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RESUMEN

TITULO: RECONSTRUCCION TRIDIMENSIONAL POR MICROSCOPIA DE CONTRASTE
DIFERENCIAL CON POLARIZACION CIRCULAR"

AUTOR: CHACON AVILA, Carlos Alberto.>

PALABRAS CLAVES: Microscopia C-DIC, Phase shifting, Integracién de fase en espiral, prisma

Wollaston.
RESUMEN:

Este trabajo estd encaminado a analizar un procedimiento para extraer la informacion
tridimensional de una muestra observada a través del microscopio a partir del procesamiento de
imagenes obtenidas con microscopia de interferencia de contraste diferencial con polarizacion
circular, técnica conocida como C-DIC y del andlisis de los principios 6pticos de la técnica. Una
imagen C-DIC contiene informacién de intensidad y gradientes de fase asociados a la muestra,
este efecto es debido en primer lugar a la division del frente de onda por un prisma Wollaston en
dos frentes plano-polarizados con corrimiento lateral constante muy pequefio en todo el espacio y
en segundo lugar al desfase introducido tanto por el prisma como por la muestra. Como se resalta,
el fendmeno de interferencia conduce a variaciones no lineales de la intensidad asociadas a los
gradientes de fase en la direccion del corrimiento lateral. La contribucién hecha por el fendmeno de
polarizacion circular hace que la distribucion de intensidad no presente dependencia con la
rotacion del prisma Wollaston como ocurriria en la clasica microscopia DIC, permitiendo que el
prisma pueda ser rotado sin introducir variaciones en la intensidad de la imagen. Siguiendo este
modelo y en funcion del proceso de calibracion obtenido con una muestra patron se busca
recuperar la informacién tridimensional de una muestra homogénea obteniendo la fase a partir de
imagenes C-DIC con corrimiento lateral perpendicular, para esto se hace uso de herramientas
como phase shifting e integracién de fase en espiral. Los resultados son comparados con la
informacion de topografia obtenida por microscopia de fuerza atémica, finalmente se presentan las
ventajas y desventajas del uso de esta técnica.

! Proyecto de Grado
2 Facultad de Ciencias. Escuela de Fisica. Director: PhD. Arturo Plata Gomez.
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ABSTRACT

TITLE: THREE DIMENSIONAL RECONSTRUCTION USING CIRCULAR-DIFFERENTIAL
INTERFERENCE CONTRAST MICROSCOPY.?

AUTHOR: CHACON AVILA, Carlos Alberto.*

KEY WORDS: Circular polarized light — Differential interference contrast, Phase shifting Spiral

phase integration, Wollaston prism.
ABSTRACT:

This work is aimed to examine a process for extracting three-dimensional information, from a
sample observed through the microscope. The images obtained by differential interference
contrast microscopy with circular polarization, technique known as C-DIC, were processed and
analyzed using optical principles. A C-DIC image contains intensity and phase gradients information
associated to the sample. This effect is due firstly, to the wavefront division using a Wollaston prism
into two plane-polarized fronts, which are separated by a very small distance; and secondly, to the
dephasing introduced by the prism and the sample. It is shown that the interference phenomenon
leads to non-linear variations of the intensity associated to the phase gradients in the wavefront’s
separation direction. The contribution made by the circular polarization phenomenon, causes that
the intensity distribution presents no dependence on the Wollaston prism rotation, as it would occur
in the classical DIC microscopy, allowing the prism to be rotated without introducing variations in the
image intensity. Following this model and calibration function obtained with a standard sample, it’s
possible to retrieve the three-dimensional information from a homogeneous sample, getting the
phase from two C-DIC images with a perpendicular lateral separation. To achieve this, tools like
Phase shifting and Phase spiral integration are used. The results are compared to the topography
information acquired by Atomic Force Microscopy. At the end, advantages and disadvantages of
using this technique are presented.

* Degree Project.
* Faculty of Sciences. School of Physics. Director: PhD. Arturo Plata Gémez.
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INTRODUCCION

Las técnicas de recuperacion de topografia adquieren gran importancia en el
analisis, seguimiento y control en aplicaciones de materiales ya que permiten
establecer parametros asociados al estado de superficie, tamafio de grano y
homogeneidad entre otros. Los métodos empleados actualmente son diversos, sin
embargo uno de ellos no puede por si solo resolver las diferentes dificultades que
se presentan ya sean debidas al tipo de material o a la escala en que deba

observarse la muestra.

Actualmente en la UIS se ha venido trabajando con técnicas de recuperacion de
topografia a escala micrométrica con la ayuda de microscopios Opticos [21],
basandose en establecer el grado de focalizacién de la imagen (Figura 1) o en
determinar variaciones de fase directamente de un patron interferométrico
generado por el objeto. Sin embargo se siguen buscando herramientas que
permitan ampliar la capacidad de cada técnica, asi por ejemplo las limitaciones
mas comunes encontradas en los algoritmos basados en la posiciéon de mejor foco
estan asociados a los limites generados por la profundidad de campo del objetivo
empleado, a la no homogeneidad en la iluminacion (Figura 2) a las aberraciones
del sistema Optico y al ruido introducido por la cdmara; mientras que en los
interferométricos las dificultades pueden estar asociadas con el tipo de muestra ya
gue esta debe ser altamente reflectiva, a los cambios bruscos en la topografia que
conducen a errores en la recuperacion de la fase. Los trabajos realizados con las
técnicas de microscopia de contraste de fase [4, 8, 9] sugieren la posibilidad de
emplearla como herramienta para recuperar variaciones de fase ya sean

originadas por la topografia, por cambios en el indice de refraccién del material o
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la combinacion de estos dos parametros, sin embargo este trabajo esta dirigido a
buscar solucién al primero de estos retos, es decir a recuperar variaciones de fase

originadas por la topografia.

Figura 1: Reconstruccién topografica de un objeto mediante grado de focalizacién
de la muestra por algoritmo de varianza. Fuente: autor.

Figura 2: Reconstruccién de micro-esferas mediante grado de focalizaciéon, aqui
se observan defectos introducidos por la iluminacion no homogénea de la muestra,
A) imagen campo brillante, B) mapa de fase, C) visualizacion de la topografia.
Fuente: autor.
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Las imagenes obtenidas con microscopia DIC son comunmente conocidas porque
presentan un efecto de sombra que acentla o realza caracteristicas de la muestra
asociadas a las variaciones en topografia 0 a los cambios en el indice de
refraccion del medio, produciendo la sensacion de tridimensionalidad en la imagen
(Figura 3). Desde hace varios afios se busca emplear esta sensacion de
tridimensionalidad de la imagen para recuperar ya sean caracteristicas opticas del
material o informacién de la topografia analizando el fendbmeno Optico que la

produce [19].

Figura 3: Imagen C-DIC tomada con objetivo 100x del patron de calibracion con
dimensiones de 5x5 umy 200 nm de profundidad. Fuente: autor.

La principal motivacién de este trabajo es debida a la capacidad de la técnica para
observar pequefios cambios en la topografia cercanos a la longitud de onda (figura
3) y por otra parte a que permite analizar distintos tipos de muestra ya sea que
posean o no alta reflexion, formulando asi una alternativa y solucion a los
problemas encontrados en otros métodos actualmente utilizados; De esta forma la
metodologia del trabajo esta encaminado en la primera parte a describir las
caracteristicas del sistema 6ptico del microscopio utilizado para obtener imagenes
C-DIC, en la segunda parte a estudiar el proceso de formacién de las imagenes C-

DIC, en la tercera parte a comprobar mediante la simulacién una aproximacién del

17



principio 6ptico, en la cuarta parte se describe el proceso de calibracién del
sistema optico y se especifica el tipo de muestra que se emplea para la posterior
reconstruccion, en la quinta parte se muestra el método empleado para desarrollar
este trabajo basado en el principio Optico descrito en los capitulos anteriores, se
muestran los resultados obtenidos y finalmente se realiza la discusion de

resultados presentando las conclusiones y observaciones.
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1. CARACTERISTICAS DEL
MICROSCOPIO

La microscopia C-DIC es una forma de microscopia de contraste de fase también
conocida como microscopia Nomarski, desarrollada hace mas de 50 afios
(Nomarski y Weill 1955). Es un tipo de microscopia interferométrica donde la
interferencia es obtenida mediante la separacion de la luz en dos componentes
desplazadas lateralmente (shear) una distancia del orden de la longitud de onda
usada y una fase adicional (shift) puede ser introducida en uno de los dos haces,
tanto el desplazamiento como la fase adicional son producidos por un prisma de
material birrefringente; en microscopia de transmisién las dos componentes, una
vez pasan a través de la muestra, son recombinadas mediante un segundo prisma
invirtiendo el proceso; en microcopia de reflexion, una vez la luz incide sobre la
muestra, es reflejada y a su regreso pasa nuevamente por el mismo prisma
invirtiendo el proceso (Figura 4), en cualquiera de los casos al recombinar las dos
componentes, las diferencias de fase producidas por el camino Optico y
propiedades opticas del material producen una modulacion de la amplitud de la

onda de salida y por consiguiente de la intensidad de la imagen.
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camara

polarizador
Analizador

fuente qlimador prisma Wollaston

objetivo

Figura 4: diagrama 6ptico de C-DIC. Fuente: autor.

Para el desarrollo de este trabajo fue empleado un microscopio de reflexion para
materiales Axio Imager.Z1lm de la empresa Carl Zeiss con iluminaciéon Kohler,
Optica al infinito libre de esfuerzos, correccion cromética y disefiada para

aplicaciones en microscopia de contraste de fase C-DIC.

1.1. SISTEMA OPTICO

El microscopio Axio Imager.Z1lm cuenta con objetivos tipo Epiplan-Neofluar con
aumentos de 10X-20X-50X-100X, modulos de campo claro, C-DIC (circular-
diferencial interferometer contrast) y TIC (total interferometer contrast). Las
caracteristicas de los objetivos son mostradas en la tabla 1 para cada

magnificacion.
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Tabla 1: calculo de la resolucidn lateral y axial para objetivos de 5x, 20x, 50x,
100x. Fuente: autor.

OBJETIVO 5X 20X 50X 100X
NomeRica O % 8 o
RE%LEL;&SN 2,34 um 0,61 um 0,38 um 0,33 um
RESE)I(_I%Z_ION 20,58 um 2 um 0,78 um 0,61 um

Las resoluciones lateral y axial fueron calculadas utilizando las siguientes

expresiones:

Para resolucion lateral [1]:

R :K—/1 con NA,, +NA, =2NA (para maxima resolucion) (1.1)

2 NA iluminacion

Y resolucion axial dada por:

nA

Donde R representa la resolucién, NA la apertura numérica, los pardmetros

asignados para longitud de onda e indice de refraccibn en las ecuaciones

anteriores son:
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A=05um n=1(aire) K=1.22 aproximacionRayleigh (1.3)

1.2. SISTEMA MECANICO

Las caracteristicas mecanicas mas importantes radican en los desplazamientos
que el microscopio Carl Zeiss puede realizar para hacer un barrido sobre la
muestra (Figura 5), gracias a que cuenta con una platina con actuadores
piezoeléctricos tanto a lo largo del eje Optico (direccion Z) como en los ejes
transversales (direcciones X-Y). El maximo desplazamiento X-Y de la platina es de
85mm y 130mm respectivamente, con paso de 200 nm y desplazamiento en Z de

120 mm a pasos de 10 nm.
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Figura 5: sistema AxiolmagerZ1 de Carl Zeiss. Fuente: autor

23



2. MICROSCOPIA C-DIC

2.1. BIRREFRINGENCIA

El principio basico de la microscopia de contraste de fase y por consiguiente de la
microscopia DIC y C-DIC es un prisma hecho de un material birrefringente, de alli
radica la importancia de establecer cual es el comportamiento de la luz al incidir

sobre un material de este tipo.

En algunos cristales el medio de propagacion tiene propiedades Opticas
isotropicas lo que significa que el indice de refraccion no depende de la direccion
de propagacion de la luz en el medio, por lo tanto, cuando la luz se propaga a
través de ellos lo hace a igual velocidad en todas las direcciones, sin embargo en
otros cristales las propiedades fisicas del material que lo componen varian con la

direccion y estos se denominan anisotropicos.

En dptica cristalina se utiliza una superficie de referencia llamada indicatriz éptica
gue ayuda a visualizar geométricamente la variaciones del indice de refraccion en
un material transparente, asi por ejemplo si la indicatriz Gptica para un material
isotrépico (Figura 6A) es una esfera, indica que en todas las direcciones el indice
de refraccion es el mismo, mientras que un medio birrefringente esta representado
por un elipsoide tridimensional que definen dos o tres indices de difraccion
diferentes (Figura 6B y 6C).
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Figura 6: indicatriz Optica de: A) un cristal isotrépico. B) un cristal anisotrépico
uniaxial y C) cristal anisotropico biaxial. Fuente: autor.

Los cristales anisotropicos tienen distintos ejes cristalogréaficos y tienen un indice
de refraccion que varia con la direccion de propagacion de la luz en el material,
cuando la luz incide por el eje Optico de este tipo de cristales actia de manera
similar a cuando pasa por un cristal isotropico, moviéndose a través de €l con una
sola velocidad; cuando la luz incide en cualquier otra direccién, es refractada en
dos ondas cada una polarizada con direcciones de vibracion del campo eléctrico
formando un angulo recto y ademas viajando con diferente velocidad, este

fendmeno se conoce como doble refraccion o birrefringencia.

En la clasificacion optica de cristales podemos establecer dos tipos diferentes
segun sea la relacion entre los indices de refraccion esto es, cristales uniaxicos y
biaxicos [2]. En los cristales uniaxicos los atomos que forman el cristal estan
distribuidos simétricamente en una sola direccion, por este motivo solo se tiene
una direccion a lo largo de la cual no se produce birrefringencia [2], por lo tanto la
luz que incide sobre el cristal en direccion distinta al eje Optico producira dos
ondas, una onda esférica (conocida como onda ordinaria ) que se caracteriza por
su campo eléctrico normal al eje 6ptico y su propagacion en todas direcciones con
la misma velocidad llamada aqui Vi y otra onda elipsoidal donde el campo

eléctrico puede ir desde perpendicular hasta paralelo respecto al eje 6ptico
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dependiendo de la direccion de propagacion (llamada onda extraordinaria), esta
onda tiene la misma velocidad que la onda ordinaria V1 solo en la direccion del eje
Optico y tiene una velocidad V| en la direccion perpendicular a este; estas dos
velocidades definen los dos indices principales de refraccién que identifican a este
tipo de cristal n, = C/V1 y ne=C/V|. Si la velocidad de Vi es mayor que V| el
cristal es llamado unidxico positivo (Figura 7A), por el contrario cuando la
velocidad V| es mayor que V1 el cristal es llamado uniaxico negativo (Figura 7B).
Los cristales biaxicos poseen dos ejes Opticos en los cuales la velocidad de
propagacion es la misma presentandose en las demas direcciones birrefringencia
(Figura 6C).

t +V|l
Vi —>

e — d °
Vi) v .
y y
b [}
° S — ® (]

A V sy

Figura 7: frente de onda en un cristal uniaxico A) positivo B) negativo. Fuente:

autor.

Dependiendo del corte del cristal y la orientacion de las caras del mismo respecto
al eje Optico se consigue que las ondas ordinaria y extraordinaria sigan una
trayectoria definida; las figuras 8(A), 8(B), 9(A), 9(B) y 10 muestran la trayectoria
de los frentes de onda ordinaria y extraordinaria segun la orientacion del cristal

respecto a la direccion de la luz incidente; para un cristal positivo el campo
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eléctrico de la onda ordinaria siempre esta polarizado en la direccion perpendicular

al eje optico del cristal definiendo la polarizacion de salida.

Como se mencion6 anteriormente, cuando la luz natural incide sobre un material
birrefringente en cualquier direccion distinta del eje Optico se producen dos ondas,
una llamada ordinaria y otra extraordinaria (Figura 11) sin embargo cuando
provienen de una fuente de luz natural no polarizada las distintas componentes no
presentan coherencia entre si y por lo tanto aunque se consiga que vibren en el
mismo plano de polarizacibn no logran interferir, por otro lado si las ondas
ordinaria y extraordinaria provienen de la misma onda linealmente polarizada o
circularmente polarizada entonces presentaran un grado de coherencia y por lo
tanto puede interferir cuando se encuentran en el mismo plano. Por tal motivo la
microscopia de contraste de fase se basa en este principio, requiriendo la

presencia de iluminacién con luz polarizada [3].

A B \

Eje (";ptico Eje 6ptico Eje 6Iptico
Figura 8: orientacion del frente de onda refractado para eje 6ptico oblicuo y A)

incidencia normal a la cara del cristal, B) incidencia formando un angulo con la

normal a la cara del cristal. Fuente: autor.
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0i

Eje optico Eje optico

Figura 9: orientacion del frente de onda refractado para eje Optico paralelo al
plano de incidencia y A) incidencia normal a la cara del cristal, B) incidencia

formando un angulo con la normal a la cara del cristal. Fuente: autor.

0i

®
Eje dptico

Figura 10: orientacion del frente de onda refractado para eje el éptico
perpendicular al plano de incidencia y formando un angulo con la normal a la cara

del cristal. Fuente: autor.

En la seccidén 1.3 se muestra que la separacion final de estos frentes de onda esta
relacionada con los indices de refraccién ordinario y extraordinario del prisma vy

con la orientacion de su eje optico.
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Figura 11: separacion de componentes ordinaria y extraordinaria dentro del

prisma Wollaston. Fuente: autor.

2.2. PRISMA WOLLASTON

Un prisma Wollaston es construido de dos cristales birefringentes uniaxiales de
calcita o cuarzo cortados en angulo y unidos formando una placa plano paralela.
Cuando sus ejes opticos forman un angulo recto entre si y ademas son paralelos a
las caras de entrada y salida del cristal, el prisma recibe el nhombre de prisma
Wollaston convencional PWC (Figura 12A). Cuando se cambia la orientacién de
alguno de los ejes del cristal dejando de ser paralelo a las caras de entrada y
salida recibe el nombre de Wollaston modificado PWM. (Figura 12B), presentando
este ultimo mayor interés ya que la microscopia C-DIC funciona con un prisma de
este tipo [4].

El efecto neto de un prisma Wollaston es separar la iluminacion incidente en dos
ondas propagandose en diferentes direcciones con una separacion angular muy

pequeiia conocida como desplazamiento angular del Wollaston (shear), la cual
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depende del angulo formado por los prismas y del indice de refraccidén ordinario y
extraordinario de los mismos; la principal diferencia entre un prisma convencional
y uno modificado radica en que a la salida de un prisma Wollaston Convencional
los frentes de onda ordinario y extraordinario divergen y por lo tanto se intersecan
sus proyecciones en un plano dentro del prisma llamado plano de interseccién o
plano de aparente separacion (figura 12A), mientras en el prisma Modificado los
frentes de onda convergen e intersecan fuera de este, cerca de la cara de salida
del prisma (figura 12B) donde posteriormente serd ubicado el foco anterior del

objetivo del sistema Optico.

Figura 12: A) prisma wollaston convencional B) prisma wollaston modificado.

Fuente: autor.

Como en el primer segmento del prisma la onda es dividida en dos ondas (figl3A)
con polarizaciéon mutuamente perpendicular [5], la onda extraordinaria
correspondera a aquella cuyo campo eléctrico esta polarizado a lo largo del eje
optico, aqui llamada onda TE (transversal eléctrica), la otra sera la onda ordinaria,
donde el campo magnético estara polarizado en la direccion del eje Optico y sera
llamada onda TM (transversal magnética). Al incidir sobre el segundo segmento de

cristal la onda TE pasa a ser ordinaria debido a la nueva disposicion del eje 6ptico
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cristalino (Figura 13.B) y en contra-posicién la TM pasara a ser extraordinaria, en
esta region del prisma el indice de refraccion para la onda ordinaria no dependera
de la direccion y por lo tanto TE viaja en todas direcciones con la misma velocidad
mientras que para la onda extraordinaria, en este lado del prisma TM, el indice
dependera del angulo 6 formado entre la direccion de propagacion de TM con el
eje optico y de los indices ordinario y extraordinario del material tomando valores

desde n, hasta ne.

n,n
n(0)= <= 2.1
(9) nZsin® @+n? cos” @ 2)

Donde n, y ne son el indice de refraccion  ordinario y extraordinario
respectivamente. Considerando la incidencia normal sobre la cara de entrada del
prisma y aplicando la ley de Snell en cada interfaz es posible seguir la
propagacion del haz que representa cada frente de onda en la region 4 fuera del
prisma (figura 13C) y observar que se produce un desplazamiento angular dado

por:
AB=pB" - B (2.2)

Siendo 4 el &ngulo que forma la direccion de propagacion de la onda TE y la TM

a la salida del prisma (figura 13C). En este caso se sigue que:
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'E =—sin"" < —2cos| sin 1(—ecos;/j+y
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nf 0

1/ n.(6)
n, n, ()

™ H
" =—sin

cos| sint| — cosy |+ (2.3)

Siendo n; el indice de refraccién fuera del prisma y y el &ngulo formado por el eje

optico con respecto a una de las caras del prisma (figura 13C), como se observa

en la ecuacion 2.3, el desplazamiento angular depende de los indices de

refraccion del material y de la orientacion del eje dptico.
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Figura 13: incidencia de las componentes TE y TM en las diferentes regiones del

prisma, A) region 1 fuera del prisma, regién 2 dentro del prisma B) regién limitrofe

entre los dos cristales, C) region 3 y region 4 interna y externa del prisma. Fuente:

autor.
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2.2.1.Plano de Interferencia

Las ondas ortogonalmente polarizadas intersecan en un plano que puede estar
dentro o fuera del prisma, es decir este plano puede ser real o virtual dependiendo
si la interseccion se produce a la salida del prisma o dentro del prisma (figura
13C). En microscopia C-DIC se busca que este plano coincida con el plano focal
del objetivo del microscopio. La ecuacion que define la posicion de un punto de
interseccion entre dos rayos que representan la direccion de propagacion de los
frentes de onda se puede determinar geométricamente a partir de la propagacion
de dos rayos que atraviesan el prisma (Ec2.7 — Ec2.8) hasta interceptarse en un
punto (Xp,Yp), de esta forma es posible definir la recta que representa la

ubicacién del plano de interferencia de las ondas a la salida del prisma [5].

TE TE | TE
Y, =tanf," %" +Y, (2 4)
™ ™ , TM '
Y, = tan ﬂz Xt Yo
region(1-2)
TE TE TE TE TE
Y; = (Xa — X33 )tan QY3 25)
™ ™ ™ ™ TE '
Y;© = (Xs — X33 )tan o3 tYxn
region(2-3)
TE TE TE TE
Yo =\ X — d)tan 184 +VYsy
( ) (2.6)

V7 (X —d)tan 7+ yE

region(3-4)
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Con d como espesor del prisma.

™ TE
Y34 — Y34

" tan BIF —tan g

+d (2.7)

tan g,
Yo = (YJM _YszE ) tan ﬁIE —t;n ﬂIM +Y3£E (2.8)

Al tomar diferentes valores de y, desde —L/2 a L/2 y solucionando el sistema de
ecuaciones anterior es posible encontrar la recta que define la region del espacio
donde interfieren los dos frentes de onda llamado plano de interferencia, el cual no
resulta ser paralelo a la cara de salida del prisma (figura 14) haciendo necesario

rotar el prisma para que este plano sea perpendicular al eje 6ptico del sistema.

™~

Luz polarizada

Figura 14: sistema Optico de un microscopio de reflexion con prisma Wollaston.

Fuente: autor.
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2.2.2.Corrimiento de Fase

Entre los frentes de onda ordinaria y extraordinaria se produce un corrimiento de
fase (Ec 2.9) relacionado directamente con las diferencias de camino 6ptico As
dentro del prisma y al indice de refraccion del medio por donde se propagan, este
corrimiento es una funcion lineal de la posicion y, (Ec 2.13) a lo largo de la cara de
entrada en el prisma [1.1] indicando que es posible cambiar la fase introducida por

el prisma moviendo este en direccion perpendicular al eje 6ptico del sistema.

b= —ZZAS (2.9)
As=S™ _gT (2.10)

b

S o [+ (v o) | o (=) + (v v o 0 =+ (3 -9 |
%

N N i R [ Y et R [ Y (Al ) G
Para pequefios angulos de incidencia esto puede ser aproximado a:

2

R, (2.12)

2
:—A . =
¢ 7 LYo

R, = ABY, (2.13)
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Llamando a R, al retardo producido por el prisma, y, la coordenada Y del haz
incidente en la entrada del prisma y AP el angulo de separacion entre las dos

ondas a la salida del prisma [5].

2.3. SISTEMA DE POLARIZACION

El microscopio consta de un modulo reflector C-DIC formado por un polarizador,
una lamina A/4 para la generar luz polarizada circularmente, una lamina semi-
reflectora (Figura 15), una segunda lamina A/4 y finalmente un analizador a la

salida del sistema 6ptico [4].

Ig T'
* <—— Analizador
I

> Lamina 2
A4

<«—— Espejo

Figura 15: sistema generador de luz polarizada en microscopia C-DIC. Fuente:

autor.

El cambio del estado de polarizacién de la onda incidente a la salida del sistema

es el producto de la interaccion de la luz con la sucesion de elementos 6pticos por
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los que se trasmite [6], la ecuacion que describe la transferencia de intensidad del

arreglo optico puede ser obtenida mediante las matrices de Jones [Ec 2.14].

E =M,M ...M,;M;E,

(2.14)

Donde M representa las matrices de Jones de los diferentes elementos Opticos y
el subindice n esta asociado al ultimo elemento por el que se propaga la onda
incidente en este caso corresponde al analizador, de esta forma las matrices del

analizador y polarizador estan dadas por:

{1 0} {0 0}
M, = M, = (2.15)
00 01

La matriz de rotacion, utilizada para la orientacion del analizador, polarizador y eje

del prisma (figura 17).

cos@d —sind
A=l (2.16)
sind cosé
La matriz de la lamina A/4 con eje rapido horizontal.
—i% 0
M, =|° ) (2.17)
‘S lo e
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La matriz del prisma Wollaston es analizada como un retardador de fase siguiendo

la orientacion del eje dptico.

cosg+isingc0320 isingcosze
Moy, = (2.18)
sinécos%’ cos£+isingc0526?
Analizador
- 49. - T A,
| N 3
| | ‘Q”C
|
polarizador e

T = - Analizador

DIC

Figura 16: esquema del sistema de polarizacion, el analizador y el polarizador
estan dispuestos de forma perpendicular, al igual que laminas de fase 1y 2.

Fuente: autor.

No son considerados los cambios de fase en la reflexion inherentes a la muestra
debido a que en este trabajo se utiliza una muestra con un recubrimiento

homogéneo, por tal motivo se presenta igual corrimiento de fase por reflexion en
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ambas componentes, por otra parte se asume incidencia normal en la iluminacién
de la muestra. La intensidad luminica de un punto del objeto a la salida del

sistema Optico estara dada por:

o | sin? ¢
s o< lgsin [2) (2.19)

Mientras la adquirida con la técnica de microscopia DIC es [7].
ls, . o I sin? (2ap,c )sin’ (g] (2.20)

La ecuacién (Ec 2.19) muestra que la intensidad a la salida en un sistema C-DIC
Unicamente depende de la fase ¢ (shift) introducida por el prisma, la cual puede
ser modificada como se menciond anteriormente, desplazando el prisma de forma
perpendicular al eje éptico del sistema. La ecuacion (Ec 2.20) muestra que por el
contrario en el caso de microscopia DIC la intensidad no solo tiene dependencia
con la fase introducida por el prisma si no también con la orientacion acimutal del
mismo apic, haciendo que al ser rotado el prisma la intensidad se vea modulada
por una funcién sinusoidal, debido a esto algunos algoritmos desarrollados para
establecer la fase a partir de sus gradientes encuentran una dificultad, ya que al
cambiar la orientacion acimutal cambia la intensidad haciendo que la técnica sea
valida para determinar gradientes en una sola direccion de desplazamiento lateral
bajo los mismos pardmetros de iluminacién. La microscopia C-DIC garantiza

independencia de la intensidad con la rotacién acimutal del prisma de tal forma
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gue no se producen pérdidas en el contraste de la imagen facilitando controlar la
orientacion del corrimiento lateral (shear) y por lo tanto permitiendo aplicar
algoritmos de recuperacion de fase en diferente orientacion haciendo posible

adquirir mayor informacién del objeto de estudio.

2.4. MODELO INTERFEROMETRICO

Las dos componentes ordinaria y extraordinaria reflejadas por la muestra son
recombinadas al pasar nuevamente por el prisma Wollaston generando el
fendmeno de interferencia entre componentes de la misma frecuencia, la
intensidad de la imagen ser4 modulada por la fase introducida entre las ondas
tanto por el prisma ¢ como por la interaccion con la muestra 6. Segun el modelo
interferométrico [4,8], la distribucion de intensidad en el plano imagen estara dado
por el modulo al cuadrado de la suma de las amplitudes complejas de las dos

componentes que interfieren.

E°(x,y) =a,(x,y)e 1Ayl (221
E‘(X,¥) =4, (X, y)e‘iwz(x,y)—aﬁ]

E(X, y) —a, (X, y)e—i[@(x,ymy)w] +a, (X, y)e—i[02(x,y)—¢] (2.22)
| =E.E* (2.23)

El cual es una combinacion de amplitud y fase del objeto [13].
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1(x,y) =a, +a, +2a,a, cos(6, — 6, —2¢) (2.24)

En esta ecuacion 6, y 0; son las fases introducidas por el objeto en cada
componente las cuales estan separadas por un corrimiento lateral (shear) Ay muy
pequefio, del orden de la longitud de onda, en una direccion que es posible
cambiar entre un angulo de 0 a 90° llamado angulo acimutal y que aqui se tomara
como paralela al eje Y; entonces la intensidad estara modulada por los gradientes

de fase en la direccion del eje Y.

I(x,y)=4a +a,+2aa, cos[Ay%);’y) - 24 (2.25)

AG d .

_gz_@ gradiente de fase (2.26)

Ay dy
La aproximacion 2.26 serd valida siempre y cuando las variaciones de fase
introducidas por el objeto sean pequefas, entonces el argumento de la funcién

coseno (Ec 1.30) puede ser expresada como:

dR
AyM_M:i dy— _ 2R (2.27)
dy 21 dy P

Donde Ropj Yy Rp son los retardos introducidos por el objeto y por el prisma
respectivamente; de esta forma la imagen obtenida lleva informacion de los
gradientes de fase generados entre dos ondas desplazadas lateralmente una
distancia constante dy. Si la fuente luminosa empleada es luz blanca las diferentes

componentes frecuenciales que interfieren hacen que el objeto iluminado aparezca
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en color segun la escala de colores de Newton [7]. Para cada frecuencia al
separar la informacion de fase y la de amplitud del interferograma se obtiene un
mapa de gradientes de fase asociados a la superficie de la muestra; sin embargo
esta consideracion es vélida si el material de la muestra es homogéneo en su
composicidn ya que los principales errores en este modelo son debidos a saltos de
fase producidos por cambios en el indice de refraccion del material [23,24], por
ejemplo materiales como Au o Ag tienen un cambio de fase en la reflexion de
140.0° y 142,5° respectivamente, otros como el Fe 157.5, el Al 160.0° el C 165.0°
y el Si 177.0°. Otro factor importante es el ruido en la imagen introducido por la
camara y las distorsiones debidas a limitaciones en la resolucién del sistema

formador de la imagen.
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3. SIMULACION

Con el fin de entender mejor el proceso de formacion de la imagen C-DIC y
establecer relaciones entre un modelo tedrico y lo observado en la toma de datos
se emplea la funcion de transferencia Optica coherente efectiva Cgs (m,n) de este
sistema, dada por el producto de la funcion de transferencia del sistema DIC

convencional [10,11] y la funcion pupila del sistema 6ptico llamada c(m,n):
Cg (m,n) =—jsin(2z.n.dy —g)c(m,n) (3.1

c(m,n) es tomado como una apertura circular de radio igual a la frecuencia de
corte f,=NA/A para una longitud de onda promedio A igual a 0.5x10°® pm; NA es la
apertura numérica correspondiente a un objetivo de 100x (tabla 1) ; siendo uno el
valor de la funcién dentro de la apertura circular y cero fuera de ella. De este modo

la intensidad de la imagen coherente estara dada por [8]:

o poo i 2
1(x,y) = ‘ [7 ] Ty (m.m)Ce (m,n)e” ™ ™dm.dn (3.2)

En la expresion (3.2) m y n corresponden a las frecuencias espaciales y Toy a la

transformada de Fourier de la funcion de transferencia del objeto.
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3.1. SIMULACION ESFERA

Para entender el proceso tedrico mostrado anteriormente y los resultados
observados en el proceso de calibracion al utilizar una muestra con geometria
conocida, se realiz6 la simulacién en Matlab de una esfera de radio unidad, la
esfera presenta continuidad en su geometria haciendo que las transiciones sean
mMAas suaves y no se introduzcan errores por saltos de fase abruptos que impidan

el analisis del posterior proceso de calibracion (figura 18).

Figura 17: esfera utilizada para simulacion. Fuente: autor.
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Figura 18: imagen Dic de una esfera de radio unidad obtenida mediante
simulacién en Matlab, se observa el corrimiento del patron de interferencia
mientras se realizan cuatro corrimientos de fase (shift) controlados por el prisma

Wollaston. Fuente: autor.

Empleando el modelo de imagen coherente Dic [8,10] se aplico (Ec 2.1) sobre el
objeto circular (figura 17) obteniendo una secuencia del corrimiento de fase al
cambiar el valor de ¢; en la figura 18 son mostrados cuatro corrimientos de fase
simulados asociados al prisma. En las imagenes se observa el desplazamiento de
la franja de interferencia al cambiar los valores de fase ¢ y este fendmeno es
similar al visto en el proceso de calibracion realizado con micro esferas de TiN que
se muestra en el capitulo 3 de este trabajo, se utiliza en esta simulacién una
longitud de onda 0.5um que representan los canal de color en la imagen RGB
obtenida con camara del microscopio y una imagen de 1024x 1024 pixeles y una

esfera de radio de 1um. Las franjas que barren la superficie de la esfera muestran
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la correlacién existente entre los gradientes de fase para diferentes puntos de la
esfera, sin embargo es de esperar que para objetos que no presenten simetria

definida o regular estas franjas no son observables.

3.2. MATERIALES, MUESTRAS Y RECONSTRUCCION

El estudio de materiales mediante la técnica de microscopia de reflexiéon implica
en la mayoria de los casos la preparacion de muestras en forma de superficies
pulidas ya sea que se trate de muestras metalicas o cristales en muestras de roca,
ademas de esto son importantes los efectos del cambio de fase en la reflexion [22]
los cuales dependen de las propiedades del material tal como composicion,
espesor de pelicula, el angulo de incidencia, longitud de onda incidente y
topografia de la muestra, por este motivo, para minimizar los errores en el proceso
de reconstruccion el material debe ser homogéneo en su composicion, de manera
gue el parametro a determinar sea la topografia de la muestra. Sin embargo
Aunque para determinar la topografia la técnica requiere que el material sea
homogéneo es posible trabajar con materiales no homogéneos si se aplica sobre
estos un recubrimiento ya sea empleando técnicas de deposicion fisica, quimica o
laser, esto evita que se produzcan cambios bruscos en la fase de la onda
inherentes a la reflexibn pero sin que presente mayores influencias en la
topografia de la muestra ya que generalmente el espesor de tales recubrimientos

no supera los cien nandémetros.
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4. CALIBRACION DEL SISTEMA

4.1. ADQUISICION DE IMAGENES EXPERIMENTALES

Un primer método de calibracion empleado para establecer el valor del corrimiento
dy, consiste en medir el desplazamiento directamente de una imagen con
geometria rectangular (figura 19), para esto es necesario adquirir imagenes de
una muestra que contenga un escalén con dimensiones conocidas, la muestra
patron utilizada es una superficie de silicio con huecos de forma rectangular; para
conocer la topografia fue utilizado un microscopio AFM Veeco CPIl en modo
contacto (figuras 20 y 21) el patrén presenta dimensiones de 5um x 5um de lado y

200nm de profundidad y rugosidad promedio de 22,6 nm.

%

.s=- ::dy
= I —h=
= ¢ — e
= 3
—
v
Y

Figura 19: imagen para establecer la calibracion del corrimiento lateral

directamente de la imagen. Fuente: autor.
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Figura 20: muestra patron para calibracion de corrimiento lateral, imagen tomada con microscopia

de fuerza atémica. Fuente: autor.

Figura 21: imagen AFM muestra estandar. Fuente: autor.

Para realizar el segundo proceso de calibracion del sistema 6ptico con el fin de
determinar el valor del corrimiento lateral dy que introduce el prisma Wollaston, se
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utilizé como muestra de calibracion una dispersion de esferas de Tin sobre carbon
(Agar scientific) [12] con didmetros desde 5 nm hasta 30 um. Debido a que era
desconocido el diametro de las esferas fue necesario escogerlas, identificarlas y
determinar previamente su diametro, pero a diferencia del patron regular anterior
no es posible medir esta dispersion con la misma técnica AFM ya que poseen
alturas variables haciendo que estas puedan ser arrastradas por la punta del
equipo, por lo tanto aprovechando su forma fueron medidas con la ayuda de un
microscopio electrénico de barrido; se emplearon un total de nueve esferas y se

adquirieron posteriormente imagenes de las mismas con microscopia C_DIC.

Como se mostré en el primer capitulo, el corrimiento lateral dy depende de los
parametros del prisma y del objetivo empleado, por lo tanto permanece constante
a pesar de que se cambie la muestra, a partir de este hecho y aprovechando la
geometria de la muestra es posible establecer una relacion que determine el valor
de esta constante. Siendo ya conocido el valor de los radios de las esferas y
aplicando el principio asociado al gradiente de fase (figura 22) se deducen las
ecuaciones 3.1 y 3.2 que servirdn como herramienta de calibracion del sistema
optico. El corrimiento de fase es calibrado a partir del patrén de interferencia sobre
cada esfera, posteriormente esta calibracion es utilizada para determinar el
desfase introducido por las diferencias de camino Optico originadas por los

cambios en el radio de las esferas.
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Ondalllnfidente

Figura 22: A) representacion de la esfera B) corrimiento lateral dy en la esfera de
calibracion, son conocidos el radio de la esfera y la diferencia de camino 6ptico en
funcion del desplazamiento de las franjas de interferencia mencionadas en el

proceso de calibracion. Fuente: autor.

tanH:@ y senezﬂ 4.0
dy R

2
siendo ¢@= 27” DCO ¢= chg (4.2)

Imagenes de una dispersion de esferas de Estafio Tin fueron adquiridas mediante
el microscopio electronico de barrido Quanta FEG 650 cuya resolucion es de 10
nm, utilizado un detector ETD (Detector Everhardt Thornley) en modo Electrones

Secundarios; a partir de este paso se procedid a medir el diametro de nueve
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esferas de dicha dispersién con valores de radio desde 17.90um hasta 1.94um
(figuras 23, 24,) ya que en este intervalo de valores de radio se comprobd
mediante microscopia C-DIC que era posible observar franjas de interferencia; fue
necesario establecer una marca de referencia en el patrén de calibracién debido a
que no es posible medirlas simultaneamente con el mismo nivel de magnificacion,
esta marca ademas sirve como parametro de identificacion al utilizar el

microscopio Carl Zeiss empleando la técnica C-DIC.

Figura 23: muestra calibracion dispersion de esferas de Tin. Fuente: autor.
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Figura 24: imagenes SEM de la muestra utilizada para realizar la calibracion, cada
esfera estd marcada con un numero para su identificacion y lleva el valor del
diametro medido con el software del equipo. Fuente: autor.

4.2. ADQUISICION DE IMAGENES C-DIC

Las imagenes adquiridas con el microscopio Axiolmager corresponden a
secciones oOpticas de la muestra, cada imagen contiene informacion de alto
contraste del plano que esta en foco y contribuciones de la muestra con bajo

contraste correspondiente a los planos subyacentes o fuera de foco.
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Una de las formas de calibrar el desplazamiento dz como se menciond
anteriormente es a través del patron regular (figura 25). Una vez adquiridas las
imagenes en microscopia C_DIC se grafican sus perfiles y se determinan los
parametros de calibracion a y b (figura 26) consistentes en medir de la distancia
entre picos estableciendo la relacion pixel-micrémetro y el ancho de la base del
pico asociado a cada corrimiento lateral tanto para imagenes con objetivo de 50x
como 100x (tabla 2 y 3).

Figura 25: imagen C-DIC con objetivo 100x del patréon de calibracion utilizado
para medir el corrimiento lateral, en este se busca que la orientacion del
corrimiento sea paralelo a las caras superior e inferior de los huecos

rectangulares. Fuente: autor.
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Figura 26: imagen perfil muestra de calibracion rectangulos a partir de una
imagen C-DIC tomadas con A) objetivo de 50x y B) objetivo de 100x. Fuente:
Autor.

Tabla 2: valores para calibracion corrimiento lateral con objetivo de 50x. Fuente:

autor.

Picol Pico2 Pico3 Pico4
(pixeles) (pixeles) (pixeles) (pixeles)
Valor (b) 10 10 9 9
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Tabla 3: valores para calibracion corrimiento lateral con objetivo de 100x. Fuente:

autor.

Picol Pico2 Pico3 Pico4
(pixeles) (pixeles) (pixeles) (pixeles)
23 70 123 167

Valor (b) 10 6 11 8

De los valores observados en la tabla 2 y 3 la relacibn micrometro/ pixel es de
0.20pum y 0.10um para las imagenes obtenidas con objetivos de 50x y 100x
respectivamente, el valor calculado para el desplazamiento lateral [14] (Shear)
mediante los valores b (tablas 2 y 3) y su desviacion estandar es de 1.9+0.1um

para un objetivo de 50x y 0.8+0.2um para un objetivo de 100x (figuras 26A- 26B).

El segundo método consistié en adquirir imagenes de nueve esferas de didmetro
conocido, se modifico el valor de fase ¢ de 0 a 31 con paso de 31/100 y con error
de 31/500 por paso mediante el desplazamiento del prisma Wollaston, un total de
1313 imégenes con resolucion de 1388x1040 pixeles fueron tomadas con
objetivos de 50x y 100x en modo C-DIC (figura 27 y 29). Se realiz6 el analisis de
las imagenes en Matlab determinando la evolucién del interferograma en el centro
de cada esfera (figura 27) para establecer el centro geométrico de cada esfera se
realiza el procesamiento de la imagen umbralizando la imagen adquirida en el
modo de campo claro; los valores obtenidos se graficaron para verificar el
corrimiento del patrén de franjas (figuras 28 y 29) y determinar el cambio de fase,
los resultados son mostrados en las tablas 4 y 5. Como se sefialé en el primer
capitulo se aprovecha la relacién lineal que existe entre la fase introducida por el
prisma (shift) y el desplazamiento lateral del mismo [5], el corrimiento de fase que

genera el prisma en cada paso es determinado midiendo la distancia promedio
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entre picos consecutivos para diferentes esferas y midiendo a su vez la cantidad
de desplazamientos realizados con el prisma (figura 30 y 31), observando que el
corrimiento por paso del prisma tiene un valor promedio de 1/33.3 [rad/paso] para
el objetivo de 50x y 11/40 [rad/paso] para un objetivo de 100x, por otro lado para
definir el corrimiento de fase generado por el tamafio de la esfera, se observé que
para cada esfera el patron de interferencia esta desplazado respecto al centro de
la misma y por lo tanto existe una relacion directa entre este desplazamiento y el
radio de cada esfera, este desplazamiento se utilizé para definir el valor de dy con

ayuda de la ecuacion (Ec 3.2) (tablas 4y 5).

[Pocet infor (811, 618) (157 191 227]

Figura 27: A) centro de esferas ubicado mediante el procesamiento de la imagen
de campo claro en Matlab B) Interferograma para calibracion del shift y shear

introducidos por el prisma Wollaston para un objetivo de 100x. Fuente: autor.
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CALBRACION DEL SHIT GENERADO POR EL WOLLASTOM (GALBIRAGON DEL SHIT GENERADO POR EL WOLLASTON
T T T T

&
SHFT OEL WOLLASTON

Figura 28: evolucién del interferograma medido en el centro de la esfera de
diametro 17,90um. A) para el objetivo de 50x. B) objetivo de 100x en funcion de

desplazamiento del prisma para los planos RGB. Fuente: autor.

El perfil del interferograma en algunas imagenes pierde intensidad después de un
tiempo (figura 26) debido a pequefios cambios en el foco de la imagen
posiblemente generados por cambios en la temperatura de la muestra que ocurren
cuando se mantiene expuesta a la fuente de luz del microscopio por un largo
periodo de tiempo, esto presenta gran importancia debido a que se requiere que la
muestra esté en foco mientras se toman las 101 imagenes que corresponden al

desplazamiento total del prisma.
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Figura 29: Interferograma de calibracion del shift en el prisma Wollaston objetivo

50x, A) calibracion con esfera 1, B) calibracion con esfera 8. Fuente: autor.
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Figura 30: evolucién del interferograma medido en el centro de cuatro esferas en
funcion de desplazamiento del prisma para los planos RGB, se ha graficado
Unicamente el plano verde de cada interferograma utilizando el objetivo de 50x.

Fuente: autor.
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Figura 31: evolucion del interferograma medido en el centro de cuatro esferas en
funcién de desplazamiento del prisma para los planos RGB, se ha graficado
Gnicamente el plano verde de cada interferograma utilizando el objetivo de 100x.

Fuente: autor.

Tabla 4: valores del corrimiento del pico de maximo de intensidad medidas
respecto al centro de cada esfera, para siete esferas observadas con objetivo de

50x. Fuente: autor.

17.90 16.72 15.96 12.99 11.92 10.49 9.28
Esfera (um)
24 22 20 18 17 13 12

Ad

Objetivo50x
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Tabla 5: valores del corrimiento del pico de maximo de intensidad medidas
respecto al centro de cada esfera, para seis esferas observadas con objetivo de

100x. Fuente: autor.

Diametro 17.90 16.72 15.96 9.28 2.768 1.4
Esfera (um)
Ao 15 17 18 20 33 35

Objetivo100x

CURVA DE CALIBRACION SHEAR GEMERADO POR EL WOLLASTON OBJETIVO 50X
a -

(%] s o
T T T

DESPLAZAMIENTO DE FASE (rad)
)

f(X)= 17.2116X + 0.1607

. . . . . . .
0 0.05 0.1 015 02 0.25 03 035
1/RADIO (1/um)

Figura 32: curva de calibracion del corrimiento lateral (shear) para el objetivo de
50x. Fuente: autor.
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CURVA DE CALIBRACION SHEAR GENERADO POR EL WOLLASTON OBJETIVO 100X

DESPLAZAMIENTO DE FASE (rad)

£(X)= 1.8752X + 1.2729

1 L 1 )
0 0.5 1 15

1/RADIO (1/um)

Figura 33: curva de calibracién del corrimiento lateral (shear) para el objetivo de

100x. Fuente: autor.

El valor obtenido de la ecuacién (Ec 3.2) (Figuras 32 y 33) para el desplazamiento
lateral [14] (Shear) medido sobre las esferas con el objetivo de 50x es de 1.48umy

con el objetivo de 100x es de 0.38um.
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5. RECONSTRUCCION
TRIDIMENSIONAL

5.1. INFORMACION CODIFICADA EN FASE

5.1.1. PHASE SHIFTING

Como se mostré en los capitulos anteriores la informacién obtenida en la imagen
C-DIC consiste de informacion de amplitud e informacién de gradientes de fase. Si
se quiere recuperar la fase a partir de estos gradientes es necesario separar esta
informacion contenida en la imagen; los algoritmos de phase shifting son
empleados para recuperar la fase a partir del interferograma, debido a que el
dominio de la funcion utilizada para su recuperacion estad comprendida entre —11/2
y T1/2 se requiere un proceso posterior de desenvolvimiento (Umwraping) para
conseguir una fase continua. En el caso de las imagenes C-DIC no se recupera la
fase sino sus gradientes, por tal motivo es necesario interpretar el gradiente y
recuperar su informacion ya sea utilizando herramientas como la integracion
directamente sobre la imagen o trabajando en el dominio frecuencial con filtros
gue permitan invertir este proceso pero esa vez sin la necesidad de realizar el

proceso de umwraping.
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El método de phase shifting, se basa en determinar la fase a partir de un
interferograma adquiriendo varias imagenes con diferencias de fase en una
cantidad conocida que puede ser introducida por el objeto de analisis o por el

sistema Optico entre los haces de referencia [13].

Considerando la interferencia de dos ondas como:

I(r) = a(r) +b(r) cos[¢g(r)+k,-r+A] (5.2

Donde el primer término a(r) corresponde al fondo continuo, el segundo a la
modulacion de fase y ¢ la fase de interés. Separando el argumento del coseno

mediante el uso de identidades trigopnométricas.

I(r) =a(r) + b(r) [cos ¢/(r) cos(A)-sing,(r)sin(A)] (5.2)

De esta ecuacion observamos que existen tres términos desconocidos: a, bcosg y
bseng, siguiendo el analisis por minimos cuadrados, con el fin de separar los

términos conocidos, como A, de los no conocidos como ¢, es hecesario escribir la

ecuacion (Ec 5.2) de la forma.

I(r) =a,(r)+a,(r)cos(A)—a,(r)sin(A) (5.3)
% (r)=a(r)

a (r)= b(r)cos ¢,(r)

a,(r)=—b(r)sing,(r)
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En el andlisis por minimos cuadrados se desea minimizar el error en la funcion E?,
término asociado con la varianza para cada punto del interferograma. E? esta

definido como:

2

E0)= 31, (1) - -a(R)eos(a)-a,()sn(a)] 64

Por diferenciaciéon de la ecuacion anterior con respecto a los tres términos

desconocidos se presenta la solucion de forma matricial como:

N D cosA DsinA - {[a(r) D 1,(r)
dcosA Y cos’A Y cosAsinA | a(r) |=| D 1,(r)cosA | (5.5)
YsinA Y cosAsinA  DsinA [la,(r)| | D 1,(r)sinA

También representado como:

Donde A depende de los términos de fase conocidos en el problema y b de los
datos obtenidos del interferograma, para buscar los valores de a(r;) se multiplica

ambos lados de la ecuacion (Ec 5.6) por la inversa de la matriz A.

La ecuacion basica para la interferometria phase shifting estara dada por
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De esta forma son necesarios un minimo de tres interferogramas con corrimiento
de fase A conocidos para determinar la fase ¢, sin embargo es posible utilizar mas

de tres interferogramas obteniendo una mejor aproximacion.

5.1.1.1. Algoritmo a Cuatro Imagenes

Consiste en tomar cuatro interferogramas con corrimiento de fase conocido entre
ellos, para obtenerlo es necesario generar un corrimiento de fase entre las

componentes ordinaria y extraordinaria de /2 6 corrimiento de A/8.

() = a(r) +b(n) cos[4()] 67
(1) = a(r) + b(r) cos| (1) +

(1) = a(r) + b(r) cos[(r)+ 5

4(7) = a(r) + b(r) cos| 4 (r)+ 5|

La fase en cada punto puede ser recuperada mediante la ecuacion

0 2

¢(r)=arctan {%} (5.8)
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5.1.2. ALGORITMO DE INTEGRACION DE ESPIRAL DE FASE

Un método para invertir el gradiente de fase y obtener la fase continua es
conocido como algoritmo de fase en espiral, este método es utilizado porque
disminuye los errores direccionales introducidos por métodos iterativos o

asociados con la integracion en la direccion del corrimiento lateral shear.

Para poder desarrollar este método es necesario combinar dos imagenes phase

shifting con informacion de gradientes de fase ortogonales (X, y) y escribirlas

como la funcion compleja [11].

g(xy)=Ag +iAg, (5.9)

Donde A¢ representa la informacion de gradientes de fase en direcciones

mutuamente perpendiculares aqui llamadas Xx,y.

Ag_d(y-Ay)-4(y+4y)
Ay 2AY

(5.10)

Entonces la funcidn g(x,y) puede ser escrita como:
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g(xy) :%[(/ﬁ(x—Ax, y)-g(X, y+Ay)+ig(x,y-Ay)—-ig(x,y+Ay)| (5.10)

Aplicando el teorema de traslacién de la trasformada de Fourier [2].

0

TF{g(xy)}=G(f,.f,) =I j g(x, y)eiz”(fxx_fyy)dxdy (5.12)

—00

G( fx’ fy) _ ¢( fx’ fy)l:eiZHfXAx _ei2rhx | jai2rtay ie—i27erAy:| (5_12)
También escrito de la forma
G(f,. f,)=¢(f,, f,)2i[sin(27f,Ax)+isin(27f ay)] (5.13)

De la expresion anterior se define a H (figura 31) como la funcién de espiral de

fase:

H(f,, f,)=2i[sin(27f,Ax)+isin(27f,Ay)] (5.14)

X1y
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Figura 34: funcion espiral de fase segun el numero de componentes frecuenciales

presentes en la imagen. B con el doble de componentes que A. Fuente: autor.

Utilizando las ecuaciones (Ec 5.13), (Ec 5.14) se obtiene el término de fase

G(f, f
#(f,. fy)zﬁ (5.15)

Finalmente aplicando la transformada de Fourier inversa se encuentra la fase

asociada con el objeto.

TE(f. 1)1 =4(xy)  (516)

5.2. METODOLOGIA DE ADQUISICION DE IMAGENES PARA
RECONSTRUCCION

La muestra a reconstruir consiste en una matriz CCD (figura 35) a la cual se le
retird el cristal protector y posteriormente se recubri6 mediante la técnica de
pulverizacion catddica con un metalizador QUORUM Q150R ES con una pelicula
de oro de espesor cercano a los 100 nm, esto con el fin de conseguir
homogeneidad y mejorar la reflexion del material. Se procedié a determinar la

topografia de las microlentes mediante la técnica de microscopia de fuerza
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atomica, estableciendo que cada microlente tiene una altura promedio de 1.58 um,
el diametro del semieje menor es de 6,5 um y el del semieje mayor es 8,2 um
(figura 36) y el material presenta una rugosidad promedio de 56,6 nm (figura 37).
Se realiz6 la reconstruccion de la muestra utilizando el método de focalizacion
empleado para adquirir la figura 1 con el fin de posteriormente comparar los
resultados obtenidos, sin embargo debido a que el tamafo de las microlentes esta
cerca de la resolucién axial del objetivo empleado no fue posible obtener
topografia (figura 42).

;376 Pm

50pm

0 pm

0 pm

Figura 35: imagen 3D AFM de matriz CCD. Fuente: autor.
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Figura 36: imagen 2D vy perfil de matriz CCD utilizando microscopia de fuerza
atomica en modo contacto, software Veeco DI SPMlab NT ver 6.0.2. Fuente: autor
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Figura 37: imagen rugosidad de superficie utilizando microscopia de fuerza

atébmica en modo contacto, software Veeco DI SPMlab NT ver 6.0.2. Fuente: autor.

Una vez recubierta la muestra se procede a la toma de imagenes con el
microscopio Carl Zeiss mediante la técnica C-DIC, para esto el microscopio
dispone de dos prisma llamados DIC1 y DIC2 y el médulo de polarizacion circular,
debido a que la calibracién fue realizada con el prisma DIC2 se inicia el proceso

de toma de imagenes con esta configuracion.

El procedimiento que se siguié para la toma de imagenes se describe a

continuacion:

1. Se adquieren cuatro imagenes C-DIC de la CCD con objetivo 100x,
desplazamiento lateral (shear) con angulo de 45 grados en direccion
acimutal (figura 38A) y con corrimientos de fase (shift) de 0, /2, 1, 311/2
estas imagenes seran utilizadas para aplicar el algoritmo de phase shifting.

2. Se realiza el proceso del numeral anterior para cuatro imagenes con
desplazamiento lateral en direccion perpendicular (figura 38B) e iguales
corrimientos de fase y se aplica nuevamente la técnica de phase shifting.

3. Se recortan las imagenes de 1380x1040 a 1024x1024 para evitar
inconvenientes al aplicar la transformada de Fourier.

4. Se combinan las dos imagenes obtenidas por phase shifting para construir
la funcion compleja (Ec5.9).

5. Se aplica la transformada de Fourier a la funciébn obtenida en el paso
anterior.

6. Se aplica el filtro funcion espiral de fase H(fx,fy) (Ec 5.14), utilizando los
valores obtenidos de corrimiento lateral (shear) en el proceso de
calibracion.

7. Se aplica la transformada de Fourier inversa al resultado obtenido en el

paso anterior obteniéndose una imagen de fase.
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8. Se realiza el proceso de conversion de pixeles a micrometros utilizando los
datos conocidos en el proceso de calibracion.
9. Finalmente se grafica el resultado 3D y el perfil de linea en dos direcciones

con el software Matlab®.

Figura 38: imagenes con rotacién acimutal y direccién de corrimiento lateral

(shear) mutuamente perpendicular. A) 45 grados, B) — 45 grados. Fuente: autor.
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Figura 39: imagenes obtenidas después de aplicar phase shifting con algoritmo a
cuatro imagenes en dos direcciones de corrimiento lateral (shear) mutuamente
perpendicular. A) 45 grados, B) — 45 grados. Fuente: autor.
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Figura 40: muestra reconstruida. A) fase obtenida a partir de algoritmo de
integracion de fase en espiral, B) topografia de la CCD obtenida con base en la

fase y la calibracion del sistema 6ptico, visualizacion 3D en Matlab. Fuente: autor.
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Figura 41: Perfiles obtenidos a partir de la reconstruccion de micro-lentes con
forma de elipse en la base A) perfil tomado en la direccion del semieje mayor, B)

perfil tomado en la direccién del semieje menor de las micro-lentes. Fuente: autor.

Figura 42: reconstruccion de micro-lentes de 1.58 um por algoritmo de
focalizacion con criterio de varianza, visualizacién 3D realizada en Image J.

Fuente: autor.
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Como se observa en las imagenes (figuras 40 y 41) al utilizar el método de
recuperacion de fase en espiral se consigue obtener informacion de la topografia
de la muestra; para la funcion espiral de fase fueron utilizados los dos resultados
de corrimiento lateral obtenidos en la calibracion, sin embargo se consiguié un
mejor resultado con el valor de 0,4um, valor cercano al obtenido en el proceso de
calibracion con la dispersion de esferas, el proceso de calibracién de pixeles a
milimetros en x-y arroja un error porcentual de 8.2% mientras en z es del 11%. En
los resultados de la reconstruccion (figura 40 y 41) se pueden observar errores
originados por defectos en la toma de imagenes ya que no se consigue que todo
el campo de observacion este en foco, pequefias variaciones de altura en el
soporte de la muestra conducen a que el plano de la muestra no sea
completamente perpendicular al eje 6ptico del microscopio, otros problemas son
originados por errores introducidos por el algoritmo utilizado, la calibracién del
desplazamiento lateral y como se evidencia en las figuras 43 y 44 las regiones que
no estan en foco contribuyen significativamente al error en la reconstruccion,
haciendo necesario en trabajos futuros complementar este tipo de algoritmos con
detecciobn de maximos o algoritmos de focalizacién, algunos artefactos sobre la
imagen son producidos por la falta de un filtro frecuencial que elimine
componentes que no logran retirarse al tomar un solo plano de color en este caso
se tomo el plano de color verde; sin embargo los resultados son prometedores ya
que con el algoritmo basado Unicamente en focalizacion (figura42) utilizando
como criterio de foco la varianza de la imagen, no fue posible obtener la
topografia, esto se debe a que la resolucién axial es cercana 0,61um para el
objetivo de 100x (tablal), debido a esto aunque el barrido sea a pasos de 100 nm

no se alcanza a obtener topografia de las micro-lentes.
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Figura 43: imagen de una dispersion de esferas de Estafio A) modo campo claro
B) modo C-DIC, la muestra estd en foco sobre la parte superior de las esferas con
diametro cercano a 9 um, algunas de las esferas en esta region de la muestra
estan deformadas por defectos en su fabricacién, la imagen fue tomada con un

objetivo de 100x. Fuente: autor.
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Figura 44: A) fase a partir de algoritmo de integracion de fase en espiral con

unidades de la imagen en pixeles, B) topografia obtenida de la dispersion de

esferas, las unidades corresponden a micrometros. Fuente: autor.

Como puede observarse en la figura 43, en el caso de objetos con topografia que
supera la profundidad de campo del objetivo utilizado, es posible rescatar
Unicamente la informacion de las regiones en foco perdiendo la informacion de
planos subyacentes. Sin cambiar el plano focal se aplico el algoritmo de phase
shifting junto con el de integracion de fase en espiral, obteniendo los resultados
mostrados en la figura 44, en circulos rojos se resalta la informacion recuperada
de la muestra. El mismo proceso fue realizado para un biprisma de Fresnel al cual
se le aplico un recubrimiento de oro de aproximadamente 50um de espesor
(figura45), posteriormente fue observado mediante microscopia de campo claro
(figurad6) y se siguieron los pasos 1-9 (figurad6 a 48) de la metodologia de
adquisicién de imagenes del capitulo 5.2, mostrando que se obtienen resultados

de topografia consistentes con la geometria del prisma, la figura 46B de la parte
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superior e inferior muestran que el sistema actiia como un filtro direccional ya que
a pesar de observar la misma regién del prisma, no se observan los mismo
defectos en la superficie de la muestra cuando se orienta el shift en dos

direcciones perpendiculares.

Figura 45: bi-prisma de Fresnel con recubrimiento de oro de aproximadamente 50

nm de espesor. Fuente: autor.
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Figura 46: A) imagen del bi-prisma de Fresnel, tomada en modo de campo claro y
con un objetivo de 100x, B) imagenes de phase shifting utilizadas para construir la
funcion compleja, base del algoritmo de integracion de fase en espiral. Fuente:

autor.
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Figura 47: fase obtenida a partir de phase shifting e integracion de fase en espiral

y su correspondiente perfil. Fuente: autor.

20

1] Micrometros
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Figura 48: reconstruccion obtenida de la parte superior del bi-prisma de Fresnel,

con angulo entre los dos planos de 176 grados. Fuente: autor.
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CONCUSIONES

1. Los algoritmos de recuperacion de fase como phase shifting eliminan las
variaciones de la intensidad procedentes de imagenes C-DIC, permitiendo
obtener los gradientes de fase de la imagen, haciendo que la técnica sea
atil para recuperar la topografia en muestras con variaciones del orden de

micrémetros.

2. Es necesario emplear un filtro frecuencial ya que al separar la imagen en
planos de color no se consigue eliminar completamente la influencia de las
diferentes componentes frecuenciales que afectan la recuperacion de la

fase y por consiguiente impiden la reconstruccion de la muestra.

3. El algoritmo de integracion por espiral de fase permite obtener, a partir de
los gradientes de fase en dos direcciones mutuamente perpendiculares
conocidas la fase continua, minimizando los errores producidos cuando se
emplean métodos de integracion unidireccional, sin embargo requiere
establecer un método de calibracion y este proceso también puede
introducir errores en la fase resultante; Un patron de calibraciéon adecuado
mejora el proceso de calibracion del sistema, reduciendo el error en la fase

obtenida;

82



4. Las regiones de la imagen fuera de foco introducen ruido y producen
variaciones de fase indeseadas que impiden la reconstruccion de la

muestra.

5. un método de calibracién a considerar, consiste en crear un patron regular
en escalera realizado mediante técnicas de litografia que permita establecer
diferentes cambios de altura en el patrén, sin embargo el proceso de
calibracion con esferas permiti6 observar aspectos o6pticos de modelo
interferométrico que alli ocurre y corroborar las afirmaciones establecidas

en el desarrollo tedrico de este trabajo.

6. La muestra debe recibir un recubrimiento para garantizar homogeneidad en
el material y evitar cambios de fase por reflexion, sin este recubrimiento no
hubiese sido posible observar el patron de franjas y garantizar que un
determinado corrimiento es debido a cambios en la topografia y no a

cambios en el indice de refraccién de la muestra.
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TRABAJOS FUTUROS

1. Con el fin de complementar esta técnica es posible combinarla con
algoritmos de focalizacion que permitan obtener informacion de muestras
con rugosidad superior a diez micras pero con detalles adquiridos por la

técnica C-DIC menores a este rango.

2. El analisis realizado en este trabajo se hizo bajo el desarrollo de la 6ptica
coherente ya que trabajos anteriores mostraron buenos resultados
utiizando esta herramienta, sin embargo se pueden seguir buscando
mejoras en los algoritmos de recuperacion de fase a partir de gradientes de

fase desde el punto de vista de la Optica incoherente.

3. Es posible utilizar la técnica para establecer cambios de fase en una
muestra plana con el fin de determinar cambios en el indice de refraccion
del material de la muestra, pudiendo ser utilizado tanto para el analisis de

peliculas delgadas como para determinar el crecimiento de cristales.

4. En este trabajo se realizé una calibracion manual del sistema Optico, en
trabajos futuros es posible realizar este proceso de calibracion de forma
automatica reduciendo los errores generados por el tiempo de toma de
datos, ya que como se mencioné en el trabajo la exposicion prolongada de
la muestra a la luz hace que esta sufra cambios por dilatacién lo que

dificulta mantener en foco la muestra.
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