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Caracterizacion sub-micrométrica de superficies en
biomateriales mediante holografia digital
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Resumen

El nivel de rugosidad de los biomateriales juega un papel
importante en el grado de adhesion de las células al material.
Métodos actuales de fabricacion de biomateriales son capaces de
controlar el grado de aspereza con el fin de asegurar una mejor
bio-compatibilidad. En este trabajo se analiza la viabilidad de la
técnica de holografia digital para hacer una medida sub-
micrométrica de superficies. La holografia es una técnica dptica
de alta resolucion que permite recuperar la onda objeto
completa. Si el objeto se ha desplazado una cantidad muy
pequeria y se comparan dos hologramas capturados antes y
después del cambio, se tiene lo que se conoce como mapas de
diferencia de fase. En general estos mapas se utilizan para medir
los cambios que hava sufrido el objeto. Sin embargo en este
trabajo se ha encontrado ademds que, la visibilidad de los mapas
depende de la rugosidad de la superficie, con lo que se tendria un
método para medir esta caracteristica. La técnica permite medir
rugosidades menores que M4 de objetos tridimensionales de
tamarios milimétricos.

1. Introduccion

Los biomateriales se utilizan frecuentemente en implantes
dentales, dispositivos ortopédicos, marcapasos o catéteres.
Como material mas usado esta el titanio y sus aleaciones
debido a sus propiedades anti-corrosivas y a su alto grado
de dureza [1]. Una de las principales preocupaciones de su
uso es la bio-compatibilidad. La adhesion de las células al
material depende en parte de la topografia de la superficie.
Se ha visto que diferentes tipos de células se adhieren
mejor a distintos grados de rugosidad [2,3]. En los ultimos
afios se han desarrollado técnicas especiales de fabricacion
de biomateriales que permiten controlar el grado de
rugosidad de la superficie [4]. De ahi la importancia de
poder realizar una medida precisa de la topografia del
material a nivel sub-micrométrico.

La microestructura de los materiales se puede observar a
partir de imagenes de super-resolucién obtenidas con
microscopios electronicos de barrido (SEM) o
microscopios de fuerza atémica (AFM), sin embargo estos
equipos suelen ser costosos y/o de dificil acceso. Las
técnicas Opticas permiten realizar diferentes tipos de
medidas como deformaciones de objetos o velocidades de
fluidos [5]. Son medidas no invasivas de alta precisiéon y
sensibilidad. Su implementacién ha empezado a tomar
auge en el analisis de sistemas biomédicos dadas sus
multiples ventajas [6]. En la literatura se pueden encontrar
medidas de rugosidad con técnicas 6pticas como métodos
de scattering [7], métodos interferométricos [8,9], o
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métodos de speckle [10,11], donde se tiene en cuenta
Unicamente la intensidad capturada del frente de onda del
objeto bajo estudio.

En este trabajo se utiliza la holografia digital como técnica
alternativa para medir la rugosidad de una superficie. La
holografia digital es capaz de medir variaciones del camino
oOptico de hasta una centésima de la longitud de onda [12].
La técnica recupera no solo la amplitud de la onda objeto
sino también su fase a partir de un Unico registro. Esta
ultima variable almacenara informacion acerca de las
variaciones de altura sub-micrométricas de la superficie.

Algunas medidas de rugosidad realizadas con la holografia
digital ya han sido reportadas previamente. En [13] utilizan
un objetivo de microscopio para observar el objeto. Este
elemento 6ptico introduce una fase cuadratica dificil de
eliminar y produce errores en la medida. Como forma de
evaluar la rugosidad de la superficie de un cuerpo opaco o
reflector, se medira la visibilidad de las franjas del mapa de
diferencia de fase resultante cuando el objeto ha sufrido un
desplazamiento. Al ser un desplazamiento controlado y al
utilizar mapas de diferencia de fase, la medida es
independiente de la forma del objeto, pudiéndose analizar
muestras con cualquier geometria.

En la siguiente seccién se presentan los fundamentos
tedricos de la holografia digital, donde se describe el
proceso de registro de un holograma y la reconstruccion de
la onda objeto. Después se muestran algunos hologramas
junto con sus reconstrucciones, para objetos con diferente
grado de rugosidad. Seguidamente se analizan los mapas
de fase resultantes con el objetivo de evaluar la viabilidad
de la técnica para caracterizar superficies a nivel sub-
micrométrico. Y finalmente se presentan las conclusiones.

2. Fundamentos tedricos de la holografia
digital

En la holografia digital se ilumina un objeto tridimensional
con la luz de un laser y, el campo de luz que difracta o
difunde el objeto (onda objeto) interfiere con un haz
coherente (onda de referencia) en un sensor digital (CCD)
colocado a una distancia d del objeto, como se muestra en
la Figura 1.

La forma de ambas ondas en el sensor estara dada por:

o(x,y) = A, (x, ¥)explip,] )]
r(x, .V) = Ar(xl y)exp[i(pr] (2)
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donde Ay ¢ corresponden a la amplitud y la fase de la onda
respectivamente.

(xr,yr,zr)

i ]

s 1

Figura I. Proceso de registro de un holograma digital.

El patrdon de intereferencia u holograma almacenado
preserva ambas magnitudes (4 y ¢), tal como se muestra en
la siguiente expresion:

I(X' Y) = A¢2J + A% + 2A0Arcos(<ﬂa - (pr)- (3)

Mediante un proceso numérico de reconstruccion es
posible recuperar la informacién de amplitud y la
informacién de la fase de la onda objeto [12].

En la region de Fresnel (¢,n « d), la reconstruccion de la
amplitud compleja de la onda objeto se realiza mediante la
propagacion del holograma I(x,y) multiplicado por una
onda de reconstruccién c(x,y). El campo optico se propaga
una distancia z mediante la transformada de Fresnel:

(v, ) = %gzkz)exp[jnlz(vz + )] x
51 {I(x, ¥)clx, y) exp [% (22 + yz)]}, @)

aqui A es la longitud de onda del laser, k = 27" es el nimero

de onda, J hace referencia a la transformada de Fourier y
la imagen resultante aparece re-escalada mediante la

siguiente relacion: v = % yu= ;—d. La intensidad y la fase
de la onda objeto se calculan mediante las siguientes

expresiones:

1¢En =rEm? 5

m[T(€m)] 6)

@ n) =arctan =

Cuando dos hologramas se capturan en dos instantes de
tiempo diferentes, y si el objeto ha sufrido alglin cambio,
como un desplazamiento L, la diferencia de las fases
recuperadas, llamado mapa de diferencia de fase, esta
relacionado con el deslazamiento de la siguiente forma
[14]:

Ap =2 (G -7) L 0
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donde u, y u, corresponden a los vectores de observacion
y de iluminacién del sistema Optico de registro (Figura 1).
Cuando estos vectores son paralelos al eje z pero con
sentido contrario, se tendrd que en el mapa de fase cada
franja correspondera a un desplazamiento del objeto en el
eje optico (L,) de A/2.

La definicion clasica de visibilidad en el contexto de la
interferometria es la siguiente:

— Imax—Imin (8)
Imax+Imin
donde Iy, Imax SON los valores maximos y minimos del

mapa. A partir de esta medida se inferira la rugosidad del
material.

3. Resultados y Discusion

Para modelar el proceso, se muestrea discretamente el
plano objeto (¢,7) (ver Figura 1) con una matriz de N X N
y un paso de ancho A. Se utilizaron los siguientes
parametros: A = 630nm, d = 1lm, N =500, A = 0.03mm,
con lo que observa una region de 15 x 15 mm? en el plano
objeto. La méaxima frecuencia espacial tiene que adaptarse
a la resolucién del sensor CCD, para ello se ajusta la
distancia entre el objeto y el sensor d, teniendo en cuenta
el tamafio del objeto [12].

El objeto se ilumina con una onda plana de amplitud
compleja U,(x,y,2z). La onda que difunde el objeto se
puede modelar de la siguiente forma:

00(&,1m) = ApeFTEm | Q)

donde kT'(¢,7) es una funcién de fase aleatoria relacionada
con la rugosidad de la superficie y A, = U,(x,y,2)R(x,¥).
Si se supone que la onda de iluminacién incide
perpendicularmente y el objeto tiene un coeficiente de
reflexién en su superficie (R(x,y)) de valor constante, se
puede suponer por simplicidad que la amplitud es un valor
constante (4, = 1).

ZJL

P A
Rl VI [ p (] JT] be

SRV

Figura 2. Descripcion de la rugosidad de una superficie.

La funcién aleatoria sigue una distribucién normal con una
desviacion tipica (R,) del orden de una fraccion (n) de la
longitud de onda:

R, =nd, (10)

esta desviacién se puede considerar como una medida de
la rugosidad de la superficie (Figura 2).

En la Figura 3a se muestra un objeto en ¢l plano (&,1),
mientras que la Figura 3b muestra la onda objeto en el
plano (x,y). Este campo Optico se encuentra propagando
una distancia d, la onda o0,(¢, ) que emana una superficie
poco rugosa (n = 0.01).
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Figura 3.(a)Onda objeto en el plano (€,71). (b) Onda objeto en
el plano (x,y) conn = 0.01, (¢ n = 0.1y (d) n = 0.5.

Las imégenes de la Figura 3¢-d corresponden a objetos con
rugosidades mayores. Se tiene que para objetos poco
rugosos, en la pantalla se observa claramente la figura de
difraccién del objeto, mientras que a medida que aumenta
larugosidad comienza a aparecer un patrén de speckle [15].
Técnicas como el contraste de speckle sirven para medir la
rugosidad en patrones como el de la Figura 3d, sin embargo
fallan con objetos con rugosidades pequefias como el de la
Figura 3b.

-2
0

6-4-20 2 4 86
x(mm)

- (@

Figura 4. (a) Holograma digital de Fourier sin lente. (b)
Reconstruccion de la imagen real y virtual conn = 0.01.
(¢) Imagen reconstruida con n = 0.1. (d) Imagen
reconstruida conn = 0.5,

®

La onda de referencia es una onda divergente cuyo origen
tiene  coordenadas  (x,,¥.2.) = (4mm,0,d). Esta
configuracién corresponde al registro de un holograma de
Fourier sin lente.

3.1. Reconstruccion numérica de un holograma
digital

La Figura 4a muestra un holograma de este tipo y la Figura
4b muestra su espectro de Fourier, donde se observa tanto
la'imagen virtual como la imagen real y el orden cero en
un mismo plano y completamente separados, tal y como se

ISBN: 978-84-9048-531-6

espera en este tipo de holografia. Las Figuras 4¢ y 4d
muestran las reconstrucciones de dos objetos con distinta
rugosidad: n=01 y n=05, se ha seleccionado
Unicamente una de las imdagenes reconstruidas. Esta
informacién de intensidad no permite hacer discriminacion
entre las rugosidades, por eso se trabaja unicamente con la
informacién de fase.

3.2. Analisis de los mapas de diferencia de fase

Para encontrar mapas de diferencia de fase se gira el objeto
alrededor del eje & un angulo de 0.01°. El resultado seran
mapas de fase como los que se muestran en la Figura 5.
Dada la configuracion del sistema, cada franja corresponde

a un desplazamiento de % = 315nm. La Figura 5 muestra

dos mapas junto con un perfil vertical (linea roja en el
mapa) correspondientes a dos objetos con rugosidades
distintas. Uno de ellos mas rugoso (n = 0.5) que el otro
(n =0.01). En los mapas resultantes se observa que el
contraste de las franjas es diferente. Ademas se tiene que
la cantidad de ruido presente en la imagen también varia.

T
f 441
TC/2 ,f R (I
[

o 7 it A &
arara
EERAA
@ ®

g @

Figura 5. Mapas de diferencia de fase y perfil vertical central
para (a-b) n = 0.01 y (c-d) n = 0.5.

Para medir la visibilidad V primero se filtran los mapas
para eliminar ¢l ruido. Sobre estas imagenes se calcula V
usando la ecuacion (4). El resultado de esta medida para
diferentes rugosidades se observa en la Figura 6. Se
analizaron objetos cuya rugosidad variaba, variando a n
ente 0y 0.5 cada 0.01.

1

0.95

=
A4

0.85

visibilidad

£

075

07, '

315 126 2205 315
Rugosidad (nm)

Figura 6. Visibilidad de las franjas del mapa de diferencia de
Jfase con respecto a una medida de rugosidad (n).
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Es claro que la visibilidad decrece a medida que aumenta
la rugosidad de la superficie hasta alcanzar un limite
entorno a V = 0.82, este valor se alcanza cuando n = 0.3.
Para rugosidades mayores la visibilidad de las franjas
permanece constante.

También es de interés medir el ruido presente en los mapas.
Para ello se encuentra la desviacién tipica de los datos con
respecto a un mapa de fase filtrado (sin ruido). El resultado
se muestra en la Figura 7, nuevamente se observa una
tendencia clara, la cantidad de ruido aumenta cuando
aumenta la rugosidad hasta que se alcanza un valor
constante.

0.25

e
o

Desviacion tipica
o 2
prs [4)]

0.05-

0 315 126 220.5 318

Rugosidad (nm)

Figura 7. Desviacion tipica de los valores del mapa de
diferencia de fase con respecto a n.

Estos resultados muestran que con el anélisis propuesto es
posible diferenciar grados de rugosidad a partir de los
mapas de diferencia de fase. Con esta propuesta, ademés
de tener una medida acerca de los cambios que haya sufrido
el objeto, también se podra medir su grado de rugosidad.

4. Conclusiones

En este trabajo se ha evaluado numéricamente la capacidad
de la holografia digital para medir las variaciones sub-
micrométricas de un biomaterial. Como propuesta
novedosa se mide la calidad de los mapas de fase
resultantes cuando el objeto se somete a un giro de 0.01°.
Se observo que la curva de visibilidad de las franjas con
respecto a la rugosidad mantiene una tendencia a decrecer
a medida que la rugosidad aumenta hasta llegar a un valor
limite. Situacion similar que ocurre con el ruido presente
en la imagen, el cual aumenta cuando aumenta la
rugosidad. Estos resultados muestran que es posible
caracterizar la rugosidad de materiales por medio de una
técnica Optica que requiere pocos elementos 6pticos y que
es altamente sensible. Como trabajo futuro se espera
continuar con las medidas experimentales
correspondientes con el fin de validar los resultados.
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