organized as follows. Section 2 presents the
optical layout and the manufactured prototype as well as the general
algorithmic/processing to be performed. Section 3 includes the experi-
mental validation. And Section 4 concludes the paper.

2. Experimental layout

A scheme of the proposed 4-channels MISHELF microscopy concept
is presented in Fig. 1(a) while some views (front, lateral and perspec-

Received 24 April 2018; Received in revised form 4 June 2018; Accepted 29 June 2018
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Fig. 1. (a) Optical layout of the proposed 4-channels MISHELF microscopy in-
cluding the spectral sensitivity of the 4 different camera channels where black
graph corresponds with the W channel; from (b} 1o (d) different views of the
prototype concerning its design (left column) and pictures (right column). Units
are in mm.

tive) of the designed (left column) and manufactured (right column}
prototype are included through Figs. (b)-(d). The microscope prototype
has been designed using commercially available CAD software platform
and built using Fused Deposition Material with ABS for most of the com-
ponents and mechanization process for the rest. As it can be seen, the
illumination fiber and the imaging sensor are placed on both ends of
the prototype while the sample is inserted by a lateral slot in the prox-
imity of the illumination source using a sample tray. Approximately,
the distances between source/sample (z) and sample/camera (d) are
15 and 175mm, respectively, defining a theoretical magnification of
M=(d+z)/z = 12.6X.

To implement the 4-channles MISHELF microscopy configuration,
we have used a 4 wavelength source of fiber optic coupled diodes (Blue
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Sky Research, Spectralec 4 STEC4-405/450/532/635 nm). The RGBV
diodes are coupled to single mode fibers, so the numerical aperture
(NA) of the illumination becomes very limited (~0.1 range). As imag-
ing sensor, we have used a 4 channels RGBW camera (Viewworks VA-
SMG2-CLOCAQ, 3296 x 2474 pixels, 5.5 pm pixel size, 10 fps, GigE in-
terface). This camera contains a Kodak Truesense sensor with a color
filter pattern (see Fig. 1(a)) that builds upon the standard Bayer pattern
by adding panchromatic (W) pixels to the RGB pixels present on the sen-
sor. As a result, the basic cell of the RGBW filter array is integrated by
a 4x 4 pixels (see Fig. 1(a)) which is replicated along the sensor arca.
Originally, these W pixels are aimed to increase sensitivity in the black
and white, so the final image is improved in terms of luminance. The
spectral sensitivity of the different filters is also included in Fig. 1(a).

But our goal is to use the 4 different sensitivities of the imaging
sensor to retrieve 4 images coming from the 4 different illuminations.
Because of the fact we are not using a tuned scheme for illumina-
tion/detection as it happens in Refs. [31,32], we need to extract real
intensities from the detection channels. An in-depth description of the
algorithm is presented in Refs. [29,32] but a few words about the new
parts are included here.

In essence, MISHELF algorithm is divided in two main blocks: the
first one is related with a pre-digital preparation of the holograms be-
fore entering into the second block which performs phase retrieval by
applying a fast convergence algorithm [32]. The first block starts with
the recording of a RGBW in-line hologram in a single snap-shot. After
that, demosaicing is implemented to extract separately the RGBW infor-
mation provided by the camera since we know the pixel ordination in the
basic cell of the filter array (Fig. 1(a)). This procedure is needed in order
to eliminate the crosstalks and to improve image quality in the recon-
struction process. Thus, the real RGBV holograms corresponding with
the true RGBV illuminations can be computed by two different ways.
First, one can theoretically know the amount of a given wavelength en-

tering into the different channels by looking at the spectral sensitivity

graph included at Fig. 1{a). This is a rough procedure for obtaining a
set of 4 4 factors regarding the contribution of each illumination wave-
length into each detection channel. So. it is possible to roughly retrieve
the real RGBV holograms by a weighted subtraction operation guided
by this 4 x 4 factors. And second, the retrieval of these real RGBV holo-
grams can be also computed using calibration. We have preferred to use
calibration since i

is a more precise way to know the exact contribution
of the 4 x 4 factor’s set rather read it from the graph. Calibration means
that, without placing the object and fixing the intensity per each illumi-
nation source, each laser diode is sequentially turned on and 4 different
images are recorded. Then, the 4 channels from each recorded image
are obtained and a relative weight factor is computed from the global
intensity distribution of each channel. We have selected the mean in-
tensity value of the whole image as key metric for computing the 4 x4
factor’s set.

Essentially, the intensities at each camera channels (I, g, Iy, Iy)
result as a combination of the 4 illumination intensities (Ig, lg, lg. ly)
and can be written as

Iger a  boe di) [

I5er a by e d- I - =

JCen|= ”i b; (.i d; . fi = Lo = Mg+ ey (1)
1£ep a, by ey dy) |1y

The matrix elements (a;, b, ¢, d;) represent the detector response
of each RGBW channel to the RGBV illuminations, being i=1, 2, 3, 4.
‘Those coefficients can be obtained theoretically or experimentally as
previously stated and this procedure needs to be done once as prelim-
inary calibration of the prototype. After the detector response matrix
(M, ) is experimentally obtained, it is possible to obtain the real inten-
sities by computing the inverse matrix of M, in the form of
T
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Fig. 2. Experimental results for a resolution test target. The 4 RGBW channels are extracted from the RGBW hologram (placed at the center). From these RGBW
hologram, different in focus test images (see the central test magnification images) are obtained by numerical propagation at different distances (dy, dg, dy, and dy).
Those in focus image are coming from the different crosstalks in cach RGBW channel. Images are rendered in RGBV color palette for better visualization/identification.

Table 1
Normalized values of the crosstalks obtained by camera calibration.
R channel G channel B channel W channel
R wavelength 0.601 0.055 0.002 0.676
G wavelength 0.070 0.817 0.203 0.958
B wavelength 0.042 0.150 0.863 1
V wavelength 0.059 0.064 0.496 0.844

This procedure must be performed on cach in-line recorded RGBW
hologram. After that, the true RGBV holograms are brought into focus
by numerical propagation allowing 4 focused images of the object. Ad-
ditional illumination profile homogenization can be applied to compen-
sate the lower intensity at the image borders.

Finally, these 4 in-line holograms enter then in the second block
regarding phase iteration algorithm. This second block starts with the
synthesis of a single fused image according to the next steps: i) a digital
fast Fourier transform (FFT) of cach one of them after global background
phase equalization, ii} a synthesis of a mixed spectrum incoming from
a weighted addition of the 4 individual spectra (weighted by using a
filter mask that takes into account the overlapping at the common spec-
tral regions to avoid low spatial frequency enhancement), iii} and an
inverse FF1 of the mixed spectrum to recover an improved image of the
sample (improved in the sense of noise averaging due to the mixing of
the 4 images into a single one). Then, the improved image becomes the
input of a phase retrieval algorithm consisting in the iterative applica-
tion of back and forth numerical propagations between hologram and
sample planes and taking into account that: i) every numerical propaga-
tion at the hologram plane retains the phase information and replaces
the resulting amplitude by the square root of the recorded hologram
intensity, and ii} a new mixed spectrum is synthesized according to the

343

previous description every numerical propagation until the object plane.
‘Additional constraints can be applied depending on a priori knowledge
about the input sample. Thus, phase information can be set to zero at
the object plane if we know that the object is a pure amplitude one (res-
olution tests} or the amplitude distribution can be disregarded in case
of pure phase samples. The algorithm provides a high convergence and,
after a few number of iterations (typically 2 cycles), provides a final
image containing complex amplitude information of the sample with
improved capabilities regarding no information about the twin image
and better image quality concerning noise, halos and contrast.

3. Experimental results

Experimental validation is first reported by using a USAF resolution
test target and the main results are included at Figs. 2-4. Fig. 2 shows
the presence of crosstalks in the different channels of the single-exposure
multiplexed RGBW hologram which is included at the center. From it,
4 different in-line holograms arc obtained from the RGBW channels by
direct demosaicing and each one of them is then numerically propa-
gated to get an in focus image of the test target. Fig. 2 includes the in
focus central part of the test which is obtained from each RGBW holo-
gram/channel. But the most important fact is that because of the low
crosstalks at some channels, the R and G holograms only contain 1 in
focus image of the test and B hologram contains 2. Obviously, the W
channel contains 4 in focus images since it is spectrally sensitive to the
4 used illumination wavelengths. Iable 1 includes the measured and
normalized values of the crosstalks confirming this premise. Moreover,
the spectral sensitivity graph included at Fig. 1(a} also qualitatively cor-
roborate this fact. Since the contribution of non-red wavelengths in the
R channel is minimal (1 order of magnitude in difference}, the true R
hologram can be directly derived from the R channel. Something similar
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Fig. 3. Experimental results for a resolution test targel. The RGBW hologram is placed at the center and the 4 RGBV in focus images are extracted in the
up/down/left/right positions. The central part of the RGBV images are also magnified. Images rendered in RGBV color palette for direct visualization/identification.

happens to the G hologram/channel where the non-green wavelengths
have very small crosstalks for the G spectral sensitivity of the camera.
This is not the case for the B and W channels where different contribu-
tions arc involved.

Thus, Fig. 2 shows the single in focus R/G images incoming from the
R/G channels when numerically propagate the R/G channels a distance
equal to dg/dg. respectively, the two in focus images derived from the
B channel when considering the B/V wavelengths with propagation dis-
tances of dg/dy, respectively, and the 4 in focus images provided by
the W channel for the 4 illumination wavelengths. Note as the image
quality of the retrieved in focus images is deteriorated as the number
of crosstalks increases in cach camera channel since the dynamic range
becomes reduced as consequence of having more wavelengths per chan-
nel

Then, Eq. (2) is applied with the factors included in Table 1 for re-
trieving the real RGBV holograms. Essentially, the dimensionality of the
problem is reduced from 4 to 2 illumination/channels since the R/G
holograms can be directly assigned to the R/G channels as previously
stated. Nevertheless, Eq. (2) is a general procedure valid for a 4 x 4 illu-
mination/detection scheme. Fig. 3 includes the RGBV in focus test target
images obtained after numerical propagation from the real RGBV holo-
grams derived from Fq. (2)}. Again, the multiplexed single-shot RGBW
hologram is at the center and the in focus RGBV images are included in
Fig. 2 at the up/down/left/right positions of the central hologram and
their central part is magnified for clarity. Those RGBV color images rep-
resent the result provided by conventional digital in-line holographic
microscopy at different wavelengths and with different resolution lim-
its. Note that the images included in Fig. 3 are rendered using RGBV
color palette for direct identification but they are treated as gray level
images in the MISHELF algorithm, so color information is lost.

Then, these 4 RGBV images are used as the input of the MISHELF
algorithm for image quality improvement. Previous realizations consid-
ered 2 [33] and 3 [29,32] images but here we are using 4, so the final
result becomes further improved beyond previous results. Fig. 4 presents
the final image in (a) and the magnified central part in (b). Also and for
comparison, the conventional result provided by single V illumination is
included at Figs. 4(c)-(d). Note that these images are the same ones in-
cluded at Fig. 3 and corresponding with the V channel but in gray level

344

and with image equalization to compensate the illumination decreasing
at the borders. It is direct to realize on the global noise reduction and
image contrast improvement provided by the 4-RGBV channels image
concerning twin image elimination, background homogencity, coherent
artifacts, spurious reflections, ete.

In order to quantitatively measure the image quality improvement,
we have analyzed background noise levels and contrast. The background
noise is compared from the normalized standard deviation (STD) values
at some clear areas (marked with dotted red rectangles in Figs. 4(a—) in
the test images. We have computed averaged STD values of 0.058 and
0.081 for the 4-RGBV channels and single V illumination images, re-
spectively, meaning an improvement factor close to 30% in background
noise reduction. And the contrast improvement is derived from Fig. 4(c)
where a comparative plot along the vertical bars of the Group 4 - El-
ement 1 is presented. The plot is not a single row plot but an average
plot along the whole vertical bar rows to obtain an averaged compara-
tive. The result shows an improvement factor of 40% in contrast when
comparing the 4-RGBV channels plot (black line) with the single V illu-
mination plot (blue line).

Morcover, resolution is not penalized since MISHELF microscopy re-
tains the resolution limit provided by the best (the lower) illumination
wavelength. From Figs. 4(b) and (d), the resolution limit for the largest
(horizontal) CCD dimension is 4.4 um, approx., incoming from Group 7
— Element 6 of the resolution test. Also from Figs. 3{a) and (c), we have
calculated a magnification factor of 12X, value that perfectly matches
with the theoretical prediction.

A second experiment is performed considering a static cluster of air-
immersed microspheres (90 um in diameter). The beads are introduced
into a counting chamber of 100 pm thickness by micro pipetting and
the water surrounding medium is evaporated. Fig. 5 includes the final
intensity (row number 1) and phase (row number 2) results obtained by
the proposed RGBV-channels technique (d column) in comparison with
the results provided by conventional single V illumination (a column)
as well as by the use of 2 (V and G at b column) and 3 (V, G and R
at ¢ column) illumination/detection channels. In general, it is possible
to notice that image quality is improved as the number of multiplexing
channels becomes increased.

- 112 -



Compendio de publicaciones

M. Sanz et al.

2
a4
g
§3
2
1
0 H i i | ! I H
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Pixels

Fig. 4. Experimental results for a resolution test target: (a)-(b) final image re-
trieved by the proposed technique and the magnification of its central area,
(c)-(d) the same derived from the use of a single V illumination wavelength,
and (d) comparative intensity plot derived from the vertical bars of the Group 4
- Element 1 for the proposed method (black line) and the single V illumination
(blue linc). Scale bars (white lincs at the lower right corners in a and ¢) arc
200 pm. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the
reader is referred 1o the web version of this article.)
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And in particular, Fig. 6 includes additional analysis coming from
two comparative plots corresponding with: (a) a small dust particle at-
tached to onc of the chamber’s side and (b) a background plot. In the
first, the color-coded rectangles included at phase images of Fig. 5 are
magnificd and a plot along the color-coded dashed lines is provided. The
plot shows that the small particle is barely resolved using single V illu-
mination (1 channel) and becomes to be more resolved as the number
of channels is increased. And in the second plot, background noise re-
duction is achieved as the number of channels becomes increased. One
can note that, from the single V illumination wavelength case to the 4-
channels result, the plot line becomes smoother and oscillates at lower
values, meaning that the background is averaged and provides lower
noise levels.

4. Conclusions

In summary, we have reported on the use of 4 illumination/detection
channels in MISHELF microscopy for improving far beyond its capabil-
ities concerning twin image minimization and global noise reduction.
The validation has been achieved in virtue of a microscope prototype
working under single-exposure wavelength multiplexing. The portable
prototype resolved details down to 4 pm (approx.) pitch and further
improvement in resolution limit can be achieved by increasing the illu-
mination NA in the line of Ref. [29]. The technique works in a single
camera snap-shot and, although not demonstrated in this manuscript, it
is useful for imaging dynamic events with the only limitation introduced
by the camera acquisition rate.

Experimental results have been presented validating the proposed
4-channels MISHELF microscopy in comparison with previous imple-
mentations considering lower number of channels. In particular, it is
noticeable the quantitative and qualitative image quality improvement
provided by the MISHELF microscopy technique when passing from 3
(basic scheme in previously proposed Refs. [29,32]) to the now proposed
4 illumination/detection scheme: background phase noise is reduced by
averaging and phase steps are reinforced as the number of channels be-
comes increased.

Although the sample is introduced in vertical (something inadvis-
able for studying dynamic samples unaffected from gravity effects where
samples are placed in horizontal slides), it is our aim to provide proof-
of-principle validation of the 4-channles extended MISHELF microscopy
method. Nevertheless, it is possible to design a vertical prototype for ex-
tending the applicability range of the technique. The main drawbacks
of the method come from the dynamic range restriction derived by the
use of 4 simultaneous illuminations and that it is not a valid technique

Fig. 5. Fxperimental results for a 90 um micro beads. By rows, (1) and (2) include intensity and phase images, respectively. By columns, (a)-(b)-(c)-(d) are derived
from the use of single V illumination, double V-G illuminations, triple V-G-R illuminations and four channels V-B-G-R illuminations, respectively. Scale bars (white

lines at the lower right corners) are 200 pm.

345

- 113 -



Compendio de publicaciones

M. Sanz et al.

Optical Phase (rads)

-0.4

Optics and Lasers in Fngineering 110 (2018) 341-347

06

0.4

0.2

1280

1300 1320 1340 1360 1380
Pixels

VG illums

VGR illums

VBGR IIIums|

Optical Phase (rads)
o

s

-

.15
1900 1920 1940 1960 1980

2000

Pixels

2020 2040 2060 2080 2100

Fig. 6. Comparative plots from the retrieved phase distributions included at Fig. 5: (a) includes a magnification of the ROIs marked with color-coded rectangles in
Fig. 5 and the plot along the color-coded dashed lines included in the magnified ROIs; and (b) presents the background plots along the color-coded solid lines in
Fig. 5. Violet/green/red/black color-coded lines and rectangles represent V, VG, VGR and VBGR illumination/detection channels, respectively. (For interpretation
of the references Lo color in this figure legend, the reader is referred 1o the web version of this article.)

for color selective samples since color object information is sacrificed to
achieve twin image elimination and improved quantitative phase imag-
ing.
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We report on a novel layout capable of dual-mode imaging in real time with different magnifications and
resolution capabilities in lensless microscopy. The concept is based on wavelength multiplexing for provid-
ing two illuminations with different wavefront curvatures: cne is collimated, allowing a large field of view
(FOV) with a poor resolution limit, and the other is divergent, to achieve a better resclution limit {micron
range) over a small FOV. Moreover, our recently reported concept of MISHELF microscopy [M. Sanz, J. A,
Picazo-Bueno, L. Granero, J. Garcia and V. Micd, Sci. Rep., 2017, 7, 43291] is applied to the divergent illumi-
nation case, improving the image quality by noise averaging and twin image minimization. The perfor-
mance of this novel dual-mode lensless microscopy imaging platform is validated through experiments
using both static amplitude (resolution test targets) and dynamic complex (flowing microbeads and live
sperm cells) samples. The proposed imaging platform represents the background technology for a new
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Introduction

Coherent optical microscopy is nowadays a very useful im-
aging modality in many scientific research areas including
biophotonics and life sciences.' ' Coherent optical micros-
copy involves a wide range of coherent imaging modalities
such as optical coherence tomngraphy,s tomographic diffrac-
tion microscopy,” digital holographic microscopy (DHM),”
quantitative phase imaging,® lensless holography,” and
ptychngraphy.m Among them, DHM is a very appealing ap-
proach in biomedicine due to its inherent characteristics re-
garding visualization of phase samples using a non-invasive
(no need for labelling), full-field (non-scanning), real-time
(single-frame acquisition}), non-contact (no sample damage)
and static (no moving components) operating principle.”'>'*
In DHM, there is an emerging imaging modality which
has attracted widespread interest where imaging is performed
using a lens-free configuration. This type of lensless digital
holographic microscopy (LDHM) is derived from the digital
implementation of Gabor's invention,"™'* where a point
source of coherent light illuminates the sample and the
diffracted wavefront is recorded using a digital sensor."?
Although other configurations are possible,'®'” LDHM
can be implemented using two opposite layouts.” On the one

Departamento de Optica y Optometria y Ciencias de la Vision, Facultad de Fisica,
Universidad de Valencia, C/Doctor Moliner 50, Burjassot, 46100, Spain.
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generation of lensless microscopes with improved performance and capabilities.

hand, the sample is placed in close proximity to the point
source of illumination and the digital sensor becomes far-
ther in comparison;'*'*** on the other hand, it is the illumi-
nation source that is far away while the sample is on top of
the digital sensor.”” ** From now on, we will refer to them as
high-resolution (HR) and wide-field (WF) LDHM, respec-
tively. HR-LDHM introduces a magnification factor (typically
ranging from 5x to 20x) by geometrical projection of the
sample’s diffraction pattern at the digital sensor plane and
provides similar properties as those reported in DHM regard-
ing the field of view (FOV) and resolution limit when consid-
ering objectives up to medium numerical aperture (NA)
values (~0.4-0.5 NA). WF-LDHM defines no geometric mag-
nification (~1x range) but the allowable FOV becomes ex-
tremely improved since the whole sensitive area of the detec-
tor is available. Nevertheless, WF-LDHM provides a modest
resolution limit coming from lower NA values (~0.2 NA
range) because of the geometrical constraints imposed by
the detector. One can find cost-effective, compact and porta-
ble microscopes with easy-to-use, highly reliable and accurate
diagnostics in field settings based on these two types of
LDHM arrangements.”” **

In this contribution, we merge together both HR- and WF-
LDHM platforms into a single one, allowing a dual and si-
multaneous imaging mode without altering the intrinsic
characteristics and advantages of each one of them. The com-
bination is possible because of the wavelength multiplexing
at the illumination/detection stages. On the one hand, green
(G) light is used to provide a wide FOV image coming from
a 1x-range magnification factor. This is accomplished by

Lab Chip, 2018, 18, 1105-1112 | 1105
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illuminating the object with a collimated beam, which covers
the entire camera-sensitive area. On the other hand, blue (B)
and red (R) illuminations provide a magnified image of the
object and are used to apply our recently introduced concept
of MISHELF microscopy.* MISHELF (initials stand for multi-
illumination single-helographic-exposure lensless Fresnel)
micrescopy proposes a new concept of compact, cost-effective
and field-portable lensless microscope prototype based on
wavelength multiplexing and a fast and robust algorithm for
twin image minimization and noise reduction. Previous de-
velopments®>* were based on RGB illumination/detection
schemes and implemented at a lab level (bench-top system
within a well-controlled environment) but ref. 34 generalizes
the MISHELF microscopy concept by detuning the illumina-
tion/detection schemes which is validated as a prototype in
field settings. Now, we are removing G illumination from
MISHELF microscopy in order to allow dual-mode imaging
but BR illuminations are still capable of achieving MISHELF
imaging. The proposed dual-mode lensless microscopy imag-
ing platform generalizes LDHM while reports on the back-
ground technology for a new generation of lensless micro-
scopes with improved performance and capabilities.

Methods
Briet MISHELF microscopy overview

Before presenting dual-mode LDHM and for completeness,
we briefly summarize the MISHELF microscopy concept.
MISHELF microscopy is implemented using a multi-
illumination source of different coherent wavelengths with a
multi-channel recording device (Fig. 1). It is a classical HR-
LDHM layout where the digital sensor is placed at d and z
distances from the point source and sample planes, respec-
tively, defining the magnification factor M = dj(d - z) at the
recording plane. Typically, the distances are in the range of 5
< z <210 mm and (d - z) ~0.5 mm, thus defining magnifica-
tion factors and resolution limits in the range of ~10x to
~20x and at a micron level, respectively.

The ideal case in MISHELF microscopy is defined by a
tuned spectral sensitivity of the detection channels with the
illuminations. This is the case defined by a customized filter
array on top of a digital sensor made from a mosaic of
single-pixel interference filters where the spectral sensitivity
of each pixel is specifically designed to transmit each single
laser illumination wavelength. Fig. 1 depicts a scheme con-

PINHOLE
ASK  SAMPLE

Fig. 1 Layout for tuned MISHELF microscopy with 4-channel
multiplexing.
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sidering 4 illumination/detection channels. However, in order
to be cost-competitive, typical arrangements are implemented
using Bayer filters.** °

After fixing the detection device, the next step is to prop-
erly select the illumination source. The first choice (ideal
case) is to provide tuned illumination with detection chan-
nels for direct extraction of the color-coded diffraction pat-
terns. Thus, RGB illumination was implemented using differ-
ent strategies,”®
as poor light efficiency were achieved. For this reason, a
detuned implementation (general case) using a Blu-ray diode
emitting simultaneously in 3 different wavelengths (IRRV)
was considered.®® It is a compact and cost-effective coherent
laser source emitting at 3 wavelengths that are not tuned
with the RGB maximum sensitivities of the celor camera, so
each wavelength enters each RGB camera channel and direct
imaging demosaicing cannot be applied. Moreover, different
magnifications (M = d,/(d; - 2)) and shifted Fresnel patterns
will be produced since the 3 point sources are slightly axially
and transversally shifted inside the diode can.

Last but not least, digital image processing based on nu-
merical propagation and a phase retrieval algorithm retrieves
a final complex amplitude image of the inspected sample.
Fig. 2 includes a block diagram of the general case of the
MISHELF algorithm, where the main steps/decisions are
presented. For a complete and in-depth description of the al-
gorithm, the reader can refer to ref. 34 and 36. Fig. 2{a) in-
cludes the stage where true IRRV colorcoded holograms are
extracted from RGB detection channels after scale/shift
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Fig. 2 Block diagram of the MISHELF microscopy algorithm for the
detuned illumination/detection scheme: {a) recording and image
preparation stage and (b) iterative phase retrieval block. HP, OP and FP
mean hologram plane, object plane and Fourier plane, respectively.
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adjustment and Fig. 2(b) depicts the phase retrieval stage.
Note that the output of (a) becomes the input of (b) after nu-
merical propagation from the hologram to the object plane.

Dual-mode lensless microscopy imaging platform

But probably the major drawback of MISHELF microscopy is
the reduced FOV provided by the instrument, which is re-
duced in comparison with WF-LDHM configurations.> *°
Aiming to address this shortcoming, we present a dual-mode
real-time imaging platform combining the capabilities pro-
vided by the two classical lens-free holographic configura-
tions in microscopy.

The experimental scheme of the proposed LDHM platform
is included in Fig. 3. Two illumination light paths are com-
bined by a beam splitter (BS) cube before entering into the
in-line common geometry. On the one hand, B (450 nm) and
R (635 nm) illuminations are taken from a 4-wavelength
source of fiber-optic coupled diodes (Blue Sky Research,
SpectraTec 4 STEC4-405/450/532/635 nm) and collimated by a
regular lens (L1). On the other hand, G (520 nm) illumination
is provided by another fiber-optic coupled diode source (OS1
Laser Diode, TCW RGBS-400R, 450/520/638 nm) and its
wavefront curvature is modified by a lens system, Both illu-
mination paths (BR and G arms) enter in parallel into a
microscope lens (Mitutoyo M Plan Apo 10x, 0.28 NA) and as a
result: i) the BR arm provides divergent beams since they en-
ter collimated at the microscope lens, and ii) the G arm al-
lows collimated illumination because the lens system is set
to focus the G light just at the Fourier plane of the objective.
This dual-mode illumination is then directed toward the
sample which is placed just after the focal spots of the BR
arm and a CMOS board level imaging device (Mightex USB3.0
color camera, 2560 x 1920 pixels, 2.2 um pixel size, 14 fps) is
placed behind the sample for the recordings. Finally, the ho-
lograms are processed using a MATLAB software platform
where a customized algorithm is implemented.

At this point, some comments regarding the experimental
layout proposed in Fig. 3 are relevant:

I. The microscope objective is used for illumination pur-
poses instead of imaging. This is a typical procedure in con-
ventional HR-LDHM systems where the laser beam is focused
into the illumination pinhole. Nevertheless, it is not possible

MICROSCOPE
LI BSCUBE LENS

SAMPLE
COLOR
cen
VIOLET DIODE

SPECTRATEC with 4 diedes:

f - (OFF)
).
VIOLET (ON) 1 y
BLUE (OFF) RED DIODE 1 GREEN DIODE
GREEN (OFF) (OFF) (ON)
RED (ON)

Fig. 3 Layout for the dual-mode lensless microscopy imaging
platform.
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to revert the configuration (a practical and common criticism
in HR-LDHM layouts) since here we are providing two differ-
ent FOVs, one of them with ~20 mm?®. This issue is unviable
using a conventional microscope lens.

1. Moreover, the use of a long working distance objective
(34 mm WD) removes an additional drawback of HR-LDHM
arrangements: the close proximity between the sample and
the spherical point source of illumination (pinhole or fiber
optic or similar).

111 Similarly, WF-LDHM also suffers from the close prox-
imity between the sample and the digital sensor. This fact in-
troduces practical restrictions that are avoided in our LDHM
imaging platform since the sample is placed in a ~1 em
range away from the sensor (the typical distance in a HR-
LDHM layout). So the sample is neither in close contact with
the illumination nor with the sensitive sensor area, thus im-
proving sample manipulation and accessibility.

IV. The objective lens has been selected as a compromise
between its NA value (which will finally provide the best reso-
lution limit) and the beam diameter needed in the collimated
illumination for covering the whole sensor area. Nevertheless,
it can be adapted depending on the system requirements.

V. G light is selected for the wide FOV configuration
leaving B and R ones for the MISHELF microscopy con-
cept. The reason is because the proportion between G and
B/R pixels in the Bayer mask is 2:1; on the one hand,
the higher the number of available pixels, the better the
resolution limit in the WD-LDHM layout (ultimately lim-
ited by the sampling stage); on the other hand, the
shortest wavelength (B) is available for obtaining the best
resolution limit in HR-LDHM.

VL. Finally, G light is removed from MISHELF microscopy,
thus reducing the number of disposable channels from 3 to 2
at the phase retrieval algorithm block. This fact reduces the
averaging capability provided by the MISHELF concept re-
garding noise, halo and contrast mitigation, but is not criti-
cal since it is still possible to work with only 2 channels (see
the experimental sections).

Results

The proposed dual-mode lensless microscopy imaging plat-
form has been experimentally validated for different samples.
Fig. 4 includes a couple of pictures of the experimental layout
taken at the lab where some differences between Fig. 3 and 4
concerning system dimensions are visible. Fig. 3 presents a
design for minimizing the total size of the proposed platform
in order to stress that the system can be built at a prototype
level with reasonable small dimensions (25 x 10 x 5 cm in
length x width = height, approx.) leaving aside the illumina-
tion boxes. However, Fig. 4 does not include lens L1 and the
distance between the G illumination fiber and the lens sys-
tem is not minimized due to practical reasons (available
lenses at the lab). Nevertheless, this fact does not reduce the
applicability of the proposed method.

Lab Chip, 2018, 18, 1105-1112 | 1107
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Fig. 4 Experimental layout for dual-mode lensless microscopy includ-
ing illumination paths showing colored arrows for easy interpretation:
{a) global view of the entire platform and (b) detail of the sample's sur-
rounding area. LS1 and LS2 are the laser sources for the WF- and HR-
LDHM cases, respectively.

Static samples

Validation with static objects contains images coming from
resolution test targets which are very useful for FOV and reso-
lution characterization. Fig. 5 presents the obtained results
when considering NBS 1963A (left column) and USAF 1951
(right column) targets. From top to bottom, each column in
Fig. 5 includes: (1) the ultra-wide FOV provided by the G arm,
(2) a magnified image of the central area (marked with a
green rectangle in (1)) corresponding to the same FOV pro-
vided by the BR arm, (3) the result coming from the BR arm
after MISHELF microscopy algorithm application, and (4)
and (5) the in-focus images coming from the use of B and R
illuminations, respectively. In addition, the central part of
the images provided by the BR arm in the USAF target case is
magnified to clearly show the resolution limit.

From a qualitative point of view, the visual image quality
improvement provided by the application of the MISHELF
microscopy method (a3-b3) is noticeable in comparison with
the images provided when considering single illuminations
(a4-b4 and a5-b5). This image improvement is also quantita-
tively validated by computing the standard deviation (STD)
values of the normalized intensity distribution at the back-
ground areas (marked with a dashed white line U-shape area)
of the images at (a3-ad-a5). We have selected the NBS test

1108 | faf: Chip, 2018, 18, 1105-1112
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'WF-LDHM images: full FOV

WF-LDHM images: magnified ROI

HR-LDHM images: R-channel image HR-LDHM images: B-channel image  HR-LDHM images: MISHELF image

Fig. 5 Static object validation for NBS 1963A [(a) column] and USAF
1951 [{b) column] resolution targets. Inside each column: {1) shows the
entire ultra-wide FOV image provided by the G arm; (2) presents the
magpnification of the central part (marked with a green rectangle) in (1);
and (3) to (5) present the MISHELF microscopy, the B and the R chan-
nel images, respectively, coming from the BR arm where the central
parts are magnified to clearly see the resolution limits. In addition, the
U-shape rectangles at (a3)-(a4)-(a5) are used for STD calculations and
the scale bars for the USAF images (the same values apply for the NBS
case) are 1 mm for (b1) and 50 um for the rest.
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case since it has perfect blank background areas for STD eval-
uation. The results are STD(BR) = 0.053, STD(B) = 0.072 and
STD(R) = 0.078. These values show that MISHELF microscopy
improves the image quality in comparison with single illumi-
nation reconstructions since the background fluctuates
around lower levels.

From the images included in Fig. 5 and also from a quan-
titative point of view, the G arm provides a FOV of around 4.6
x 6.1 mm?* with a resolution limit of 128 Ip mm™ (or 7.8 pm
pitch) coming from the last resolved element in the tests (128
Ip mm™ element in the NBS and group 7-element 1 in the
USAF) when considering the largest digital sensor dimension.
"This is a huge FOV outside the capabilities of any microscope
objective and is only available for WF-LDHM techniques. For
the BR arm, the FOV and resolution limit are approximately
300 x 400 um* and 575 Ip mm™ (or 1.7 pm pitch) coming
from group 9-element 2 in the USAF test case.

Dynamic experiments

In order to validate the dual-mode realtime (only limited by
the acquisition rate of the imaging camera) imaging capabil-
ity of the proposed lensless microscopy platform, two types
of dynamic samples are considered: a solution of mixed
flowing beads (Polybead® Microspheres) and a live human
sperm biosample (Proiser R+D S.L.).

The microsphere sample is a mix of beads containing 3,
45 and 90 um diameter spheres (most of them being 3 pum in
diameter) in suspension at water-filled medium. The beads
are introduced into a counting chamber of 100 pm thickness
by micro pipetting. 'The results are displayed in Fig. 6 show-
ing the first frames of the recorded video sequences (from
Video $1-857), each one of them with a total recording time
of 6 seconds. Because of the several injections, most (all but
one) of the 45 and 90 pm diameter beads are obstructed and
attached to the chamber's inner sides; so they are static dur-
ing the recording with the exception of a single one which is
falling down at the left side of the movie. But the most im-
portant are the 3 um beads since, according to previous theo-
retical calculations, they are below the resolution limit pro-
vided by the G arm and above the one defined by the BR
arm. So, they will not be resolved under the WF-LDHM imag-
ing modality but will be perfectly imaged using HR-LDHM.

To clearly show this prediction, Fig. 6a includes the ultra-
wide FOV image obtained after numerical propagation to the
plane where the single dynamic 45 pm bead appears in focus
(see Video S1t). This plane can be approximately considered
at the middle of the counting chamber's depth and there are
a lot of 3 pm beads flowing around it. As in the static experi-
ments, Fig. 6b and ¢ display the magnified ROI marked with
the green rectangle in Fig. 6a (the same ROI as the one pro-
vided by the HR-LDHM imaging mode): Fig. 6b includes the
direct image provided by the G arm (see Video S21) where the
flowing beads are barely detected (note that there are also a
lot of static beads/artifacts) and Fig. 6¢ presents the same im-
age but after subtraction of the mean image coming from the

Tnis journa. s © The Rayal Society of Chemistry 2018
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Fig. 6 Dynamic experimental results involving flowing beads: (a)
entire ultra-wide FOV image; (b) and (c) green rectangle ROI presented
in {a) before and after averaging image subtraction, respectively; (d)
and (e) plots of the 2-bead cluster considering intensity (in arbitrary
units) and phase (in rads) distributions, respectively, for G (blue plot)
and BR (red plot) arms; and (f) and (g) positive phase contrast images
provided by the B channel and the BR arm, respectively. The circular
insets in some figures show the 2-bead cluster. Scale bars (orange lines
at the lower left corners) are 1 mm for (a) and 50 um for the rest. Video
movie files: Videol.mov (3.3 MB), Video2.mov (3.9 MB), Video3.mov
(5.2 MB), Video4.mov (3.5 MB) and Video5.mov (1.7 MB).+

average of all frames in the video sequence (see Video S31).
After that, the 3 um flowing beads are perfectly identified but
not resolved as it can be seen through the plots included in
Fig. 6d and e. Fig. 6d and e depict the plots coming from the
focused intensity and phase distributions, respectively, of
2-bead clusters in contact with each other (see the circular in-
set in Fig. 6¢). The plots are in blue for WF-LDHM (G arm)
and in red for HR-LDHM (BR arm) and have the same spatial
scale. From the plots, it is clear that the G arm does not re-
solve the beads while the BR arm perfectly shows the spatial
structure of the two beads. Note that the blue plot included
in Fig. 6d directly comes from the cross section of the circu-
lar inset included in Fig. 6¢.

Finally, the results coming from the HR-LDHM layout are
presented in Fig. 6f and g including also the circular inset of
the 2-bead cluster. Fig. 6f displays, for comparison purposes,
the direct in-focus image (positive phase contrast distribu-
tion) coming from the B channel (see Video S47), while
Fig. 6g includes the same image provided by the BR arm (see
Video $57). Note that the red plot included in Fig. 6e directly
comes from the cross section of the circular inset included in
Fig. 6g.
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The second dynamic experiment considers a live human
sperm sample filling a counting chamber of 100 pm. The
sperm cells have approximately a head's length and width of
4 and 5 pum, respectively, a total length of 45 pm and a tail's
width below 1 pm. As in previous microbeads, these sperm
cells are perfect to show the capabilities of the proposed
dual-mode lensless imaging platform since they are below
the resolution limit provided by the G arm while they can be
imaged by the BR arm. The results are included in Fig. 7
where, again, the first frames of the recorded video se-
quences (from Video $6-S107%) are presented for: (a) the ultra-
wide FOV amplitude image (see Video S67), (b) and (c) the
magnified ROl marked with the green rectangle in (a), in-
cluding the direct image (see Video S71) and the image
obtained after subtracting the averaged image (see Video

HR-LDHM:
phase contrast
image

Chamber’s depth

Fig. 7 Dynamic experimental results involving a live sperm sample: (a)
entire ultra-wide FOV image; (b) and (c) green rectangle ROI presented
in (a) before and after averaging image subtraction, respectively; (d)
and {e) amplitude and positive phase contrast images, respectively,
provided by the BR arm; and (f) trajectory plots of 4 sperm cells
marked with color-coded dots in (e). Scale bars {orange lines at the
lower right corners) are 1 mm for (a) and 50 um for the rest. Video
movie files: Video6.mov (3.9 MB), Video7.mov (1.8 MB), Video8.mov
(1.8 MB), Video%.mov (1.5 MB) and Video10.mov (1.2 MB).
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$81%), (d) the amplitude distribution retrieved from the BR
arm (see Video S9+) for direct comparison with (c), and (e)
the positive phase contrast image provided by the BR arm
(see Video $10%).

Since the thickness of the counting chamber is 100 pm,
the sperm cells are moving inside a volume at different
depths and it is not possible to bring all of them into focus
within a single image. Nevertheless, different criteria in am-
plitude and phase distributions can be numerically
implemented in order to decide whether a sperm cell (the
head of the cell) is focused. Thus, a real time XYZ-t position
of the cell's head can be computed and stored at the com-
puter's memory allowing 3D plots of the sperm cell trajecto-
ries in 3D space. As an example, Fig. 7e includes 4 sperm cell
trajectories marked with colored dots (green, blue, red and
black) in the video movie and their 3D trajectories are plotted
in Fig. 7f with the corresponding color identification. In addi-
tion, Fig. 7f also includes the 2D view of the trajectories at
the upper right corner to easily identify the trajectories. Note
that the color degradation on each plot represents time
course.

Discussion and conclusions

We have reported on a novel design of LHDM that joins to-
gether actual lens-free imaging modalities (HR- and WF-
LDHM) into a single platform. The proposed LHDM concept
allows a dual and simultaneous imaging mode coming from
the combination of both individual imaging platforms and
takes advantage of both architectures concerning a wide
range of biological applications such as cytometry, quality
control, monitoring and screening, point-of-care testing, diag-
nostic applications, telemedicine applications, particle track-
ing and sample sorting. The performance of the proposed
LDHM imaging platform has been evaluated using static as
well as dynamic samples.

Paying a bit of attention to the static images and
according to theoretical predictions, the G arm should pro-
vide a FOV of 4.2 x 5.6 mm” coming from the pixel number,
the pixel size of the digital sensor and assuming a 1x magni-
fication factor. However, the obtained FOV is a bit higher (ra-
tio of 1.09) in comparison with the theoretical value. This fact
means that the experimental magnification factor equals to
1/1.09 = 0.92, that is, a magnification smaller than 1.'7 This
is another advantage of the proposed dual-mode configura-
tion since it is possible to modify the magnification of the
ultra-wide FOV imaging platform by changing the wavefront
curvature of the G beam. This fact can be easily implemented
by proper selection of the lenses prior to the BS or by using
dynamic elements such as SLMs or variable focusing lenses
as in ref. 17.

Regarding the BR arm, the theoretical resolution limit (p)
is proportional to the ratio between the illumination wave-
length (1) and the numerical aperture (NA) of the imaging
system: p = k//NA, with k as a constant of proportionality
whose value is usually close to 1 but depends on the
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characteristics of the imaging system.”” Assuming & = 1, the
experimental resolution limit (1,7 um) is derived from a NA
value equal to 0.26. For the largest CMOS dimension, this NA
value comes from a z distance equal to 10.3 mm. Those
values are in perfect agreement with the experimental layout
since, on the one hand, the BR illumination is not collimated
before the objective lens, so a reduction is expected in the ef-
fective NA of the microscope lens (from 0.28 to 0.26). On the
other hand, the resolution targets are placed in contact with
the circular protective holder of the digital camera (see
Fig. 4b), which is 10 mm in length, a value that perfectly
matches with the one above.

Concerning the dynamic validation, two interesting experi-
ments have been reported. On the one hand, flowing micro-
beads are widely used objects in biomedical and health sci-
ence research. Microbeads are commonly used for both
calibration purposes and as target samples in, for instance,
microscopy techniques, fluid visualization, drug delivery,
fluid flow analysis, and process troubleshooting. Our pro-
posed LDHM imaging platform has been validated for visuali-
zation and characterization of flowing microbeads consider-
ing a total working volume of 2.35 mm® (4.2 x 5.6 x 0.1 mm®)
coming from the WF-LDHM mode and ranging down in di-
ameter to 3 um for a reduced FOV (HR-LDHM mode). In or-
der to validate the phase values obtained for the 3 pm beads,
we have compared the results included in the plot of Fig. e
with our previous results reported in ref. 34, MISHELF
microscopy™ derived a phase step for 3 um beads equal to
0.41 rad for the case of 0.24 NA with a violet (4, = 405 nm) il-
lumination wavelength. This phase step value was confirmed
by a regular Mach-Zehnder interferometric layout.” Now, we
have obtained a phase step of 0.32 rad with 0.26 NA using 4,
= 450 nm. Neglecting the NA variation (this will introduce
some small mismatches), the phase values in the proposed
layout (using /) can be computed from the previous ones®’
(using 4,) as: A, = A, (An, A,)/(An, A,), with An, and An, as the
refractive index variations between the polystyrene beads and
the surrounding aqueous medium for 4, and /,, respectively,
and equal to Any = 0.294 and An, = 0.283. According to this
formula, the phase step is equal to 0.35 rad, a phase step
value that perfectly agrees with the one reported in Fig. 6e
and assuming some small mismatches.

On the other hand, sperm cells are nowadays a highly at-
tractive working field not only for research purposes but also
for the analysis of male infertility and its optimization in ani-
mal husbandry. In that sense, WF-LDHM has provided cost-
effective, portable and compact imaging platforms with a
high throughput for sperm imaging and tracking. It is not
our aim to focus on 3D sperm tracking analysis in this manu-
seript but just only to show an application of the proposed
imaging platform where the 3D position of the cell's head can
be computed in real-time, thus allowing 4D trajectory evalua-
tion. Recent works in the field have revealed various rare loco-
motion and swimming patterns.’®’® As shown in Fig. 7, the
BR arm is capable of providing 3D trajectory analysis of hu-
man sperm cells in time, so it is perfect for this application.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018
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Nevertheless and aside from the two experimentally vali-
dated applications, the proposed dual-mode lensless micros-
copy imaging platform is potentially useful for all the previ-
ously reported applications as lensless imaging is nowadays
becoming an appealing technology.”"

As a final conclusion, the proposed LDHM imaging plat-
form combines the advantages of the two classical LDHM con-
figurations without adding any drawback but increasing a bit
the complexity of the illumination. Optimization and minimi-
zation of the illumination stage is possible and will be our tar-
get in future works. As the experimental validation has con-
firmed, the proposed dual-mode lensless microscopy imaging
platform provides an ultra-wide FOV useful for analyzing par-
ticles and cells above 8 um while the reduced FOV enables
sample analysis in the micron range, approximately. Neverthe-
less, these values can be redefined depending on some system
characteristics (NA of the objective, pixel size of the camera,
etc.). Dynamic samples as fast as the acquisition frame rate of
the camera emphasize the power and versatility of the pro-
posed imaging platform which can be the background tech-
nology of future generation devices in lensless microscopy.
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We report on a novel layout providing variable zoom in digital in-line holographic mieroscopy (VZ-DIHM). The
implementation is in virtue of an electrically tunable lens (ETL) which enables to slightly shift the illumination
source axial position without mechanical movement of any system component. Magnifications ranging from ~15X
to ~35X are easily achievable using the same layout and resulting in a substantial variation of the total field of
view (FOV). The performance of the proposed setup is, first, validated using a resolution test target where the
main parameters are analyzed (theoretically and experimentally) and, second, corroborated analyzing biological

sample (prostate cancer cells) showing its application to biomedical imaging.

1. Introduction

Lensless microscopy is emerging nowadays as a vividly blossom-
ing technology with growing interest and strong potential in biol-
ogy/biomedicine where imaging is performed using a lensfree con-
figuration [1-4]. This type of lensless digital holographic microscopy
(LDHM) derives from a digital implementation of the Gabor’s seminal
invention [5,6] where a point source of coherent light illuminates the
sample and the in-line diffracted wavefront is recorded by a digital sen-
sor [7].

Essentially, LDHM can be implemented following two opposite lay-
outs [1], both of them offering different capabilities and applications.
One implementation places the sample in close proximity with the il-
lumination point source and the digital sensor farther in comparison
[7-14], while the opposite happens in the other [15-19], The former is
commonly known as digital in-line holographic microscopy (DIHM) and
introduces a magnification factor (ranging typically from 5X to 20X) by
considering the geometrical projection of the sample’s diffraction pat-
tern at the digital sensor plane. Although higher values has been re-
ported [20-21], it commonly provides similar properties as in classical
DHM regarding field of view (FOV) and resolution limit when consider-
ing objectives up to medium numerical aperture (NA) values (~0.4-0.5
NA). The latter is known as on-chip microscopy and it defines no geo-
metric magnification (~1X range) but the allowable FOV becomes ex-
tremely huge (~25 mm?) since the whole detector sensitive area is avail-
able. However, it provides a modest resolution (incoming from —0.2 NA
range) imposed mainly by the sampling limit (pixel size) of the digital
Sensor.

* Corresponding author.
E-mail address: vicente.mico@uv.es (V. Micé).
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Evolutions (in the sense of completeness) of LDHM were reported in
recent years. For instance, the two opposite configurations have been
merged together into a single one allowing dual and simultaneous lens-
less imaging mode without altering the intrinsic characteristics and ad-
vantages of each one of them [22]. The combination was possible due
to the wavelength multiplexing at the illumination/detection stages:
green light was used to provide a wide FOV image coming from a 1X-
range magnification factor and blue/red illuminations provided a mag-
nified image of the object with higher resolution after applying MISHELF
microscopy algorithm [13,14]. And magnifications lower than 1 were
achieved in LDHM in an effort to match the object size with the detec-
tor area [23,24]. Thus, objects having larger sizes than the detector area
can be fully imaged without adding any optical components in the layout
(such as zooming lenses) by simply changing the illumination vergence
(from divergent to convergent) thus preserving the setup simplicity.

In this manuscript, we present a novel implementation in digital
in-line holographic microscopy (DIHM) where an electrically tunable
lens (ETL) is introduced to modify the axial position of the illumina-
tion source. This shift directly impacts in the layout magnification as
well as in the available FOV and a continuous variation of both parame-
ters can be easily achieved without neither replacement nor mechanical
movement of any component in the optical layout. Strong variation in
the magnification factor (from ~15X to ~35X, approximately) and FOV
(a factor of around 5) are produced by electrically switching on/off the
tunable lens utilizing its full voltage range. The ETL is used for changing
the magnification thus optical imaging is still performed without lenses
in a lens-free setup.

Nonetheless, ETLs have been applied in microscopy during the
last decade, e.g., to improve axial scanning speed in acousto-optical
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deflection-based two-photon microscopy [25] or in 3D light-sheet
microscopy [26]. They were also employed to provide high-speed
transport-of-intensity equation quantitative phase microscopy [27], re-
duce the coherent disturbances in quantitative phase images in self-
interference DHM [28], extend the depth of field in optical diffraction to-
mography [29], enable synthetic aperture super-resolved imaging with-
out assisted reference beam for phase retrieval [30], allow phase distor-
tion compensation in DHM [31], and ensure autofocusing stabilization
in total internal reflection microscopy [32], just to cite some examples.
But all those approaches yield in classical microscopy setups where ob-
jectives are used for imaging.

2. System layout description

Fig. 1 presents a scheme of the experimental layout for the proposed
variable zoom DIHM (VZ-DIHM). A fiber optic coupled laser diode (Blue
Sky Research, SpectraTec 4 STEC4, 405 nm) is collimated (CL, QiOptiq
achromatic doublet, 120mm focal length) and directed to a focusing
lens (FL, Thorlabs aspheric lens, 0.5 NA) that provides the illumination
point source needed in DIHM. The object/sample is placed at z distance
(z = 0.5mm) from the source and the digital sensor (Mightex USB3.0
monochrome camera, board level, 2560x1920 pixels, 2.2 ym pixel size)
at d distance (d = 12.5mm) from the sample. Both distances are mea-
sured by micrometric stages at the lab. Theoretically and using this geo-
metrical parameters, the layout magnification M can be computed from

M=z+'d

z

(N

As M=26X, the imaging system NA equals to
NA =sin{arctan[(2.560x2.2)/(2x12.5)]1} =0.22, so the resolution
limit results in p=A/NA=1.85 ym.

The ETL (Optotune EL-10-30-C-VIS-LD-MV) is placed in the colli-
mated beam path and close to the FL. When no voltage is applied to the
ETL, the previous configuration/analysis still applies. We have d it
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Fig. 1. Optical layout for the proposed variable magnifica-
tion DIHM. CL, condenser lens; ETL, electrically tunable lens;

BOARD FL, focusing lens.

LEVEL
DIGITAL
SENSOR

Table 1
Experimental FOV and magnification analysis when
varying the ETL voltage.

6D oD -2D
FOV (um x um)  360x270  218x163  159x119
M factor 15.6X 259X 354X

optical power means that f; =—500 mm) is applied to the ETL (Az ~
—0.130mm and 34.8X, approx.).

Finally, the recorded in-line holograms must be numerically pro-
cessed to decisively achieve imaging conditions. In that sense, there
are different numerical methods for digital reconstruction by solving
the diffraction integral [33]. Among them, we have selected to compute
the Rayleigh-Sommerfeld diffraction integral using convolution oper-
ation since it allows an effective and economical calculation without
any approximation [34,35]. In this way, the diffraction integral can
be numerically figured exactly by using three Fourier transformations
through the convolution theorem, that is, RS(x,y;d)=FT-'{FT{U(x,y)
R(x,y)}-FT{h(x,y;d)}}, being RS(x,y) the propagated wave field, U(x,y)
the processed hologram resulting from the phase-shifting algorithm,
R(x,y) the reference wave, h(x,y) the impulse response of free space
propagation (the definition of h(u,v;d) can be found in Ref. [33], page
115, Eq. 3.73), (x,y) the spatial coordinates, FT' the numerical Fourier
transform operation realized with the FFT algorithm, and d the propaga-
tion distance which can be easily found using different criteria [36,37].
Since usually the Fourier transformation of the impulse response is
defined as H(u,v;d)=FT{h(x,y;d)}, being the spatial-frequency coordi-
nates (u,v), the calculation of the propagated wave field to an arbitrary
distance d is simplified according to RS(x,y;d)=FT~'{U(u,v) H(u,v;d)},
where U(u,v) is the Fourier transformation of U(x,y).

I results

as “ETL at 0D” to notice that 0 diopters are produced by the ETL. Then,
positive and negative maximum voltages are applied to the ETL which
provide the positions “ETL at 6D and “ETL at —2D”, respectively. Posi-
tive voltage increases ETL optical power and the point source is shifted
away by a distance Az from the sample. This distance can be easily cal-
culated from
r 2
Az= —FL @
Ler*

being ', and £y, the focal lengths of FL and ETL, respectively. Eq. (2) is
not exact since it assumes that both lenses (FL and TL) are thin lenses
and are placed on the same axial location. But it provides a first ap-
proximation to the theoretical values. In-depth analysis and calibration
are included in next section using a resolution test target but a couple of
examples are commented here for clarity. Using Eq. (2) and for the posi-
tive voltage (6D optical power means that £y, = 166.67 mm), Az results
in 0.366 mm approximately. However, the magnification is properly re-
duced as the new source-sample distance becomes increased: from 26X
to 15.4X. Obviously, the contrary happens when a negative voltage (-2D

3. Exper i
3.1. Setup calibration

Experimental demonstration of VZ-DIHM is provided through Fig. 2
where a USAF 1951 resolution test target is used as input object.
Fig. 2 includes the 3 recorded holograms in (a)-(b)-(¢c) coming from
positive-zero-negative voltages, respectively, as well as the 3 in-focus
images in (d)-(e)-(f) after numerical propagation of the 3 in-line holo-
grams. The total FOVs and magnification factors are included in Table 1.
Both the FOVs and the d by considering plots
along known elements in the test target [dashed white lines at Figs. 2(d)
to 2()].

From a resolution limit point of view, we have included a magni-
fied inset corresponding with Elements 5 and 6 of Group 8 (E5/6-G8)
[Figs. 2(d) to 2(f)] as well as a magnification of the Group 9 includ-
ing normalized intensity plots for Elements 1/2 [Figs. 2(g) to 2(i)]. As
expected, there is a different resolution limit in horizontal and vertical
directions coming from a rectangular sensor area. Vertical bars of E5/6-
G8 are clearly resolved and resolution limit comes from E1-G9 for all

gnifications are cc
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three magnification cases. Note that we are not changing the NA of the
imaging system (Az affects M and FOV); so, in principle it should be the
same because the geometrical limit imposed by the sampling criterion
is not limiting the resolution in any case. Plots included at Figs. 2(g) to
2(i) clearly show the 3 valleys corresponding with E1-G9 {orange plot)
while cannot be visible for E2-G9 (red plot). Thus, E1/G9 defines a reso-
lution limit of 1.95 pm (512 Ip/mm) which is in perfect agreement with
the theoretical prediction.

In order to validate the results, Fig. 3(a) plots the magnification the-
oretical curve (Eq. (1)) as a function of the z distance and assuming
that d =12.5 mm. From the plot, the theoretical magnification values
for the different ETL voltages are retrieved resulting in 15.4X, 26X and
34.8X for ETL at 6D, 0D and —2D, respectively. Those values are in per-
fect agreement with the experimentally measured ones (see lable 1), In
addition, Fig. 3(b} plots the magnification ratio that the ETL is gener-
ating as a function of the z distance. It is defined as the ratio between
the magnifications provided by the ETL at maximum/minimum volt-
ages, that is, M(—2D)/M(6D). The curve is interesting to highlight that
the shorter the z distance, the higher the magnification ratio. Then, the
zoom function without mechanical movement provided by the ETL is
applicable in LDHM when the source is in close proximity with the sam-
ple (DIHM implementation)} while remain useless when the sample is on
top of the digital sensor (on-chip microscopy arrangement). In our case,
the M ratio equals to 2.26 meaning that the FOV is changed by a factor
of (2.26)%.

3.2, Biosample validation

Experimental validation is also provided considering a fixed prostate
cancer cell bio-sample. The results are included in Fig. 4 where only
numerical reconstructions are included. Thus, Figs. 4(a) and 4(b) present
the intensity images for the ETL at 6D and —2D, respectively. Leaving
aside halo effects and twin image disturbances, the zoom function of
the ETL permits to optically magnify the central area {(marked with a
dashed white rectangle) thus allowing high quality image of the cell. In
addition, Figs. 4(¢)-(d) include the phase retrieved images for the cases
where the ETL is set to 0D and removed from the layout, respectively.

And 3D map comparative of central cell is presented in Figs. 4(e)-
(f) showing good quality phase reconstruction on both cases. This fact
is also corroborated by analysing the standard deviation (STD) in the
background of the retrieved phase distributions. Thus, Figs. 4(g}-(h)
show the phase distribution of a clear background area (marked with
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Fig. 2. Experimental validation using a resolution test tar-
get: (a)-(b}-(c) are the recorded in-line helograms when
positive-zero-negative voltages are respectively applied to
the ETL; these holograms are numerically focused at (d)-
(e)-(f) where the insets are to magnify that the last 2 Ele-
ments of the Group 8 are resolved; and finally (g)-(h)-(i)
includes the 3 elements of Group 9 where plots along the
Elements 1 (orange) and 2 (red) are presented in order to
clearly show that the resolution limit is the Element 1 of
Group 9 on all cases.

(a) 5o . ; .
: : =M theoretical curve
. — — —Mwith ETL at 0D
o — — —~Mwith ETL at 6D
401 L — — —MwithETL at-2.25D | |
I

M ratio

1 . . L
0 0.5 1 1.5 2

Z (mm)

Fig. 3. (a) Theoretical plot of the magnification eurve and the points caused by
the ETI. variation; (b) magnification ratio produced by the ETT.. Both curves are
plotted as a function of the z distance.
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orange rectangles in Figs. 4(c)-(d), respectively) from which STD values
arc computed resulting in 0.0023 rads and 0.00024 rads corresponding
with the cases of ETL at 0D and no ETL in the layout, respectively. Those
values imply no significant phase variation is induced by the inclusion
of the ETL.

Finally and in order to validate the retrieved phase values with
the presented variable zoom DIHM platform, a classical DHM platform
based on a SMIM interferometric configuration [38] is assembled at the
lab and the prostate cancer cell bio-sample is visualized in phase. Fig. 5
includes the phasc images of the inspected arca. Although it is not the
same specific area as the one included in Fig. 4, it is the same bio-sample
containing cells prepared using the same fixing conditions; so 4 compa-
rable phase maps can be retrieved and compared. Fig. 5 presents differ-
ent cells having different phase profiles but we have selected 4 of them
(marked with coloured squares) providing similar phase values (ranging
from -1 to 1.5 rads, approx.) than the ones included in Figs. 4(e) and
(f). So, quantitative phase values are in perfect agreement.

4. Discussion and conclusions

Closely related with the presented VZ-DIHM approeach, the use of an
ETL in LDHM were previously introduced [23] but with a completely
different aim: to record the image of an object having a total extension
which is larger than that of the image sensor. The authors demonstrated
for the first ime magnifications lower than 1 in LDHM [23] where an
ETL allowed to obtain magnifications ranging from 0.65 to 1.21, Here,
we are applying to microscopy field where high magnifications are pur-
sued and the possibility to select a specific sample region to provide
higher magnification imaging is an extremely uscful capability.

Oprics and Lasers in Engineering 127 (20200 165939

Fig. 4. Experimental validation using a prostate cancer cell bio-sample: (a)-
() are the intensity in-focus images retrieved when the FTIL is set 1o positive
(ETL at 6D} and negative (ETL at —2D} voltages, respectively, and where the
dashed line rectangle in (a) bounds the roughly same FOV than in (b) for
direct comparison; (¢)-(d} show the retrieved phase images with the E1L
at ¢ Vage and removing the ETL from the layout, respectively, for direct
comparison of the case with/without FTT, in the layout; (e)-(f) include the
same comparative than in (c)-(d) but showing 3D views of the retrieved
phase values for the central cell; and finally (g)-() are the background phase
distributions coming from the orange rectangles in (c}-(d), respectively, used
to analyze the STD of the background. Scale bars in (e)-(f)-(g)-(h) represent
aptical phase in radians.

We have sclected a system configuration (2=0.5mm, d=12.5mm)
cnabling 0.22NA, M=26X, p=1.85 ym and FOV =218x163 gm. This
configuration is open and can be redefined according to the envisioned
specific application. For instance, the NA can be improved by slightly
reducing the d distance (for example, from 12.5 to 10 mm). Thus, the
magnification will be decreased and the resolution limit and FOV will
become improved. When considering these modifications, the system
specifications will be really close to the ones provided by a 20X infinity
cotrected microscope objective. And the ETL will provide continuous
zoom variation from 12X to 28X without penalizing the resolution limit
because the d distance in unaltered. With the ETL used in the presented
implementation, the zoom function ranges from 15X to 35X incoming
from a focal tuning range of —2 to +6 diopters. However, there are nowa-
days new ETLs having higher variation range (for instance, the EL-16—
40-TC is capable to change between —10 to +10 diopters), so higher
performance will be obtained in a straightforward manner.

Maybe one of the major concerns regarding ETLs is image quality.
Presented quantitative phase analysis shows comparable results when
including or not the ETL in a DIHM layout, Nevertheless, the compar-
ative included here is at an operating current of 0 mA in the ETL and
aberrations can appear when the ETL voltage is increased. In that sense,
Deng etal. [31] presented a study about Zernike aberrations introduced
by an ETL {the same one that is used in this manuscript) when varying
the driven current. They conclude that the ETL does not introduce an-
other phase error except defocus aberration. However. they suggested
that the ETL should be mounted horizontally to avoid the gravity effect
in the ETL membranes which can cause comma aberration when vertical
assembly is considered. Maybe this is the reason causing mismatch in
the background STD phase values (1 order of magnitude in difference)
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3

Fig. 5. Prostate cancer cells visualized in phase. ixperimental results obtained
using a lab-made DHM platform based on a SMIM interferometric configuration
with a 20X/0.46NA objective lens.

since, in our layout, the ETL is mounted vertically. Further studies such
as aberrations analysis from the image center towards image periphery
and comparison for different driven currents can be performed but this
is out of the scope of this paper. Nonetheless, it is reasonable to think
that aberrations will increase as the driven current does it, especially
when arriving to the ETL limits. In such as cases, the retricved image
quality will depend on the ETL power and will be probably deteriorated
towards the borders of the image meaning that the usable FOV will be
restricted to the image center. But this is not a critical drawback of the
proposed approach since high quality reconstruction at high magnifica-
tion will still be possible at the expenses of FOV reduction.

The proposed approach belongs to the field of lensless microscopy,
more specifically to DIHM where magnification is pursued in the imag-
ing system. DIHM is nowadays an appealed approach with huge poten-
tial mainly in the field setting where compact, robust, portable and cost-
effective devices are highly demanded in many biological/biomedical
applications. Some examples are global healthcare and point-of-care di-
agnosis [39], continuous monitoring of cellular cultures inside an incu-
bator at a controlled temperature and humidity [40], identification and
characterization of 3D particle location within a sample volume [41],
portable microscopes with rapid and accurate diagnosis in the field set-
ting [42,43], quantification of basic cell functions such as cell-substrate
adhesion, cell spreading, cell division, cell division orientation and cell
death [44], in situ submersible imaging of seafloor environments and
organisms [45-47], as background technology for space missions and
exobiological studies [48], particle tracking {from intracellular dynan-
ics to the characterization of cell motility and migration) [49-517, and
for 3D trajectory analysis in sperm samples [43,52,53]. Combination
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with other well-established techniques in microscopy such as fluores-
cence [54,55] or tomography [56] is also possible. Hence, the proposed
layout can improve previous developments in a vast range of biomedical
applications.

In summary, we have reported on VZ-DIH; as a novel approach in
DIHM where the system magnification and FOV is continuously changed
without mechanical movement of any component in the layout but
rather actively tailoring the wavefront curvature of the illumination
beam. This is achieved by inserting an ETL prior to the focusing lens.
Thus, an optical zoom function is achicved by activating the TTL al-
lowing a magnification/FOV variation factors of 2.26 and (2.26)2, re-
spectively. Experimental results are provided by using a resolution test
target to validate/calibrate the main system parameters and a biological
sample to show its potential in biomedical imaging.
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