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Resumen

Se realizé una codificacién del frente de onda para extender la profundi-
dad de campo (DOF por sus siglas en Inglés) en sistemas épticos formadores
de imagenes introduciendo un filtro de fase en la funciéon de pupila. Se pro-
ponen tres placas de fase que extienden la profundidad de campo.

Un anélisis numérico-experimental del desempeno de las placas de fase que
extienden la profundidad de campo se realizé introduciendo una fuente cuasi-
puntual. Se usé el criterio de la funcién de Distribucién de Wigner(WDF)
para determinar el tamano del objeto que funge como fuente cuasi-puntual.
Este criterio consiste en que la WDEF de la imagen detectada debe ser posi-
tiva en el ancho de banda del sistema 6ptico.

El estudio numérico se realizé colocando objetos desenfocados y al utilizar
la teoria de formacién de imagenes se obtiene una imagen llamada imagen
intermedia’la cual requiere de un proceso de deconvolucién para obtener la
imagen final. Este proceso se realizé mediante el uso de un filtro de Wiener.

Una verificacién experimental del trabajo numérico se realizd en colabo-
racién con el Instituto de Ciencias Fotonicas ICFO, de Barcelona, Espana,
donde se utilizé una técnica de Microscopia de fluorescencia conocida como
hoja de luz (SPIM por sus siglas en Inglés). La codificacién de la funcién de
pupila se realizé mediante un espejo deformable y posteriormente, se imple-
mento la etapa de deconvolucion digital para restaurar la informacion de las
imagenes capturadas. Finalmente, se presenta en esta tesis una comparacion

sistematica de los resultados de diferentes méscaras de fase que dan lugar a
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una DOF extendida. Se demostré que el uso de la técnica SPIM con codifi-
cacion de la funcion de pupila permite una amplia extension de la DOF para
el estudio de muestras biologicas.
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Summary

A wavefront coding to extend the depth of field (DOF) in the optical
imaging systems was performed by introducing a phase plate in the pupil
function. We have proposed three phase plates that extend the depth of
field.

A numerical-experimental performance of phase plates that extend the depth
of field analysis was performed by introducing a quasi-point source. The cri-
terion of the Wigner distribution function (WDF) was used to determine
the size of the object that can be considered as a quasi-point source. This
criterion consists essentially of the positivity of the WDF of the image.

The numerical study was performed by placing out of focus objects and
using the theory of imaging system, We obtained an image called interme-
diate image which requires a deconvolution process to obtain the final image.
This process is performed using a Wiener filter.

An experimental verification of numerical work was performed in collabo-
ration with the Institute of Photonic Sciences ICFO, located in Barcelona,
Spain, where a fluorescence microscopy technique known as light sheet (SPIM
for its acronym in English) was used. The wavefront coding was performed
using a deformable mirror and then, a digital deconvolution stage was imple-
mented to restore information from the captured images. Finally, this thesis
presents a systematic comparison of results from different phase plates to ex-
tended DOF. We demonstrated that using the SPIM coding technique pupil
function enables broad DOF extension to study biological samples.



Indice general

Resumen
Summary
1. Introduccién

2. Teoria de formacién de imagenes
2.1. Formacion de imagenes con iluminacién coherente .
2.1.1. Respuesta al impulso de una lente positiva .
2.2. Formacion de imagenes con iluminacién incoherente
2.3. Sistema formador de imagenes como sistema lineal.
2.3.1. Respuesta en Frecuencia del caso coherente .

2.3.2. Respuesta en Frecuencia del caso incoherente

VI

Bl &bl E]lE] =2 =3 51 (= K1 E 1




INDICE GENERAL

3. Profundidad de campo y extensién de la profundidad de

campo
3.1. Antecedentes y nuevas propuestas. . . . . . .. .. .. .. ..
3.2. Placa de fase cibica. . . . .. ... ... .. ... ...

3.3. Placa de fase Modificada. . . . . . . . . . . ... ... .. ..

3.4. Placa de fase usando superposicién de cuatro polinomios de
Zernike. . . . . . L

4. Trabajo experimental
4.1. Técnica de hojade Luz . . . . . . .. ... ... .. ... ...
4.2. Caracterizacion. . . . . . . . ...
4.3. Modificacion de la funcion de pupila con un espejo deformable.
4.3.1. Modificacion de la pupila usando una placa de fase ctibica

4.3.2. Modificaciéon de la pupila usando una placa de fase
cubica generalizada . . . . . .. ... ... ... ...,

4.3.3. Modificacion de la pupila usando una placa de fase de
la superposicién de cuatro polinomios de Zernike . . . .

4.4. Respuestas en intensidad a la fuente cuasi-puntual en 3D . . .

4.5. Codificacién de muestras biolégicas . . . . . . . . . ... ...

5. Conclusiones

21 E]1E]

VII



INDICE GENERAL

Bibliografia.

VIII



Indice de figuras

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

3.1.

3.2.

3.3.

La abertura esta colocada en un punto P; arbitrario al plano de
la abertura representada en azul, la propagacién de la pertur-
bacién viene de izquierda a derecha y el plano de observacién
esta colocado en un punto arbitrario Fy. . . . . .. ... ...

Sistemas de coordenadas rectangulares para el tratamiento del
problema de difraccién. . . . . . ...

Geometria de la formacion de imagenes. . . . . . ... .. ..
Sistema formador de imagenes. . . . . ... ... ... ...

MTF de una funcién de pupila de forma circular. . . . . . . .

DOF del sistema optico. . . . . . . .. . ... ...
Error de enfocamiento debido a la posicién del objeto. . . . . .

Modificacién de la funciéon de pupila . . . . .. ... L.

IX




INDICE DE FIGURAS

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.11.

3.12.

3.13.

3.14.

Funciones de transferencia en modulacién. En a) MTF’s de la
placa de fase ctibica normalizada en DB tomada de la referencia™[1].
En b) MTF’s de un sistema 6pico estdndar libre de aberracio-

nes con un rango de 0 a 2 longitudes de onda tomada de la
referencia [2]. . . . .. ..o H

IQPSF usando placa de fase ciibica en la pupila. . . . . . . .. @

MTF’s asociadas a las QOTF’s desenfocadas, el grado de des-
enfoque es de 0—2\ y la Ref es el sistema libre de aberraciones.
Todas estan normalizadas y se muestra solo una seccion que

esta muy cerca de la frecuencia de corte. . . . . . .. ... .. E

Objetos a distintas posiciones, codificados usando placa de fase g

Imégenes intermedia y restaurada. . . . . . . . ... ... ... E

Imégenes restaurada, se realiza un acercamiento de la parte
central de ambas imagenes restaurada. . . . . .. ... .. .. E

IQPSF usando placa de fase modificada con pupila circular. . ﬂ

MTF’s asociadas a las QOTF’s desenfocadas, el grado de des-
enfoque es de 0—2\ y la Ref es el sistema libre de aberraciones.
Todas estan normalizadas y se muestra solo una secciéon que

esta muy cerca de la frecuencia de corte. . . . . . .. ... .. ﬂ

Objetos a distintas posiciones, codificados usando placa de fase
Modificada. . . . . . . ... Q

Imégenes intermedia y restaurada. . . . . . .. ... ... ... Q

Imégenes restaurada y zoom de la parte central de la imagen
restaurada. . . .. ... L Q




INDICE DE FIGURAS

3.15

3.16.

3.17.

3.18.

3.19.

3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

Forma de la superficie de la placa de fase usando la ecua-
ci6on B0 a) gréfica en 3-D. b) mapa de contornos. . . . . . .

Diferencia al Cuadrado para seleccionar el valor de a.. . . . . .

Respuestas a la fuente puntual y fuente cuasi-puntual. En (a)
y (b) las IPSF’s; en (c) y (d) las IQPSF’s; (a) y (c) sin filtro
apodizador, en (b) y (d) con filtro apodizador. . . . . . . . ..

MTF’s asociadas a las QOTF’s desenfocadas, el grado de des-
enfoque es de 0—2\ y la Ref es el sistema libre de aberraciones.
Todas estan normalizadas y se muestra solo una seccion que
esta muy cerca de la frecuencia de corte. . . . . ... ... ..

MTF’s asociadas a las QOTF’s desenfocadas usando filtro apo-
dizante en la pupila, el grado de desenfoque es de 0 — 2\ y la
Ref es el sistema libre de aberraciones. Todas estan normali-
zadas y se muestra solo una seccion que esta muy cerca de la
frecuencia de corte. . . . . . .. ...

Experimento numérico de cuatro objetos colocados fuera de
eje y desenfocados. . . . . . ... oL

Imagen de los cuatro objetos capturados simultaneamente, con
diferentes cantidades de desenfoque y usando un sistema 6pti-
cosin placadefase. . . . . . ... ... L.

Imégenes obtenidas con la placa propuesta. En (a) y (b) las
imégenes intermedias, en (a) sin apodizador, y (b) usando apo-
dizador; (c) y (d) son las imdgenes restauradas de (a) y (b)
respectivamente. . . . ... L. L. Lo

Imagenes obtenidas con una placa de fase ctbica de pupila
circular. En (a) y (b) las imagenes intermedias, en (a) sin apo-
dizador, y (b) usando apodizador; (c¢) y (d) son las imédgenes
restauradas de (a) y (b) respectivamente. . . . . . . . . .. ..

XI



INDICE DE FIGURAS

3.24. Comparacién de las imagenes restauradas. En (a) la imagen

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

restaurada usando un sistema Optico con una placa de fase
ctibica de pupila circular, (b) imagen restaurada usando la
placa de fase propuesta. . . . . . . .. ... ...

Principio béasico del SPIM. . . . . . .. ... ... ... ....
Caracteristicas de la hojade luz. . . . . ... ... ... ...
Arreglo optico de LSFM. . . . . . ... ... oo

Algunas mediciones de la abertura N A y del ancho de la hoja.
En a) se muestra la medicién de la N A con una linea de barrido
en z. En b) el ancho del campo de visién, la linea de barrido
en x es el ancho del campo de vision y la linea de barrido en
y es el espesor de la hojadeluz. . . . . . ... ... ... ...

Campo de vision de la hoja de luz. La linea roja corresponde a
los valores medidos experimentalmente y la linea azul al ajuste
NUMETICO. . . o v v v e e

Espesor de la hoja de luz. La linea roja corresponde a los
valores medidos experimentalmente y la linea azul al ajuste
NUMETICO. . . o v v vt e e e

Arreglo optico del SPIM usando elementos de 6ptica adapti-
va, para corregir las aberraciones del sistema y codificar otros
frentes deonda. . . . . . .. ...

Aspecto de la pantalla del software Shack-Hartmann de la me-
dicién del frente de onda de una microesfera sin corregir el
sistema Optico. . . . . . . ...

Frente de onda corregida después de un lazo cerrado. . . . . .

XII



INDICE DE FIGURAS

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

IQPSF’s usando placa de fase ctbica con dos valores de a. En
a) Una IQPSF con a = 10um. En b) una IQPSF con av = 20um. g

IQPSF’s usando placa de fase ciibica generalizada con dos
parametros de a. En a) Una IQPSF con o = 10um. En b)
una IQPSF con a=20pum. . . . . . .. ..o H

IQPSF’s usando placa de fase de la superposicién de 4 polino-
mios de Zernike con dos parametros de a. En a) Una IQPSF
con « = 10pm. En b) una IQPSF con o = 20um. . . . . . .. @

Esquema del experimento para encontrar las IQPSFE’s en 3D.
En a) se muestra un esquema en 1D de las posiciones en las
que se a ir moviendo el objeto y en b) un ejemplo de las imége-
nes que se van obteniendo y se van apilando para formar una
imagenen 3D. . . . ... .o @

IQPSF’s en 3D, la barra de escala es de 50pum. En (a,i) se
muestra la IQPSF libre de aberraciones, en (b,i) se muestra la
correspondiente IQPSF en 3D; en (a,ii) la IQPSF usando la
placa de fase ctibica, en (b,ii) la correspondiente IQPSF en 3D;
en (a,iii) la IQPSF usando la placa de fase ciibica generalizada,
en (b,iii) la correspondiente IQPSF en 3D;en (a,iv) la IQPSF
usando la placa de fase propuesta en esta tesis, en (b,iv) la
correspondiente IQPSF en 3D;. . . . . . ... ... ... ... @

XIII



INDICE DE FIGURAS

4.15.

4.16.

IQPSF’s en 3D, en (a,i) muestra el mapa de contornos en para
cuando se usa la placa de fase ctbica con un a = 10um, en
(a,ii) el mapa de contornos cuando se usa la placa de fase
ctibica para un o = 20pum; (b,i) muestra el mapa de contornos
en para cuando se usa la placa de fase cibica generalizada
con un @ = 10um, en (b,ii) el mapa de contornos cuando se
usa la placa de fase ctibica generalizada para un a = 20um;
(c,i) muestra el mapa de contornos en para cuando se usa la
placa de fase propuesta con un a = 10um, en (c,ii) el mapa
de contornos cuando se usa la placa de fase propuesta para un

Restauracion de muestras bioldgicas. a) y b) Faringe de C.
FElegans. ¢) Larva de mosca y d) Embrién de mosca. Las co-
dificaciones son: i) Ctbica pupila circular, ii)Cibica generali-
zada, iii) Superposicién de cuatro polinomios de Zernike y iv)
sistema libre de aberraciones. . . . . . .. ... ... ...

XIV



Indice de Tablas

3.1. Posicion de los objetos en el sistema optico. . . . . . . .. .. @

XV



Capitulo 1

Introduccion

El problema de extender la profundidad de campo (o de foco) en los
sistemas 6pticos formadores de imagenes (OS por sus siglas en Inglés) ha
atraido la atencién de muchos investigadores desde hace varios afios [3], [4].
Asi es en multiples aplicaciones que van desde la astronomia a la fotografia
tanto cientifica como artistica, pasando por la microscopia en sus distintos
campos de aplicacién [5], [6].

El motivo radica principalmente, en que al adquirir una imagen de alguna
escena o algin objeto extendido solamente aparecen de forma definida y
clara aquellos elementos que estan colocados en el llamado plano objeto del
sistema. En algunos casos, esto puede representar una ventaja, sin embargo
en otros casos es deseable que todos los elementos en el campo de visién
aparecieran bien definidos en la imagen.

De la teoria de formacion de imagenes se sabe que todo sistema formador
de imagenes tiene la propiedad llamada profundidad de campo, que es una
cierta tolerancia al desenfocamiento [2, (7], esta se mide en unidades de longi-
tud y es aquella distancia medida en el eje 6ptico a partir de la posicion del
plano objeto, dentro de la cual es posible colocar un objeto sin que su imagen
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correspondiente sea degradada significativamente [§]. Desafortunadamente,
la profundidad de campo va en razén inversa del cuadrado de la abertura
numérica del sistema, y como es sabido, la resolucion del sistema esta en
razén directa de la abertura numérica. Esto significa que a mayor resolucién
menor profundidad de campo. En algunas ocasiones se decide sacrificar la
resolucion del sistema para ganar un poco de profundidad de campo, esto
ocurre frecuentemente en la fotografia artistica, por ejemplo [9, [10] 11}, 12]

En la década de los anos noventa del siglo pasado aparecieron una serie de
trabajos en los cuales se proponia un método para extender la profundidad
de campo a partir de modificar la fase en la funcion de pupila del sistema.
Dicha propuesta implicaba una segunda etapa en el proceso de formacion
de imagenes. Este segundo paso es una restauracion digital, tipicamente una
deconvolucion. Esta técnica se conoce como el método de codificacién del
frente de onda [1]. Més tarde se verificé de manera experimental este resultado
tedrico [13].

En los anos subsecuentes fueron apareciendo nuevas propuestas en la mis-
ma linea razonamiento para extender la profundidad de campo mediante la
modificacién de la pupila, pero algunas de las propuestas resultaron de enor-
me dificultad para su realizacion experimental [14] [15] 16} [17] 18] 19} 20} 21].
En anos recientes, sin embargo, el desarrollo de algunos dispositivos épticos
como los moduladores espaciales de luz(SLM por sus siglas en Inglés) o co-
mo los espejos deformables abrieron la posibilidad de introducir funciones
de fase complejas que en otras circunstancias representaban desafios de gran
dificultad. Es en este marco es donde se encuadra el trabajo de esta tesis, es
decir, en la propuesta de modificar (o codificar) la funcién de pupila de un
sistema formador de imagenes para extender la profundidad de campo y su
correspondiente realizacion experimental.

Podemos entonces plantear el siguiente.

Objetivo de esta tesis: Proponer diferentes codificacién de la funcién de
pupila de un sistema formador de imagenes para extender la profundidad de
campo. Probando su efectividad en forma numérica y experimental.

Asi es como en el siguiente capitulo se presentan los fundamentos de la
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teoria de formacién de imagenes a partir de la teoria escalar de difraccion,
terminando con las ecuaciones de formacion de imédgenes que surgen de la
aplicaciéon de la teoria de sistemas lineales para los casos de iluminacién
coherente e iluminacién incoherente. En el tercer capitulo se presentan las
codificaciones de la funcion de pupila propuestas en la tesis y se comparan
con las primeras codificaciones propuestas, ahi mismo se muestran resulta-
dos numéricos. Aqui se hace uso del concepto de fuente cuasi-puntual para
caracterizar un sistema formador de imagenes en forma experimental. En el
capitulo cuatro se presenta en forma detallada el trabajo experimental que se
realizé con objeto de verificar la eficiencia de las placas codificadas propues-
tas. Por ltimo, en el capitulo cinco se hacen las conclusiones y comentarios
finales de la tesis.




Capitulo 2

Teoria de formacion de

imagenes

El objetivo de este capitulo es introducir los conceptos basicos para mo-
delar el proceso de formacion de imagenes. El tipo de iluminacién, el tamano
y la forma de la funcién de pupila son solo algunas caracteristicas que de-
terminan el sistema éptico. En algunos casos es importante que un sistema
formador de iméagenes permita un amplio rango de profundidad focal, es de-
cir, que la imagen tenga la suficiente calidad 6ptica en un rango axial amplio
en la vecindad de la posicién del plano de observacion, este problema es de-
bido a que no siempre es posible colocar el plano de la imagen en el plano
conjugado del objeto.

Por otro lado, la teoria de sistemas lineales es una herramienta til para des-
cribir el proceso de formacion de imédgenes, y permite representar al sistema
optico mediante una funcién caracteristica que lo define. Usualmente esta
se obtiene cuando se forma la imagen de un punto luminoso y se le conoce
como funcién de punto extendido, es lo que en la teoria de sistemas lineales
se le conoce como respuesta al impulso unitario. A continuacion se presentan
los dos tratamientos tipicos en la teoria de formacion de imagenes que son
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uno iluminacién coherente y dos la formacion de imagenes con iluminacion

incoherente, haciendo uso de la teoria sistemas lineales.

2.1. Formacion de imagenes con iluminacion

coherente

La formacion de imagenes tiene como punto de partida la teoria escalar de
la difraccién. La perturbacion éptica cuando pasa a través de una abertura
finita produce una distribucion en el llamado plano de observacion, cuando la
perturbacion es de tipo coherente el tratamiento es en amplitud compleja. La
iluminacion coherente se debe a las contribuciones de cada punto luminoso
de un frente de onda y que ademas cada uno de los puntos luminosos presenta
la misma fase [22]. La siguiente figura representa el paso de la perturbacién
a través de una abertura.

Figura 2.1: La abertura estd colocada en un punto P; arbitrario al plano de la abertura representada
en azul, la propagacién de la perturbacién viene de izquierda a derecha y el plano de observacién esta

colocado en un punto arbitrario Py.

Bajo la consideracion de usar una iluminaciéon coherente escalar, Huygens —
Fresnel proponen una superposicién de ondas esféricas al atravesar esta
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abertura y esta formulacién da como resultado la siguiente ecuacion [23]:

1 e(ikT01)
U(FRy) = 5//U(P1) - cosfds, (2.1)

donde U(Fy) es el campo en el punto Py producido por la perturbacién pro-
veniente de la abertura, P; es un punto arbitrario en el plano de la abertura,
1 es la raiz cuadrada de —1, A es la longitud de onda, r¢; es la distancia desde
el punto F, al punto Py, 6 es el angulo que se forma entre el vector de la
normal y el de la distancia rq; y k = 27” que corresponde al niimero de onda,
ver figura 2.1

Sin embargo, al expresar el cosf = =y ademds ejemplificando la figura 2.]
usando un nuevo esquema como el de la siguiente figura, se puede reescribir
la ecuacion [2.T] usando el caso de coordenadas rectangulares.

Figura 2.2: Sistemas de coordenadas rectangulares para el tratamiento del problema de difraccion.

Como se muestra en la figura 2.2 la abertura de difraccién se supone en el
plano (x,,y,) y el plano (z,y) contiene el punto de observacién P, por lo que
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el campo difractado se expresa de la siguiente manera

Py e(ikml)
Ua) = 5 [ [ Uty =z —dayd, (2.2
01

donde roy = /24 (¥ — 2,)%> + (y — y,)? para la figura 2.2 utilizando una
expansion binomial, rg; queda expresada de la siguiente manera,

Al utilizar la expansién dada por la ecuacién 2.3 se puede realizar una aproxi-

macién conocida como aproximacion paraxial, obteniendo la siguiente ecua-
cién 23],

6ik

U(ZB,y) _ weii(m2+y2) //U(g:p,yp)eizkz(mz%”’z’)e_i%(:””“y”y)dxpdyp,

(2.4)
a la ecuacién [2.4] se le conoce aproximacion de Fresnel é difraccién de campo
cercano, y se observa que se puede calcular realizando la transformada de
Fourier del producto de la amplitud compleja en la abertura con un factor
de fase cuadrético.
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Existe otra aproximacién que se puede realizar a partir de la difraccion

de Fresnel. Si z es mas grande que el factor de fase cuadratico, es decir, si
k(x2+y2 , . s, . .
z > ( 5 "), este término cuadratico se puede aproximar a la unidad y por

lo tanto la perturbacién en el punto de observacion queda expresada de la

siguiente forma,

6ik

Ulz,y) = eii(wQHﬂ)//U(x;nayp>€_i§_§(mpm+ypy)dxpdypa (2.5)

IAZ

la aproximacion dada por la ecuacién es conocida como difraccién de
Fraunhofer 6 de campo lejano y puede también escribir de la siguiente ma-

nera,

eikz

etz (@) / / U (u, v)e™ 275 dydy, (2.6)

donde hemos introducido las siguientes variables, u y v, que se conocen como

Yo
Az”

Se observa que la difraccién de Fraunhofer coincide con la transformada de

las frecuencias espaciales y se definen de la siguiente forma, u = % you=

Fourier de la amplitud compleja en el plano de la abertura.

2.1.1. Respuesta al impulso de una lente positiva

Debido a la intencion de formar imagenes con un sistema formador de
imagenes es importante mencionar el caso mas general para cuando se hace
uso de una lente. Se propone el esquema del arreglo de la figura 2.3 donde
se puede observar que estda colocada una abertura a una distancia z; con
una transmitancia de At,(z,y), donde A es la amplitud de la perturbacién
y ta(z,y) es la transmitancia de la perturbacién en amplitud compleja; una




2.1Formacién de imagenes con iluminacion coherente

lente delgada esta colocada entre las distancias z; y 25 y finalmente el plano
de observacién esta colocado a una distancia zs.

Figura 2.3: Geometria de la formacién de imégenes.

La lente tiene una distancia focal f con un tamano finito que esté asociada
con una funcién de pupila P(z,, y,), la transmitancia de la lente, #;, se expresa
por la siguiente ecuacién [23],

t(z,y) = Pla,y)e 2 +07), (2.7)

Se asume que la aproximacion de Fresnel es valida para la propagacion de la
abertura a la distancia z;, también la propagacién desde la lente al plano de
observacién en la distancia z; y ademas tomando en cuenta la transmitancia
de la lente con su distancia focal f. Entonces la relacion de estas distancias
contiene todos estos factores cuadraticos de fase y se expresa por la siguiente

expresion,

1

L5 (-] (2.8)

Se puede notar de la expresion anterior que el argumento de la fase tiene una

expresion donde se relacionan las distancias de la siguiente manera,

LIRS (2.9)




2.1Formacién de imagenes con iluminacion coherente

Esta relacion es conocida como la ecuacion de lentes delgadas, si se cumple

esta expresion entonces queda una transformada de Fourier exacta.

Si se toma en cuenta la linealidad del fenémeno de propagacion de ondas,
se puede tomar en cuenta una integral de superposicién de la siguiente forma,

Ui(x,y) ://}Nz(x,y;xo,yO)U(xo,yo)dxodyo, (2.10)

donde iz(x, Y To, Yo) €s el campo en amplitud compleja en coordenadas (x,y)
producido por un punto luminoso en coordenadas del objeto (x,,y,), Ui(z, y)
es la distribucion compleja en el plano de la imagen. La respuesta por el
punto luminoso queda expresado de la siguiente manera

~ ]_ —1 27 x—Mxo)x -
h(l"y;xo’yo) = )\22122 //P(xp’yp)e [Az2( Mzo)xp+(y Myo)yp]dl.pdyp’

(2.11)

donde M = —'z—j y se le conoce amplificacion, por lo tanto si la ley de las
lentes delgadas se cumple, la respuesta al punto luminoso esta dada por la
difraccién de aproximacion de Fraunhofer de la abertura de la lente, centrada
sobre las coordenadas de la imagen (u = Mx,,v = My,).

Tomando en cuenta el caso general de una lente, se representa un sistema
optico formador de imagenes es mediante el esquema de la figura 2.4 en
donde se observa que esta conformado por dos planos, el plano del objeto
el cual esta localizado a una distancia z, de la pupila de entrada al sistema
optico y el plano de la imagen a una distancia z; a la pupila de salida del
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2.1Formacién de imagenes con iluminacion coherente

Pupila
X entrada

Pupila
salida

8,(x,:2,) %

Plano %
Objeto

Sistema
optico

Plano
imagen

Figura 2.4: Sistema formador de imagenes.

sistema Optico; el sistema éptico puede contener muchos elementos épticos
pero siempre contiene una pupila de entrada y una pupila de salida y es
posible hacer esta simplificacién dado que una es imagen de la otra.

En términos de la teoria de sistemas lineales el plano del objeto puede
ser identificado como el plano de entrada y el plano de la imagen como el
plano de la salida. Suponiendo entonces vélido el principio de superposicién se
puede escribir una expresion que defina el proceso de formacién de iméagenes
en términos de un estimulo puntual lo cual en este caso corresponderia con
un objeto que consiste de un punto luminoso y se expresaria de la siguiente
manera,

ga(xa y) = //ﬁ(x —Toy Y — yo>6(xo; yo>dxodym (212)

donde g,(x,y) es la salida del sistema 6ptico en amplitud compleja, ﬁ(a: —
To,Y — Yo) €s la funcién caracteristica del sistema 6ptico y d(z,,v,) es el
estimulo producido por un punto luminoso en el plano del objeto. Por lo
tanto la salida se le conoce a la llamada funcién de punto extendido en

11



2.2Formacién de imagenes con iluminacién incoherente

amplitud, (apsf por sus siglas en inglés). Entonces, tomando en cuenta la
ecuacion 2111 1la psf corresponde a la transformada de Fourier de la funcién
de pupila P(x,,y,) y se expresa por la siguiente ecuacion,

h(z,y) ://P(u,v)e_i%(“””y)dudv (2.13)

donde v = {£ y v = {& son las variables espaciales y estdn en términos de
las coordenadas del plano de la pupila. Si ahora el objeto es representado por
una distribucién de amplitud compleja o,(z,, ¥o), la imagen correspondiente

a partir de la ecuacién 2.12] queda de la siguiente manera,

ga(z,y) = //ﬁ(x — Ty Y — Yo)O0a(To, Yo)dTody,, (2.14)

se observa que la ecuacién 2.14]es una integral de convolucion, de ahi se puede
concluir que los sistemas 6pticos formadores de imégenes con iluminacion
coherente son lineales en amplitud compleja. Hasta aqui se ha tratado el caso
de iluminacién coherente, a continuacion se estudiara el caso para iluminacién
incoherente.

2.2. Formacion de imagenes con iluminacion

incoherente

En la seccién anterior se presentd una formulacién para el proceso de
formacion de imagenes usando luz coherente, en cambio cuando se usa ilu-

minacién incoherente el tratamiento es distinto. En este caso la iluminacion

12



2.2Formacién de imagenes con iluminacién incoherente

presenta una fase aleatoria, es decir, la naturaleza de este tipo de luz es es-
tadistica y existe una dependencia tanto del tiempo como del espacio, asi que
es necesario realizar un promedio temporal con lo cual la ecuacion de forma-

ciéon de iméagenes queda de la siguiente manera,

gi(za y) = <| //iL(:L’ —Toy Y — yo)oa(zoa Yo, t)dxodyo|2>a (215)

donde g;(x,y) es la salida del sistema 6ptico en intensidad, sin embargo al
tomar médulo cuadrado de g;(z,y) queda la siguiente expresion,

gi(xu y) = //dxodyo //dxodyoil(x —Zo,Y — yo)ﬁ*(x —To,Y — yO)

X {0a(To; Yo )04 (Tos Yoi 1)), (2.16)

donde Oi(xoa yo) = <Oa($o> Yo t)OZ(xoa Yo; t)) y h(!L’ — Loy Y — yo) = il(:l:’ — Loy Y —
Yo)h*(x — x,, y — y,) utilizando la teoria de coherencia, por lo que la ecuacién
de formacién de imagenes en este caso resulta [23]

gz(x>y) = //h(l’ — T, Y — yo)oi(xoa yo)dxodyw (217)

donde g;(x,y) es la salida del sistema Optico en intensidad, o; es la transmi-
tancia en intensidad del objeto y h(zx,y) es conocida como funcién de punto

13



2.3Sistema formador de imagenes como sistema lineal.

extendido en intensidad ipsf, por sus siglas en Inglés. La ecuacién anterior
es también una integral de convolucién con lo cual se concluye que un sis-
tema éptico formador de imagenes con iluminacién incoherente es lineal en

intensidad.

2.3. Sistema formador de imagenes como sis-

tema lineal.

Se usaran las ventajas de la teoria sistemas lineales para el tratamiento
de sistemas formadores de imdgenes. La ecuacion 2.14] se expresa de manera
muy simple de la siguiente forma

ga(,y) = h(z,y) * 0a(z,y), (2.18)

donde g,(z,y) es la distribucién de amplitud compleja en el plano de salida,
0q(x,y) es la transmitancia del objeto en amplitud compleja, h(z,y) es la psf
y [*] significa operacién de convolucion.

Por otro lado, en el caso de iluminacion incoherente se puede escribir la
ecuacion de la siguiente manera,

gi (LL’,y) :h(LL’,y)*Oi (Z’,y), (219>

donde g;(z,y) es la distribucién en intensidad en el plano de salida, h(z,y)
es la funcién de punto extendido en intensidad, o;(z,,y,) es la transmitancia
del objeto en intensidad y [x] indica convolucién.

14



2.3Sistema formador de imagenes como sistema lineal.

2.3.1. Respuesta en Frecuencia del caso coherente

Cuando se realiza un tratamiento usando la transformada de Fourier se
dice que el tratamiento es en el espacio de Fourier o espacio de frecuencia. Al
observar que la integral de la ecuacién 2.14] es una integral de convolucién y
hacer un analisis en el espacio de las frecuenciasse tiene como resultado una
simple multiplicacién de los espectros y asi definimos la funcion de transfe-
rencia en amplitud (ATF, por sus siglas en Inglés) la cual es la transformada
de Fourier de la psf, y se escribe de la siguiente forma

H(u,v) = F{h(z,y)}, (2.20)

donde H (u,v) se le conoce como Funcion de Transferencia Coherente, y u 'y
v son las variables en el espacio de las frecuencias antes mencionadas.

Es necesario reconocer que las distribuciones de amplitud compleja del objeto
y de la imagen se les puede expresar en el dominio de las frecuencias, es decir,
encontrar el espectro de la ecuacién 2.18 quedando como sigue,

Gq (u,v) = H (u,v) O, (u,v), (2.21)

donde O, (u,v) corresponde al espectro del objeto, G,(u,v) es el espectro
de la imagen. Para el caso de una abertura circular con funcién de pupila
P(zx,y) como la siguiente expresién,

2 + 2
P (,,y,) = circ (MM) (2.22)
T

donde r es el radio de la abertura circular y x,y corresponden a las coorde-
nadas espaciales. Entonces, la funcion de transferencia se puede escribir de

15



2.3Sistema formador de imagenes como sistema lineal.

la siguiente forma,

Pe

H (u,v) = circ ( w Uz) (2.23)

Yp
Az
r

pe = 3= es la frecuencia de corte del sistema, A la longitud de onda y z

donde (u,v) corresponde a las frecuencias espaciales donde u = {2 y v =
T

la distancia al plano imagen. Con este ejemplo se concluye el estudio en
frecuencias de sistemas formadores de imagenes en iluminacién coherente y

a continuacion se describe el caso de iluminacion incoherente.

2.3.2. Respuesta en Frecuencia del caso incoherente

Para representar el caso incoherente en el espacio de frecuencias, es rea-
lizar la transformada Fourier de la ecuacién [Z.19, con lo que se obtiene

Gi (u,v) = OTF (u,v) O; (u,v), (2.24)

donde O;(u,v) corresponde al espectro de la distribucién de intensidad del
objeto, G;(u,v) es el espectro de la imagen y la transformada de Fourier de
h(z,y) se le conoce como funcién de transferencia éptica (OTF, por sus siglas
en Inglés). Al médulo de la funcién de transferencia 6ptica, |OTF (u,v)], se le
conoce como la Funcion de Transferencia en Modulacion, (MTF por sus siglas
en inglés). Particularmente se puede verificar que la funcién de transferencia
Optica de la siguiente manera,

OTF(u,v) = H(u,v)H*(u,v), (2.25)

donde OTF(u,v) es la transformda de Fourier de h(z,y) por la transfor-
mada de Fourier de su complejo conjugado. Para el caso de una abertura
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2.3Sistema formador de imagenes como sistema lineal.

circular con funcién de pupila P(z,y) como la ecuacién 2.22] la funcién de
transferencia éptica queda de la siguiente forma,

OTF (u,v) =

S TP (x4 Aziu, yp + Aziv) P (2, — Aziu,

— Azv) dz,dy,

ffp(xpayp) dz,dy,,

0.4r

0.2r

Figura 2.5: MTF de una funcién de pupila de forma circular.

(2.26)

En la figura anterior se muestra la MTF de una funcién de pupila circular,
se muestra que la frecuencia de corte esta normalizada y también que es el

doble de la frecuencia de corte coherente. Con este ejemplo se concluye el

estudio en frecuencias de sistemas formadores de imdagenes en iluminacion

incoherente y a continuacion comienza el estudio central de este trabajo.
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Capitulo 3

Profundidad de campo y
extension de la profundidad de

campo

En el capitulo anterior se mostré que el proceso de formacion de imagenes
puede ser descrito utilizando la teoria de sistemas lineales. Las funciones de
transferencia para los casos de iluminacién coherente e incoherente describen
al sistema éptico formador de imagenes y estas funciones de transferencia
contienen toda la informacion del mismo, como pueden ser la presencia de
aberraciones.

Y ahora en este capitulo prestamos atencion en el tema central de esta tesis,
que es la extensiéon de la profundiada de campo. La profundidad de campo
(DOF, por sus siglas en inglés) de un sistema formador de imdgenes se
entiende como la distancia medida sobre el eje éptico a partir del plano del
objeto donde las imagenes correspondientes tienen buen contraste y pueden
ser consideradas en foco, se conviene que la DOF esta dada por la siguiente
expresion, 0zg = F[A/2(NA)?>M?]. Ver figura 3.1l

Donde N A es la abertura numérica y M es la amplificacion.
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Profundidad de campo y extensién de la profundidad de campo

o

oF
~

e
>

Plano del objeto Plano del imagen

Figura 3.1: DOF del sistema 6ptico.

Por otro lado, la distancia medida sobre el eje 6ptico a partir del plano de
la imagen dentro del cual las imagenes tienen buen contraste se le conoce

como profundidad de foco y esta dada por la siguiente expresién, dz; ~
FA/2(NA)? B 24).

Un problema que se ha estudiado por anos es la manera de extender la
profundidad de campo, con el objetivo de tener en una sola imagen con gran
nitidez de los objetos que estan en el campo de vision y una forma de resolver
este problema es la modificacién de la funcién pupila [3 [4].

Con esta técnica es posible modificar el frente de onda de tal forma que se
puede inhibir el desenfoque. En general, si un punto luminoso fuese colocado
en el plano del objeto a una distancia z, y este generard frentes de onda com-
pletamente esféricos, se considera idealmente libre de aberraciones, es decir,
que no existe ningun parametro que pueda distorsionar a la onda esférica,
por lo que se puede representar con una esfera de referencia, tal como se
observa en la figura 3.2

Los objetos colocados en estas posiciones se consideran desenfocados en el
plano de la imagen, ver figura 3.2k H. H. Hopkins establecié que la diferencia
de la esfera de referencia con la esfera correspondiente al frente de onda de
los objetos colocados adelante 6 atras, se conoce como diferencia angular y
se expresa por Wh, este coeficiente pertenece al polinomio de aberracién
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3.1Antecedentes y nuevas propuestas.

Figura 3.2: Error de enfocamiento debido a la posicién del objeto.

que define al desenfoque [2, 25]. A continuacién se presenta un estudio de
un conjunto de méscaras de fase que al incluirlas en la pupila extienden la
profundidad de campo.

3.1. Antecedentes y nuevas propuestas.

El uso de filtros colocados en la pupila para extender el DOF es conocido
como el método de codificacion de la funciéon de pupila. Los filtros pueden ser
de sombra o de fase [11, [14] 15} [16], 17, [18, 19} 20} 21], 26, 27]. Particularmente se
estudiaran filtros de fase o placas de fase para lograr extender la profundidad
de campo y un esquema general de como colocar el filtro es el que se muestra
en la figura [3.3]

Figura 3.3: Modificacién de la funcién de pupila

20



3.1Antecedentes y nuevas propuestas.

el filtro que se encuentra justo después de la lente es el que modificara la
funcion de pupila.

En 1993 se propuso el primer filtro de fase que extiende la DOF y corresponde
a una placa de fase cubica con una abertura de forma rectangular. Este filtro
es caracterizado por dos cosas: primero, tiene un parametro de control en la
fase al que se le conoce como desviacién de fase y se suele denotar por la letra
griega o y entonces la funcion de pupila se expresa de la siguiente manera,

Prec(u, v) = rect (u, v) e+ %) (3.1)

comunmente este parametro es el que inhibe el desenfocamiento por lo tanto
su representacién mediante la funcién de transferencia Optica no presenta
ceros al evaluar al sistema con una fuente puntual fuera de foco [I]. Para
explicar un poco mas esta caracteristica de las placas que extienden la pro-
fundidad de campo analicemos la figura 3.4l

Funciones de transferencia dptica

Magnitud normalizada en dB Frecuencia Normalizada

—3(_)2 3 0 1 5 =0 ; o5 i 5 20

Figura 3.4: Funciones de transferencia en modulacién. En a) MTF’s de la placa de fase cibica normalizada
en DB tomada de la referencia [I]. En b) MTF’s de un sistema épico estdndar libre de aberraciones con

un rango de 0 a 2 longitudes de onda tomada de la referencia [2].

En la figura[3:4la) se muestran las MTF's de la placa de fase con una oo = 90,
a distintos desenfoques (0 — 30\) con magnitud normalizada en dB; en la
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3.2Placa de fase cubica.

figura 3.4lb) se muestran las MTF’s del sistema 6ptico libre de aberraciones
con desenfoque de 0 — 2\.

De estas dos graficas se puede observar que el sistema que no tiene filtro de
fase presenta ceros en su pasa-banda y eso significa que es sensible al desen-
focamiento; al observar las respuestas de las MTF’s de la placa de fase ciibica
con abertura rectangular no presenta ceros en su pasa-banda y se dice que el
sistema 6ptico es capaz de extender la profundidad de campo. Por lo tanto,
los filtros que modifiquen la funcién de pupila que sean capaces de extender
el DOF deben presentar esta caracteristica en sus MTEF’s.

Segundo, a la imagen de los objetos codificados con la placa de fase se le
conoce como imagen intermedia la cual presenta una distorsion causada por
la placa de fase. Para obtener la imagen final es necesario un proceso digital,
es decir, una deconvolucién y para ello se requiere un filtro inverso.

3.2. Placa de fase cubica.

Dada la forma geométrica del sistema formador de imagenes se propone
un filtro de fase con la misma funcién ctbica pero con una abertura de forma
circular. Convenientemente se usard el mismo parametro para el control de
desviacién de fase, «, de tal manera que queda expresada de la siguiente

forma,

2 2 ika u3+v3
P..(u,v) = cz’rc( vy ) e ( pe ) (3.2)
Pec

donde P..(u,v) representa la funcién de pupila, las frecuencias espaciales son
u y v asociadas con las coordenadas espaciales x y y, a estd en términos de
la longitud de onda.

Una vez con el diseno del filtro, la segunda etapa es conocer el compor-
tamiento del sistema, es decir, conocer la funcién caracteristica que define al
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3.2Placa de fase cubica.

sistema formador de imagen. Para ello es necesario usar una fuente puntual,
sin embargo, en condiciones reales no podriamos generar este experimento
debido a que no existen las fuentes puntuales y solo se trata de una abstrac-
cién matematica 1til al modelar el proceso de formacién de imégenes.
Algunos autores han considerado que una solucién es usar una fuente cuasi-
puntual (QPS, por sus siglas en inglés). Estas fuentes cuasi-puntuales se
conocen como aberturas de forma circular de radio r, donde r es expresada
en términos de fracciones del radio del disco de Airy [28| 29].

Orlando et al., usaron la Funcion de Distribucion de Wigner, (FDW), para
determinar el radio del objeto que puede fungir como fuente cuasi-puntual.
Se considera una fuente cuasi-puntual bajo el siguiente criterio: La FDW de
la imagen detectada debe ser positiva dentro de su ancho de banda del sistema
optico [30].

Los resultados experimentales se obtuvieron usando un microscopio éptico
convencional de marca Olympus modelo BX51 trabajando por transmisién,
la iluminacion es de tipo Kohler con una fuente de luz blanca cuyo espectro
esta centrado en A = 550nm y un objetivo de microscopio con una abertura
numérica de NA = 0,1 y amplificaciéon de M = 4; Otra caracteristica del
sistema formador de imagen es su detector CCD, fue tomado en cuenta que
para los experimentos. Este detector es de marca Sony modelo XCL-5000
de tamano 3,53mmx3,53mm, se uso en un modo de operacién de 1024x1024
pixeles con un tamano de pixel de 3,45um, conviene mencionar que este
tamano del pixel es pequeno y esta caracteristica ayuda a tener considera-
blemente una mejor resolucién. Para estas caracteristicas se encontré que un
objeto que consiste de una abertura circular de diametro de 1um puede ser
considerada una fuente cuasi-puntual |30, [31].

En la figura se muestra un esquema de un arreglo optico para en-
contrar la respuesta en intensidad a la fuente cuasi-puntual para la funcién
de pupila dada por la ecuacion 3.2l La imagen de la IQPSF que se observa
es recortada en los extremos, quedando aumentada al doble para que sea
posible observarla desde esta perspectiva, ademas, conviene mencionar que
para todas las simulaciones que se presentan de aqui en adelante se toman
los parametros que aparecen en la referencia [30].
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3.2Placa de fase cubica.

y, Pinhole(QPS)
lluminacion A
uniforme

Sistema
optico
Plano

dela
Imagen

Figura 3.5: IQPSF usando placa de fase cibica en la pupila.

Por otro lado, usando el analisis en frecuencias se puede encontrar la OTF
asociada a la fuente-cuasipuntual(QOTF), si desenfocamos la QPS y encon-
tramos la QOTF asociada a esta fuente cuasi-puntual entonces se puede
predecir el comportamiento del sistema 6ptico. Al realizar una linea de ba-
rrido en el centro de la funcién de transferencia para las QPS’s desenfocadas
entonces se encuentra un conjunto de funciones de transferencia éptica en
dependencia del desenfoque como lo muestra la figura [3.6]

En la figura se observa el conjunto de MTFs desenfocadas normalizadas
al maximo valor de la MTF libre de aberraciones, este conjunto de funciones
estd evaluado en un rango de 0 a 2\ y con un o = 120, de la misma figura
se observa que ninguna de estas funciones de transferencia presenta ceros
en su pasa banda, y eso se traduce a tener una prolongada extensién de la
profundidad de campo.

Sin embargo, es preciso realizar un experimento numérico para observar
si el comportamiento de esta placa de fase corresponde al analisis de las
funciones de transferencia. Se propone un objeto de prueba y se colocan
sobre el eje 6ptico a distintos planos fuera de la profundidad de campo.

La figura 3.7 muestra el esquema del sistema formador de imagenes usando en
la pupila una funcion de fase ciibica, en el plano del objeto se coloco un objeto
de prueba a una distancia zg, a otra distancia zy + Az; se colocé el mismo
objeto pero rotado y finalmente, otro objeto fue colocado a una distancia
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3.2Placa de fase cubica.

Funciones de transferencia éptica

Magnitud normalizada

Figura 3.6: MTF’s asociadas a las QOTF’s desenfocadas, el grado de desenfoque es de 0 — 2\ y la Ref
es el sistema libre de aberraciones. Todas estdn normalizadas y se muestra solo una seccién que esta muy

cerca de la frecuencia de corte.

IIuminaci()n\;

Uniforme

Placa de fase Cubica

X ~
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optico

Plano
dela
imagen

Figura 3.7: Objetos a distintas posiciones, codificados usando placa de fase ctbica.
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3.2Placa de fase cubica.

20 + Az + Azy v con otra rotacién.

Tal como se ha planteado en el proceso de formacion de imagenes con el
método de la modificacion de la funcién de pupila para extender el campo,
es necesario realizar un proceso digital para la obtencion de la imagen final.
Se uso un filtro de Wiener para realizar la deconvoluciéon del objeto de una
imagen intermedia, este filtro se construyé usando las IQQ PSF'. Un estimado
del objeto se puede obtener de la transformada inversa de Fourier del espectro
de la siguiente expresion,

. _ OTF*(u,v)Gi(u,v)

OU,U = )
() | OTF(u,v) |? —l—%

donde OT F'(u,v) es el espectro de la IQPSF; G;(u,v) representa el espectro

de la imagen intermedia; JIZ"((Z;)))

tral del ruido en la imagen [32]. El simbolo [] indica complejo conjugado. Es

corresponde a la razon de la densidad espec-

importante conocer a priori el cociente del denominador de la senal a ruido.
En restauracion de imagenes cuando la razén de senal a ruido no es conocida,
este valor es heuristicamente ajustado para obtener una mejor calidad de la
imagen [32] 133] en este caso se uso 1x107°.

De la teoria de formacién de imagenes dada por la ecuacion 2.24, si GG; corres-
ponde a la imagen intermedia, entonces un estimado del espectro del objeto

corresponderia a la siguiente ecuacion,

. _ OTF*(u,v){OTF (u,v)O;(u, U)}

O(u,v)
| OTF(u,v) |? —l—%

(3.4)

Por lo que la imagen final es un estimado de la transformada de Fourier del
objeto dada por la expresion [3.41
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3.2Placa de fase cubica.

a) ' b)

Figura 3.8: Imédgenes intermedia y restaurada.

En la figura B.8la) se muestra la imagen intermedia de los tres objetos cap-
turada simultdneamente, se puede observar que presenta una distorsiéon y no
parece tener una mejor calidad, en la figura [3.8b), se observa la imagen res-
taurada mediante un proceso de deconvolucion para obtener la imagen final
y se observan algunas franjas que aparecen en la imagen final, se not6 que si
el valor de o se aumenta las franjas desaparecen, sin embargo, este problema
también podria ser ocasionado por el proceso numérico al usar la transfor-
mada de Fourier.

a) b)

Figura 3.9: Imagenes restaurada, se realiza un acercamiento de la parte central de ambas imagenes res-

taurada.

Por simple inspeccién visual, se observa que la imagen restaurada presenta
algunas replicas en el fondo y ademés la imagen del objeto presenta una
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3.3Placa de fase Modificada.

estructura muy similar a la de los objetos colocados en el eje. En la restau-
racién también se observa que la placa de fase introduce un desplazamiento
lateral en la posicién de los objetos, y para notar este efecto, se realiza un
acercamiento de la parte central de la imagen restaurada como se muestra
en la figura [3.9.

3.3. Placa de fase Modificada.

Con el fin de eliminar el desplazamiento lateral que introduce la placa de
fase cibica, como se mostro en el ejemplo de la figura[3.9, se propone una nue-
va placa de fase que se nombrara placa de fase modificada y la representamos
de la siguiente forma,

2 2 ika u373uu273u2v+v33
P.,(u,v) = circ il e ( pe ) (3.5)
! p

P.;(u,v) es la nueva funcién de pupila, la idea de considerar esta expresién
de fase es que corresponde al polinomio completo de (u + v)* con esto se
intento evitar el desplazamiento lateral que se aprecia cuando se usa la placa
de fase anterior y es por esto que los términos cruzados se colocaron con
signo negativo. De igual manera, como se mostré en la secciéon anterior se
utiliza el concepto de QPS para evaluar la respuesta del sistema déptico, en
la figura se observa el arreglo éptico para obtener la IQPSF.

Y como en el caso anterior se realiza el tratamiento en frecuencia para cono-
cer las QOTFs del sistema 6ptico cuando esta desenfocado.

En la figura[3.11] se observa el conjunto de MTF's desenfocadas normalizadas
al maximo valor de la MTF libre de aberraciones, este conjunto de funciones
esta evaluado en un rango de 0 a 2\, se observa de la figura B.11] que nin-
guna de estas funciones de transferencia tampoco presenta ceros en su pasa
banda. Se simula el sistema usando objetos de prueba como se muestra en la
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3.3Placa de fase Modificada.

Pinhole(QPS)

xo _~ Placa de fase modificada

IIuminacién\;

Uniforme

objeto Sistema
optico

Plano
dela
imagen

Figura 3.10: IQPSF usando placa de fase modificada con pupila circular.
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Figura 3.11: MTF’s asociadas a las QOTF’s desenfocadas, el grado de desenfoque es de 0 — 2\ y la Ref
es el sistema libre de aberraciones. Todas estdn normalizadas y se muestra solo una seccién que esta muy

cerca de la frecuencia de corte.
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3.3Placa de fase Modificada.

figura [3.12

IIuminaci%
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Placa de fase modificada

Plano
dela
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Figura 3.12: Objetos a distintas posiciones, codificados usando placa de fase Modificada.

Las iméagenes obtenidas con este sistema se muestran en la figura [3.13

a) b)

Figura 3.13: Imégenes intermedia y restaurada.

En BI3la) se muestra la imagen intermedia, en la figuraB.13lb) se observa la
imagen restaurada, el proceso de restauracién se realizé igualmente mediante

una convolucién utilizando el filtro de Wiener [32, [33].

En comparacion con los resultados obtenidos al evaluar la placa de fase ctibica
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3.3Placa de fase Modificada.

a) b)

Figura 3.14: Imagenes restaurada y zoom de la parte central de la imagen restaurada.

se observa que no presenta tantas replicas en el fondo, la imagen restaurada
presenta alto contraste y mejor resolucion, ademas sin desplazamiento en el
centro. En la figura B.1410) en comparacién con la figura B.9lb) se observa
que, al menos desde un andlisis visual, la placa de fase modificada tiene un
mejor desempeno.

Una placa de fase muy similar a la placa modificada fue presentada en
2002 por Prasad et al donde introdujeron por primera vez el término de in-
genieria de pupilas de fase, ellos propusieron un conjunto de placas de fase
expresadas en términos de polinomios de Zernike que aumentan la profundi-
dad de campo usando multi-parametros para el control en la desviacion de la
fase, cada polinomio tiene un control de fase y cada uno de ellos es calculado
usando métodos estadisticos y el 6ptimo es asignado para que la placa sea
capaz de inhibir el desenfoque [I5]; sin embargo, las diferencias importantes
con la placa de fase modificada es en el control de desviacion de fase solo
usa un parametro de control y no esta expresada en polinomios de Zernike.
Por otro lado, en 2011 Yuan y Preza propusieron una placa de fase similar
a la de Prasad pero ellos intentaban eliminar la aberracion esférica, también
utilizaron multi-parametro, ellos usan dos parametros para el control de la
fase y el cdlculo se realiza mediante procesos estadisticos también [21]. En
ambos casos, la placa de fase modificada presentada aqui es distinta a estas
dos placas de fase antes referidas.
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3.4Placa de fase usando superposicion de cuatro polinomios de
Zernike.

3.4. Placa de fase usando superposicién de

cuatro polinomios de Zernike.

Tal como se menciond en la seccién anterior, Prasad et. al propuso placas
de fase disenadas con la superposicion de 6 polinomios de Zernike y optimiza-
da con multi-pardametro para el control de la fase. La placa de fase modificada
también se puede expresar en polinomios de Zernike y se puede ver que es
una aberracion de trifoil de tercer orden; se probaron resultados donde no
habia diferencia, al menos visual, entre usar la placa modificada y la placa
de aberracién trifoil.

Se probo otra aberracion del mismo orden, la coma, y usando el mismo
ejercicio numérico se observo que también era capaz de extender la pro-
fundidad de campo, por lo tanto, se sugiere realizar la suma de estas dos
aberraciones para generar una nueva placa de fase. Es importante mencionar
que se propone estas funciones para modificar la funcién de pupila del siste-
ma Optico formador de imagenes con el fin de aumentar la profundidad de
campo. Se probé el sistema 6ptico formador de imagenes con otros objetos y
el resultado fue alentador.

La placa de fase que se propuso es la superposicion de 4 polinomios de Zer-
nike, Z;, Zs, Zo y Z10, los cuales corresponden a las aberraciones primarias
de coma y trifoil en ambas direcciones (z y y) [34], tal como se menciono:

Z7 = V/3(3p" — 2p) sin ¢, (3.6)
Zs = V/8(3p” — 2p) cos ¢, (3.7)
Zy = 3v/8p%sin 3¢, (3.8)
Z1o = 3v/8p> cos 3¢, (3.9)

donde ¢ = tan"!(v/u) y p = (u?+v?)/2, las frecuencias espaciales son u y v
en las direcciones x y y. Por lo tanto la expresion de fase es la suma de estos
cuatro términos y queda de la siguiente manera,

Ztot == Z7 -+ Zg + Zg + ZIO- (310)
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3.4Placa de fase usando superposicion de cuatro polinomios de
Zernike.

La ecuacién 310 es usada como factor de fase e introducida en la funcién de
pupila del sistema 6ptico como se expresa en la siguiente ecuacion,

2 .2\
sz(p7 ¢) = circ u elkaztot(P7¢))’ (311)
Pe

donde P,.(p,¢) es la funcién de pupila, a es el pardmetro de control de
desviacién de la fase y estd en términos de la longitud de onda como ya se
mencioné. En la figura se muestra la forma de la superficie de la placa de
fase dada por la ecuacién B.11l En [B.I5la, se observa un pico en el borde de
la pupila y cae abruptamente en el lado diametralmente contrario, teniendo
oscilaciones en la parte central. En B.IAlb se muestra un mapa de contornos
de la misma superficie.

0.5

S ‘ i
R P/Pc L 05 0 05 1
p/p.

Figura 3.15: Forma de la superficie de la placa de fase usando la ecuacién [3.10) a) grafica en 3-D. b) mapa

de contornos.

Es importante mencionar que la superficie que tiene la placa de fase es com-
plicada y dificil de construir en dado caso de quererla fabricar con algin
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3.4Placa de fase usando superposicion de cuatro polinomios de
Zernike.

material como el vidrio.

Ademas, se hace uso de un filtro apodizador de tipo Gaussiano con el fin de
incrementar la profundidad de campo, ver ecuacion B.121 En 1988 Ojeda et
al demostraron que el filtro Gaussiano suaviza la caida abrupta de la funcién
de fase en los bordes de la pupila [27],

py(p) = 10 exp [— <%)2] , (3.12)

con las ecuaciones [3.11] y [3.12] se construye una nueva funcién de fase,

Pysg(p, 0) = €7 2 0Ocire (p) py(p). (3.13)

la ecuacion B.I3les ahora la nueva funcién de pupila a la cual se evaluard usan-
do el concepto de la QPS como se hizo anteriormente.

Antes de probar el sistema 6ptico, es necesario fijar el valor del parametro
de control de la desviacién de la fase, a, se usa para ello la funcién conocida
como diferencias al cuadrado (d), como lo muestra la siguiente ecuacién,

n n

d(e) =Y ) rijla) = sil?, (3.14)

i=1 j=1

donde 7; j(«) es la intensidad en posicién (4, j) de la imagen restaurada dada
por «, y s; ; es el punto de muestra del objeto en la posicién equivalente.

De este modo, se prueba la diferencia al cuadrado entre la imagen restaurada
y el objeto (con todos los elementos en foco), para « en el rango de 0 — 100.
Se usa el valor minimo de la diferencia el cual corresponde a o = 77. La
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3.4Placa de fase usando superposicion de cuatro polinomios de
Zernike.

Diferencias al cuadrado
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Figura 3.16: Diferencia al Cuadrado para seleccionar el valor de a.

grafica en la figura [3.16] muestra el resultado.

Conviene mencionar que al proponer una nueva placa de fase, es necesario
evaluar el sistema Optico usando la abstraccién matemaética, fuente puntual,
y con la QPS, es por eso que en la figura B.I7 se muestran los resultados
numéricos de las respuestas a la fuente puntual (IPSF) y las respuestas a
la fuente cuasi-puntual (IQPSF). Ademds es importante mencionar que se

consideran los casos para la pupila sin apodizador, ecuacién B.I1] y con apo-
dizador, ecuacién B.13]

Por inspeccion visual de la figura B.I7, las figuras B.I7(a) y BI7(c) v las
figuras B.I7.(b) y B.I7.(d) son bastante similares debido al uso de la misma
funcién de pupila. En las figuras BI7(b) y BI7(d) se uso el filtro apodiza-
dor, se observa que la respuestas son mas limpias, es decir, que no presentan

replicas como en las figuras B.I7 (a) y BIT.(c).

Por otro lado, con el analisis en frecuencia también se puede conocer el
sistema cuando se desenfoca la QPS como se muestra en la figura [3.18|
En la figura [3.1§ se observan también las MTF’s desenfocadas y normaliza-
das a la unidad en ambas figuras, estan normalizadas a la frecuencia espacial
de corte.
Se presenta también el andlisis en frecuencia al usar el filtro apodizante en
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3.4Placa de fase usando superposicion de cuatro polinomios de
Zernike.
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Figura 3.17: Respuestas a la fuente puntual y fuente cuasi-puntual. En (a) y (b) las IPSF’s, en (c) y (d)
las IQPSF’s; (a) y (c) sin filtro apodizador, en (b) y (d) con filtro apodizador.

la pupila,

En la figura[3.19 se observan también las QOTF’s desenfocadas y normaliza-
das a la unidad en ambas figuras, estan normalizadas a la frecuencia espacial
de corte.

Al igual que en las dos secciones anteriores, se presenta una simulacion
numérica para conocer el desempeno de esta placa de fase. A continuacion se
muestra un diagrama general del arreglo del sistema 6ptico simulado, nétese
que también se observan algunas posiciones sobre el eje, donde se colocaran
los objetos.

De la figura 3.20] el desenfoque comenzara en las posiciones Az, Azy y Az
respectivamente, los objetos son estrellas de Siemens con 32 rayos colocados
fuera del eje éptico y dentro del campo, considerando los pardmetros del de-
tector como se expreso en la seccién 2,4. Se tomé en cuenta la profundidad de
campo del sistema sin placa de fase, 6z = F[\/2(NA)2M?], esto es 1,72um.
En la tabla [3.1] se muestran las posiciones donde se colocaron los objetos.
Con el fin de tener una referencia bésica, se obtiene una imagen sin el uso

de ninguna placa de fase; se realizaran las comparaciones con las imagenes
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3.4Placa de fase usando superposicion de cuatro polinomios de
Zernike.

Funciones de transferencia optica
0.3 TR b T e T T F T

Magnitud normalizada

0.05f-

Figura 3.18: MTF’s asociadas a las QOTF’s desenfocadas, el grado de desenfoque es de 0 — 2\ y la Ref
es el sistema libre de aberraciones. Todas estdn normalizadas y se muestra solo una seccién que esta muy

cerca de la frecuencia de corte.

Funciones de transferencia optica
0.3F T T T T T T T T =

Magnitud normalizada

Figura 3.19: MTF’s asociadas a las QOTF’s desenfocadas usando filtro apodizante en la pupila, el grado
de desenfoque es de 0 — 2)\ y la Ref es el sistema libre de aberraciones. Todas estan normalizadas y se

muestra solo una secciéon que esta muy cerca de la frecuencia de corte.
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3.4Placa de fase usando superposicion de cuatro polinomios de
Zernike.

f ~ H
Plano Sistema S

optico 4T
plano
Imagen

Objeto

Figura 3.20: Experimento numérico de cuatro objetos colocados fuera de eje y desenfocados.

Tabla 3.1: Posicién de los objetos en el sistema 6ptico.

Indice Objeto Posicién(pum)
z X y
1 plano del objeto 20 0 -215.4
2 20+Az 20+148 0 215.4
3 20+ Az +Azy 20+296 137 -51.7
4 20+FAZ1+Az+Azs  29+740 129.3 0

obtenidas usando una placa de fase.

La figura [3.21] muestra la imagen de los objetos sin ninguna mascara de
fase. Conviene mencionar que las imagenes de los objetos fueron obtenidos
6 capturados simultanéamente, y la degradacién esta dada por las diferentes
cantidades de desenfoque que tiene cada objeto. Es posible apreciar que en
la imagen de los objetos con mayor cantidad de desenfoque no se aprecia su
estructura.

En la figura[3.22] se muestran las imagenes intermedias, 3.22a y B.22.b.
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3.4Placa de fase usando superposicion de cuatro polinomios de
Zernike.

Figura 3.21: Imagen de los cuatro objetos capturados simultdneamente, con diferentes cantidades de

desenfoque y usando un sistema 6ptico sin placa de fase.

La fig B.22la corresponde a la imagen obtenida sin filtro apodizador; se ob-
serva un emborronamiento y pareceria que sera imposible de restaurar con
un post-procesamiento.

La figura B.22lb fue codificada con el filtro apodizador; estas dos imédgenes
presentan el mismo grado de desenfoque.

En B.22/c y B.22ld se muestran las imagenes restauradas de las figuras [3.22 a
y B22b respectivamente.

En las imagenes de [B.22lc y[3.22ld, los cuatro objetos son mostrados con
una gran calidad, sin embargo, en [3.22lc el fondo mas ruidoso comparado
con el que aparece en [3.221d, por lo tanto esta ultima es la mejor calidad de

imagen en nuestra simulacién.

En el caso de la placa cubica, las imagenes intermedias y restauradas son
presentadas en la figura 3.23l En [B.23la se muestra la imagen intermedia
usando solo la placa cubica en la pupila, en B.23lb se muestra la imagen
intermedia usando la placa cubica mas el filtro Gaussiano en la pupila.

Las figuras3.23l ¢ y[8.23ld corresponden a las imagenes restauradas de [3.23a
y B.23b, respectivamente.

En la parte central de los objetos, se encuentra el contenido de altas frecuen-
clas y se observa que no se reconstruyeron propiamente. En [3.23ld se ve
observa mas limpia, esto es debido a la presencia del filtro apodizador en la
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3.4Placa de fase usando superposicion de cuatro polinomios de
Zernike.

Figura 3.22: Imdgenes obtenidas con la placa propuesta. En (a) y (b) las imdgenes intermedias, en (a) sin

apodizador, y (b) usando apodizador; (c) y (d) son las imégenes restauradas de (a) y (b) respectivamente.
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Zernike.

fe e
A

Figura 3.23: Imédgenes obtenidas con una placa de fase cibica de pupila circular. En (a) y (b) las imdgenes

intermedias, en (a) sin apodizador, y (b) usando apodizador; (c) y (d) son las imdgenes restauradas de

(a) y (b) respectivamente.
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3.4Placa de fase usando superposicion de cuatro polinomios de
Zernike.

pupila. El proceso de restauracién ha permitido apreciar la estructura de los
objetos, aunque estos estén desenfocados.

o
® %

Figura 3.24: Comparacién de las imdgenes restauradas. En (a) la imagen restaurada usando un sistema
6ptico con una placa de fase cibica de pupila circular, (b) imagen restaurada usando la placa de fase

propuesta.

Finalmente en la figura [3.24] se muestran las mejores restauraciones de
la imagen usando la codificacién de la tipica placa de fase cibica y la mejor
imagen restaurada usando la codificacion con la placa de fase propuesta en
esta tesis. Esto es con el fin de hacer evidentes las ventajas de usar esta
propuesta en la pupila en comparacion con la placa de fase ctibica. Con esto
se termina la propuesta tedrica de la tesis, en el siguiente capitulo se verifica
experimentalmente estas propuestas.
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Capitulo 4

Trabajo experimental

En este capitulo se describe el trabajo experimental que se llevé a cabo
con el fin de probar los resultados tedricos que se han presentado en los
capitulos anteriores. Este trabajo se llevé a cabo en el laboratorio de super
resolucion del Instituto de Ciencias Foténicas (ICFO) en Barcelona Espana
bajo la responsabilidad del Dr. Pablo Loza-Alvarez.

Se utilizé6 un arreglo experimental empleando una técnica de microsco-
pia de fluorescencia la cual se caracteriza porque es apropiada para obtener
imagenes en 3D. Esta técnica de microscopia es conocida como Iluminacion
Selectiva de un Plano en Microscopia, (SPIM, por sus siglas en inglés). La
hoja de iluminacién excita la muestra y la fluorescencia de la muestra es
colectada por un objetivo de microscopio como se muestra en la figura (4.1
[35].

Sin embargo, un problema para cuando se obtienen imagenes en 3D es que
al desplazar la muestra biolégica para realizar el barrido puede provocarse un
dano al objeto. Una solucion inteligente y muy interesante para el barrido de
la muestra es mover el plano de iluminacién o cominmente conocido como
hoja de luz, pero solo las imagenes que estan dentro de la profundidad de
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4.1Técnica de hoja de Luz

campo estaran bien enfocadas. Este problema se volvié un reto y para resol-
verlo se emplearon algunos elementos de 6ptica adaptiva en el arreglo 6ptico
con el fin de introducir filtros de fase en la pupila y extender la profundidad
de campo.

4.1. Técnica de hoja de Luz

La Fluorescencia es un fenémeno de luminiscencia y probablemente la
técnica mas importante en el andlisis de muestras bioldgicas y medicina en
microscopia. Cuando una muestra biolégica es marcada con alguna sustancia
quimica por ejemplo con el fluorocromo, el tejido solo puede ser excitado con
una radiaciéon de una longitud de onda particular la muestra absorbe esta
energia para después emitir otra energia con otra longitud de onda mayor a
la que se utilizé para excitarla [36].

Las muestras bioldgicas que se emplearon estan marcadas para una longi-
tud de onda de absorcién de 488nm(azul) y la longitud de onda de emisién
524nm(verde).

Una manera mas simple de obtener una hoja de luz es la que se muestra en la
figura [4.1] se usa una lente cilindrica(cyl) que genera una hoja de luz dentro
de una cdmara de inmersion(ch), esta hoja ilumina la muestra y la fluores-
cencia de la muestra en el plano seleccionado es colectada por un objetivo de
microscopio(det obj) [35].

La luz que llega a la lente cilindrica(cyl)) tiene una longitud de onda de
488nm es con la que se ilumina a la muestra. La iluminacion selectiva dada
por la hoja de luz proporciona seccionamiento 6ptico en la muestra, y el gra-
do de esta capacidad depende del espesor de la hoja de luz (t), la hoja de la
luz mejora la resolucion axial de la SPIM si es mas delgada que la extensién
axial de la PSF de deteccién, es decir, si el espesor (t) de la hoja es mas
delgada que la psf del sistema 6ptico formador de imagenes.

El espesor minimo de la hoja de la luz es inversamente proporcional a la
N A de la lente de iluminacion. El ancho de esta delgada cintura, es decir, su

extensiéon a lo largo del eje de iluminaciéon es inversamente proporcional a su
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4.1Técnica de hoja de Luz

SPIM '
det obj

FON

Figura 4.1: Principio bésico del SPIM.

N A2, (ver figura [1.2).

-

Figura 4.2: Caracteristicas de la hoja de luz.

donde CL es la lente cilindrica, N Ay, = nsina; y es la abertura numérica
de iluminacién; t es el espesor de la hoja de luz; w es el ancho de la hoja de
luz. OL es el objetivo de deteccién con una abertura numérica de deteccién
N Ager = nsinayg; fou es el campo de vision y wd es la distancia de trabajo
del objetivo de microscopio [36].

A
fov = N (4.2)

Sin embargo, cuando uno considera que es deseable tener la extension de
la seccién 6ptica uniforme en todo el campo de visién (FOV), llega a ser
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4.1Técnica de hoja de Luz

claro que es necesario tener el ancho de la hoja de luz, (w), tan grande como
la deteccién la campo de vision, es decir que la hoja sea suficientemente
delgada y ancha para iluminar la muestra dentro del campo. Por lo que
el diseno 6ptimo del SPIM implica un compromiso entre el seccionamiento
6ptico y un gran campo de vision, la forma mas sencilla de equilibrar estos
dos parametros es cambiar la longitud focal de la lente cilindrica 6 el tamano
de su abertura debido a que al modificar el tamano, el espesor se hace mas
pequeno y el campo de visién también reduce [37].

El sistema 6ptico que se usé en laboratorio es un arreglo 6ptico-digital,
en este sistema hibrido el haz de excitacion se propaga a lo largo del eje z
y la hoja de luz se genera en el plano de la muestra xy como lo muestra la

figura 3l

Objetivo de
iluminacion

Barrido

con el laser
| ! Objetivo
de coleccién

Detector
CMOS

Figura 4.3: Arreglo 6ptico de LSFM.

El objetivo de exitacion tiene una abertura numérica de 0.3(NA = 0,3) y una
amplificacién de 10(M = 10); se excita con un laser de estado sélido marca
Cobolt que emite una longitud de onda de 488nm. La coleccién de la luz
emitida 6 fluorescente se realiza con un objetivo de microscopio de abertura
numérica de 0,5(NA = 0,5) y amplificacién de 20(M = 20), la longitud de
onda emitida es de 524nm. Es importante conocer las caracteristicas de la
hoja de luz que se utilizé y en la siguiente seccién se describe el modo de
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4.2Caracterizacion.

caracterizar este sistema.

4.2. Caracterizacion.

Para conocer las caracteristicas de la hoja de luz es necesario medir el
didmetro del haz del laser y el tamano de la hoja de luz con el fin de encontrar
el campo de vision y el espesor de la hoja de luz. Se realizé una medicién
en dependencia de la abertura numérica(NA) con el uso de un diafragma el
cual dejara pasar o no, todo el tamano del haz.

Conviene mencionar que las mediciones del tamano del haz y de la hoja
de luz se realizan de forma manual, es decir, el diafragma se va abriendo poco
a poco y cada vez que se abre se realiza una medicién de la cual se extrae
informacion leyendo la imagen capturada en la direcciéon x para el caso del
haz de iluminacion; para el caso de la hoja de luz, la lectura es en las direc-
ciones z,y tal y como se ejemplifica en la figura [4.4]

i) ii) iii)

Figura 4.4: Algunas mediciones de la abertura NA y del ancho de la hoja. En a) se muestra la medicién
de la NA con una linea de barrido en z. En b) el ancho del campo de visién, la linea de barrido en z es el

ancho del campo de visién y la linea de barrido en y es el espesor de la hoja de luz.
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4.2Caracterizacion.

De la figura f4la) corresponden solo a algunas mediciones para encontrar
el tamano de la abertura numérica (INA) realizando una linea de barrido
en la direccién z, en [Alb) se midié el ancho del campo de visién cuando
la linea de barrido es en la direccién x, y el espesor de la hoja cuando la
linea de barrido es en la direcciéon y. En total se capturaron 14 imégenes,
7 para la hoja de luz y 7 para el haz de luz de iluminacién, para cada una
se encontrd el ancho medio( FWHM por sus siglas en inglés). Esto con el fin
de encontrar una correspondencia con las ecuaciones (4.1 y 4.2l se realizé un
ajuste numérico obteniendo las figuras y

Caracterizacion del campo de visidn

0.5

o
.

=
w

Campo de vigidn (mm)

0.1 . . . .
1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5

Cigmetro fmmi

Figura 4.5: Campo de visién de la hoja de luz. La linea roja corresponde a los valores medidos experimen-

talmente y la linea azul al ajuste numérico.

En ambos casos, la linea roja corresponde a los valores medidos experimen-
talmente y la linea azul al ajuste numérico, por lo que se encontrd que el fov
es de un tamano de 2,29mm y el espesor de 4,95um.
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4.3Modificacion de la funcién de pupila con un espejo deformable.

Caracterizacion del ancho de la hoja

R o f=al

Ancho de la hoja (pm)

o

o . . . . . .
1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
Digmeatra { mmi
Figura 4.6: Espesor de la hoja de luz. La linea roja corresponde a los valores medidos experimentalmente

y la linea azul al ajuste numérico.

4.3. Modificacion de la funcién de pupila con

un espejo deformable.

Tal como se menciono al principio de este capitulo, se hizo uso de un par
de elementos de optica adaptiva para que con la habilidad de un espejo defor-
mable se pueda codificar la pupila. La pupila correspondiente al objetivo de
coleccién se conjugd con la superficie del espejo deformable. En el siguiente
esquema se observa el arreglo éptico donde se incluyen estos elementos.

La figura muestra un sensor de frente de onda(Sensor WF'), Shack-
Hartmann; un espejo deformable(DM). El sensor de frente de onda tiene
40232 micro-lentes de 4,5x3,6mm?; el espejo tiene 52 actuadores con un
pico-valle(PV) de £50um, ambos elementos son producidos por la indus-
tria Imagine Optics.

Para la evaluacion del sistema Optico formador de imagenes se colocaron
microesferas fluorescentes que juegan el papel de una fuente cuasi-puntual,
QPS [31]; cada microesfera tiene un tamano de 1um de didmetro. En el arre-
glo 6ptico de la figurad.71a luz que sale de la pupila del objetivo de coleccién
es llevada por un sistema telescopico por las lentes L1 y L2 a la superficie
del espejo deformable y del espejo deformable se lleva al detector (CMOS).
Sin embargo, aunque el sistema tiene la mejor alineacion posible, es necesario
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4.3Modificacion de la funcién de pupila con un espejo deformable.

Objetivo de
iluminacién

Barrido

con el laser i ' Objetivo

de coleccién

Sensor WF

L1 — | ]

N \\

N
\\ Detector
DM

M\ L3 / CMOS

Figura 4.7: Arreglo 6ptico del SPIM usando elementos de éptica adaptiva, para corregir las aberraciones

del sistema y codificar otros frentes de onda.

realizar un lazo cerrado para corregir las aberraciones que presente el sistema
optico y asegurar que la superficie del espejo sea lo mas plana posible, para
ello se uso el software casao, que viene con el sensor de frente de onda y el
espejo deformable. En la figurad.8 se muestra una medicion de la microesfera
antes de corregir el sistema [38] [39)].

Se puede observar de la figura 4.8 que en la parte superior izquierda aparecen
los parametros del de la medicién, por ejemplo el pico-valle, el valor RMS,
las inclinaciones, tilt, en las direcciones x, y. En la figura se muestra el
frente de onda corregido.

De la figura es importante mencionar que sobre este frente de onda y
sobre esta superficie corregida se codificaran las placas de fase que se estu-
diaron en el Capitulo 3.

Es posible codificar sobre la superficie del espejo deformable una funcién en
polinomios de Zernike 6 Legendre por ejemplo. El software que maneja el
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4.3Modificacion de la funcién de pupila con un espejo deformable.

7 3 Areetes ire Dem = &

™

fi'
e 1% i
e e '
s W x4 e
wgr K s
sy i e -:ug
e P B L2 (]
o B 2337 !...h. am
] L cood
CRim ] Fie
¥ i ] BT
TR reaci 1WNT e
fam—— T =r ] -l
i 1
S S
b 1.2
¥ st gee] A7TY
* oodn ] LW

Figura 4.8: Aspecto de la pantalla del software Shack-Hartmann de la medicién del frente de onda de una

microesfera sin corregir el sistema éptico.
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Figura 4.9: Frente de onda corregida después de un lazo cerrado.

espejo deformable se llama Hasao, se selecciona el tipo de polinomios que
uno se van a usar. En este caso, la codificacion sobre la superficie del espejo
es usando polinomios de Zernike, asi que se realizara la representacion ma-
tematica en las siguientes secciones.

El parametro de control de la desviaciéon de fase experimental, «, esta en
términos de la longitud de onda, sin embargo, para encontrar el valor experi-
mental que se usé en la desviacién de fase proponemos la siguiente expresion,

Alegp = 705- (43)
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4.3Modificacion de la funcién de pupila con un espejo deformable.

Donde ;) es el pardmetro de control experimental y a es el pico valle
para 10pum y 20pum por lo que ezp ~ 120 ¥ ey ~ 240 respectivamente.
Estos valores son los que se utilizaron en las tres placas de fase y fueron
seleccionados para evitar que los actuadores del espejo deformable se forzaran
y se danaran.

4.3.1. Modificacién de la pupila usando una placa de

fase cubica

Para codificar este filtro de fase dado por la ecuacién 4.4l es necesario ex-
presarla en polinomios de Zernike, obviamente en coordenadas polares f(p, )

flz,y) =« (x3 + yg) (4.4)

donde x = pcosf y y = psinf, por lo que la ecuacién anterior se expresa

como sigue,

f(p,0) = a (pcosh)® + (psind)® (4.5)

reescribiendo la ecuacion
f(p,0) = ap’cos®d + ap’sin®0 (4.6)

usando las siguiente identidades trigonométricas,

(3cost + cos36)
4

cos’h =

(3sinf — sin30)
4

sin’f =
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4.3Modificacion de la funcién de pupila con un espejo deformable.

se puede reescribir en la ecuacién .6 usando las ecuaciones .7y 1.8 quedando
como sigue,

3 1 3 1
f(p,0) = aZp?’COSQ+a1p3cos39+a1p3sin9—azp?’sin%-l-%p cos 9-!—%,082'719.

(4.9)

Si dejamos de lado al pardmetro « y se observan detenidamente estos térmi-
nos, se puede ver que los términos 2 y 4 corresponde a la aberracién de trifoil;
los términos 1 y 3 corresponden a una combinacién de las aberraciones de
coma primaria y los términos 5 y 6 corresponde al tilt.

a)

Figura 4.10: IQPSF’s usando placa de fase cibica con dos valores de a. En a) Una IQPSF con oo = 10um.
En b) una IQPSF con o = 20um.

La figura muestra las respuestas en intensidad de una microesfera que
fue colocada en el centro del campo de vision, en [£.10la) se muestra la [QPSF
para un pico valle de 10pum y en [ALI0Lb) la respuesta para cuando se uso un
pico valle de 20pm. El tamano de la respuesta es en dependencia de a.
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4.3Modificacion de la funcién de pupila con un espejo deformable.

4.3.2. Modificacién de la pupila usando una placa de
fase cubica generalizada
La expresion de la ecuacion representa la placa de fase cubica gene-

ralizada propuesta por Preza et al. [21], y también es necesario representarla
en polinomios de Zernike.

flz,y) =« (x3 + yg) + 0 (xzy + xyz) , (4.10)

es por eso que se sustituye x y y en coordenadas polares como se realiz6 en
la seccion anterior resultando lo siguiente,

f(p,0) = ap’cos®d + ap’sin’d + Bp*cos*Opsing + Bpcoslpsin®  (4.11)

conocemos la relacion del primer termino de la ecuacién [4.10] asi que solo se
usa el segundo término de la ecuacion

I6] ($2y + xyz) = Bp*cos®Opsind + Bpcosp?®sin?6 (4.12)
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4.3Modificacion de la funcién de pupila con un espejo deformable.

se desarrola la ecuacion con identidades trigonométricas y resulta la si-

guiente expresion,

= Bp®cos®Hpsin + BpcosOp® sin® O
= Bp*sinfcos’ O + Bp* cosfsin® O

= gpg sinf + gp?’ cosf + gp?’ sin 6 (1 — 25sin? 9) — gp?’ cosf (2 cos® ) — 1)

= Bp*sinb + Bp’cos — Bp3sin® @ — Bp? cos® §

— ﬁp3sin9+ﬁp3COse_6p3(381n94—sm39) _5p3(300591c033«9)

(4.13)
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4.3Modificacion de la funcién de pupila con un espejo deformable.

si se usa la condicién de § = —3a que Preza et al. proponen, la ecuacién [4.13]
queda como sigue,

= BpPsind + Bp®cosd — B (3sind 4— sin3¢) Py (3cosf I cos 36)

9 3 9 3
= —3ap’sinf — 3ap® cosd + Zong sinf — Zozp3 sin 30 + Zozp?’ cosf + Zong cos 30

3 3 3 3
= —Zap3 sinf — Zapg cosf — Zap?’ sin 360 + Za,o3 cos 36

(4.14)

se suman todos los términos para encontrar una expresion reducida

3 3 1 1
= ang sin 0 + aipg cos 6 + azp?’ cos 360 — azp?’ sin 36

3 3 3 3
= —ozzp?’ sin f — ozzp?’ cosf + ozng cos 30 — ozng sin 360

(4.15)

o6



4.3Modificacion de la funcién de pupila con un espejo deformable.

finalmente se puede expresar la ecuacién [£.10 en polinomios de Zernike como
sigue,

o (@ +7) = 30 ey + ay?) = ap’ cos30 — ap’sin30  (4.16)

La ecuacion [4.10 solo se expresa como la suma de 2 polinomios de Zernike
que corresponden a las aberraciones de trifoil. Finalmente esta es la expresién
que se usa para configurar el espejo deformable.

a) b)

Figura 4.11: IQPSF’s usando placa de fase cibica generalizada con dos pardmetros de . En a) Una IQPSF

con o = 10pum. En b) una IQPSF con a = 20um.

De la misma manera que en la seccién anterior, la figura .11 representa la
IQPSF con un PV de 10um y 20pum respectivamente.

4.3.3. Modificacién de la pupila usando una placa de
fase de la superposicién de cuatro polinomios de

Zernike

La placa de fase de la superposicién de los 4 polinomios de Zernike [40]
es la que se describio en el Capitulo 3 particuarmente en la ecuacion 3.8,
estd ecuacion es la que se codifico en el espejo deformable. La siguiente figura
muestra sus respuestas en intensidad.
En se muestran las respuestas a una fuente cuasi-puntual con un PV de
10um y 20pm respectivamente. Es interesante mencionar que no se codificé el
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4.4Respuestas en intensidad a la fuente cuasi-puntual en 3D

b)

Figura 4.12: IQPSF’s usando placa de fase de la superposicién de 4 polinomios de Zernike con dos pardme-

tros de . En a) Una IQPSF con o = 10um. En b) una IQPSF con a = 20um.

filtro apodizante, ni tampoco se fabricd para usarlo en el experimento debido
a que la estancia que se hizo para realizar el experimento fue muy corta.

4.4. Respuestas en intensidad a la fuente cuasi-

puntual en 3D

Una manera interesante de saber la extension del campo es la técnica que
introdujé Ojeda et al. [41], usando herramientas mateméticas de espacio-fase
y en coordenadas polares, donde se muestra un mapa de contornos que esta en
funcion de la OTF y el coeficiente de aberracién de desenfoque,Wsq; en este
diagrama se muestran todas las OTF’s desenfocadas y es posible conocer si
el sistema Optico es adecuado para extender el campo.

Sin embargo, otra manera de observar la profundidad de campo es en
coordenadas rectangulares,se calcula y se observa directamente las respues-
tas a la QPS en 3D, por ejemplo, para este sistema formador de imagenes se
obtiene una respuesta en intensidad para un objeto que esta en foco, después
se va se va desenfocando y se captura otra imagen, un esquema para explicar
este experimento es el que se muestra en la figura [L.13]

o8



4.4Respuestas en intensidad a la fuente cuasi-puntual en 3D

a)

| 6z, 6z, 0z, -6z, z;

| D !
Plano Plano
objeto imagen

b)

Plano del
objeto =

Figura 4.13: Esquema del experimento para encontrar las IQPSF’s en 3D. En a) se muestra un esquema
en 1D de las posiciones en las que se a ir moviendo el objeto y en b) un ejemplo de las imégenes que se

van obteniendo y se van apilando para formar una imagen en 3D.

Entonces, primero se configura el espejo deformable ya sea usando la co-
dificacién para un espejo plano 6 codificando alguna placa de fase; en la
figura [4.13la) se muestra el esquema de las posiciones donde se coloca el ob-
jeto(microesfera), la primera es cuando el sistema estd conjugado, después se
mueve el objeto digamos una distancia de 6z, que experimentalmente corres-
ponde a un incremento de 2u y se captura como lo ejemplificaria el esquema
de la figura @I3lb), después se vuelve a mover el objeto con el incremento
de 2um y se vuelve a capturar. Se caracterizé el sistema con una microesfera
para una profundidad de campo de 200um capturando 100 imagenes.

En la figura[fI4la) se muestran las IQPSF’s usando cada una de las con-
figuraciones antes mencionadas y en [.I4lb) las IQPSF’s en 3D[39).
Las respuestas en intensidad para las dos « se muestra en la figura
Este conjunto de iméagenes en 3D, son indispensables para llevar a cabo el
proceso de restauraciéon digital. Olarte et al. demostraron que si la curvatura
que se encuentra en el mapa de contornos de la IQPSF en 3D es plana, la
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4.4Respuestas en intensidad a la fuente cuasi-puntual en 3D

Figura 4.14: IQPSF’s en 3D, la barra de escala es de 50um. En (a,i) se muestra la IQPSF libre de
aberraciones, en (b,i) se muestra la correspondiente IQPSF en 3D; en (a,ii) la IQPSF usando la placa
de fase cubica, en (b,ii) la correspondiente IQPSF en 3D; en (a,iii) la IQPSF usando la placa de fase
ctibica generalizada, en (b,iii) la correspondiente IQPSF en 3D;en (a,iv) la IQPSF usando la placa de fase

propuesta en esta tesis, en (b,iv) la correspondiente IQPSF en 3D;.

profundidad de campo aumenta [42]. Se observa que la placa propuesta en el
objetivo de esta tesis presenta mejor desempeno. Una vez obtenida esta ca-
racterizacién, el siguiente paso es observar objetos en profundidad y verificar
la informacion que se les pueda extraer a las IQPSFs en 3D.
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4.5Codificacién de muestras bioldgicas

Figura 4.15: IQPSF’s en 3D, en (a,i) muestra el mapa de contornos en para cuando se usa la placa de fase
ctbica con un a = 10um, en (a,ii) el mapa de contornos cuando se usa la placa de fase cibica para un
a = 20pum; (b,i) muestra el mapa de contornos en para cuando se usa la placa de fase cibica generalizada
con un a = 10pm, en (b,ii) el mapa de contornos cuando se usa la placa de fase ctbica generalizada para
un a = 20pum; (c,i) muestra el mapa de contornos en para cuando se usa la placa de fase propuesta con un

a = 10um, en (c,ii) el mapa de contornos cuando se usa la placa de fase propuesta para un a = 20um; .

4.5. Codificaciéon de muestras biolégicas

Tal como se ha explicado antes, la técnica de barrido digital de hoja de

luz se vuelve un instrumento altamente poderoso en el estudio de muestras
biol6gicas en profundidad. A continuacién se presenta un conjunto de image-
nes restauradas de los objetos que se usaron.
En [I6a) se utilizé6 un gusano C. Elegans codificado con un «
en MATI6Lb) se utilizo un C. Elegans codificado con un PV de a = 20um,
en [LI6lc) se utilizo una larva de mosca Drossophila con un o = 10pm, en
M.16ld) se utilizo un embrién de mosca Drossophila con un o = 10um.

= 10um,
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4.5Codificacién de muestras bioldgicas

i) ii) iti) iv)

Figura 4.16: Restauracién de muestras bioldgicas. a) y b) Faringe de C. Elegans. c) Larva de mosca
y d) Embrién de mosca. Las codificaciones son: i) Cubica pupila circular, ii)Cidbica generalizada, iii)

Superposicién de cuatro polinomios de Zernike y iv) sistema libre de aberraciones.

Cada una de estas muestras biolégicas se codificaron usando las placas de
fase que extienden la profundidad de campo. Las codificaciones corresponden
de la siguiente manera: H.I6li) codificacion en la pupila usando la placa de
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4.5Codificacién de muestras bioldgicas

fase cibica, [LI0ii)codificacién de la pupila usando placa de fase cibica ge-
neralizada, ET0liii) codificacién de la pupila usando placa de fase propuesta
y HET0liv) sistema libre de aberraciones [39, B8]. Podemos hacer ajustes de
niveles de gris o simplemente hacer un tratamiento en el contraste para evitar
las replicas que puedan aparecen en la restauracién, aunque esta no es una
solucion viable; en el Capitulo 3 presentamos una solucién al introducir un
filtro apodizante en la funcién de pupila.

Se mostrd que la técnica de hoja de luz combinada con la técnica de modifica-
cién de la funcién de pupila, donde se incluyen filtros de fase que extienden
la profundidad de campo, hace que el sistema sea adecuado para analizar
muestras biolégicas vivas sin danarlas. Aqui termina el trabajo experimental
y se demostré previamente de manera tedrico-numérico que la placa de fase
propuesta cumple con la extension de profundidad de campo. Esta placa de
fase es aplicable usando algunos elementos de Optica adaptiva y es viable
para el estudio de muestras bioldgicas.
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Capitulo 5

Conclusiones

En este capitulo se presentan las conclusiones del trabajo de tesis. Se
realizo un estudio tedrico-numérico y experimental de la técnica de la modi-
ficacién de la funcion de pupila, usando diferentes filtros de fase que extienden
la profundidad de campo.

s Al evaluar numéricamente al filtro de fase cibica usando objetos en
profundidad, se detecté un desplazamiento lateral en las imégenes res-
tauradas, lo cual representa una deficiencia de esta codificacion.

= Se propuso una placa de fase cubica que se le denominé placa modifi-
cada. Al evaluar su desempeno se observo que dio mejor resultado que
la placa de fase cubica anterior. No obstante, al revisar la literatura
se encontraron los reportes de un par de filtros similares a la placa
modificada. Sin embargo, la placa aqui propuesta tiene la ventaja de
que introduce un solo parametro de control, mientras que los otros dos
introducen dos parametros de control.

= Se propuso una nueva placa de fase usando la superposicién de cuatro
polinomios de Zernike y con un solo pardmetro en el control de la des-
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viacion de la fase. Se evalud su desempeno, tomando en cuenta objetos
en profundidad y fuera del eje. Al observar las imagenes restauradas
se encontraron elementos no deseados en el fondo de las mismas y esto
se pudo resolver mediante la introduccién de un filtro apodizador de
perfil Gaussiano.

= Experimentalmente se probaron tres filtros de fase, dos de los aqui pro-
puestos y uno tomado de la literatura. Teniendo como resultado la me-
jor eficiencia con uno de los aqui propuestos(superposicién de cuatro
polinomios de Zernike).

= Se aplicaron las técnicas de extensién de profundidad de campo en la
observacion de muestras biolégicas, concretamente la mosca Drossop-
hila y al gusano C. FElegans reiterando la efectividad de uno de los
filtros aqui propuestos.

Trabajo futuro El trabajo de tesis finaliz6 con la demostracion experimen-
tal con los filtros aqui propuestos. Sin embargo, otras tareas que pueden
derivarse del trabajo aqui presentado son:

a) Verificar la calidad de las imagenes cuando se introduce un filtro apodiza-
dor, como el Gaussiano mencionado en la tesis.

b) El diseno de otros filtros de fase para compensar otras aberraciones pre-
sentes en los sistemas formadores de imagenes.
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