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• - à partir de ladite image d'intensité lumineuse, déterminer des zones de l'image de phase différentielle n'étant pas perturbées par
un objet; · - attribuer une valeur de phase prédéterminée auxdites zones non perturbées par un objet; · - intégrer numériquement
l'image de phase différentielle à partir des bords de l'image en considérant une constante d'intégration arbitraire pour ces bords
pour obtenir une image de phase brute; · - corriger l'image de phase brute par soustraction d'une fonction continue telle que la va -
leur de l'image de phase corrigée dans les zones sans objet prenne la valeur de phase prédéterminée.



METHODE D'INTEGRATION DE PHASE HOLOGRAPHIQUE DIFFERENTIELLE

Objet de l'invention

[0001] La présente invention se rapporte à une

méthode d'intégration d'une représentation holographique

différentielle afin de déterminer la phase optique de cette

représentation .

Etat de la technique

[0002] La microscopie en holographie digitale permet

d'obtenir la phase optique quantitative d'un objet qui

constitue une mesure précise de son épaisseur optique en

mode de transmission ou de son relief en mode réflectif [1-

5 ] . Cette fonctionnalité contribue fortement à l'intérêt

qui est porté à la microscopie en holographie digitale car

elle permet 1'implémentation d'une technique de contraste

de phase quantitative inédite en microscopie optique

classique avec une précision de l'ordre de quelques

nanomètres [5-6].

[0003] L 'instrumentation utilisée pour implémenter

ce mode de fonctionnement est 1'interférométrie optique. En

transmission, on utilise souvent un interféromètre à 2

canaux optiques de type Mach-Zehnder ou Michelson dans

lequel un des canaux, dit canal objet, comporte

l'échantillon et un objectif de microscope qui réalise

l'image de l'échantillon sur le senseur d'une caméra

(faisceau lumineux objet) . Le deuxième canal, dit de

référence, donne lieu au faisceau lumineux de référence qui



interfère optiquement avec le faisceau objet. La phase

optique est obtenue par un calcul numérique effectué sur la

figure d'interférence enregistrée.

[0004] En holographie digitale, on enregistre

également l'intensité lumineuse de l'objet. Cette

information couplée à la phase optique permet de

reconstituer l'amplitude complexe provenant de

l'échantillon. Grâce à l'amplitude complexe, il devient

possible, par le procédé de reconstruction holographique,

de pouvoir remettre nette l'image d'un objet qui a été

enregistrée floue [2-6] .

[0005] L 'implémentation de ce type de microscopie

avec un interféromètre à deux canaux présente toutefois des

inconvénients :

L'utilisation de deux faisceaux séparés nécessite

1'implémentation de sources lumineuses optiques de

cohérence optique élevée. Même si certaines

configurations permettent l'utilisation des sources de

cohérence partielle [4,6], elles sont toujours plus

cohérentes que celles utilisées en microscopie optique

classique. Or, plus la cohérence de la source est

importante, plus le bruit dit de cohérence augmente et

on obtient donc généralement des images plus bruitées

(speckle) qu'en microscopie classique.

Le fait de placer l'échantillon dans un des bras de

1'interféromètre peut changer la direction globale du

faisceau objet et peut donc induire un désalignement

entre les faisceaux objet et de référence. Il est donc

souvent nécessaire de réaligner le microscope

holographique après l'introduction de l'échantillon,

et lors de chaque changement d'échantillon.

L 'interférométrie à deux canaux est très sensible aux

directions relatives des faisceaux objet et de



référence. Si l'objet dévie fortement le faisceau qui

l'illumine, la densité de franges de la figure

d 'interférence augmente et on se retrouve rapidement

dans une situation dans laquelle les franges ne

peuvent plus être résolues par le senseur de la

caméra .

[0006] Pour éviter ces inconvénients, on peut

utiliser la microscopie holographique digitale dite

différentielle [7,8]. Avec ce type d'instrument, l'objet

est placé sur le trajet optique avant 1'interféromètre . En

transmission, le faisceau lumineux provenant de l'objet

passe au travers d'un interféromètre à deux bras qui

introduit un petit décalage spatial entre les deux

faisceaux lorsqu'ils sont incidents sur le senseur. La

figure d'interférence des deux faisceaux permet alors de

calculer la phase différentielle suivant la direction du

décalage spatial entre les deux faisceaux lumineux. Le

document EP 1631788 décrit ce type de dispositifs.

[0007] Cette configuration évite tous les

inconvénients de la microscopie holographique tels que

décrits ci-dessus :

des sources de cohérence très réduite peuvent être

utilisées ;

1'interféromètre est peu sensible au désalignement

quand on place l'échantillon car celui-ci est placé à

1'extérieur ;

il ne faut pas réaligner 1'interféromètre quand on

change l'objet car il est placé à l'extérieur de

1'interféromètre ;

- en mesurant la phase différentielle, même quand

l'objet introduit une déviation importante de la

direction du faisceau lumineux, la figure

d 'interférence garde des franges suffisamment espacées



sur le senseur évitant ainsi le problème de résolution

au niveau du senseur.

La configuration en holographie digitale différentielle est

donc très intéressante pour de nombreuses applications.

[0008] Toutefois, pour des évaluations quantitatives

des échantillons, il est souvent plus avantageux de mesurer

la phase plutôt que la phase différentielle. Il y a donc un

processus de calcul à effectuer qui permet d'obtenir la

phase directe à partir de la phase différentielle.

[0009] Néanmoins, ce processus d'intégration

nécessite la connaissance des conditions aux limites

(constantes d'intégrations) à partir desquelles on intègre

de proche en proche. Généralement, dans l'art antérieur, on

considère arbitrairement une valeur constante sur deux

bords de l'image, à partir desquels on intègre

numériquement la phase différentielle. Cette fixation

arbitraire induit alors des erreurs se propageant sur

l'ensemble de l'image, en particulier lorsque des objets se

trouvent sur ces bords.

Buts de 1 'invention

[0010] La présente invention vise à fournir une

méthode de calcul de la phase optique d'une représentation

holographique à partir de sa phase différentielle.

Résumé de 1 'invention

[0011] La présente invention se rapporte à une

méthode d'intégration d'une image de phase différentielle

comprenant les étapes de :

- déterminer des zones de l'image de phase

différentielle n'étant perturbées par un objet ;

attribuer une valeur prédéterminée auxdites zones non

perturbées par un objet;



intégrer l'image de phase différentielle à partir des

bords de l'image en considérant une constante

d 'intégration arbitraire pour ces bords pour obtenir

une image de phase brute ;

- corriger l'image de phase brute par soustraction d'une

fonction continue telle que la valeur de l'image de

phase corrigée dans les zones sans objet prenne la

valeur prédéterminée.

[0012] De préférence, ladite valeur prédéterminée

attribuée aux zones non perturbées par l'objet est une

constante, de préférence égale à zéro.

[0013] Avantageusement, la fonction continue est

déterminée sur une droite d 'intégration donnée par

interpolation linéaire de l'image de phase brute entre les

deux points d 'intersection de la droite d 'intégration avec

les limites de l'objet, cette détermination étant faite

lorsque les deux points d 'intersection appartiennent à

1'image .

[0014] De préférence, la fonction continue est

égale, sur une droite d'intégration donnée, à la valeur de

la phase brute à l'intersection de ladite droite

d'intégration avec la limite de l'objet, cette égalité

étant appliquée lorsqu'un seul point d'intersection entre

ladite droite d'intégration et la limite de l'objet se

trouve à l'intérieur de l'image.

[0015] Avantageusement, la détermination des zones

non perturbées par un objet est effectuée à partir de

l'image d'intensité lumineuse.

[0016] Avantageusement, la détermination des zones

non perturbées par l'objet comprend les étapes suivantes :

calcul de la transformée de Fourier de l'image

d'intensité lumineuse I(u,v);



filtrage passe haut de I(u,v) par une fonction 1-

g(u,v), pour obtenir la transformée filtrée I ' (u,v),

g(u,v) est une fonction gaussienne centrée sur

(u,v) = (0,0) ;

- calcul de la transformée inverse i ' (s,t) de I ' (u,v) ;

calcul du module carré de la transformée

inverse ;

filtrage passe bas du module carré ;

application d'une fonction de seuil qui met à 0 les

zones où le module carré est inférieur à un

seuil prédéterminé, et à 1 les zones ou le module

carré est supérieur au seuil prédéterminé.

Description des figures

[0017] La figure 1 représente le recouvrement des

faisceaux diffractés et non diffractés sur le senseur pour

un objet hors focus .

[0018] La figure 2 représente la reconstruction

holographique de l'image de l'objet et de son conjugué.

[0019] La figure 3a représente une image d 'intensité

d'objets légèrement flous.

[0020] La figure 3b représente une image de

détection des objets.

[0021] La figure 3c représente la multiplication

point par point des images des fig. 3-a et fig. 3-b

[0022] Fig. 4 : Configuration pour la correction de

phase en un point (s,t) .

[0023] Fig. 5 : Configuration pour la correction de

phase en un point (s,t) appartenant à une zone qui

intercepte un bord de l'image

[0024] La figure 6a représente une image de phase

différentielle (cellules animales en suspension)



[0025] La figure 6b représente la phase

différentielle intégrée de l'image de la figure 6a

utilisant la méthode proposée.

[0026] La figure 7a représente la phase mesurée de

façon directe.

[0027] L a figure 7b représente la phase

différentielle intégrée sans processus de correction,

correspondant à la figure 7a.

Description détaillée de 1 'invention

[0028] Pour obtenir la phase optique à partir de la

phase différentielle, il faut effectuer une opération

numérique d'intégration. Une méthode adaptée à cette

situation est décrite ci-après.

[0029] On suppose que la phase différentielle

initiale ait été obtenue par un processus de calcul adéquat

de manière à éliminer les sauts de phase. Un exemple d'une

telle procédure adéquate est décrit par Vyacheslav V .

Volkov and Yimei Zhu, dans le document "Deterministic phase

unwrapping in the présence of noise", OPTICS LETTERS, 28,

2156-2158 (2003) que nous incorporons ici par référence.

[0030] La phase optique d'un objet est exprimée par

· L'indice c indique qu'il s'agit d'un signal

continu suivant les axes x et y du senseur 2D. La phase

différentielle correspondante peut s'exprimer par :

oÙù représente le déplacement différentiel entre les

deux faisceaux.

[0031] Comme les signaux interf érométriques sont

détectés sur un senseur constitué d'une matrice de points



photosensibles avec un pas d 'échantillonnage généralement

constant suivant les directions x et y , le signal

échantillonné peut être exprimé selon l'équation:

Avec s , t=-N/2,..., (N/2)-l, où N est le nombre de points par

côté du senseur.

En utilisant 1'équation (1), il vient :

[0032] En supposant que les variations des fonctions

sont lentes à l'échelle de la dimension caractéristique de

1'échantillon ∆ , il vient :

Ou encore :

En utilisant la notation l'équation (4)

devient :

En isolant le terme dans un membre de l'équation, il

vient :



[0033] L'équation (6) permet donc de calculer la

phase connaissant t l a s e

différentielle . Connaissant la phase sur le bord

supérieur (s =-N/2) et sur le bord gauche (t =-N /2) du

senseur, nous pouvons donc par un balayage ligne par ligne

calculer la phase intégrée en tout point du senseur.

[0034] La méthode d'intégration exprimée par

l'équation (6) convient bien au cas de l'intégration de la

phase différentielle car il arrive souvent dans des

situations réelles que le pas différentiel ne soit

pas constant sur tout le champ du senseur. Dans ce cas,

l'équation (6) peut être utilisée à condition que l'on

adapte en chaque point les en fonction d'une

calibration préalable.

[0035] Dans le raisonnement qui précède l'hypothèse

de la variation lente de la phase différentielle entre des

points d'échantillonnage voisins a été faite. On peut donc

s'attendre à obtenir des erreurs d'intégration qui se

cumulent .

[0036] Toutefois, le processus d'intégration peut

être fait de manière itérative pour éliminer ces erreurs :

après une première itération, on évalue l'erreur en

différenciant la phase intégrée et en soustrayant le

résultat à la phase différentielle de départ. Le résultat

de cette soustraction est réintégré en utilisant l'équation

(6) pour calculer une correction de la phase intégrée

initialement obtenue. Ce processus de correction peut être

effectué plusieurs fois jusqu'à obtenir une phase intégrée

en deçà d'un seuil d'erreur préalablement défini.



[0037] Le processus d'intégration ne peut toutefois

pas s'appliquer seul car il nécessite la connaissance de la

phase intégrée sur les bords supérieur et gauche du

senseur. Il s'agit classiquement du problème de la

détermination des constantes d'intégration. Généralement,

dans l'art antérieur, ces constantes d'intégration sont

fixées arbitrairement égales à zéro, ce qui produit des

artéfacts à proximité de ces bords, ou des lignes ne

correspondant pas à la réalité. Ces constantes

d 'intégration ne peuvent donc pas être connues a priori et

il faut les établir grâce à une information supplémentaire.

Pour cela, la présente invention utilise l'information

d'intensité lumineuse comme décrit à la section suivante.

Détermination des constantes d'intégration grâce à

l'intensité lumineuse

[0038] Un microscope holographique différentiel

fournit à la fois l'information de phase différentielle et

l'information d'intensité lumineuse de l'échantillon. Cette

information d 'intensité permet de déterminer la valeur de

la phase optique en certaines zones de l'image et permet de

fixer dans la plupart des cas les constantes d 'intégration

locales .

[0039] Dans le cas de l'enregistrement d'un

hologramme différentiel d'un objet légèrement flou en

transmission, l'intensité, et la figure d'interférence

entre l'objet qui diffracte la lumière et le faisceau

d'illumination de l'échantillon (Fig .1) sont enregistrés.

[0040] La configuration représentée par la figure 1

est similaire à celle utilisée dans l'holographie de Gabor,

à savoir le premier type d'holographie optique qui a été

inventé. Or, l'holographie de Gabor permet une

reconstruction holographique de l'objet ainsi que son image

dite conjuguée (Fig. 2). On n'obtient toutefois pas l'image



de phase comme on l'obtient avec une configuration en

interf éromètre .

[0041] Cela signifie que la figure d'interférence

enregistrée entre le faisceau diffracté par l'image de

l'objet et le faisceau non diffracté contient l'information

sur l'image de l'objet et son image conjuguée et plus

particulièrement sur les composantes en fréquences

spatiales de l'image nette de l'objet.

[0042] On peut également rencontrer des situations

similaires lorsque l'objet est illuminé en réflexion. Par

exemple lorsque l'échantillon est une plaque plane

réfléchissante sur laquelle il y a un défaut localisé. Dans

cette situation, le faisceau réfléchi par la partie plane

de l'objet interférera avec le faisceau réfléchi par la

zone du défaut. Dans ce qui suit, on considérera comme

objet ce qui produit une perturbation non prédictible du

faisceau (i.e. un défaut localisé, une particule en

suspension dans un milieu transparent) tandis que les zones

produisant des modifications prédictibles du faisceau

seront considérées comme des zones « sans objet » (i.e. un

support plan, un milieu transparent homogène dans un porte

échantillon) .

[0043] Dans la configuration en transmission (fig.

1), l'intensité lumineuse enregistrée sur le senseur est

. La composante en fréquences spatiales (u,v) est

définie par la transformée de Fourier spatiale de

l'intensité lumineuse :

[0044] On montre que s'il n 'y a pas d'objet,

est signif icativement différent de zéro que lorsque (u,v)



est proche de (0,0) . Par contre, s'il y a la présence de

l'image d'un objet proche du senseur, il y aura des

composantes signif icativement différentes de zéro pour une

gamme étendue des valeurs de u et .

[0045] Par conséquent, en opérant un filtrage passe

haut sur la transformée de Fourier, il est possible de

déterminer les zones d 'intensité lumineuse influencées par

la présence de l'image de l'objet.

[0046] L'algorithme qui permet de déterminer ces

zones est le suivant :

1/ Calcul de la transformée de Fourier

2/ Filtrage passe haut de par une fonction (l-g(u,v)),

ou g{u,v) est une fonction gaussienne réelle centrée sur

(u, v )= (0,0) .

3/ Calcul de la transformée de Fourier inverse

4/ Calcul du module carré

5/ Filtrage passe bas par une convolution avec une fonction

gaussienne .

6/ Application d'une fonction seuil qui met à 1 les valeurs

supérieures au seuil et à 0 les valeurs inférieures au

seuil .

Ce processus s'avère très efficace pour sélectionner les

zones de présence d'objets comme illustré par la figure 3 .

[0047] Les zones de présence d'images d'objets étant

déterminées (zones blanches sur Fig. 3-b) , on dispose d'un

moyen pour fixer les constantes d 'intégration dans le

processus décrit précédemment.

[0048] Partout où il n'y a pas d'objet (zone noire),

on considérera que la phase intégrée doit être constante.

Sans nuire à la généralité, on supposera que cette

constante est égale à zéro. Le processus d'intégration



précédant peut alors être appliqué pour tout objet qui est

entouré par une zone sans objet (région noire) .

[0049] On applique également une correction

supplémentaire directionnelle en chaque point d'une zone

signalant la présence d'un objet en considérant que la

Phase intégrée suivant la direction doit être nulle

quand on entre et on sort de la zone, la figure 4 montre

une zone de présence d'objet pour laquelle la phase

intégrée sans correction en un (s,t) a été calculée.

On trace par le point (s,t) où on souhaite corriger la

phase la droite D de direction . On recherche les

points frontières de la zone (si,ti) et (so,to) qui

appartiennent à la droite D de direction et qui

passe par le point (s,t) .

[0050] Si les phases intégrées aux points (si,ti) et

(so,to) sont respectivement on applique

au point (s,t) la correction :

Où d i est la distance euclidienne entre le point (s,t) et

le point (si,ti), e t où d∑ est la distance euclidienne

entre le point (s,t) et le point (so,to).

On constate alors que cette correction annule bien

lorsque (s, t )= (so, to) ou (s, t )= (si, ti) .

[0051] Lorsque une zone de présence d'un objet

intercepte un bord de l'image et qu'il n'est pas possible

de trouver les deux points (si,ti) ou (so,to), la

correction est effectuée sur le seul point (si,ti) ou

(so,to) qui se trouve dans l'image (fig. 5 ) .



[0052] Si (si,ti) appartient à l'image, la ρηε

corrigée peut être calculée selon l'équation suivante:

Si (so,to) appartient à l'image, la phase corrigée peut

être calculée selon l'équation suivante:

La méthode décrite s'avère efficace s'il subsiste des zones

hors objet qui permettent de définir les constantes

d 'intégration.

[0053] Les figures suivantes montrent un exemple,

correspondant à l'image de la Fig. 3-a, d'intégration de

phase différentielle en utilisant la méthode décrite.

[0054] La Fig. 6-a est l'image différentielle de

départ avec un axe de différenciation horizontal. A partir

de cette image, et grâce à l'image de la Fig. 3-b, on

calcule la phase intégrée pour obtenir l'image de la Fig.

6-b. Cette image est à comparer à l'image de la Fig. 7-a

qui représente la phase non différentielle directement

enregistrée. On observe que ces deux images sont très

similaires. Entre ces deux images, il y a un léger offset

global en niveau de gris. Cet offset n'a aucune

signification physique et n'a donc aucune importance.

[0055] Les zones abruptes noires qui apparaissent

dans certaines zones claires sur les deux images des Fig.

6-b et Fig. 7-a sont dues à de sauts de phase qui

proviennent de la périodicité inhérente à

1'interférométrie . Ces sauts sont normaux et peuvent être



éliminés en utilisant un processus de déroulage de phase

usuel .

[0056] La Fig. 7-b montre un processus d'intégration

numérique de la phase différentielle directe sans utiliser

les zones d 'intégration et le processus de correction

décrits dans la présente demande. Pour l'obtention de la

phase sans processus de correction (Fig. 6-b) , les phases

initiales sur les bords supérieur et gauche ont été prises

égales à zéro. On observe sur cette figure de nombreuses

erreurs d'intégration qui valident l'utilité de la méthode

proposée .

Bibliographie

1 . U . Schnars and . Jtiptner, "Direct recording of

holograms b y a CCD target and numerical reconstruction",

Appl. Opt. 33, 179-181 (1994).

2 . I.Yamaguchi and T . Zhang, " Ph a se-shif ting digital

holography", Opt. Lett. 22, 1268-1270 (1997).

3 . T . Zhang and I . Yamaguchi, "Three-dimensional microscopy

with phase-shi fting digital holography", Opt. Lett. 23,

1221-1223 (1998) .

4 . F . Dubois, L . Joannes, J.-C. Legros, "Improved three-

dimensional imaging with digital holography microscope

using a partial spatial cohérent source " Appl. Opt. 38,

7085-7094 (1999)

5 . E.Cuche, F.Bevilacqua and C . Depeursinge, "Digital

holography for quantitative phase contrast imaging", Opt.

Lett. 24, 291-293 (1999)

6 . Frank Dubois, Catherine Yourassowsky, Olivier Monnom,

Jean-Claude Legros, Olivier Debeir, Philippe Van Ham,

Robert Kiss, Christine Decaestecker, "Digital holographie

microscopy for the three-dimensional dynamic analysis of in

vitro cancer cell migration", Journal of Biomédical Optics

11-5, 054032 September/October 2006



7 . F . Dubois, C . Yourassowsky, « Digital holographie

microscope for 3D Imaging and procès using it » , Patent

EP1631788B1, 2007.

8 . F . Dubois, C . Yourassowsky, "Off Axis interferometer",

Patent WO 2011/042442 Al, 2011.



REVENDICATIONS

1 . Méthode d'intégration d'une image de

phase différentielle comprenant les étapes de :

obtenir une image de phase différentielle utilisant la

microscopie holographique digitale différentielle,

pour laquelle un objet à analyser est placé avant

1'interféromètre ;

obtenir une image d'intensité lumineuse de l'objet;

déterminer des zones d e l ' image d e p hase

différentielle n'étant perturbées par un objet ;

attribuer une valeur prédéterminée auxdites zones non

perturbées par un objet;

intégrer l'image de phase différentielle à partir des

bords de l'image en considérant une constante

d 'intégration arbitraire pour ces bords pour obtenir

une image de phase brute ;

corriger l'image de phase brute par soustraction d'une

fonction continue telle que la valeur de l'image de

phase corrigée dans les zones sans objet prenne la

valeur prédéterminée.

2 . Méthode de la revendication 1 dans

laquelle la ladite valeur prédéterminée attribuée aux zones

non perturbées par l'objet est une constante, de préférence

égale à zéro.

3 . Méthode des revendications 1 ou 2 dans

laquelle la fonction continue est déterminée sur une droite

d'intégration donnée par interpolation linéaire de l'image

de phase brute entre les deux points d 'intersection de la

droite d'intégration avec les limites de l'objet, cette

détermination étant faite lorsque les deux points

d'intersection appartiennent à l'image.

4 . Méthode de l'une quelconque des

revendications précédentes dans laquelle la fonction



continue est égale, sur une droite d'intégration donnée, à

la valeur de la phase brute à l'intersection de ladite

droite d'intégration avec la limite de l'objet, cette

égalité étant appliquée lorsqu'un seul point d'intersection

entre ladite droite d'intégration et la limite de l'objet

se trouve à l'intérieur de l'image.

5 . Méthode selon l'une quelconque des

revendications précédentes, dans laquelle la détermination

des zones non perturbées par un objet est effectuée à

partir de l'image d'intensité lumineuse.

6 . Méthode de la revendication 5 dans

laquelle la détermination des zones non perturbées par

l'objet comprend les étapes suivantes :

calcul de la transformée de Fourier d e l ' image

d'intensité lumineuse I(u,v);

filtrage passe haut de I(u,v) par une fonction 1-

g(u,v), pour obtenir la transformée filtrée I ' (u,v),

g(u,v) est une fonction gaussienne centrée sur

(u,v) = (0,0) ;

- calcul de la transformée inverse i ' (s,t) de I ' (u,v) ;

calcul du module carré de la transformée

inverse ;

filtrage passe bas du module carré ;

application d'une fonction de seuil qui met à 0 les

zones où le module carré est inférieur à un

seuil prédéterminé, et à 1 les zones ou le module

carré est supérieur au seuil prédéterminé.
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