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ABSTRACT 

Quantitative phase imaging (QPI) is the most widely used label-free optical imaging technique to 

visualize the cellular and subcellular structures of a sample with high contrast and quantitative 

information. In the past, advanced QPI techniques were developed to improve the contrast, acquisition 

speed, resolution, sensitivity, and specificity. In addition, label-free spectroscopic techniques are 

essential to investigate molecular fingerprint information about the sample. Therefore, label-free optical 

imaging and spectroscopic techniques are introduced to extract the microscopic, nanoscopic, and 

molecular fingerprint information about the sample and thus gained popularity in various applications. 

The aim of the present work is to develop label-free optical imaging and spectroscopic techniques for 

industrial and biological applications.  

First, we present a single-shot phase-shifting interferometric technique for accurate phase measurement 

using white light phase-shifting interference microscopy (WL-PSIM) and deep neural network (DNN). 

WL-PSIM is a prominent technique for high-resolution QPI of industrial and biological samples. 

However, multiple interferograms with accurate phase shifts are essentially required in WL-PSIM for 

measuring the accurate phase of the object, which is time-consuming. Thus, we trained a DNN for the 

generation of intermediate multiple equal phase-shifted interferograms that are finally used in a 

traditional phase-shifting interferometry (PSI) algorithm for phase reconstruction. In a similar manner, 

the network is further trained on the same dataset for the direct phase map from a single low fringe 

density interferogram without any intermediate multiple phase-shifted interferograms in PSI. The 

network was trained and validated on two different samples: the optical waveguide and MG63 

osteosarcoma cells. The phase map comparison and structure similarity index measure (SSIM) value 

between the experimental and network-generated data results validates the proposed approach for high-

resolution single-shot phase reconstruction in WL-PSIM.  

In QPI, the phase (basically refractive index) of cells and tissues are wavelength-dependent properties 

and accurate measurement with spectral dependence is required to increase the accuracy of diagnostic 

applications. However, multispectral quantitative phase imaging (MS-QPI) is an imaging platform used 

for the quantitative analysis of phase maps with spectral dependence. But, to perform MS-QPI, we 

require a multiwavelength light source with multiple optical components to avoid dispersion and a 

multi-chip camera or multiple single-chip camera, which makes the system bulky and slow. In addition, 

the color cross-talk from a multichip camera detector is another limitation in MS-QPI. Therefore, we 

aim to extract spectral-dependent quantitative phase information in a single shot using a deep learning 

(DL)-based QPI system. The network was trained and validated on two different samples: the optical 

waveguide and MG63 osteosarcoma cells. For the training of the DNN, we acquire a series of 

multispectral datasets by scanning the multiwavelength light source and their corresponding phase 

maps. After successful training, the trained DL-based model is used to generate multispectral 
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quantitative phase map generation corresponding to a single wavelength interferogram. The phase map 

comparison and image quality assessment between the experimentally reconstructed and network-

generated MS-QPI images provide the validation for the proposed study. The proposed DL-based MS-

QPI system overcomes the limitations of traditional MS-QPI approaches and provides significant time, 

performance, resources, and cost reduction management. 

So far, we performed the study to ease the complexity of the QPI technique in less time. Now, we 

showed the application of QPI for nanoscale motion tracing of moving samples. Filtration of male 

semen samples and selection of healthy spermatozoa (sperm cells) is an important step in assisted 

reproduction technologies. The motion of the spermatozoa indicates their motility and is therefore used 

as a visual cue for selecting high-quality sperms during intracytoplasmic sperm injection and in-vitro 

fertilization. For this, we combine an optical imaging platform with an intensity fluctuation-based 

optical nanoscopy method (primarily used in a labelled technique for super-resolution) for the motion 

trace analysis of the specimen. We used a multiple signal classification algorithm (MUSICAL) with 

QPI sequences to perform nanoscale motion trace analysis; refer to this technique as MusiQ, where 

‘Musi’ stands for MUSICAL, and ‘Q’ stands for QPI. For the proof of concept (POC) of the proposed 

approach, a 1-𝜇𝑚 polystyrene bead particle is trapped and propelled in the evanescent field of the 

waveguide and traced its motion using MusiQ with finer details, although the object was diffraction 

limited in each frame. Further, we trace the motion of human sperm cells in a straight path with helical 

motion trace with finer features.  We achieved motion precision in the range of 340 nm using a 10×, 

0.25 NA lens, whereas the diffraction-limited resolution at this setting was 1320 nm. Our technique 

presents nanoscale motion features beyond the conventional features used for motility and progressive 

motility analysis, allowing further distinction among the progressively motile sperms in terms of the 

regularity of their motion patterns. 

Further, the application of QPI is combined with multimodal imaging and spectroscopic techniques to 

investigate the morphological and molecular fingerprints of the Penguin brain sample. The aim of the 

current work is to study the Penguin brain and provide different parameters in order to ultimately create 

a comparative digital brain atlas. Here, we used multiple label-free optical techniques, such as QPI, 

autofluorescence spectroscopy, and Raman spectroscopy, along with cresyl violet (CV)-staining to 

extract the optical parameters of the Penguin brain for their morphological and molecular study. All 

these techniques provide the microscopic and molecular fingerprints of the Penguin brain, which can 

be useful for understanding the anatomical, physiological, and social behaviour of the Penguins. 

Although the QPI technique provides the morphological information of the thin biological samples with 

high resolution and contrast, it still has limitations when we apply it to thick biological samples. In the 

case of thick biological samples, the scattered light has the sample information from the multiple layers 

or out-of-focus planes, which results in a noisy image. So, we introduced the concept of longitudinal 
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spatial coherence (LSC) gated full-field optical coherence microscopy (FF-OCM) for the cellular and 

subcellular imaging of thick multilayered biological samples. We synthesized a partially spatially 

coherent (PSC) light from a monochromatic light source and utilized its LSC property for the high-

resolution sectioning of multilayered thick biological specimens. First, we determined the LSC length 

of the light source and performed topography of a standard gauge block with a height difference of 

20𝜇m. Further, we performed the tomography of a multilayered biological and an oral cancer tissue 

sample. The PSC-FFOCM system provides ±20 mrad spatial phase sensitivity and ±2 mrad temporal 

phase sensitivity with a high axial resolution of 6μm - 8μm.  

The multimodal and multispectral techniques discussed in this thesis provide morphological and 

molecular fingerprints of biological samples. The present thesis discusses motivation, challenges, 

advantages, results, and opportunities associated with the methods utilized during various biological 

studies.
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सार 

मात्रात्मक चरण इमेज िंग (क्यूपीआई), व्यापक रूप से इस्तेमाल की  ाने वाली लेबल-मकु्त ऑजटिकल इमेज िंग तकनीक ह ैज सका उपयोग सैम्पल से 

उच्च किं ट्रास्ि और मात्रात्मक  ानकारी के साथ सेलुलर और उपसेलुलर सिंरचनाओिं को जिखान ेके जलए जकया  ाता ह।ै अतीत में, उन्नत क्यूपीआई 

तकनीकों का जवकास किं ट्रास्ि, अजिग्रहण गजत, ररज़ॉल्यूशन, सिंवेिनशीलता और जवजशष्टता में सुिार के जलए जकया गया ह।ै इसके अलावा, लेबल-मकु्त 

स्पेक्ट्रोस्कोपी तकनीक सैम्पल के बारे में आणजवक ज िं गरजरिंि की मौजलक  ानकारी की  ािंच करन ेके जलए एक आवश्यक ह।ै इसजलए, लेबल-मकु्त 

ऑजटिकल इमेज िंग और स्पेक्ट्रोस्कोपी को सैम्पल के सूक्ष्म, नैनोस्कोजपक और आणजवक ज िं गरजरिंि की  ानकारी जनकालने के जलए पेश जकया गया ह ै

इस रकार जवजिन्न अनुरयोगों में लोकजरयता हाजसल हुई। वततमान कायत का उद्देश्य औद्योजगक और  ैजवक अनुरयोगों के जलए लेबल-मकु्त ऑजटिकल 

इमेज िंग और स्पेक्ट्रोस्कोपी तकनीकों को जवकजसत करना ह।ै 

सबस ेपहल,े हम स ेि रकाश चरण-स्थानािंतरण जवजकरण माइक्रोस्कोपी (डब्लल्यूएल-पीएसआईएम) और गहरे न्यूरल नेिवकत  (डीएनएन) का उपयोग 

करके सिीक चरण माप के जलए एकल-श़ॉि चरण-जशज्ििंग इिंिर ेरोमेजट्रक तकनीक रस्तुत करते हैं। डब्लल्यूएल-पीएसआईएम औद्योजगक और  ैजवक 

नमनूों के उच्च-ररज़ॉल्यूशन क्यूपीआई के जलए एक रमखु तकनीक ह।ै हालााँजक, वस्त ुके सिीक चरण को मापन ेके जलए डब्लल्यूएल-पीएसआईएम में 

सिीक चरण बिलाव वाले कई इिंिर ेरोग्राम की अजनवायत रूप से आवश्यकता होती ह,ै ज समें समय लगता ह।ै इसजलए, हमने एक डीएनएन को रजशजित 

जकया ताजक पारिंपररक चरण-जशज्ििंग इिंिर ेरोमेट्री (पीएसआई) ऍल्गोररथम के जलए मध्यवती एकाजिक समान चरण-स्थानािंतररत इिंिर ेरोग्राम की 

पीढीया उत्पन्नजत की  ा सके,  ो अिंततः चरण पुनजनतमातण के जलए उपयोग हो। इसी तरह से, नेिवकत  को पीएसआई में जकसी मध्यवती एकाजिक चरण-

स्थानािंतररत इिंिर ेरोग्राम के जबना एकल कम जरिं   घनत्व इिंिर ेरोग्राम से सीिे चरण माप के जलए समान डेिासेि पर रजशजित जकया  ाता ह।ै नेिवकत  को 

िो अलग-अलग नमनूों पर रजशजित और मान्य जकया गया था: ऑजटिकल वेवगाइड और एम ी63 ओजस्ियोसारकोमा कोजशकाएिं। रयोगात्मक और 

नेिवकत   जनत डेिा पररणामों के बीच चरण माप तुलना और सिंरचना समानता सूचकािंक माप (एसएसआईएम) मान डब्लल्यूएल-पीएसआईएम में उच्च 

ररज़ॉल्यूशन एकल-श़ॉि चरण पुनजनतमातण के जलए रस्ताजवत दृजष्टकोण को मान्य करता ह।ै 

क्यूपीआई में, कोजशकाओिं और ऊतकों के चरण (मलू रूप से अपवततक सूचकािंक) तरिंग िैध्यत पर जनितर गुण होते हैं और नैिाजनक अनुरयोगों की सिीकता 

बढाने के जलए वणतक्रमीय जनितरता के साथ सिीक माप की आवश्यकता होती ह।ै हालााँजक, मल्िीस्पेक्ट्रल मात्रात्मक चरण इमेज िंग (एमएस-क्यूपीआई)  

एक इमेज िंग टलेिफ़ॉमत ह,ै ज सका उपयोग वणतक्रमीय जनितरता के साथ चरण माप के मात्रात्मक जवशे्लषण के जलए जकया  ाता ह।ै लेजकन, एमएस-क्यूपीआई 

को करन ेके जलए, हमें बहुजवजकरण रकाश स्रोत की आवश्यकता होती है ज समें रसारण से बचने के जलए अनेक ऑजटिकल घिक होते हैं और बहु-जचप 

कैमरा या कई एकल जचप कैमरा की  रूरत होती ह,ै  ो रणाली को िारी और समय लेन ेवाला बना िेता ह।ै इसके अलावा, बहु-जचप कैमरा जडिेक्िर से 

कलर क्ऱॉस ि़ॉक एमएस-क्यूपीआई में एक और सीमा ह।ै इसजलए, हमारा लक्ष्य डीप लजनिंग (डीएल) आिाररत क्यूपीआई रणाली का उपयोग करके 

एकल श़ॉि में स्पेक्ट्रल आजित मात्रात्मक चरण की  ानकारी जनकालना ह।ै नेिवकत  को िो अलग-अलग नमनूों पर रजशजित और मान्य जकया गया था: 

ऑजटिकल वेवगाइड और एम ी63 ओजस्ियोसारकोमा कोजशकाएिं। डीएनएन के रजशिण के जलए हम बहुजवजकरण रकाश स्रोत को स्कैन करके और 

उनके सिंवितन चरण मानजचत्रों के साथ एक िरिंखला मल्िीस्पेक्ट्रल डेिासेि राप्त करते हैं। स ल रजशिण के बाि, रजशजित डीएल-आिाररत म़ॉडल का 

उपयोग एकल तरिंग िैध्यत इिंिर ेरोग्राम के अनुरूप मल्िीस्पेक्ट्रल मात्रात्मक चरण मानजचत्र पीढी उत्पन्न करने के जलए जकया  ाता ह।ै रयोगात्मक रूप से 

पुनजनतजमतत और नेिवकत   जनत एमएस-क्यूपीआई छजवयों के बीच चरण मानजचत्र तुलना और छजव गुणवत्ता मलू्यािंकन रस्ताजवत अध्ययन के जलए सत्यापन 

रिान करता ह।ै रस्ताजवत डीएल-आिाररत एमएस-क्यूपीआई रणाली पारिंपररक एमएस-क्यूपीआई दृजष्टकोण की सीमाओिं को पार करती ह ैऔर और 

महत्वपूणत रिशतन, सिंसािन और लागत की कमी के रबिंिन के साथ-साथ 31X महत्वपूणत समय किौती रिान करती ह।ै 
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अिी तक, हमने कम समय में क्यूपीआई तकनीक की  जिलता को कम करन ेके जलए अध्ययन जकया। अब, हमने गजतमान नमनूों की नैनोस्केल गजत का 

पता लगाने के जलए क्यूपीआई का अनुरयोग जिखाया ह।ै पुरुष वीयत के नमूने का जनस्पिंिन और स्वस्थ शकु्राण ु(शकु्राण ुकोजशकाओिं) का चयन सहायक 

र नन रौद्योजगजकयों में एक महत्वपूणत किम ह।ै शकु्राण ुकी गजत उनकी गजतशीलता को इिंजगत करती ह ैऔर इसजलए इसका उपयोग इिंट्रासाइिोटलाजममक 

शकु्राण ुइिं ेक्शन और इन-जवट्रो जनषेचन के िौरान उच्च गुणवत्ता वाल ेशकु्राणुओ िं के चयन के जलए एक दृजष्टगत सिंकेत के रूप में जकया  ाता ह।ै इसके 

जलए, हम नमूने के मोशन टे्रस जवशे्लषण के जलए एक ऑजटिकल इमेज िंग टलेिफ़ॉमत को तीव्रता के उतार-चढाव आिाररत ऑजटिकल नैनोस्कोपी जवजि 

(मखु्य रूप से लेबल तकनीक में सुपर ररज़ॉल्यूशन के जलए उपयोग जकया  ाता है) के साथ  ोड़ते हैं। हमन ेनैनोस्केल मोशन टे्रस जवशे्लषण करन ेके जलए 

क्यूपीआई अनुक्रमों के साथ मल्िीपल जसग्नल वगीकरण एल्गोररिम (म्यूज कल) का उपयोग जकया, इस तकनीक को म्यूसीक्यू के रूप में सिंिजितत जकया, 

 हािं 'म्यूसी' का मतलब म्यूज कल है, और 'क्यू' का मतलब क्यूपीआई ह।ै रस्ताजवत दृजष्टकोण की अविारणा (POC) के रमाण के जलए, एक 1-माइक्रोन 

प़ॉलीस्िीररन बीड कण को वेवगाइड के अरचजलत िायर में  िं साया  ाता है और महीन जववरण के साथ म्यूसीक्यू का उपयोग करके इसकी गजत का पता 

लगाया  ाता है, हालािंजक वस्तु रत्येक रेम में जववततन सीजमत थी। इसके अलावा, हमन ेसीिी पथ में हजेलकल गजत करते मानव शकु्राणु कोजशकाओिं की 

गजत का पता बेहतर जवशेषताओिं के साथ लगाया । हम 10×, 0.25 एनए लेंस का उपयोग करके 340 नैनोमीिर की सीमा में गजत पररशुद्धता राप्त करते हैं 

 बजक इस सेजििंग में जववततन सीजमत ररज़ॉल्यूशन 1320 नैनोमीिर था। हमारी तकनीक रगजतशीलता और रगजतशीलता जवशे्लषण के जलए उपयोग की 

 ाने वाली परिंपरागत जवशेषताओिं से परे नैनोस्केल गजत जवशेषताएाँ रस्तुत करती ह,ै ज ससे रगजतशील गजतशील शकु्राणुओ िं को उनकी गजत जनयजमतता 

और गजत पैिनत के सिंिित में और िी जवशेषता से जिन्न जकया  ा सकता ह ै। 

इसके अलावा, पेंगुइन मजस्तष्क नमूने के रूपात्मक और आणजवक ज िं गरजरिंि की  ािंच के जलए क्यूपीआई के अनुरयोग को मल्िीम़ॉडल इमेज िंग और 

स्पेक्ट्रोस्कोपी तकनीक के साथ  ोड़ा गया ह।ै वततमान कायत का उद्देश्य पेंगुइन मजस्तष्क का अध्ययन करना और अिंततः एक तुलनात्मक जडज िल मजस्तष्क 

एिलस बनाने के जलए जवजिन्न पैरामीिर रिान करना ह।ै यहािं, हमने उनके सिंरचनात्मक और आणजवक अध्ययन के जलए पेंगुइन मजस्तष्क के ऑजटिकल 

मापििंडों को जनकालने के जलए जक्रजसल वायलेि (सीवी)-स्िेजनिंग के साथ-साथ क्यूपीआई, ऑिो्लोरेसेंस स्पेक्ट्रोस्कोपी और रमन स्पेक्ट्रोस्कोपी  ैसी 

कई लेबल-मकु्त ऑजटिकल तकनीकों का उपयोग जकया। ये सिी तकनीकें  पेंगुइन के मजस्तष्क के बारे में सूक्ष्म और आणजवक ज िं गरजरिंि रिान करती हैं 

 ो पेंगुइन के जवशे्लषणात्मक, शारीररक और सामाज क व्यवहार को समझने के जलए उपयोगी हो सकती हैं। 

हालााँजक, क्यूपीआई तकनीक पतले  ैजवक नमनूों की सिंरचनात्मक  ानकारी उच्च ररज़ॉल्यूशन और किं ट्रास्ि के साथ रिान करती है, ज र िी  ब इसे 

मोिे  ैजवक नमूनों के जवशे्लषण उपयोग जकया  ाता ह ैतो इसकी सीमाएाँ हैं। मोिे  ैजवक नमनूों के मामल ेमें, रकीणतन हुई रकाश में सैंपल की  ानकारी 

एकाजिक परतों या  ोकस िेत्रों से आती है, ज सके पररणामस्वरूप शोर वाली छजव बनती ह।ै इसजलए, हमने मोिे बहुस्तरीय  ैजवक नमनूों की सेलुलर 

और उपसेलुलर इमेज िंग के जलए अनुिैध्यत स्थाजनक सुसिंगतता (एलएससी) गेिेड पूणत-िेत्र ऑजटिकल सुसिंगत माइक्रोस्कोपी (ए ए -ओसीएम) की 

अविारणा पेश की। हमने एक मोनोक्रोमैजिक रकाश स्रोत से आिंजशक रूप से स्थाजनक रूप से सुसिंगत (पीएससी) रकाश को सिंशे्लजषत जकया और 

बहुस्तरीय मोिे  ैजवक नमनूों के उच्च-ररज़ॉल्यूशन सेक्शजनिंग के जलए इसकी एलएससी सिंपजत्त का उपयोग जकया। सबस ेपहले, हमन ेरकाश स्रोत की 

एलएससी लिंबाई जनिातररत की और 20-माइक्रोन की ऊिं चाई के अिंतर के साथ मानक गे  ब्लल़ॉक की स्थलाकर जत रिजशतत की । इसके अलावा, हमन ेएक 

बहुस्तरीय  ैजवक और एक मौजखक कैं सर ऊतक के नमनेू की िोमोग्रा ी की। पीएससी - ए ए -ओसीएम रणाली ±20 जमलीरेजडयन स्थाजनक चरण 

सिंवेिनशीलता, ±2 जमलीरेजडयन काजलक चरण सिंवेिनशीलता 6-माइक्रोन - 8-माइक्रोन की उच्च अिीय ररज़ॉल्यूशन सिंकल्पना रिान करती ह।ै  

इस थीजसस में चचात की गई मल्िीम़ॉडल और मल्िीस्पेक्ट्रल तकनीकें   ैजवक नमूनों के रूपात्मक और आणजवक ज िं गरजरिंि को रिान करती हैं। वततमान 

थीजसस जवजिन्न  ैजवक अध्ययनों के िौरान उपयोग की  ान ेवाली जवजियों से  ुड़ी रेरणा, चनुौजतयों, लािों, पररणामों और अवसरों पर चचात करती ह।ै
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images. (c)MUSICAL was applied to the time-lapsed amplitude images for 

motion trajectory. (d) MUSICAL was applied to the time-lapsed phase 

images for the motion trajectory. 
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Fig. 4.6 Illustrating the time-lapsed interferometric and corresponding FT+TIE 

reconstructed phase images of the two propelled polystyrene bead particles 

encircled in red in the evanescent field of the waveguide. The MUSICAL 

image shows the motion trajectory of the trapped and propelled bead 

particles. Here, we showed the raw time-lapsed interferometric and 

reconstructed phase images so that small bead particles inside the 

waveguide would be visible. MUSICAL for motion tracing is applied only on 

the cropped ROI (yellow rectangular box). Blue arrows show the transition 

of trapped bead particles from the upper margin of a waveguide strip to the 

lower margin shown in the interferometric, phase map, and the phase map 

+ MUSICAL image. Here, phase images are shown in grayscale. 
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Fig. 5.1 The workflow of the MusiQ approach for the motion analysis of sperm cells. 

Silicon wafer chip cleaning for the sample preparation of sperm cells. 

Interferometric data acquisition. Data processing using FT and TIE 

algorithm for the final phase reconstruction. Sliding soft window in 

MUSICAL, where window size depends on PSF. Observation and analysis 

of the final traced motion of the samples. 
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Fig.5.2 The schematic diagram of a high spatially sensitive digital holography 

system for the quantitative phase imaging of human sperm cells. (a) 

interferogram using direct coherent laser, (b) interferogram using partially 

coherent illumination, and (c) spatial phase sensitivity of our system. The 

color bar represents the phase in radian. MO1-4: microscope objective 

lenses; RD: rotating diffuser; MF: multimode fiber; L1-5: lenses; BS: beam 

splitter; M: mirror; sCMOS: scientific complementary metal oxide 

semiconductor. 
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Fig.5.3 Different approaches for tracing sperm motion. (a) Proposed MusiQ shows 

3× fine motion tracing of the cells compared to the maximum projection (b) 

of the phase images. On the other hand, motion tracing with bright field 

images is unbale to show the fine motion features. In our analysis, green 

arrows represent normal sperm cells (progressive cells), tracing the helical 

path in a straight line. Yellow arrows show non-progressive sperm cells 

moving in a close vicinity. Red arrows represent immotile (dead) cells with 

very low phase and amplitude contrast. (c) and (d) provide a comparison to 

commonly used bright field imaging, which provides a more straightforward 

interpretation but does not support motion tracing interpretation. 
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Fig. 5.4   Motion tracing of sperm cells using different IFON methods. The contrast of 

the images was improved by clipping the histogram until the structure is 

visible enough while hiding the background. 
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Fig. 5.5 DFT was applied to the MUSICAL, SOFI, and maximum projection of raw 

data results. The spectrum was padded to match in size and normalized by 

the maximum value of each. We use the log-scale of the magnitude of the 

normalized spectrum in this case. Here e6 = 106. 
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Fig. 5.6 The nanoscale motion tracing of sperm cells provides sub-diffraction 

features: (a) Various boxes depict variations in the radius and period of the 

sperm's helical motion. Period ± standard deviation and radius ± standard 

deviation of these segments is shown in the table. (b1-4): these features are 

plotted against the linear velocity of the cells. 
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Fig. 5.7 Scatter plot between the standard deviation of the periods and the standard 

deviation of the radii of individual sperms. The motion traces of five sperms 
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that meet the criteria for progressive motility (i.e., speed >25 μm/sec) are 

shown here. 

Fig. 5.8 Motion trace of different normal and abnormal cells based on the proposed 

label-free MusiQ. The scale bar is 10 μm. 
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Fig. 5.9 Motion trace analysis of sperm cell heads in two different FOVs. (a), (b): 

Motion trace of sperm cell head with different motility in a large FOV. (c), 

(d): bar plots of motility classes with corresponding color coding 

represented in (a) and (b), respectively. 

88 

Fig. 6.1 Block diagram showing the sample preparation and illustrating different 

stages of the Penguin brain. (a) Penguin head (b) Penguin brain after 

dissection (c) embedded head in a medium for sectioning. 
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Fig. 6.2 Schematic illustration of (a) nano dendrites preparation (b)surface plasmon 

resonance due to the distortion of electron cloud from its main position, i.e., 

oscillating, when an external electric field is applied. 
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Fig. 6.3 Bright-field and phase contrast microscopy of Penguin brain sample. (a-c) 

are the BF images of the brain sample with low contrast and no quantitative 

information. (d) is the PC image showing the zoomed region of interest 

(ROI), which visualize the high-contrast image of different cellular 

structure. Red arrows may correspond to different RBC-type cells, and 

yellow arrows represent nuclei contained cellular structures. 
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Fig. 6.4 Photomicrographs of CV-stained cerebrum (a-c) and cerebellum (d-f) in 

Penguin brain showing blood vessels (BV) lined by endothelial cells 

containing numerous nucleated blood cells (a, b). Multipolar neurons (Ne) 

and glial cells (GC) can also be seen (b, c, f). The cerebellar cortex consists 

of a molecular layer (ML) (d, e), a single layer of large-size, well-preserved 

Purkinje neurons (Ne) (e, f), and a granular layer (GL) (d, e). The cerebellar 

medulla (CM), which consists of white matter, is surrounded by folds of the 

cerebellar cortex. Also seen are artifacts of freezing (irregular, linear 

spaces) (*). NS Nissl substance. Scale bar. a=100 µm, b and c= 50 µm, 

d=1000 µm, e=100 µm, and f= 50 µm. 
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Fig. 6.5 Partially spatially coherent light-based quantitative phase imaging of 

Penguin brain tissue to quantify the phase information. (a) interferometric 

image of the Penguin brain tissue. (a1) cropped image of region of interest 
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(ROI), specified in a yellow rectangular box in (a). (b) reconstructed phase 

map of recorded interferometric imaging using FT+TIE algorithm. (b1) 

cropped image of ROI, specified in a yellow rectangular box in (b), showing 

the phase map of cells inside the tissue. 

Fig. 6.6 Autofluorescence spectroscopy of Penguin brain at excitation wavelength 

405nm. (a) 405nm source excitation spectra. (b) AF emission spectrum 

corresponds to excitation wavelength 405nm. 
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Fig. 6.7 (a) Normal Raman spectra of the Penguin brain tissue under NIR (785 nm) 

excitation wavelength, (b) UV-Vis absorption spectrum, and (c), (d) FESEM 

image of chemically synthesized multi-branched silver nanodendrites 

(AgNDs). 
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Fig. 6.8 The collected average SERS spectra of Penguin brain by (a) direct 

depositing the tissue specimens over plasmonic silver nano dendrites 

(Average plot of 5 plots) and (b) reversely drop-coating the colloidal AgNDs 

solution on the top of the tissue specimens (Average plot of 15 plots), under 

NIR (785 nm) excitation wavelength 
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Fig. 7.1 Schematic diagram of FF-OCM using a partially spatially coherent light 

source. MO: microscope objective, RD: rotating diffuser, MMFB: multi 

multimode fiber bundle, A: aperture, L: Lenses, BS: beam splitter, RM: 

reference mirror, CMOS: complementary metal oxide semiconductor. 
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Fig. 7.2 Noise comparison between the coherent and PSC light sources. (a, b) bright 

field and interferometric image with speckles, respectively. (c, d) bright field 

and interferometric images without speckles, respectively. The images are 

taken with a 20X/0.40 NA microscope objective. 
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Fig. 7.3 Phase noise comparison between the coherent (direct laser) and PSC light 

sources. (a) bright field image with speckles, (b) line profile along the dotted 

line in (a), showing non-uniform intensity distribution. (c, d) are the phase 

map noise and height map noise for coherent, respectively. (e) bright field 

image without speckles for the PSC light source, (f) line profile along the 

dotted line in (e), showing uniform intensity distribution. (g, h) are the phase 

map noise and height map noise for PSC light, respectively. The images are 

taken with a 20X/0.40 NA microscope objective. 
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Fig. 7.4 Measurement of the spatial and temporal phase sensitivity of linnik setup on 

the standard mirror (a) interferogram obtained while using a standard flat 

mirror as an object (b) spatial phase noise (±15 mrad) of the experimental 

setup and (c) temporal phase noise (±2 mrad) of the experimental setup. 
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Fig. 7.5 Longitudinal spatial coherence length determination. (a) interferometric 

arm showing the scanning of the sample stage for the data acquisition from 

-z to +z. (b) stack of the recorded interferograms obtained by translating the 

mirror as a sample along the vertical z-direction (c) is visibility plot w.r.t. z-

scan. 
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Fig. 7.6 PSC light-based optical coherence topography of gauge block. (a) 

Photographic image of the gauge block, (b) direct laser beam image with 

SMF (c) and (d) are the interference fringes on the left and right side of the 

gauge block, respectively. 
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Fig.7.7 3D cross-sectional imaging of overlapped multilayer human RBC and onion 

slice using LSC property. (a) multilayered sample preparation over a silicon 

wafer on which onion slice and RBC smear are separated using a 0.17 mm 

cover slip. (b) and (d) are the interferometric images of human RBC and 

Onion slices, respectively. (c) and (e) are their corresponding phase map of 

the upper and lower layers of two crossed human RBC and onion slices. 
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Fig.7.8 Block diagram showing the workflow for the data acquisition and processing 

in the FF-OCM system. 
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Fig.7.9 Illustrating the LSC-based FF-OCM of oral cancer tissue. (a)stacking of 

reconstructed amplitude images from -z to +z with separation of 5 null 

matrices to show the stacking. (b) stacked amplitude image of oral cancer 

tissue corresponding to the interferogram from -z to +z, representing the 

volumetric image. (c) en-face image of the stack of oral cancer tissue.  (d) 

high contrast interferogram of oral cancer tissue. (e) FT reconstructed 

phase of oral cancer tissue. 
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