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ABSTRACT 

The biomedical research is experiencing a rapid growth with increased demand in diagnostics and 

advancements in the biomedicine industry. Most of the biological specimens, such as red blood 

cells, HeLa cells, MG63, human mesenchymal stem cell lines, etc., are transparent under visible 

light illumination. Although conventional optical microscopes are proficient in visualizing micron-

size specimens, but they often fail to provide high-contrast images of transparent specimens, 

offering only the qualitative details. To overcome this limitation, various imaging techniques have 

been developed to improve the visibility and provide both the qualitative and quantitative 

information about the specimens. Quantitative phase microscopy (QPM) has emerged as a non-

contact, label-free optical technique capable of offering quantitative insights of the samples. Its 

applications span diverse fields, such as, life sciences, material science, electronics, and photonics. 

The underlying principle of quantitative phase imaging (QPI) involves wavefront distortion. When 

plane wavefronts of incident light interacts with the sample, they undergo deformation due to the 

refractive index variations across the specimen. This deformation, known as the phase delay, is 

encoded in the resulting interferograms via the interference between the sample and the reference 

beams which is recorded on the charged couple device (CCD) camera plane. QPM facilitates the 

visualization of various biological cells and tissues and aids in determining essential biophysical 

parameters like morphology, refractive index, cell dry mass, etc. Additionally, considering the 

birefringent nature of the biological specimens, it becomes necessary to explore their optical 

anisotropic properties. This can be accomplished through polarization microscopic imaging 

integrated with a multispectral concept, enabling the extraction of diverse polarization parameters. 

In the first part of the thesis, we proposed a Mirau-based white light phase shifting interferometer 

designed as a whole slide scanner and phase profiler. This system aims to determine both the 

qualitative and quantitative information over a large field of view. The lateral translation of the 

sample slide was executed such that there exists a correlation between adjacent frames, and these 

frames were stitched together using correlation functions. The final stitched image has a field-of-

view of 0.24*1.14 mm which can be extended further with high resolution ~ 0.8 µm. Circular 

Hough transform (CHT) algorithm was implemented for cell counting, and five-step phase-shifting 

algorithm was employed to retrieve the phase profiles over a large field of view. This methodology 
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was employed to investigate the difference between normal and anemic erythrocytes, revealing 

significant changes in anemic cells compared to normal cells.  

To address the wavelength-dependent refractive index variations in biological specimens, a 

wavelength tunable light source utilizing a supercontinuum source and acousto-optic tunable filter 

(AOTF) based multispectral digital holographic microscopy (DHM) system was developed. This 

system was employed for multispectral quantitative phase imaging of biological cells across a wide 

range of wavelengths. The refractive index was assessed at each wavelength, offering a 

multispectral response of the cell lines in the visible range from 510 to 650 nm with a sampling 

size of 10 nm. Since smoothly varying surfaces (biological specimens) will not suffer from phase 

ambiguity as we can trace the deformation of fringes accordingly. However, when it comes to step 

height measurements, they suffer from phase ambiguities.  

To address these ambiguities and the bulkiness and expense of the aforementioned tunable light 

source, in the next work a compact and cost-effective multispectral light-emitting diode (LED) 

based tunable light source was developed for 3-D surface profilometry. This was achieved using 

synthetic wavelength scanning interferometry with multiple-color LEDs with extended range of 

height measurement. This system offers an extended range of height measurements, from sub-

wavelength to tens of wavelength orders (0.63 µm up to 4.8 µm). Notably, it eliminates the need 

for expensive multiple-color filters or any wavelength scanning mechanism, along with a 

broadband light source. 

Further, to investigate the interaction of polarized light with biological specimens, we presented a 

Stokes imaging-based multispectral polarization based polarimetric imaging of oral tissue 

samples. This was accomplished using a polarization microscope system with a broadband light 

source and polarization-based parameters, such as the degree of polarization, angle of the fast axis, 

retardation, and birefringence has been retrieved. The polarimetric properties of oral tissue at 

different stages of cancer were analysed, revealing significant changes from normal to pre-

cancerous lesions to cancerous stages in birefringence quantification as (1.7±0.1) ×10-3, (2.5±0.2) 

×10-3 and (3.3±0.2) ×10-3 respectively. 
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Finally, we proposed a polarization sensitive non-interferometric based quantitative phase 

microscope system to achieve birefringence mapping of oral tissue. The birefringence 

measurement system is employed by integrating a polarization microscope with a phase retrieval 

algorithm based on the transport of intensity equation. In this context, polarization-sensitive phase 

retrieval was performed for different stages of oral tissue samples, with potential applications in 

classification problems.  

The present thesis will discuss improvements, advantages, challenges, and developments in label-

free multispectral quantitative phase and polarization imaging techniques and their applications 

majorly for biological specimens and industrial samples as well for the betterment of the field.
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सार 

बायोमेडिडिन उद्योग में डनदान और प्रगडि की बढ़िी माांग के िाथ बायोमेडिकल अनुिांधान िेजी िे डिकाि का अनुभि 

कर रहा है। अडधकाांश जैडिक नमूने, जैिे डक लाल रक्त कोडशकाएां , हेला कोडशकाएां , एमजी63, मानि मेिेनकाइमल 

से्टम िेल लाइनें, आडद, दृश्य प्रकाश रोशनी के िहि पारदशी होिे हैं। यद्यडप पारांपररक ऑडिकल माइक्रोस्कोप 

माइक्रोन-आकार के नमूनोां को देखने में कुशल हैं, लेडकन िे अक्सर पारदशी नमूनोां की उच्च-डिपरीि छडियाां प्रदान 

करने में डिफल रहिे हैं, केिल गुणात्मक डििरण प्रदान करिे हैं। इि िीमा को पार करने के डलए, दृश्यिा में िुधार 

करने और नमूनोां के बारे में गुणात्मक और मात्रात्मक दोनोां जानकारी प्रदान करने के डलए डिडभन्न इमेडजांग िकनीकोां 

का डिकाि डकया गया है। मात्रात्मक चरण माइक्रोस्कोपी (कू्यपीएम) एक गैर-िांपकक , लेबल-मुक्त ऑडिकल िकनीक 

के रूप में उभरी है जो नमूनोां की मात्रात्मक अांिदृकडि प्रदान करने में िक्षम है। इिके अनुप्रयोग डिडभन्न के्षत्रोां में फैले 

हुए हैं, जैिे, जीिन डिज्ञान, िामग्री डिज्ञान, इलेक्ट्र ॉडनक्स और फोटोडनक्स। मात्रात्मक चरण इमेडजांग (कू्यपीआई) के 

अांिडनकडहि डिद्ाांि में िेिफ्रां ट डिरूपण शाडमल है। जब आपडिि प्रकाश के िमिल िरांगाग्र नमूने के िाथ अांिः डक्रया 

करिे हैं, िो िे पूरे नमूने में अपििकक िूचकाांक डभन्निा के कारण डिरूपण िे गुजरिे हैं। यह डिकृडि, डजिे चरण डिलांब 

के रूप में जाना जािा है, नमूना और िांदभक बीम के बीच हस्तके्षप के माध्यम िे पररणामी इांटरफेरोग्राम में एन्कोि 

डकया गया है जो चाजक युगल डििाइि (िीिीिी) कैमरा डिमान पर दजक डकया गया है। कू्यपीएम डिडभन्न जैडिक 

कोडशकाओां और ऊिकोां के दृश्य की िुडिधा प्रदान करिा है और आकृडि डिज्ञान, अपििकक िूचकाांक, कोडशका 

शुष्क द्रव्यमान आडद जैिे आिश्यक जैि-भौडिकीय मापदांिोां को डनधाकररि करने में िहायिा करिा है। इिके 

अडिररक्त, जैडिक नमूनोां की डिअथी प्रकृडि को ध्यान में रखिे हुए, उनके ऑडिकल अडनिोटर ोडपक गुणोां का पिा 

लगाना आिश्यक हो जािा है। इिे मल्टीसे्पक्ट्रल अिधारणा के िाथ एकीकृि धु्रिीकरण िूक्ष्म इमेडजांग के माध्यम िे 

पूरा डकया जा िकिा है, जो डिडिध धु्रिीकरण मापदांिोां के डनष्कर्कण को िक्षम बनािा है। 

थीडिि के पहले भाग में, हमने एक डमराऊ-आधाररि िफेद प्रकाश चरण डशफ्टांग इांटरफेरोमीटर का प्रस्ताि रखा, 

डजिे िांपूणक स्लाइि सै्कनर और चरण प्रोफाइलर के रूप में डिजाइन डकया गया था। इि प्रणाली का लक्ष्य दृश्य के 

बडे के्षत्र पर गुणात्मक और मात्रात्मक दोनोां जानकारी डनधाकररि करना है। नमूना स्लाइि का पार्श्क अनुिाद इि िरह 

डनष्पाडदि डकया गया था डक आिन्न फे़्रमोां के बीच एक िहिांबांध मौजूद था, और इन फे़्रमोां को िहिांबांध कायों का 

उपयोग करके एक िाथ डिला गया था। अांडिम डिलाई िाली छडि का फील्ड-ऑफ-वू्य 0.24*1.14 डममी है डजिे उच्च 

ररजॉलू्यशन ~ 0.8 µm के िाथ आगे बढ़ाया जा िकिा है। िेल डगनिी के डलए िकुक लर हफ टर ाांिफॉमक (िीएचटी) 

एल्गोररदम लागू डकया गया था, और दृश्य के बडे के्षत्र पर चरण प्रोफाइल को पुनः  प्राप्त करने के डलए पाांच-चरण 

चरण-डशफ्टांग एल्गोररदम डनयोडजि डकया गया था। इि पद्डि का उपयोग िामान्य और एनेडमक एररथ्रोिाइट्ि के 
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बीच अांिर की जाांच करने के डलए डकया गया था, डजििे िामान्य कोडशकाओां की िुलना में एनेडमक कोडशकाओां में 

महत्वपूणक पररििकन िामने आए। 

जैडिक नमूनोां में िरांग दैध्यक-डनभकर अपििकक िूचकाांक डभन्निाओां को िांबोडधि करने के डलए, एक िुपरकॉफ्िनम स्रोि 

और एकॉस्टो-ऑडिक टू्यन करने योग्य डफल्टर (एओटीएफ) आधाररि मल्टीसे्पक्ट्र ल डिडजटल होलोग्राडफक 

माइक्रोस्कोपी (िीएचएम) प्रणाली का उपयोग करिे हुए एक िरांग दैध्यक टू्यन करने योग्य प्रकाश स्रोि डिकडिि डकया 

गया था। इि प्रणाली को िरांग दैध्यक की एक डिसृ्ति शृ्ांखला में जैडिक कोडशकाओां की मल्टीसे्पक्ट्रल मात्रात्मक चरण 

इमेडजांग के डलए डनयोडजि डकया गया था। प्रते्यक िरांग दैध्यक पर अपििकक िूचकाांक का मूल्याांकन डकया गया था, जो 

10 एनएम के नमूने के आकार के िाथ 510 िे 650 एनएम िक दृश्य िीमा में िेल लाइनोां की बहुसे्पक्ट्र ल प्रडिडक्रया 

की पेशकश करिा है। चूांडक िुचारू रूप िे बदलिी ििहें (जैडिक नमूने) चरण अस्पििा िे ग्रस्त नही ां होांगी क्योांडक 

हम िदनुिार डफ्रां जोां के डिरूपण का पिा लगा िकिे हैं। हालााँडक, जब चरण की ऊाँ चाई मापने की बाि आिी है, िो 

िे चरण अस्पििाओां िे ग्रस्त होिे हैं। 

इन अस्पििाओां और उपरोक्त टू्यन करने योग्य प्रकाश स्रोि की भारीपन और व्यय को िांबोडधि करने के डलए, अगले 

कायक में 3-िी ििह प्रोडफलोमेटर ी के डलए एक कॉमै्पक्ट् और लागि प्रभािी मल्टीसे्पक्ट्र ल प्रकाश उत्सजकक िायोि 

(एलईिी) आधाररि टू्यन करने योग्य प्रकाश स्रोि डिकडिि डकया गया था। ऊां चाई माप की डिस्ताररि िीमा के िाथ 

बहु-रांग एलईिी के िाथ डिांथेडटक िरांग दैध्यक सै्कडनांग इांटरफेरोमेटर ी का उपयोग करके इिे हाडिल डकया गया था। यह 

प्रणाली उप-िरांग दैध्यक िे लेकर दडियोां िरांग दैध्यक ऑिकर (0.63 µm िे 4.8 µm िक) ऊां चाई माप की एक डिस्ताररि 

शृ्ांखला प्रदान करिी है। डिशेर् रूप िे, यह ब्रॉिबैंि प्रकाश स्रोि के िाथ-िाथ महांगे बहु-रांग डफल्टर या डकिी िरांग 

दैध्यक सै्कडनांग िांत्र की आिश्यकिा को िमाप्त करिा है। 

इिके अलािा, जैडिक नमूनोां के िाथ धु्रिीकृि प्रकाश की परस्पर डक्रया की जाांच करने के डलए, हमने मौफ्खक ऊिक 

नमूनोां की स्टोक्स इमेडजांग-आधाररि मल्टीसे्पक्ट्रल धु्रिीकरण आधाररि पोलाररमेडटर क इमेडजांग प्रसु्ति की। यह एक 

ब्रॉिबैंि प्रकाश स्रोि और धु्रिीकरण-आधाररि मापदांिोां के िाथ एक धु्रिीकरण माइक्रोस्कोप प्रणाली का उपयोग 

करके पूरा डकया गया था, जैिे डक धु्रिीकरण की डिग्री, िेज अक्ष का कोण, मांदिा और डिभाजन को पुनः  प्राप्त डकया 

गया है। कैं िर के डिडभन्न चरणोां में मौफ्खक ऊिक के पोलाररमेडटर क गुणोां का डिशे्लर्ण डकया गया, डजिमें िामान्य िे 

पूिक-कैं िर िाले घािोां िे लेकर कैं िर के चरणोां में बायरफ्री ांगेंि मात्रा डनधाकरण में महत्वपूणक पररििकन िामने आए 

(1.7±0.1) ×10-3, (2.5±0.2) ×10-3 और (3.3±0.2) ×10-3 क्रमशः । 

अांि में, हमने मौफ्खक ऊिक के डिअथी मानडचत्रण को प्राप्त करने के डलए एक धु्रिीकरण िांिेदनशील गैर-

इांटरफेरोमेडटर क आधाररि मात्रात्मक चरण माइक्रोस्कोप प्रणाली का प्रस्ताि डदया। िीव्रिा िमीकरण के पररिहन के 
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आधार पर एक चरण पुनप्राकफ्प्त एल्गोररथ्म के िाथ एक धु्रिीकरण माइक्रोस्कोप को एकीकृि करके डिअथी माप 

प्रणाली को डनयोडजि डकया जािा है। इि िांदभक में, िगीकरण िमस्याओां में िांभाडिि अनुप्रयोगोां के िाथ, मौफ्खक 

ऊिक नमूनोां के डिडभन्न चरणोां के डलए धु्रिीकरण-िांिेदनशील चरण पुनप्राकफ्प्त की गई थी। 

ििकमान थीडिि लेबल-मुक्त मल्टीसे्पक्ट्र ल मात्रात्मक चरण और धु्रिीकरण इमेडजांग िकनीकोां में िुधार, फायदे, 

चुनौडियोां और डिकाि और मुख्य रूप िे जैडिक नमूनोां और औद्योडगक नमूनोां के िाथ-िाथ के्षत्र की बेहिरी के डलए 

उनके अनुप्रयोगोां पर चचाक करेगी। 
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