
Reonstrution d'images, tomographie, optique de Fourier, holographie interférométrique, syn-thèse d'ouverture, autres tehniques holographiques.Mirosope tomographique di�ratif ave éhantillon �xe etdiretions d'illumination variables.Bertrand Simon1, Matthieu Debailleul1, Vinent Georges1, Olivier Haeberlé1
1 Laboratoire MIPS-Lab-El, IUT Mulhouse,61 rue A. Camus 68093 Mulhouse Cedex FraneRésumé. Nous présentons un mirosope di�ratif optique ave éhantillon �xe et illuminationde diretions variables, un système apable d'imager une distribution d'indie omplexe en 3D.Nous rappelons d'abord les fondements théoriques : la di�ration sous la première approximationde Born et son interprétation dans l'espae de Fourier des fréquenes spatiales permettent d'expli-quer le lien entre le hamp di�raté, les fréquenes spatiales de l'objet et ses propriétés physique.Dans la deuxième partie, le montage expérimental est dérit. Le proédé d'ouverture synthétiqueà la base de la tomographie est alors détaillé. La reonstrution tomographique est appliquée à unsquelette (ou frustule) de diatomée, une algue uniellulaire dont les parois sont omposées de silie.Cette reonstrution tomographique est ensuite omparée à la reonstrution holographique. Dans ladernière partie, les méthodes tomographiques alternatives sont présentées et omparées au systèmedérit dans e papier. En partiulier, nous disutons du remplissage de l'espae de Fourier et de sesonséquenes sur la résolution.Pour iter et artile, faire référene à [1℄.I. INTRODUCTIONLa mirosopie tomographique optique permet d'imager en trois dimensions un éhantillonen utilisant une suession d'illuminations. Pour haque illumination, on enregistre haque ondedi�ratée qui va permettre de reonstruire une image de et éhantillon.Nous utilisons l'approhe développée dans [2℄ : l'éhantillon est �xe et les diretions d'illu-mination de la soure ohérente sont variables. Cette méthode permet une imagerie 3D hauterésolution et peut potentiellement devenir un système d'imagerie 3D rapide, ar la tomographieest e�etuée sans rotation de l'éhantillon ni déplaer d'éléments lourds. La diretion d'illumi-nation peut en e�et être hangée rapidement grâe à des miroirs galvanométriques ou enoredes dé�eteurs aousto-optique. Dans notre système, le déteteur est plaé dans un plan im-age, e qui simpli�e le montage et augmente la vitesse d'aquisition. Dans e papier, nousdérivons d'abord les prinipes généraux sous-jaent pour atteindre une haute résolution. Nousdétaillons ensuite le montage expérimental et la méthode pour obtenir les images 3D. Nousdisutons également des tehniques tomographiques alternatives. En�n, nous onluons ave lesdéveloppements et perspetives de la mirosopie tomographique optique.II. FONDEMENTS THÉORIQUESNous donnons d'abord une brève desription de l'approhe de la di�ration par Wolf [3℄ sousla première approximation de Born, 'est à dire pour des objets faiblement di�usant.Quand un objet est illuminé par une onde ψi, de veteur d'onde ki, il di�rate seulementune petite partie de la lumière inidente et ψd dérit la part de ψi qui est di�usée dans touteles diretions. Le hamp di�raté est déomposé omme une somme d'onde plane de veteursd'onde kd. En outre, la ondition d'élastiité implique pour haque veteur kd que :

||kd|| = ||ki|| (1)il en résulte que l'ensemble des extrémités des veteurs kd dérivent une surfae sphérique,appelée la sphère d'Ewald. Wolf [3℄ a montré que pour une objet faiblement di�usant, illuminépar une onde plane, les veteurs dans l'espae réiproque sont liés par :
kd = ki + ko (2)De plus, le rayon de la sphère d'Ewald dans l'espae de Fourier est lié au module du veteurd'onde k = 2π/λ, où λ est la longueur d'onde d'observation. Il existe un lien diret en terme de
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Figure 1: Prinipe de la mirosopie di�rative optique : onstrution du support des fréquenesspatiales dans le as de la mirosopie en transmission (en haut) et du système en ré�etion (en bas).fréquenes spatiales :
fd = fi + fo (3)où fd = kd/2π est une fréquene spatiale de l'onde di�ratée, fi = ki/2π est la fréquenespatiale de l'onde d'illumination et f0 = k0/2π est une fréquene spatiale de la permittivité del'objet. Cei montre qu'il est possible de reonstruire un sous-ensemble sphérique en 2D de lareprésentation tridimensionnelle de l'objet faiblement di�usant : la di�ration est interprétéeomme une transformée de Fourier, dont les variables onjuguées sont les oordonnées de l'espaeet les oordonnées fréquentielles prises en kd − ki [4℄.La �gure 1 montre omment l'espae de Fourier est rempli en faisant varier l'illumination.L'onde di�ratée par l'objet faiblement di�usant est enregistrée à la fois en amplitude et enphase grâe à une tehnique holographique. Cependant, l'ensemble des omposantes de Fourierde l'onde di�ratée (ar de erle en gras sur la �gure 1(a)) qui peuvent être enregistrées estlimité par l'ouverture numérique de l'objetif de mirosope (NAobj) utilisé en détetion.Pour une diretion inidente donnée fi et une diretion d'observation fd, la fréquene spatialeorrespondante de la permittivité de l'objet est fd − fi. L'ensemble des fréquenes spatiales

fd − fi enregistrées est montré sur un ar de erle sur la �gure 1(b). −fi est indiquée par une�èhe en tirets sur la �gure 1(b).
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Figure 2: Prinipe de la mirosopie tomographique di�rative : le support des fréquenes détetéesorrespond au as où deux objetifs de mirosope sont utilisés : un pour la transmission (gris sombre)et un en ré�exion (gris lair)L'idée lé de la tomographie est d'augmenter l'ensemble des omposantes de Fourier quipeuvent être enregistrées a�n d'obtenir une reonstrution plus préise de la permittivité del'objet. Dans notre approhe, le système de détetion et l'éhantillon sont �xés. L'aquisitiontomographique est e�etuée en hangeant l'angle d'inidene de l'onde d'illumination. Ainsi, ladiretion de l'onde inidente est hangée mais les diretions d'observations restent les mêmes.Cependant, après un déalage orret �xé par l'onde d'illumination, d'autres ensembles defréquenes sont détetées (Fig.1()). En partiulier, remarquez qu'une onde inidente inlinéepermet d'enregistrer des fréquenes spatiales du spéimen plus élevées : il est don intéressantd'utiliser des angles d'illumination les plus élevés possible. Dans un mirosope tomographique,de la même façon que pour un mirosope à transmission lassique, l'utilisation d'un ondenseurà haute ouverture numérique NA permet d'atteindre de tels angles. Une version modi�ée de la�gure 1(a,b,), orrespondant à la détetion d'onde ré�éhies est montrée sur la �gure 1(g,h,i).Les proédés dérits sur les �gure 1(a,b,) ou 1(g,h,i) dans le plan (fy, fz) plane sont aussivisibles sur la �gure 1(d,e,f) dans le plan (fx, fy). Les di�érentes parties de la �gure 1 perme-ttent de omprendre le remplissage de l'espae des fréquenes spatiales dans les montages entransmission et ré�exion. Par exemple, le disque en tirets du haut de la �gure 1(f) orrespond àune illumination à 90◦. Ave un nombre su�sant d'inidene, le support des fréquenes détetéesdans le plan (x, y, z = 0) devient un disque (�gure 1(f)).Dans le plan (y, z), le domaine de Fourier balayé ave un nombre d'ondes inidentes su�-isant prend la forme bien onnue en � papillon �de la fontion de transfert optique (FTO) dumirosope à transmission.Dans le as du dispositif en ré�exion (Fig. 1(g,h,i)), la forme du support et sa position dansl'espae de Fourier est di�érente de elle d'un mirosope en transmission.Notons également que le représentation étant en 2D, une alotte de sphère apparaît ommeun ar de erle. En 3D, le support omplet est une portion de sphère (transmission+ré�exion)dont la limite est dérite par une ligne en tiret sur la �gure 1(i).Les �gures 1(a-i) ont été onstruites en onsidérant une faible ouverture numérique. e quiexplique le large espae entre l'ensemble des fréquenes détetées en transmission et en ré�exion(omparez les �gures 1() et 1(i)). À haute ouverture numérique et pour des spéimens trans-parents, le dispositif en ré�exion et transmission permet d'atteindre un support de fréquenebien plus important (Fig. 2). Dans e as, deux objetifs se faisant fae sont utilisés : ils sontutilisés l'un après l'autre en illumination et en détetion.Dans toutes les on�gurations (transmission seule, ré�exion seule ou les 2 ombinées), lemirosope tomographique optique peut être vu simplement omme un mirosope qui aquiertune suession d'hologrammes ave di�érents angles d'illumination. Si le proédé holographiqueest lassique, un point lé de e type de mirosopie est l'extension du du support des fréquenes
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Figure 3: Dispositif expérimental du mirosope tomographique en transmission. Sur la �gure 3(a), laCCD est dans un plan de Fourier, alors qu'elle est dans un plan image sur la �gure 3(b).de l'objet enregistrées, 'est à dire la réalisation d'une synthèse d'ouverture. Cette extensiondu support est faite en realant orretement les fréquenes spatial di�ratées par rapport à ladiretion d'illumination a�n de plaer orretement les fréquenes spatiales de l'objet.III. DISPOSITIF EXPÉRIMENTAL EN TRANSMISSIONLa �gure 3a présente un shéma du dispositif expérimental utilisé dans [2℄. Il est basé sur uninterféromètre de Mah-Zehnder pour réaliser l'holographie à déalage de phase [5℄.Un faiseau laser He-Ne est séparé en 2 ondes par le séparateur de faiseau BS1. L'onde deréférene en pointillé-tiret rouge sur la �gure 3 est rendue plane par les lentilles L3 and L4.L'holographie à déalage de phase est réalisée grâe à un miroir monté sur un déplaementpiézoéletrique qui permet de ontr�ler la phase de l'onde de référene.Les lentilles L1 et L2 foalisent l'onde d'illumination (en trait plein vert) dans le plan foalobjet du ondenseur. Le ondenseur rend plan ette onde d'illumination ave un angle d'ini-dene qui varie ave la position de e point foal. Le faiseau d'illumination est inliné grâeau miroir motorisé inlinable : une légère inlinaison de e miroir génère un angle d'inlinaisonimportant par rapport à l'axe optique de l'onde d'illumination en sortie de ondenseur.L'éhantillon di�rate l'onde d'illumination, générant une onde di�ratée (en tirets bleu).L'onde d'illumination et l'onde di�ratée sont olletées par l'objetif. Les lentilles LT et L5rendent plane l'onde di�ratée. Les ondes de référene, d'illumination et di�ratée sont reom-binées par le ube BS2. Les interférenes sont enregistrées par la CCD plaée au point foal del'onde non di�ratée, 'est à dire dans un plan de Fourier.Pour haque diretion de l'onde d'illumination, 4 images sont enregistrées. Leur phase re-spetive est déalée de π/2. Une image omplexe en est déduite, utilisant la formule V =
I0 − Iπ + j(Iπ/2 − I3π/2) ou V est une valeur omplexe dé�nie pour haque pixel de la CCD.Cependant, plaer la CCD dans un plan de Fourier a un désavantage majeur : dans un tel plan,l'onde non di�ratée génère un spot très brillant sur la améra. Si e point est préisément
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fo = fd − fi (4)La �gure 4 donne un résumé des opérations e�etuées, en 2D pour plus de simpliité. La CCDenregistre une projetion du front d'onde expérimental. L'holographie à déalage de phase etla FFT 2D fournissent l'amplitude omplexe pour haque omposante fréquentielle de l'ondedi�raté. L'ouverture numérique de l'objetif étant limitée, les fréquenes spatiales se répartis-sent sur une alotte de sphère (au lieu d'une demie sphère). L'onde d'illumination étant planeet sa diretion onnue, on peut déduire les fréquenes spatiales objet à l'aide des fréquenesspatiales de l'onde di�ratée en utilisant la relation 4. Il faut ependant noter que l'origine desfréquenes spatiales objet est dé�nie par la diretion d'illumination. Par onséquent, lorsquela diretion d'illumination varie, l'onde d'illumination varie en diretion et en phase : on doitalors ajuster les fréquenes spatiales di�ratées a�n d'obtenir les fréquenes spatiales de lapermittivité de l'objet. Ce realage est e�etué numériquement de la façon suivante :L'onde d'illumination étant plane, elle est aratérisée par une fréquene spatiale unique. Deplus, l'objet étant faiblement di�usant, ette fréquene unique peut être déterminée grâe aumaximum d'intensité du hamp di�raté. De ette façon, on obtient failement l'origine desfréquenes spatiales objet.Il faut de la même façon realer l'amplitude omplexe qui a varié : les déalages de phaseentre les di�érente illumination sont dues aux hangements méaniques dans les positions oules orientations lors des mouvements du miroir. Des variations d'amplitude peuvent se produiresi un système à haute ouverture numérique est utilisé. Une fois enore, l'objet étant faiblementdi�ratant, on peut supposer que l'onde d'illumination n'est pas perturbée par l'objet, et donque l'amplitude omplexe de l'onde d'illumination peut être extraite à la position du maximumd'intensité de l'onde di�ratée. Finalement, la alul de l'amplitude omplexe de la permittivitéde l'objet est réalisé grâe a es 3 étapes :1. Extraire les oordonnées (fdxmax, fdymax , fdzmax) du maximum d'intensité du hampdi�raté. L'amplitude omplexe Ad(fdxmax, fdymax , fdzmax) à e point est égale à l'am-plitude omplexe de l'onde d'illumination.



62. Normaliser l'amplitude de l'onde di�ratée par rapport à l'amplitude omplexe de l'onded'illumination :
Adxnorm(fdx, fdy, fdz) = Ad(fdx, fdy, fdz)/Ad(fdxmax, fdymax, fdzmax) (5)3. Translater ette amplitude omplexe normalisée d'une valeur de oordonnées opposéesaux oordonnées du maximum d'intensité, menant alors à l'amplitude omplexe de lapermittivité objet Aobj :
Aobj(fox, foy, foz) = Anorm(fdx + fdxmax, fdy + fdymax, fdz + fdzmax) (6)Ces trois opérations sont réalisées pour les fronts d'onde suessivement obtenus en faisantvarier la diretion d'illumination. Des amplitudes omplexes peuvent être redondantes à er-taines fréquenes spatiales. Dans e as, la moyenne entre es valeurs redondantes est prise, equi permet de lisser le bruit. En�n, la transformée de Fourier 3D inverse permet d'obtenir lapermittivité omplexe de l'objet.V. RÉSULTATS EN TRANSMISSIONUne omparaison entre les reonstrutions holographiques et tomographiques (792 angles) estprésentée sur la �gure 5 pour des plans (x, y) et (y, z). Ces tehniques ont été appliquée à desdiatomées Cosinusdisus sp dont le squelette(ou frustule) est omposé de silie. Ces donnéesont été aquises ave NAobj=1,4 et dans le as tomographique, ave NAcond=1,1.a. Plan transverse Comparé au as holographique, la reonstrution tomographiqueprésente une meilleure résolution grâe au proédé d'ouverture synthétique sous-jaent. Cete�et est lairement visible sur un plan (x, y) en omparant les �gures 5(a) et (5b). Les détailsapparaissent au fur et à mesure que l'ouverture synthétique s'agrandit : struture interne dusquelette, petits objets en haut à droite, invisibles sur l'hologramme. . .Les bords deviennentnets lorsque des fréquenes plus élevées sont ajoutées. ontrairement au as de l'hologrammeunique, les informations des autres plans z, rendant �ous une oupe holographique, ne sont pasprésentes dans un plan (x, y) donné. Le bruit est également lissé, grâe à la fusion d'informationsdes di�érents hologrammes.b. Plan longitudinal Sur la �gure 5(), l'image présente des franges typique d'une reon-strution holographique. Ces franges fournissent une information qui est di�ile à interpréter,exepté pour les bords et une analyse morphologique est quasiment impossible. Cei peut êtreexpliqué par l'extension longitudinale limitée du support de fréquenes détetées en holographie,tel que dérit sur la �gure 1.Sur l'image obtenue ave la reonstrution tomographique (Fig. 5(d)), la morphologie dela ellule, ave sa struture des parois périodique, est bien visible. Des mesures morphologiquepeuvent désormais être réalisées, même si la résolution est inférieure à elle d'un plan transverse,omme souligné dans la setion II.Néanmoins, il faut noter que e montage expérimental a quelques inonvénients : omme onpeut le voir sur la �gure 5(d), les parois horizontales sont di�iles à imager à ause du �ne defréquenes manquant le long de l'axe longitudinal dans l'espae de Fourier. Ce �ne manquantpeut être rempli à l'aide d'un dispositif en ré�exion ou ave un éhantillon tournant (voir setionVI).VI. MÉTHODES DE MICROSCOPIE TOMOGRAPHIQUES ALTERNATIVESLa mirosopie tomographique est l'objet de nombreuses reherhes et di�érentes tehniquestomographiques ont été développées a�n de remplir au mieux l'espae de Fourier, de déteterl'onde di�ratée et don d'améliorer la résolution.. Conernant le remplissage de l'espae de Fourier, es di�érentes tehniques ont été util-isé :1. une alternative ourante est de faire tourner l'éhantillon au lieu de faire varier la diretiond'illumination [7�9℄. Dans un tel dispositif, l'éhantillon doit être installé dans un ylindre.Ce dispositif peut être modi�é pour une utilisation en lumière inohérente.[10℄. Les auteurs[8�10℄ utilise une transformée de Radon, e qui peut être vu omme une approximation
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Figure 5: Comparaison holographie et tomographie. Sur le �té gauhe sont présentées 2 oupes ex-traites d'un hologramme sur un plan (x, y) (Fig. 5(a)) et un plan (x, z) (Fig. 5()). A droite, le mêmeobjet dans le as tomographique : plan (x, y) (Fig. 5(b)) et plan (x, z) (Fig. 5(d)). La barre d'éhellevaut 5 µm.valide aux faibles ouvertures numériques. Dans [7℄, une projetion exate a été faite. Dans[9℄, une omparaison entre la projetion exat et la transformée de Radon a été faite.2. Une autre solutions, est d'utiliser plusieurs illuminations simultanée ave plusieurs fais-eaux parallèles. [6, 11℄. Un nombre limité d'illuminations peut seulement être utilisé,mais l'avantage est que es illuminations sont simultanées.3. En�n, Il est également possible de faire varier la longueur d'onde d'illumination.[11℄.Dans e papier, l'espae de Fourier est rempli par variations des diretions d'illumination.L'avantage est une ertaine simpliité d'utilisation, l'éhantillon n'a pas besoin d'être spéiale-ment préparé, et un remplissage orret de l'espae de Fourier. Cependant, haque alternativea des avantages spéi�ques selon la situation et le remplissage de l'espae de Fourier di�ère àhaque fois.d. Conernant la détetion de l'onde di�ratée, di�érentes méthodes ont également été pro-posées :1. une alternative est d'utiliser l'holographie en ligne [13℄ plut�t que d'utiliser des ondesde référene et d'illumination séparées. Cependant, l'algorithme de reonstrution de laphase utilisé ne permet pas de retrouver failement à la fois la phase et l'amplitude del'ensemble du faiseau di�raté.2. La tehnique d'holographie en ligne peut être modi�ée pour être utilisée en lumière in-



8ohérente auquel as l'imagerie de ontraste de phase est utilisée à la plae de l'holo-graphie [14℄. Dans et exemple, l'éhantillon est supposé purement déphasant (.à.d. nonabsorbant).3. Un hologramme peut être aquis ave un seule image (au lieu de 3 interférogrammesminimum dans le as de l'interférométrie à déalage de phase), en holographie hors axe [8℄mais ette alternative fournit une hamp de vision et une résolution transversale réduite[5℄.Nous avons utilisé l'holographie à déalage de phase pour maximiser à la fois le hamp devision et la résolution.e. Conernant l'amélioration de la résolution : Des informations onnues à priori sur l'objetpeuvent être utilisée a�n d'améliorer la résolution [15, 16℄. Ces tehniques peuvent devenir unomplément intéressant à l'approhe développée dans e papierVII. CONCLUSIONSLa mirosopie tomographique di�rative permet d'imager en haute résolution un éhantillonde façon quantitative en trois dimensions. Alors que la mirosopie de �uoresene a onnu uneévolution importante ave la généralisation de la mirosopie de �uoresene onfoale, il n'y apas eu d'évolution similaire pour la mirosopie optique en transmission et en ré�exion. L'utili-sation des mirosopes onfoaux en transmission pour l'imagerie 3D soulève ertains problèmeset son utilisation n'a don pas été généralisée. Nous espérons que le mirosope tomographiqueapportera l'amélioration dont a besoin le mirosope optique en transmission pour rester dansla ourse fae à l'imagerie de �uoresene onfoale. Le mirosope tomographique présentédans e papier, permet l'imagerie omplexe haute résolution d'éhantillon non marqués : etteinformation supplémentaire quantitative en 3D pourra ompléter elles des images obtenues enonfoal, à la plae des images non quantitatives obtenues en DIC.Référenes
[1℄ M. Debailleul, B. Simon, V. Georges, O. Haeberlé & V. Lauer, "Holographi mirosopy anddi�rative mirotomography of transparent samples", Meas. Si. Tehnol. 19, 074009 (2008).[2℄ Lauer V 2002 New approah to optial di�ration tomography yielding a vetor equation of di�ra-tion tomography and a novel tomographi mirosope, Journal of Mirosopy, 205, 165[3℄ Wolf E 1969 Three-dimensional struture determination of semi transparent objets from holo-graphi data Optis ommuniations 1 153[4℄ Born M, Wolf E 1991 Priniples of Optis : Eletromagneti Theory of Propagation, Interfereneand Di�ration of Light. Priniples of Optis : Eletromagneti Theory of Propagation, Interfereneand Di�ration of Light[5℄ Zhang T Yamaguhi I 1997 Phase-shifting digital holography,Optis Letters 22 1268[6℄[7℄ Woodford P, Turpin T, Rubin M, Lapides J, Prie C 1996 The syntheti aperture mirosope,experimental results SPIE proeedings 2751 230[8℄ Charrière F, Pavillon P, Colomb T, Marquet P, Rappaz B, Depeursinge C, Heger J T, Mithell AD 2006 Living speimen tomography by digital holographi mirosopy : morphometry of testaeamoeba Optis Express 14 7005[9℄ Gorski W, Osten W 2007 Tomographi imaging of photoni rystal �bers Optis letters 32 1977[10℄ Fauver M and Seibel E J 2005 Three-dimensional imaging of single isolated ell nulei using optialprojetion tomography Optis express 13 4210Ferher AF et al 1979 Image formation by inversion of sattered �eld data : experiments andomputational simulations Applied optis 18 2427[11℄ Mio V, Zalevsky Z, Garia J 2007 Syntheti aperture mirosopy using o�-axis illumination andpolarization oding Optis ommuniations 276 209[12℄ Kühn J et al 2007, Real-time dual-wavelength digital holographi mirosope with a single hologramaquisition Opti express 15 7231[13℄ Devaney AJ, Shatzberg A 1992 The oherent optial tomographi mirosope SPIE proeedings1767 62
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