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INTRODUCCION

La inquietud del ser humano por el conocimiento de la natu-
raleza, de la fisica y, méds concretamente de la 6ptica, dio lugar
hace varios siglos a que éste se diera cuenta de que la luz que
atraviesa una gota de agua sufre una desviaciéon en su interior
que da lugar a imdgenes aumentadas del objeto del cual procede
la luz. Se habia descubierto la primera lente y con ello habia
empezado el camino de la microscopia moderna. Un camino
que, sin solucién de continuidad, sigue hoy dia y que ha ido
evolucionando desde sus inicios.

1.1 ANTECEDENTES

La microscopia, entendida como el conjunto de técnicas o mé-
todos destinados a hacer visibles los objetos que, por su tamafio,
estdn fuera del rango de resolucién del ojo humano, aparecié en
las primeras décadas del siglo XVII. Hasta esta fecha los seres
vivos mds pequefios conocidos eran insectos diminutos y ademas,
no se pensaba que pudieran existir organismos con vida de me-
nor tamafio. En este momento los naturalistas podian describir
con detalle organismos que, hasta ese momento, eran inobserva-
bles y los anatomistas podian descubrir estructuras, que por su
tamanfio, no eran visibles anteriormente [1].

La evolucién de la microscopia va ligada al desarrollo de la
tecnologia. Asi, primero apareci6 el microscopio simple [2], forma-
do tinicamente por una lente y, posteriormente, el microscopio
compuesto [3] constituido por un acoplamiento de varias lentes,
inventado en 1590 por el holandes Zacharias Jansen [4]. Hubo
una evolucién paulatina en la construccién de microscopios en
la que se fueron mejorando las caracteristicas de estos. En 1665,



Robert Hooke publicé Micrographia [5], uno de los libros mds im-
portantes en microscopia durante esa época y épocas posteriores.

La microscopia no dejaba de desarrollarse en gran medida por
la evolucién tecnolégica de los microscopios. No obstante, las
lentes que se utilizaban en estos microscopios eran imperfectas,
de superficies irregulares. Entonces apareci6 Anton Van Leeu-
wenhoek también sobre mediados del siglo XVII. Leeuwenhoek
uso lentes simples pero de dimensiones muy reducidas, lo que
aumenta la apertura numérica del sistema 6ptico. Lleg6 a con-
seguir obtener aumentos de hasta 270 veces el tamafio real del
objeto observado con buena resoluciéon. Con estos microscopios
consigui6 observar por primera vez bacterias y protozoarios o
animdlculos como él los llamé entonces [6].

La microscopia seguia evolucionando y, en la segunda mitad
del S. XIX Ernest Abbe haria su aparicién para dejar una serie de
resultados tedricos e invenciones de instrumentos en el campo
de la 6ptica que aceleraron la evoluciéon en este campo [7]. En
1868 invento las lentes apocromaticas que eliminan la aberracion
cromética primaria y secundaria debidas a variaciones en el in-
dice de refraccién del material de la lente, efecto que producia
una imagen coloreada en los bordes. Dos afios més tarde desa-
rrollaria una teoria, llamada relacién de los senos, que establece
las condiones de un sistema 6ptico para generar imédgenes libres
de aberracién esferica. Esto le lllevaria a inventar el condensador
de Abbe que permitia una iluminacién mas extensa de la mues-
tra. Tras esto sigui6é aportando avances en este campo junto a la
empresa creada por su amigo Carl Zeiss.

La evolucién de la microscopia ha sido exponencial. De hecho
en las dltimas décadas ha cambiado tanto que en sus inicios los
primeros microscopios tenian la funcién de observar muestras
microscépicas con el ojo desnudo y a dia de hoy son sistemas
mucho mds complejos formados por ordenadores, medios de
captura de alta sensibilidad, ldseres y mecanismos motorizados,
entre una larga lista de innovaciones en funcién de su desempe-
fio.



1.2 MOTIVACION

Existen dos limites que nos impone la naturaleza ondulatoria
de la luz y que no seremos capaces de sobrepasar con las técni-
cas proporcionadas por la microscopia convencional. La primera
limitacién que nos encontramos esta en la resolucién predicha
por la difraccion. En 1879, John William Strutt (Lord Rayleigh)
realiz6 uno de los descubrimientos mds importantes dentro del
campo de la 6ptica: determiné la existencia de un limite maximo
en la resolucién que se podia obtener en la imagen capturada por
un sistema 6ptico convencional. Esta resolucién depende de las
caracteristicas del sistema 6ptico utilizado para la observacion y
de la longitud de onda de la luz empleada [8]. En sus estudios
Lord Rayleigh determiné que las imagenes de dos estrellas que
emitian en la misma regién espectral estaban en contacto entre
ellas, es decir estaban en el limite para poder afirmar la existencia
de dos fuentes distintas, cuando la separaciéon angular estre ellas
era © =1.22%, siendo A la longitud de onda de la luz y D el
diametro de apertura del objetivo del telescopio. Se establecia,
por tanto una relacién inversa entre la apertura de la lente que
forma la imagen y la resolucion angular del sistema. Para un mi-
croscopio fue Abbe quien establecié de modo similar su limite en
resolucion espacial, obteniendo que éste venia dado (al emplear
una iluminacién incoherente de la muestra) por [7]

A

P=oNA’ )

donde NA = nsina representa la apertura numérica del objetivo
del microscopio, siendo 7 el indice de refraccién del medio entre
el objetivo y la muestra y « la mitad del dngulo del cono de
admision de luz de dicho objetivo.

Gracias a los avances tecnoldgicos en la construccion de objeti-
vos de microscopio [9] se consigui6 alcanzar este limite impuesto
por la naturaleza de la luz. Estos objetivos estdn construidos con
una combinacién de lentes tal que, la apertura numérica efectiva
en el espacio objeto de la muestra, alcanza valores préximos
a 1 con objetivos disefiados para ser utilizados en aire y, algo
superiores a 1 cuando hay un medio inmersién, en contacto entre



la lente y la muestra, de indice de refraccién mayor al del aire.
Dicho limite se refiere a sistemas convencionales pero en las
ultimas décadas se han desarrollado técnicas no convencionales
que permiten sobrepasar estos limites. El estudio y el andlisis de
la resolucién en algunas de las técnicas existentes y la innovacién
de otras en algunos casos, tras un proceso de estudio del compor-
tamiento de los campos electromagnéticos en diferentes sistemas
Opticos, es uno de los principales objetivos de este trabajo.

La otra limitacién que nos presenta la naturaleza de la luz es la
capacidad de seccionado 6ptico de un sistema de captura [10], es
decir, la capacidad que tiene un sistema 6ptico para capturar la
informacién que proviene de un plano de la muestra discriminan-
do el resto de planos transversales ortogonales al eje 6ptico del
sistema de captura. Esta cualidad es la que nos permite obtener
la informacién tridimensional de la muestra. Los microscopios
convencionales no poseen capacidad de seccionado 6ptico. Una
de las razones de este hecho es que la tecnologia existente hoy
dia nos proporciona sensores bidimensionales. Estos sensores
detectan la intensidad de los fotones procedentes de la muestra
independientemente del plano del que provengan, con lo que la
informacién tridimensional de la muestra acaba entremezclan-
dose en el sensor, perdiendo asi la capacidad de reconstruir la
muestra tridimensional. Ademas, se produce una pérdida de
contraste del plano de foco debido a la luz procedente de planos
desenfocados. Por todo esto, el estudio y la busqueda de técni-
cas que posean la capacidad de obtener seccionado 6ptico en el
proceso de captura de la muestra se convertird en otro objetivo
importante.

Aparte de las limitaciones puramente tedricas debidas a la
difraccién de la luz, en la préctica la velocidad de captura y
visualizacién de la informacién en un sistema de microscopia es
también una caracteristica muy importante. Una alta velocidad
en la captura de la informacién tridimensional de un objeto nos
permite, por ejemplo, estudiar muestras biolégicas en movimien-
to. Ademds, una velocidad elevada en la reproduccién de esta
informacién puede dar la posibilidad de realizar estudios biol6-
gicos en tiempo real o la reproduccioén de videos que realmente



reproduzcan imégenes tridimensionales de una muestra, entre
otras aplicaciones.

Estas limitaciones han generado un interés evidente en la
necesidad de encontrar otras técnicas microscopicas capaces de
solventar estos inconvenientes. Son muchas las técnicas existentes
hoy en dia para resolver estos problemas. No obstante, cada una
de ellas presenta sus ventajas e inconvenientes. Entre ellas, en
este trabajo nos centraremos en una de ellas: la microscopia por
iluminacion estructurada (SIM del inglés Structured Illumination
Microscopy) [11, 12], y una combinacién de ésta con una técnica ya
clasica de imagen 3D, la microscopia confocal de barrido (CLSM
del inglés Confocal Laser Scanning Microscopy) [13-15].

Aunque en capitulos posteriores realizaremos una descrip-
cion detallada de las distintas técnicas, vamos a hacer una breve
introduccién a las caracteristicas de estas técnicas de captura,
procesado y visualizacién de objetos microscépicos tridimensio-
nales.

Una de las técnicas comentadas es la SIM. Esta técnica es capaz
de aumentar la resolucién final de la imagen hasta el doble de lo
que obtendriamos con un sistema convencional utilizando el mis-
mo sistema formador de imagen compuesto por un objetivo de
microscopio conjugado a infinito y una segunda lente conocida
como lente de tubo que forma la imagen. Ademas, posee la capa-
cidad de obtener seccionado 6ptico de la muestra. La captura de
la informacién es bastante rdpida pero necesita hacer 3 capturas
de la muestra, por cada orientacién y plano axial, cambiando la
fase del patrén de iluminacién periédicamente entre ellas. No
obstante, para poder reproducir la informacién procedente del
objeto es necesario un procesamiento digital de la informacién
capturada.

La CLSM proporciona un ligero aumento en la resolucion la-
teral aunque su principal ventaja con respecto a los sistemas
convencionales es la capacidad de seccionado 6ptico. Esta técnica
requiere del barrido tridimensional de la muestra con un haz fo-
calizado, lo que repercute en el tiempo de captura con respecto a
otros sistemas. Por ello el inconveniente en esta técnica radica en
el tiempo de captura principalmente. La necesidad de incremen-
tar el tiempo de captura hace que esta técnica no sea ttil para la



observacion de muestras bioldgicas en movimiento. Utilizaremos
algunos de los principios fisicos que rigen esta técnica para crear
una técnica de microscopia totalmente innovadora.

1.3 OBJETIVOS

Son muy diversos los objetivos en esta tesis, pero se pueden
resumir diciendo que en este trabajo se han estudiado las propie-
dades 6pticas de distintos sistemas de microscopia manipulando
convenientemente el modo en el que se ilumina la muestra o en el
que se registra la luz que parte de la misma. Este amplio estudio
ha llevado al conocimiento necesario para realizar modificacio-
nes de algunas técnicas en algtin caso, o la invencién de nuevas
técnicas en otros casos, para la mejora de estds propiedades
Opticas.

Para ello este trabajo se ha dividido de la siguiente manera: en
el primer capitulo aparece una introduccién para contextualizar
al lector. En el segundo capitulo presentaremos la microscopia
convencional, realizando tanto los desarrollos tedricos como las
demostraciones necesarias para la facil y rdpida comprension de
las principales caracteristicas opticas de este tipo de sistemas mi-
croscopicos. A continuacién, desarrollaremos el bloque dedicado
a la SIM. En él, primero mostraremos los detalles conceptuales
de este tipo de sistemas. El cambio de fase en el patrén de ilumi-
nacioén en esta técnica no siempre es algo trivial, por lo que en
este trabajo desarrollaremos una forma para la deteccion precisa
de la fase del patrén de iluminacién. Otro de los factores condi-
cionantes que se presentan cuando utilizamos la técnica SIM es la
relevancia que tiene en ella la iluminacién. En esta técnica es muy
importante que la iluminacion se produzca a través de un patrén
periédico. En condiciones normales este patréon de iluminacién
puede poseer una estructura aperidédica debido a imperfecciones
en los elementos Opticos tanto en el sistema de iluminacién como
en el de colecciéon. Por este motivo, abordaremos una propues-
ta de solucién a este problema. Ademads, un andlisis y estudio
exhaustivo dio lugar a la creacién de una nueva técnica de mi-
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croscopia que sobrepasa las técnicas existentes en términos de
resolucién, seccionado 6ptico y tiempo de procesamiento digital
de la informacién, que combina la arquitectura de la CLSM y
la estrategia de la SIM. También presentaremos esta técnica con
todo detalle matematico y pruebas de su validez tanto mediante
simulaciones como a través de resultados experimentales.






MICROSCOPIA
CONVENCIONAL

2.1 INTRODUCCION

La microscopia dptica es el conjunto de técnicas que proporcio-
na informacién de objetos a escala microscépica por medio del
empleo de elementos 6pticos como lentes, diafragmas, filtros y
un largo etcetera. Sin embargo, la microscopia va mads alld de
esta simple definicién. Al fin y al cabo, dentro de la 6ptica, uti-
lizamos la luz como medio de informacién para poder conocer
tanto las caracteristicas intrinsecas del objeto (distintos indices
de refraccion de las sustancias que conforman el objeto, inten-
sidad de la luz procedente de cada punto del objeto,...), como
extrinsecas al objeto (situacién tridimensional espacial del obje-
to). Es decir, la luz nos proporciona la informacién necesaria del
objeto a estudiar, pero para obtenerla tenemos que ser capaces
de registrar de forma adecuada esta informacién procedente de
los campos electromagnéticos emitidos, reflejados o transmitidos
por la muestra.

Para estudiar las técnicas de microscopia capaces de mejorar
las propiedades 6pticas de la microscopia convencional, prime-
ro tenemos que entender en profundidad las caracteristicas de
los sistemas de microscopia convencional y los motivos de sus
limitaciones en las propiedades 6pticas alcanzables. Para lograr
este fin tenemos que empezar desarrollando conceptos simples
que desembocardn en conceptos, o incluso teorfas, de mayor
complejidad.

2.2 OPTICA ONDULATORIA

De aqui en adelante se considerard el efecto de la difraccién em-
pleando la aproximacién escalar de los campos electromagnéticos,
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es decir, ignoraremos el cardcter vectorial de las distribuciones de
amplitud de los campos [16]. Adicionalmente, consideraremos
la aproximacién paraxial en la propagacion de la luz debido a
que la propagacion de estos campos se produce para dngulos pe-
quenios (alrededor de 5°) respecto del eje 6ptico del sistema [17].
En la aproximacién paraxial tendremos en cuenta la velocidad
de oscilacién de cada uno de los términos a la hora de cortar el
polinomio tras el desarrollo en serie de Taylor. Asi, por ejemplo,
la amplitud compleja E(r) de una onda esférica monocromética
con foco en el origen de coordenadas y longitud de onda A la
expresaremos como

E(r) = Eogzer - Lo PRV (2.1)
] Ny
donde r = (x,y,z) es el vector de posiciéon del punto de obser-
vacion. El tratamiento paraxial pasa por aproximar el resultado
anterior, para puntos de observacién cercanos al eje 6ptico y no
muy cercanos al foco de la onda, es decir, para x2 + yz < 72,
como,
E(r) ~ &eikzeisz(szryz) : (2.2)
z
siendo k = 27” el nimero de onda de la radiacién, y donde hemos
considerado una aproximacién a orden cero para el denominador,
cuyo significado estd directamente relacionado con la amplitud
del campo, y a primer orden en el argumento de la exponencial,
la cual esta vinculada con la oscilacién de la fase, cuya frecuencia
de oscilacion es mucho mayor a la de la amplitud.

Los objetos de estudio de este trabajo son los dispositivos de
formacién de imdgenes de objetos 3D. Los sistemas de formacién
de imégenes son arquitecturas Opticas lineales en la amplitud
compleja del campo luminoso, de modo que si partimos de una
distribucién o(xg, zp) en el espacio objeto, la respuesta final en el
espacio imagen se debe poder expresar como

oo )
o'(x,7) = /// 0(xo,20)R(X, 2; X0, 20)d*x0dz0 , (2.3)

donde h (X, z; 9, 20) es la respuesta 3D del sistema en las coorde-
nadas (x/,z') del espacio imagen generada por un punto emisor
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(de amplitud unidad) con coordenadas (X, zo) en el espacio obje-
to. De ahora en adelante, en las parejas (x,z), x = (x,y) represen-
tard la posicién en el plano transversal al eje 6ptico que contiene
el punto analizado, mientras que z representara la localizacién
axial de dicho plano. A la funcién & se la denomina respuesta
unidad, respuesta impulsional o funcién de Green, aunque em-
plearemos de ahora en adelante el nombre mds habitual en los
sistemas de formacion de imagenes: funciéon de esparcimiento de
un punto (PSF, de sus siglas en inglés point spread function). La
linealidad no es la tnica condicién que ha de cumplir un sistema
de formacién de imégenes ideal. El otro requerimiento necesario
es su invariancia a desplazamientos, que requiere que un despla-
zamiento del punto objeto genere tinicamente un desplazamiento
proporcional de la PSF del sistema. Matematicamente, para que
un sistema sea invariante a desplazamientos se ha de cumplir

V(XQ,Z()) € IR3, dKr, K4 € R/
h(X',Z';x0,20) = h(x' — Krxo,z' — Kaz0;0,0) . (2.4)

Cuando esto ocurre, la Ec. 2.3 se transforma en un convolucién
3D (®3), de modo que se puede expresar

el N 1 x 7 hix' 2

o(x,z)—mo (KT,KA> ®3h(x,z'), (2.5)
donde h(x/,z') = h(x/,Z’;0,0) representa la PSF para un pun-
to objeto situado en el origen de coordenadas, es decir, para
(Xo,Zo) = (0,0).

A continuacién estudiaremos como un sistema 6ptico focal (es
decir, cuyos focos y planos principales se encuentran a distancia
finita del sistema) no puede considerarse un sistema de forma-
cién de iméagenes de objetos 3D. Posteriormente demostraremos
que un sistema afocal telecéntrico si que cumple esta condicién, y
que por ello son el tipo de sistemas que se emplean para capturar
imégenes de muestras 3D. Es importante indicar que, siempre
que no sean relevantes, se obviaran factores constantes en las
expresiones matematicas que iremos obteniendo en lo que queda
de este trabajo.

11
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2.2.1 Sistema optico focal

Consideremos, pues, un sistema 6ptico focal como el de la
Fig.2.1, en el que los puntos principales y focales se han represen-
tado por H y F en el espacio objeto, y por H' y F’ en el espacio
imagen, mientras que el punto axial de la pupila de salida del
sistema se ha representado por P'. El origen de coordenadas en
el espacio objeto e imagen se fijard en F y F’, respectivamente,

por simplicidad.
. Pupila de |
x TO salida ™\ | [
X, : |
| Ny L |
| I F IF’ »I P’ |
: 19
| | I
I £z o
I I T 1 2
I 2 >
| z .

gl

Figura 2.1: Esquema de un sistema 6ptico de focal imagen f iluminado
por la radiacién de un punto O. El punto O’ representa la
imagen de O de acuerdo con la Optica Geométrica.

Sea un punto objeto O de coordendas (xo,z9) que emite ra-
diacién monocromadtica de longitud de onda A. Mediante la
consideracién de estar trabajando bajo condiciones paraxiales,
es sencillo probar que sobre la pupila de salida del sistema se
obtiene una distribuciéon de amplitudes compleja del campo que
corresponde a una onda esférica con foco en el punto imagen
(de acuerdo con las leyes de la Optica Geométrica) O’, cuyas
coordenadas en el espacio imagen vendrdn dadas por

!
Xp = MOXO P

zy = —f—z , (2.6)

Z0



2.2 OPTICA ONDULATORIA |

siendo f la distancia focal imagen del sistema y el aumento lateral
My = f/zp, como se deduce de las ecuaciones de conjugacién
de Newton [18]. Es sencillo demostrar que ademads de esta onda
esférica aparece un factor de fase relacionado con la posicién del
punto objeto, de modo que, tras la pupila de salida del sistema,
la distribucion de amplitudes vendra dada por

Ixp=xpl*

ik _x —
.k(M071)|X0|2 312(23’—26) Xp—Xp

1ol - ! =
u (XP,ZP, X(),Zo) = Mpe 2(z0-f)

T V), (2
donde z), representa la coordenada axial de la pupila de salida,
siendo p’(x},) su transmitancia en amplitud y k = 2 el ntimero
de onda de la radiacion. Finalmente, para determinar la PSF en
el caso no telecéntrico, hnT, en una posicién axial cualquiera z’
aplicaremos el operador paraxial de la propagacién libre [16],
obteniendo

eik(Z’_z%) ik |x'|2
— rol. 1T S e -
hnt (X', 25 x0,20) = U' (X', 2p; %0, 20) @2 e ('~2p) —
(z/ —zp)
ik 2
k(Mo—1) |X0|2 612(23,+f2/20) X' —fxo0/z0] eik(Z,*Z/ i

= Moel Z(Zoff)

2+ 2]z

siendo ®; la operacién de convolucién 2D en las coordenadas
transversales, y donde se han sustituido las coordenadas en el
espacio imagen del punto emisor de acuerdo con las Ecs.2.6. La
dependencia de esta PSF con las coordendas (xo, zg) del punto
fuente deja claro que no es posible cumplir la condicién 2.4, por lo
que estos sistemas focales no seran invariantes a desplazamientos
3Dy, por tanto, inadecuados para obtener imdgenes de muestras
no planas.

2.2.2 Sistema optico afocal telecéntrico

Consideremos ahora un sistema afocal telecéntrico, es decir,
un sistema compuesto, en su configuracién més simple, por dos
subsistemas focales dispuestos de modo que el foco imagen del
primero coincide con el foco objeto del segundo y en el que el
diafragma de apertura se encuentra situado sobre este plano focal

13
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comun. En un microscopio 6éptico tipico, el primer subsistema
se corresponderd con un objetivo de microscopio (L,p) corregido
al infinito, es decir, que en su disposicién 6ptima una muestra
plana se coloca en su plano focal objeto y su imagen se forma
en el infinito. El segundo subsistema, conocido como lente de
tubo (Lt), forma la imagen de la muestra 2D en su plano focal
imagen.

Supongamos ahora que tenemos un punto emisor en el espacio
objeto del primer subsistema, tal como se puede apreciar en la Fig.
2.2. En este caso, por comodidad, el origen de coordenadas en el
espacio objeto se tomard en el foco objeto del primer subsistema,
mientras que en el espacio imagen se fijard en el foco imagen del
segundo subsistema. En el espacio intermedio, se tomard como
origen el foco comun de los dos subsistemas. Consideraremos,
como en el apartado anterior, que las coordenadas del punto
objeto son (X, 29). El sistema completo generard una distribucién
de amplitudes en el espacio imagen del segundo subsistema
que definira la PSF del sistema telecéntrico, ht(x',z’; xo, z9). Para
obtener la distribucién de intensidades en el espacio imagen
haremos un recorrido paso a paso por el camino que seguiré esta
distribucién de amplitudes desde que parte del punto fuente.
Para empezar, siguiendo el razonamiento ya empleado en la
seccion anterior, el campo generado sobre el plano focal imagen
del primer subsistema, en el que se sittia el diafragma de apertura,
vendrd generado por la amplitud correspondiente a una onda
esférica proveniente del punto imagen (de acuerdo con las leyes
de la Optica Geométrica) O’ a través del primer subsistema, es
decir,

:k 2
1) e*lg\xpfxf)\
U’ (xp, 0;x0,z0) = Moe 2(0~fob) Zilp(xla) , (2.9)
0

donde p(xp) respresenta la transmitancia en amplitud del dia-
fragma de apertura, y donde las coordenadas de O’, (x|, z;) se
obtienen a través de las Ecs. 2.6 sustituyendo f por la focal del
primer subsistema, f.

Por otro lado, se puede demostrar que dada una distribucién
compleja en el foco objecto de un sistema, la propagacion de este
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Figura 2.2: Esquema de un sistema 6ptico afocal telecéntrico, cons-
tituido por el acoplamiento confocal de dos subsistemas
focales L, y L1, iluminado por la radiacién de un punto
O. El punto O’ representa la imagen de O a través de Ly,
de acuerdo con la Optica Geométrica. Andlogamente, O”
denota la imagen de O’ a través de Lr.

campo hasta el foco imagen de éste se puede expresar matema-
ticamente simplemente realizando la transformada de Fourier
escalada al campo inicial [16]. Teniendo esto en consideracién, po-
demos escribir el campo sobre el plano focal imagen del segundo
subsistema como,

/
~ X
u’(x',0;xg,z0) = ' (,0; Xo,Zo> =
Afrr
. k(Mp—1) 2 .k 2 k ’ 2 /
1 X 177 |X —1—7 [X —X X
—e 2Co-fon) e 22g 18 e = 2 B( ), (2.10)
Afrr

siendo fir la distancia focal del segundo subsistema y donde
f(u,z) representa la transformada de Fourier de la funcién f(x, z)
respecto de las coordenadas transversales x = (x,y). Los valores
(x(,z() corresponden a las coordenadas de la imagen geométri-
ca del punto fuente en el espacio imagen final. Aplicando las
ecuaciones de conjugacion de Newton sobre las coordenadas en
el espacio intermedio (xj,z{) y relacionando éstas del mismo

15
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modo con las coordenadas originales del punto fuente, es sencillo
obtener que en este caso

xy = Mxo ,
" __ af2
zg = Mz, (2.11)
donde M = —fr1/ f,. NOtese que este valor es constante inde-

pendientemente del punto O considerado en el espacio objeto.
Considerando este resultado y usando también que My = f,; /20
es directo comprobar que los dos primeros factores de fase de la
Ec. 2.10 se cancelan mutuamente. Asi,

-k
ik
u”(x',0;xp,z0) = e %o

). (2.12)

Finalmente, si propagamos libremente esta distribucion de ampli-
tudes una distancia genérica z’, obtendremos la PSF del sistema
telecéntrico. Actuando como en el apartado anterior,

ik
e27

H !
ezkz

X[

hr(X',Z';x0,20) = U" (X, 0;x0,20) ®2 o

: k ’ 2
i |x'— MXx
e 2(2’—M220)| 0‘ X/

- (z/ — M2zg) ®2 f’(%) , (213)

donde se han empleado las Ecs. 2.11. A partir de este resultado,
es evidente que los sistemas afocales-telecéntricos tienen una
PSF que cumple la condicién 2.4, con Kr = My K4 = M?. Asi
pues, se trata de sistemas formadores de imdgenes adecuados
para registrar la estructura de objetos 3D, tal y como se coment6
anteriormente. Por este motivo a lo largo de todo este trabajo,
siempre que deseemos estudiar sistemas Opticos que generen la
imagen de distintos planos axiales del espacio objeto, haremos
uso de sistemas afocales-telecéntricos.

2.3 FORMACION DE IMAGENES

Existen dos escenarios muy diferentes cuando hablamos de
formacién de imdgenes en términos de la respuesta de la muestra
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a la iluminacién. Un primer caso se da cuando iluminamos
la muestra coherentemente y ésta reacciona transmitiendo o
reflejando la luz . Cuando recogemos la informacién tendremos
la superposiciéon coherente de las imédgenes de cada uno de los
puntos de la muestra en el espacio imagen.

El segundo caso que nos podemos encontar se da cuando se
ilumina coherentemente la muestra y la posterior respuesta de
ésta se produce de forma incoherente (por ejemplo por medio
de emisores fluorescentes con los que se haya tintado la muestra
o cuando la iluminacién de la muestra es incoherente). Esta
respuesta incoherente de la muestra a la iluminacién se traduce
en una distribucion de irradiancia en el espacio imagen dada por
la superposicién incoherente de la distribucion de intensidades
generada por cada uno de los puntos emisores del objeto. Esta
diferencia hace que el proceso de formacién de imagenes en
ambos sistemas sean distintos con diferencias sustanciales como
veremos a continuacion.

2.3.1  Sistemas formadores de imagen coherentes

En el caso en el que se ilumine un objeto con una iluminaciéon
coherente’ y, este objeto, transmita o refleje esa luz, y se recoja
mediante un sistema afocal-telecentrico, como el descrito anterior-
mente, en el espacio imagen se tiene la superposicién coherente
de las imagenes de cada uno de los puntos del objeto que han
sido atravesados (o reflectados) por el haz de iluminacién. Pode-
mos considerar a cada uno de los puntos que componen el objeto
como puntos emisores secundarios del frente de ondas segun el
principio de Huygens [16]. De este modo la distribucién compleja
de amplitudes en el espacio imagen, cuando se considera el caso

Se dice que una iluminacién se considera coherente cuando proviene de un
Gnico punto y que conserva una relacién de fase constante. Es decir, cuando
conocido el valor del campo electromagnético en un punto es posible predecirlo
en cualquier otro.

17



18 | MICROSCOPIA CONVENCIONAL

en el que se ilumina un objeto de reflectancia o transmitancia en
amplitud o(x, z) coherentemente, vendra dada por

“+00
o' (x,7) = /// h(x' — Mxo,z — M?zg)o(xo, z0)d*xodz .
(2.14)

Podemos identificar la convolucién existente en la ecuaciéon
anterior para escribir en las coordenadas del espacio imagen

o'(X,z) = L0 <X/ Z,> ®3h(X,7). (2.15)
M4\ M M? ’

En esta dltima expresiéon podemos ver que el hecho de que la
integral la podamos escribir como una convolucién tridimensio-
nal significa que estos sistemas son sistemas lineales e invariantes
a desplazamientos 3D.

Acabamos de determinar la distribucién de amplitudes en el
espacio imagen generada por el sistema 6ptico, pero los sensores
en los sistemas formadores de imdgenes tipicamente registran
la intensidad de las ondas electromagnéticas. Por esto, una vez
capturada la informacién lo que tendremos serd lo siguiente,

2
. (2.16)

x  Z

1
_ 2 _
62 =o' 21 = ‘M40 <MMz) ®sh(x, )

Esta dltima expresion deduce la habilidad de estos sistemas
para generar imdgenes en sentido estricto, es decir, reproducen en
el espacio imagen la distribucién tridimensional de intensidades
objeto reescalada, en la que cada punto se ve afectado de igual
manera por la respuesta impulsional del sistema. Ademas, esta
contribucion se refiere a la distribucién de amplitudes lo que
generard un ruido de fase en la distribucion de intensidades final
debido a las interferencias producidas por esta superposicién en
la contribucién de amplitudes en el espacio imagen.
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2.3.2 Sistemas formadores de imagen incoherentes

Supongamos un sistema formador de imagenes incoherente,
es decir, cada punto de la distribucién de irradiancia objeto emite
de forma independiente al resto de puntos. En la préctica, existen
dos situaciones en las que se puede dar este supuesto:

1. Muestra tintada. Tras la iluminacion del objeto mediante un
haz monocromaético, este absorbe un fotén de una longitud
de onda y emite otro de longitud de onda mayor mediante
un proceso denominado fluorescencia.

2. Muestra iluminada uniformemente. Al iluminar el objeto
uniformemente empleando luz que provenga de una fuen-
te incoherente, llamada iluminacién de campo claro, este
reflejara la luz generando una distribucién de irradiancia
incoherente.

Para expresar la distribucién de intensidades en el espacio
imagen debida a todos los puntos del objeto podemos seguir un
razonamiento andlogo al utilizado en la Ec. 2.14,

400
I/(X/,Z/) = //7 ‘h(x/ — MXO,Z/ — Zo)‘z IO(Xo,Zo)‘ZdZXOdZQ,

(2.17)
que podemos expresar en su forma de convolucién como
1 / / 2
I'x',z') = ME Y <])\(/I']\i12>' &3 ’h(X',Z/)‘Z . (2.18)

En el caso coherente tenfamos la superposicion en amplitud
de la contribucion de cada punto del objeto, lo cual generaba esa
interferencia antes de calcular la intensidad. Ahora, en el caso
incoherente tenemos la contribucién de cada punto a la distri-
bucién final igual que antes, pero ahora esta superposicién se
produce en intensidad lo cual no genera ningtin tipo de término
adicional debido a interferencias.

19
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Todas las técnicas que veamos en este trabajo estardn basadas
en la respuesta incoherente de la muestra a la iluminacién, es
decir trabajaremos siempre con muestras fluorescentes que ab-
sorben los fotones en la iluminacién y emiten bajo otra longitud
de onda evitando ese ruido coherente.

2.4 PROPIEDADES OPTICAS

A continuacién vamos a ver algunas de las propiedades 6pticas
y limitaciones que presentan los sistemas formadores de image-
nes descritos anteriormente y que son la base de las técnicas de
microscopia convencional.

2.4.1 Limite de resolucion espacial

Se puede demostrar que, bajo el criterio de Rayleigh [19], la
distancia minima a la que dos puntos emisores de luz de igual
irrandiancia pueden estar separados en el plano focal objeto y
seguir siendo distinguibles en el plano focal imagen viene dada

por
An
NA’
donde NA es la apertura numérica del sistema 6ptico, A la lon-
gitud de onda de la luz y #n el indice de refraccién en el espacio
objeto. También se puede determinar la resolucién axial del siste-
ma dada por,

px = 0,61 (2.19)

0z = O,6l£n2 . (2.20)
NA

Segtn el criterio de Rayleigh podemos ver claramente que un
sistema Optico tendrd unas resoluciones lateral y axial maximas
que dependen directamente de la apertura namerica del sistema
Optico asi como de la longitud de onda de la iluminacién. La
méxima apertura nimerica de los objetivos de microscopio en
aire es 1 y las longitudes de onda de la radiacion utilizada en el
visible también estdn limitadas a unos valores méximos alrededor



de los 500 nm. Es decir, es evidente que para incrementar las
resoluciones sin modificar la A ni la NA necesitamos recurrir a
técnicas no convencionales.

2.4.2 Capacidad de seccionado 6ptico

Hasta ahora hemos analizado la capacidad teérica de forma-
cién de imagenes 3D de los sistema 6pticos. Sin embargo, aunque
podamos generar estas distribuciones 3D en el espacio imagen
no se dispone actualmente de un sistema de registro 3D que
permita acceder simultdneamente a todos los puntos del espacio
imagen. Los sistemas de registro de imagen actuales tienen una
estructura esencialmente 2D y la captura de una distribucién 3D
de intensidad se realiza tipicamente tras un proceso de barrido
axial, capturando en cada paso una seccién transversal de la
imagen. Una caracteristica muy importante en la formacién de
imagenes 3D es el contraste de las imdgenes 2D proporciona-
das por el sistema para distintos planos transversales, ya que
la contribucién de los planos desenfocados de la muestra sobre
el plano conjugado con el plano del sensor genera un ruido que
puede afectar de modo muy acusado a la imagen de la seccién
enfocada. Una manera de estudiar la contribucién de cada plano
desenfocado sobre el plano de foco consiste en evaluar la in-
tensidad total distribuida en cada seccion transversal de la PSF
en irradiancia del sistema. A este pardmetro lo denominaremos
intensidad integrada y vendrad dado por

P(z) = //:o h(x,z)|> d*x. (2.21)

Por otro lado, este parametro puede estudiarse también analizan-
do el contenido espacio-frecuencial de esta PSF, que méas adelante
analizaremos con detalle. Asi, en el espacio reciproco de Fourier,
tendremos la distribucién de frecuencias de la PSF en irradiancia
dada por

+oo , ,
H(u,w) = /// h(x,z)|* e” 2 X~ 2M 224y (2.22)
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donde u = (u,v) y w son las frecuencias laterales y axiales
respectivamente. Si nos fijamos exclusivamente en las frecuencias
axiales,

+o0 )
H(0,w) = /// Ih(x,z)|* e~ 2™ Pxdz =
Joo | ]
= / P(z)e”#™*dz = P(w), (2.23)
o, reciprocamente,
P(z) = H(0,—z) . (2.24)

Asi pues, la transformada de Fourier del contenido de frecuencias
espaciales axiales de la PSF en irradiancia establece el trasvase
de energia entre los planos desenfocados y el plano de foco en
los sistemas de captura de imédgenes 3D. La aptitud para recoger
la maxima proporcion de la energia del campo luminoso del
plano en foco frente a la de planos desenfocados se denomina
capacidad de seccionado 6ptico. Nétese que cuanto més picada
sea esta intensidad integrada en torno al plano de foco (z = 0)
menor serd este efecto de solapamiento de los planos desenfocados
y, por tanto, mayor serd el seccionado 6ptico proporcionado por
el sistema. Por otro lado, a partir de la Ec. 2.24 se deduce que
cuanto mayor sea la anchura de la funcién H(0, w) mayor serd la
capacidad de seccionado 6ptico del sistema considerado.

Ahora bien, en un sistema convencional las leyes de la fisica
nos dicen, por conservacién de la energia, que la potencia trans-
portada sobre cada plano transversal de un punto objeto debe
ser constante. Asi que podemos escribir,

Peono(z) =P (2.25)
o bien, en el dominio de Fourier,
Heonp(0,w) = P §(w). (2.26)

Asi pues, la anchura de la funcién Heny(0,w) es la minima
posible. Concluimos, por tanto, que los sistemas convencionales
carecen completamente de seccionado 6ptico. Las técnicas que
estudiaremos en esta tesis mejoran esta capacidad, imprescindible
para poder realizar una reconstrucciéon adecuada de muestras
3D.
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2.4.3 Funciones de transferencia

En el anterior apartado hemos analizado el contenido de fre-
cuencias espaciales de la PSF en el espacio imagen pero tnica-
mente en la direccién axial. El estudio de la forma de la trans-
formada de Fourier 3D de la PSF es una manera alternativa de
analizar el efecto del sistema de formacién de imagenes sobre la
estructura de las imagenes 3D. Para entender esta aproximacion,
partiremos de las Ecs. 2.14 y 2.18, que representan la relacién
entre las distribuciones del campo en el espacio objeto e imagen
a través de convoluciones con la correspondiente PSF. En primer
lugar, cuando el sistema de formacién de imagenes funciona con
radiacion coherente, la Ec. 2.14 conduce, tras una transformacién
de Fourier, al resultado

o' (u,w) = 6(Mu, M*w)H,(u,w), (2.27)

donde H.(u,w) = h(u,w). Asi, el contenido frecuencial de la
distribucién 3D de amplitudes en el espacio imagen es una ver-
sion escalada del contenido frecuencial de la amplitud del objeto
multiplicada por una funcién de transferencia H,, que es la trans-
formada de Fourier de la PSF en amplitud del sistema. A esta
funcién se la denomina funcién de transferencia coherente (CTE,
del inglés coherent transfer function). Su estudio permite determi-
nar cémo se modifica cada una de las frecuencias espaciales de
la amplitud del objeto para generar la amplitud de la imagen.
Por otro lado, para sistemas de formacién de imagenes incohe-
rentes, la Ec. 2.18 conduce a un resultado similar pero para las
distribuciones 3D de intensidad, es decir

I'(w,w) = I(Mu, M*w)H (u, w), (2.28)

donde H(u,w) es en este caso la transformada de Fourier de la
PSF en intensidad, |l(x,z)|?. Para estos sistemas, la funcién de
transferencia entre el contenido frecuencial de la distribuciéon 3D
de intensidades en el espacio objeto y el espacio imagen ,H, se la
denomina funcién de transferencia 6ptica (OTF, del inglés optical
transfer function). Estrictamente, la definicién de la OTF incluye
un factor de normalizacién que obviaremos aqui por simplicidad.
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Desde este punto de vista, es interesante definir la resolucién
de un sistema 6ptico a partir de la extensiéon del soporte de la
funcién de transferencia, a la que llamaremos ancho de banda
frecuencial. No6tese que la determinacién de la resolucion de
un sistema en el espacio de Fourier no depende de la muestra
considerada si no que depende tinicamente del sistema 6ptico.
A continuacién presentaremos algunos resultados de estas fun-
ciones de transferencia asociadas a sistemas con diafragma de
apertura con soporte circular, que es el mds comtin en microsco-

pia.

2.4.3.1  Funcion de transferencia coherente de sistemas con si-
metria de revolucion

Para obtener la forma de la CTF en este tipo de sistemas,
recordaremos la definicion de la PSF a partir de la transmitancia
p(xp) de su diafragma de apertura, considerando que éste estard
limitado por un soporte circular centrado en el eje de radio 7.
Asi, realizamos la transformada de Fourier de dicha respuesta
impulsional para obtener

A.(a, @) = / / T (%, 2)e—2miRe— 2 25 7 (2.2
C 7 - 7 4 * 9)

donde hemos introducido las variables normalizadas, para dar
generalidad al resultado, de la siguiente manera

A Af?
oM oMy
P "y
2
r
X = )1;;})(’ zZ= /\—}7,22, (2.30)

y donde por simplicidad de notacién hemos expresado f = frr.
Utilizando este cambio de variables podemos escribir la respuesta
impulsional del sistema de la siguiente manera,

}_l()_(,Z) — Z-Ar%eﬁnzwg // ﬁ()—(p)e—ﬁnipie—inz\xp\2d2)—(p, (2.31)

[xp| <1
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con wy = 1/A. Introduciendo esta tiltima expresién en la Ec. 2.29
y realizando la integral pertinente [20], llegamos a

A, (a,@) = p(a)d <zb — W + ;|1‘1|2> . (2.32)

a) b)

Figura 2.3: Representacién de la funcién de transferencia coherente 3D
en un microscopio convencional en la que aparece explici-
tamente la frecuencia de corte normalizada del sistema en
la direccién transversal (pg) y la ausencia de las frecuencias
axiales (salvo para @ = ).

En la Fig. 2.3 se puede ver una representacion de la ecuaciéon
anterior en la que se aprecia que la CTF 3D es una superficie
definida por un casquete parabdlico sobre el que se proyecta
transversalmente la forma de la funcién pupila del sistema 6ptico.
Asi que una vez conocida la funcién pupila de un sistema 6ptico
podemos determinar directamente la resolucién transversal de
éste. De este modo, la resolucién transversal de un sistema viene
determinada por la maxima frecuencia espacial transmitida por
la funcién pupila.

Deshaciendo la normalizacién de las coordenadas realizada al
inicio, podemos determinar la frecuencia espacial de corte en un
sistema 6ptico coherente con simetria de revolucién en torno al
eje Optico de la siguiente manera,

rp, NA

lug| = A4 (2.33)
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Podemos ver que obtenemos la misma dependencia con la NA
y la A que la predicha por el criterio de Rayleigh, teniendo en
cuenta la relacién inversa entre la resolucién y la frecuencia de
corte del sistema 6ptico.

En relacién a la resolucién axial, en la Fig. 2.3 podemos ver
como la funcion de transferencia coherente presenta una delta de
Dirac sobre el eje axial, lo que implica que los sistemas conven-
cionales formadores de imagen coherentes no poseen capacidad
de seccionado 6ptico de la muestra.

2.4.3.2 Funcion de transferencia incoherente de sistemas con
simetria de revolucion

De forma andloga al subapartado anterior, expresamos la OTF
3D de un sistema 6ptico incoherente como la transformada de
Fourier de su respuesta impulsional

o0 S
H(a, @) = / / / (%, 2)|2e™ 21X = 202 42547 (2.34)

Podemos expresar la PSF como el producto de la respuesta
impulsional coherente por su complejo conjugada

|h(x,2)]* = h(x,2)h(x,2)*. (2.35)

y, a partir del teorema de la convolucién podemos expresar la

OTF 3D como la autocorrelacion (x3) de la CTF 3D realizando la

transformada de Fourier a la Ec. 2.35, que es lo que expresa la

integral en Ec. 2.34

H(a,@) = H.(@1,®) ®3 H.(—1, —@)* = He(@, @) *3 He (1, @) .
(2.36)

En la Fig. 2.4 podemos apreciar la autocorrelaciéon de los dos
casquetes parabodlicos enfrentados expresados en la Ec. 2.36. Con-
sideraremos a continuacién el cdculo de la OTF 3D de un sistema
con difragma de apertura cuya transmitancia tenga simetria de
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Figura 2.4: Representacion grafica del proceso de la convolucién de la
CTF 3D con su complejo-conjugada.

revolucion. En ese caso, podemos expresar la autorrelacién de la
CTF de la siguiente manera [20],

H(a,w) = /+OO P(p,a)d(w+ ap)du, (2.37)

—o0

donde hemos definido g = |a] y

P = [ p(a-56)p (e-5p)ae,  Gaw)

es la proyeccién sobre el eje a del producto de las funciones
p(«, B) con simetria radial desplazadas una distancia p a lo largo
de este eje. Resolviendo la integral de la Ec. 2.37 obtenemos una
OTF 3D en un sistema con simetria de revolucién dada por

- 1 w
A o) = 7 (p-5) @39)
En particular, considerando el caso habitual de un sistema 6pti-
co con diafragma de apertura circular transparente, la funcién
P(p,«) vendra dada por la proyeccién sobre el eje a del area
comun de los dos circulos separados una distancia p. Mediante
un razonamiento puramente geométrico obtenemos [20]

N 2
P(p,a) =2Re \/1 - <|tx\ + g) , (2.40)
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de modo que,

N2
H(p,w) = ;Re \/1 - <|;)| + g) . (2.41)

A partir de esta tltima expresiéon podemos extraer la frecuencia
espacial de corte del sistema en la direccién transversal resolvien-
do la condicién

_ N2
H(po,0) = _gRe 1-— (PO) =0. (2.42)

De esta ecuacion podemos determinar que la frecuencia de cor-
te del sistema en las coordenadas normalizadas vale gy = 2.
Deshaciendo el cambio de las Ecs. 2.30, la frecuencia de corte
transversal incoherente vendrd dada por

.. .NA
up| =2—. (2.43)

A

A la vista de este tltimo resultado podriamos concluir que un
sistema formador de imdgenes incoherente posee el doble de
resoluciéon que un sistema coherente. No obstante, estd afirmacion
no es correcta. Para empezar, como puede verse en la Fig. 2.5(a),
los detalles més pequefios del objeto, es decir las frecuencias
mas altas que aparecen radialmente mads alejadas del centro de
la OTF, poseen menor peso que las frecuencias bajas situadas en
el centro geométrico de la OTFE. Esto supone que las frecuencias
maés altas tendrdn menor contraste que las bajas. Por otro lado,
la CTF representa el espectro de la distribuciéon de amplitudes,
en cambio, la OTF nos muestra el espectro de la distribucion de
intensidades, por lo tanto no son directamente comparables.

A partir de la Ec. 2.37 es sencillo ver que aparece una dis-
continuidad infinita (tipo delta de Dirac) en el origen de las
frecuencias espaciales y que la funcién es nula en el resto de
las frecuencias axiales. En la Fig. 2.5(b) se puede apreciar una
representacion bidimensional de la OTF 3D para o = 0. En ella
vemos que existe una regioén conica en torno a la direccién axial
dentro del cual las frecuencias espaciales que no se transmiten



Figura 2.5: Representacion de secciones de la OTF 3D en un sistema
con pupila circular transparente: (a) plano -0 (transversal);
y (b) plano #-0. En la subfigura (a) se representa en color
naranja la circunferencia correspondiente a la frecuencia es-
pacial de corte en la direccién transversal, y en la subfigura
(b) el cono de pérdidas de las frecuencias espaciales en la
direccién axial.

por el sistema 6ptico. Esta regién es conocida como cono de
pérdidas. Este cono de pérdidas es el que justifica la ausencia
de frecuencias axiales en el espacio imagen, y por lo tanto de
seccionado 6ptico, en un sistema convencional trabajando con
luz incoherente o con una respuesta incoherente de la muestra
debido a la fluorescencia de la misma.

2.4.4 Tiempo de captura.

La diversidad existente entre las distintas técnicas de micros-
copia es tal que los distintos tiempos de captura, procesado o
reproduccién de la informacién procedente de la muestra puede
variar de forma notable. La velocidad en cada uno de estos proce-
sos puede no ser relevante si queremos estudiar la morfologia de
materiales inertes. No obstante, el estudio de muestras biolégicas
en movimiento requiere una técnica de captura de la informacion
suficientemente rapida como para poder discriminar entre las
distintas posiciones de la muestra bioldgica en su movimiento.

Hay que tener en cuenta que la captura digital de la informa-
cién en forma de fotones requiere un tiempo en el que los fotones
estdn impactando contra el sensor, otro tiempo para convertir la
informacién analégica en digital y otro tiempo para guardar esta
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informacion, lo cual impone un tiempo minimo para el proceso
de registro. Por otro lado, para la formacién de imdgenes 3D,
tipicamente se necesita un barrido tanto axial como lateral de la
muestra, de modo que el limite no solo viene dado por el sensor
si no por el sistema de barrido. Ademds, existe un limite fisico
relacionado con el nimero de fotones minimo necesario para que
la captura no esté afectada por el ruido. También hay que tener
presente que un tiempo de captura bajo implica menor ntimero
de fotones de informacién y este aspecto sera relevante a la hora
de elegir la técnica de captura ya que unas técnicas funcionan
mejor que otras con un niimero bajo de fotones.

Todo esto nos ha llevado a estudiar técnicas de microscopia
capaces de ejecutar sus procesos de captura, procesamiento digi-
tal y reproduccién de la informacién 3D con la mayor velocidad
posible.

2.4.5 Profundidad de campo

Es conocido que, debido a la extension de los elementos de
registro del sensor empleado para capturar la imagen (p.e., los
pixeles en un sensor digital), los sistemas presentan una cierta
tolerancia al desenfoque. Dicho de otro modo, la respuesta del
sensor a un punto conjugado exactamente con €l es la misma
que si este punto se proyecta ligeramente desenfocado. Para que
esto ocurra, la mancha desenfocada del punto ha de ocupar una
extensién menor o igual al tamafio de los elementos del sensor.
Al intervalo axial en el espacio objeto en el que la imagen de
cualquier punto genera la misma respuesta que un punto en
foco se denomina intervalo de nitidez y su extension se llama
profundidad de campo (DoF del inglés depth of field). El estudio
difractivo de la DoF de un sistema formador de imdgenes es com-
pleja, pero optaremos aqui por dar una aproximacién geométrica
que nos permita estimar este pardmetro aproximadamente.

Consideraremos un sistema afocal-telecéntrico como el de la
Fig. 2.6, ya que es el tipo de arquitectura que estudiaremos en
este trabajo por su capacidad de registro de imagenes 3D, como
ya hemos comentado. Ademads, tomaremos como plano objeto
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conjugado con el sensor el plano focal objeto del primero de
los subsistemas, ya que es asi como trabajan 6ptimamente los
microscopios que funcionan con objetivos corregidos al infinito.
Realizaremos por simplicidad un andlisis 1D, suponiendo un
tamafio de pixel c.

Diafragma
de apertura

Sensor

Figura 2.6: Esquema empleado en el ciculo de la DoF proporcionado
por un sistema afocal-telecéntrico. Suponemos un tamafio
de los elementos de sensor c, cuya antiimagen en el espacio
objeto tendra una extensién €.

Analizaremos el sistema en el espacio objeto, estudiando qué
puntos axiales O; y O, proyectan sobre la antiimagen del pixel
(cuyo tamafio denotaremos por ¢) una zona iluminada del mismo
tamafio que dicha antiimagen. A partir de la igualdad de los
angulos « indicados en la Fig. 2.6, se puede obtener facilmente
que

—Z1 o f ob

5/2 - E 7 (2‘44)

donde z; es la distancia del foco objeto del primer subsistema
Loy a Oy y rp representa, de nuevo, el radio del diafragma de
apertura. Si tenemos en cuenta la relacién de conjugacion entre
la antiimagen del pixel y éste mismo a través de todo el sistema,
tendremos también que

= (2.45)

<
M 4
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siendo M el aumento del sistema afocal. Combinando estas dos
ultimas ecuaciones, se obtiene finalmente

c

21 = —mro s 2.46

1 "M NA (2.46)
donde NA es la apertura numérica del primer subsistema. Repi-
tiendo el mismo razonamiento para O, se obtiene z, = —zy, lo

que muestra que el intervalo de nitidez en estos sistemas es simé-
trico respecto del plano de enfoque. Finalmente, la DoF vendra
dada por

< (2.47)
MNA" 47

En la Fig. 2.7 podemos apreciar la diferencia entre una captura
realizada con un sistema 6ptico con una profundidad de campo
reducida, a la derecha, y otra con una profundidad de campo
mayor, a la izquierda. Para la realizacién de estas capturas se
utilizé un objetivo fotografico con diafragma variable. Se fijaron
las posiciones de la escena y del sistema 6ptico. Cerrando el
diafragma se capturé la imagen de la imagen de la izquierda,
ya que al cerrar el diafragma estamos reduciendo el tamafio de
la lente efectiva del objetivo y con esto la NA de éste, lo que
aumenta la DoF. De forma andloga se capturé la imagen de la
derecha con el difragma del objetivo abierto.

DoF =zyp —z1 =

Figura 2.7: Imagenes ejemplo capturadas con un sistema 6ptico con
poca profundidad de campo (derecha) y otra con mayor
DoF (izquierda).

Para mostrar el efecto de la profundidad de campo se utilizé
un objetivo fotografico, pero cabe matizar que tipicamente los
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objetivos de microscopio tienen aperturas numéricas altas que
hacen que la profundidad de campo sea bastante reducida (del
orden de decenas de micras a cientos de nanémetros).






MICROSCOPIA POR

ILUMINACION ESTRUCTURADA

(SIM)

3.1 INTRODUCCION

Una de las caracteristicas principales que definen la micros-
copia convencional se refiere al tipo de iluminacién sobre la
muestra. En cualquier microscopio convencional, la muestra se
ilumina uniformemente. En el caso particular en el que se ilumina
una muestra fluorescente, esta iluminacién uniforme produce la
excitacion homogénea de los fluoroforos contenidos en la mues-
tra. Cada fluoroforo de la muestra actuard como emisor puntual,
una vez haya emitido la energia en forma de fotén debido al
decaimiento de los niveles energéticos.

La microscopia por iluminacién estructurada (SIM, como ya
abreviamos en el capitulo anterior) no cumple este principio y
por tanto no pertenece a las técnicas de microscopia inscritas
dentro del marco de la microscopia convencional. En esta técnica,
la muestra se ilumina mediante un patrén estructurado. Este
procedimiento permite codificar informacién de altas frecuencias
espaciales de la muestra en bajas frecuencias espaciales. Asi es
posible capturar frecuencias espaciales del objeto tales que el
microscopio convencional no seria capaz de detectar debido al
limite en resolucién transversal marcado por la difracciéon de la
luz como ya vimos en el apartado 2.4.1. Esta técnica requiere
capturar una serie de imagenes y aplicar un algoritmo de re-
construccion antes de poder obtener la imagen final con aquellas
frecuencias altas que el microscopio convencional no es capaz
de capturar. De este modo, esta técnica nos permite obtener ima-
genes que pueden llegar a mejorar la resoluciéon transversal en
un factor 2 respecto de un sistema convencional con los mismos
elementos 6pticos. Por otro lado, esta técnica también posee la
capacidad de obtener seccionado 6ptico de la muestra aunque
en muchos casos en una configuracién en la cual el aumento
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en resolucioén transversal estd limitado. Como ya vimos, los mi-
croscopios convencionales carecen de la capacidad de obtener
seccionado 6ptico.

En este bloque estudiaremos los procedimientos necesarios
para implementar esta técnica tanto tedrica como experimental-
mente. Para este fin se ird realizando un desarrollo de la técnica
partiendo de los conceptos mds simples. Una vez introducidas
todas las propiedades y conceptos necesarios para entender en
profundidad las ventajas que esta técnica nos puede proporcionar
se analizardn los avances innovadores que hemos conseguido,
tales como un nuevo algoritmo para la determinacién precisa del
desplazamiento del patrén, el aumento de contraste en el patrén
de iluminacién o la creacién de una nueva técnica de microscopia
capaz de conseguir seccionado 6ptico y aumentar en un factor 2
la resolucién lateral del microscopio simultaneamente.

3.2 SISTEMA DE ILUMINACION

Para empezar vamos a estudiar el proceso de iluminacion de
la muestra. Como ya se ha comentado, la iluminacién se produce
mediante un patrén estructurado. La forma mas habitual consiste
en generar un patron transversal de perfil cosenoidal en amplitud
mediante la interferencia de una serie de ondas planas coherentes
entre si tanto temporal como espacialmente. Tipicamente la via
para generar este patron cosenoidal es la de hacer interferir dos
ondas planas con distinta inclinacién respecto del eje 6ptico del
sistema [21-23]. En este caso, la interferencia de las dos ondas
planas genera un patrén de iluminacién cosenoidal en los planos
transversales al eje 6ptico del sistema.

Otra alternativa utilizada es la de generar tres ondas planas con
distinta inclinacion [24, 25]. En esta configuracién dispondremos
de las dos ondas descritas anteriormente y adicionalmente otra
onda plana que viaje en la direcciéon del eje 6ptico. En este
caso tendriamos el patrén cosenoidal transversal al eje 6ptico
descrito anteriormente y, ademas, una modulacién axial con otro
patrén cosenoidal. Esta modulacién axial se emplea para obtener



seccionado 6ptico adicional y mejora de la resolucion lateral de
la muestra.

Existe otro método alternativo que emplea iluminacién estruc-
turada para obtener seccionado 6ptico de la muestra por medio
de la proyeccién incoherente de un patrén de iluminacién. No
obstante, este tipo de iluminacién no es un patrén de iluminacién
cosenoidal en amplitud sino en intensidad, lo que lo convierte
en un sistema de iluminacién estructurada completamente dis-
tinto al que usaremos en este trabajo. El modelo de microscopio
Apotome(®) perteneciente a la empresa Zeiss sigue este concepto
de iluminacién incoherente. Este microscopio comercial tiene la
capacidad de generar la imagen de una red de difraccion sobre la
muestra que hace que este tipo de técnica posea seccionado 6pti-
co. Sin embargo, esta técnica no tiene la capacidad de aumentar
la resolucién transversal del microscopio. Otra de las limitaciones
que posee es la poca flexibilidad a la hora de elegir la frecuencia
de modulacién del patrén de iluminacion, ya que al estar gene-
rando la imagen de un objeto determinado, (una serie de rendijas
separadas periédicamente), solo es posible cambiar la frecuencia
de modulacién del patrén cambiando el objeto que se utiliza
para generar el patrén. En concreto este microscopio dispone de
3 tests con diferente periodo [26]. Sin embargo este método es
distinto tanto en la practica como en su concepto de la técnica
que vamos a analizar. En este documento nos vamos a cefiir a
la primera alternativa en la cual consideraremos tinicamente un
patrén puramente cosenoidal en una direccién transversal al eje
6ptico y constante e infinitamente extenso en la direccién del eje
6ptico (es decir, sin modulacién axial) mediante la interferencia
de un par de ondas planas.

Para la generacion de las ondas planas que se van a utilizar
para producir el patrén de iluminacién estructurada cosenoidal
también existen diferentes métodos. A continuacién vamos a
describir el método utilizado comtnmente para generar estas
dos ondas planas coherentes entre si. Este método emplea una
red de difracciéon unidimensional. Si se ilumina esta red mediante
un haz colimado dispondremos de una serie de ondas planas
con diferentes direcciones y coherentes entre si tras atravesar
la red, donde el dngulo que forman cada par de ondas planas
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contiguas depende del periodo de la red de difraccién. Dado
que en este método SIM necesitamos tinicamente dos ondas
planas, tipicamente se utilizan los 6rdenes +1 y -1 de la red, entre
otras cosas por ser los 6rdenes simétricos con mayor peso en
intensidad. Para ello se bloquea mecédnicamente el orden cero
tras la red de difraccion y los 6rdenes superiores se extraen
fuera del sistema haciendo uso del tamafio finito de la pupila del
objetivo de microscopio.

Consideremos, por tanto, una red de difraccién unidimensional
iluminada por una onda plana monocromética paralela al eje
6ptico, cuya transmitancia en amplitud se puede expresar como

+o0 - n
tH(x) = Z cnezzn?x, (3.1)

n=—oo

siendo ¢, los coeficientes de peso para cada uno de los 6rdenes
de la red, p el periodo de la red y donde, por simplicidad, hemos
elegido la modulacién de la transmitancia en la direccién del eje
OX. El campo 3D difractado por este objeto puede calcularse,
como ya se introdujo en el capitulo anterior, como

ikz . T®™ . )%
SO(X,Z) _ t(x) ® %ﬁ'"lz — pikz E che 171Az(’,;> 6127'(%36, (3.2)
n=—0o

siendo z la distancia de propagaciéon desde la red. Esta dis-
tribucién de amplitudes se proyectara a través del sistema de
iluminacién del microscopio sobre el espacio de la muestra. Este
sistema, como hemos indicado, bloqueré todos los 6érdenes del
sumatorio anterior excepto los correspondientes a n = £1. El
caso mas habitual en fluorescencia es considerar un sistema de
iluminacién afocal constituido por una primera lente L;, de focal
f1y con la red sobre su plano focal objeto, y el propio objetivo
del microscopio. A partir de los resultados del capitulo anterior,
se deduce que, siempre que la frecuencia fundamental uy = 1/p
de la red quede por debajo de la frecuencia de corte coherente
de este sistema, la distribuciéon de amplitudes en el espacio de la
muestra queda como

C+1
M

(o] —iznﬁw
7

_ iZHﬁ €-1
s(x,z) e Mar 4 Mile (3-3)
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donde se han omitido factores de fase irrelevantes para el resul-
tado que buscamos y donde M;; = f,,/ f1. En el caso en que la
transmitancia de la red de difraccién sea real y centrosimétrica,
algo que suele ser habitual, los pesos de los 6rdenes simétri-
cos respecto del orden cero cumpliran cy, = c_,. Con todo, la
distribucién de amplitudes en el espacio de la muestra queda

Ct+1 X
s(x,z) = 2—— cos (27t > . (3-4)
Mi Mip
Asi, la distribucién de intensidades del patrén de iluminacién
cosenoidal proyectado sobre el espacio de la muestra del micros-
copio serd,
2

c 2x
S(x,z) = |s ,22:2+1{1+ <27r ﬂ .
(02) = Is(w ) =253 |1+ cos (2 65

Por lo tanto mediante este procedimiento proyectamos un patrén
cosenoidal sobre la muestra del microscopio cuya frecuencia
depende exclusivamente de la frecuencia de la red y del aumento
producido por el sistema de iluminacion. En la fig. 3.1 se puede
apreciar una ilustracion del sistema de iluminacién que se ha
estudiado en este apartado.

Objetivo de
microscopio

Lente L1

| -

N
Patron de
| iluminacion
estructurada

Figura 3.1: Esquema del sistema de iluminacién en un sistema SIM
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3.3 SISTEMA DE COLECCION

A continuacién pasamos a estudiar la respuesta del sistema al
iluminar la muestra con un patrén estructurado. La iluminacién
coherente excitard cada uno de los fluoroforos de la muestra
fluorescente. De este modo tendremos que la luz emitida in-
coherentemente por la muestra es debida a la iluminacién de
un patrén cosenoidal puro. Asi que, la respuesta de la muestra
compuesta por una distribucién de fluoroforos O(x, z), serd de la
siguiente forma

Lin(x,z) = S(x,z) - O(x,z), (3.6)

siendo S(x, z) la distribucién de intensidades del patrén de ilumi-
nacién. La imagen de [;;; por medio del sistema afocal telecéntrico
que constituye el microscopio, proporcionara una distribucién
de intensidades 3D en el espacio imagen de la forma siguiente,

I(x,z) = [S (%, %) -0 (%, %)} ®3 hine(x,2) . (3.7)
donde la PSF 3D del sistema de coleccion en irradiancia viene
dada por hj.(x,z) = |h(x,z)|%, como vimos en el apartado 2.4.3,
y el aumento del microscopio M = —frr/ f,» es el definido en el
capitulo anterior. En la Fig. 3.2 se puede apreciar una ilustracion
del sistema de coleccién.

Para poder analizar las caracteristicas mas relevantes de es-
tas expresiones matemdticas, vamos a movernos del espacio de
posiciones a su espacio reciproco de frecuencias, realizando la
transformada de Fourier de esta tltima expresién. Asi, el espectro
de frecuencias de dicha distribucion serd,

I(u,w) = [S(Mu, M*w) ®3 O(Mu, M*w)] - H(u,w), (3.8)

siendo H(u,w) la OTF del sistema. En el caso en el que la ilu-
minacién sea uniforme, lo que tendremos sera la convoluciéon
de una delta de Dirac centrada en el origen, con el espectro de
frecuencias del objeto recortado por la extensién frecuencial per-
mitida por la OTE. Es decir, tenemos la informacién obtenida
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Lente

de tubo
Objetivo de ‘ Cémara
microscopio

Muestra m
|

b

w p—
Patron de
iluminacion
estructurada '

Figura 3.2: Esquema del sistema de captura en un sistema de Micros-
copia por lluminacién Estructurada

por un microscopio convencional en el que la maxima frecuencia
espacial del objeto que somos capaces de capturar nos la limita
la OTF del sistema. En cambio, si aplicamos la iluminacién de
un patrén puramente cosenoidal, como el descrito en la Ec. 3.5
del apartado anterior, tendremos la siguiente expresion,

S(Mu, M*w) ®3 O(Mu, M*w)
1 1 .
d(u,w) + Eé(u_,v,w) + E(S(Lur,v,w) ®3 O(Mu, M*w) =
O(Mu, M?w) + %O(Mu,,Mv, M>?w) + %O(Mu+,Mv, M?w),
(3.9)

_ 2 . . .
donde uy = u + SN Asi, el contenido espectral en el espacio
imagen vendrd dado por

I(u,w) = O(Mu, M*w) - H(u,w) +

I

O (Mu — A, Mv, M*w) - H(u,w) + O (Mu + A, Mo, M*w) - H(u,w) | ,

/

~~

F 4 Fi
(3.10)
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donde A = ﬁzp' En esta ultima expresiéon podemos ver clara-
mente diferenciados tres términos. El primero de ellos nos da
informacion de las frecuencias del objeto centradas en el origen
y limitadas por la OTF del sistema igual que tendriamos en un
microscopio convencional. Aparte, tenemos otros dos términos
desplazados simétricamente del orden cero que acabamos de
describir. Estos términos nos dan informacién de las frecuencias
espaciales del objeto desplazadas proporcionalmente a la frecuen-
cia del patrén de iluminacién, también limitadas por el soporte
finito de la OTF del sistema.

Es evidente que en esta situacién tenemos mayor informacién
de los detalles de la muestra que en el caso convencional, pero
estd entremezclada. Necesitamos poder extraer la informacién
del objeto por partes, y para ello necesitamos encontrar un pa-
rametro que varie dichas componentes y asi generar un sistema
de ecuaciones compatible determinado. A partir de ahora, los
términos Fy, F_1, F11 indicados en la Ec. 3.10 se denominardn
componentes de Fourier o frecuenciales en la imagen SIM.

3.4 METODO DE RECONSTRUCCION

3.4.1 Descomposicion de las componentes

Para poder aislar las componentes que estdn entremezcladas
una solucién es emplear técnicas de corrimiento de fase. Supon-
gamos que tenemos la capacidad de introducir un desfase o
desplazamiento de la fase del patrén de iluminacién cosenoidal
de manera controlada. En este caso, la distribucién de amplitudes
del patrén adquiriria la siguiente forma,

Si(x,z) « 1+ cos (2mAx + ¢;), (3.11)

siendo ¢; el desfase introducido al patrén original con una fase
inicial nula. Reproduciendo el andlisis ejecutado anteriormente,
en el espacio de Fourier, sobre el sensor tendremos una distribu-
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cién de intensidades debidas a la emisién de los fluoroforos cuya
transformada de Fourier tiene la siguiente forma,

I;(uw,w) = Fy(u,w) —i—% [F_l(u,w)e’i"’i + FH(u,w)ei"’i} . (3.12)

A partir de esta ttima expresion podemos ver que una captura
nos proporciona una ecuacion en la que aparecen las 3 compo-
nentes frecuenciales, las cuales podemos considerar como las 3
incognitas del sistema de ecuaciones. Modificando el valor de ¢;
tres veces realizaremos el primer paso para conseguir un sistema
de ecuaciones. La modificacién de esta fase no es més que el des-
plazamiento lateral del patrén de iluminacién. Dado que tenemos
la capacidad de imponer el desfase deseado, la eleccién de este
desplazamiento la realizaremos eligiendo valores que simplifi-
quen el cdlculo matematico. Para ello elegimos un valor simétrico
del desplazamiento a partir de una fase inicial nula, es decir, que
los tres desfases introducidos serdn ¢1 = —¢, ¢ = 0, ¢3 = ¢.
Con todo esto, la distribucién de frecuencias espaciales en el
espacio imagen debida a cada uno de los desplazamientos del
patrén mencionado en este parrafo quedaran de la siguiente
forma

- eii‘ll’ ei‘P

Ip(u,w) =Fy(u,w) + > F 1(u,w)+ 7F+1(u,w)

- 1 1

Io(w,w) =Fo(u,w) + 5 F-1(w,w) + 7 Fia1(w,w) (3.13)
~ ei‘P e_i(P
I y(u,w) =F(u,w)+ ?F,l(u,w) +— Fii(uw).

Podemos reescribir este sistema de ecuaciones en su expresiéon
matricial de la siguiente manera:

e /2 1 €9/2 F, F,4 I

1/2 1 1/2 FF |=R| B |=| I

e?/2 1 e /2 Fiq Fiq I,
(3.14)

Con el sistema en su forma matricial buscamos las soluciones
mediante la regla de Cramer. Para ello primero calculamos el de-
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terminante de la matriz de coeficientes del sistema de ecuaciones,

det{R} =isin¢ (1 —cos¢) , (3.15)

de donde podemos extraer que los valores que anulan el de-
terminante del sistema no cumplen las condiciones para que
el sistema sea compatible determinado y por lo tanto debemos
descartarlas. Segtin este razonamiento los valores ¢ = n, con n
cualquier numero entero, dan lugar a un sistema de ecuaciones
sin solucién tnica. Podemos hacer un razonamiento sencillo so-
bre esta conclusion: en el caso en el que eligieramos un desfase
de 71, estariamos realizando el mismo desplazamiento tanto en la
primera captura como en la tltima, lo que nos proporcionaria un
sistema de 3 incognitas con 2 ecuaciones, que corresponde a un
sistema compatible indeterminado. Teniendo en consideraciéon
todo esto, podemos escribir la solucién al sistema de ecuaciones
de la siguiente forma,

Ig(e7®—1)+ Ip2ising + I,(1 — )

F =
! 2isin¢(1 — cos ¢)
F I y—T2cosp+1, (3.16)
0~ 2(1 —cos¢) )
I4(1—e?)+Ip2ising + Iy(e™ — 1)
F+1 - .

2ising(1 — cos¢)

Estas son las soluciones generales al sistema de ecuaciones plan-
teado para cualquier valor de ¢ # n7t. En este punto tenemos la
informacién frecuencial del objeto separada en las tres componen-
tes. Esto se puede ver a partir de la definicién de las componentes
en la Ec. 3.10, cuya expresion es

Fo(u,w) = O(Mu, M*w) - H(u, w)

Fii(u,w) = O (M(u £ A), Mo, M*w) - H(u,w), (3.17)

cuya transformada de Fourier la podemos escribir como sigue,

X Z
M W) ®3 hinc(x, 2)

X z

Fi(x,z) = {O (M, W> e]Fiz”Ax} ®3 Nine(x,2),

ﬁo(X,Z) =0 (
(3.18)



siendo A = % la frecuencia de modulacién del patrén cosenoidal
de iluminacién escalada por las caracteristicas del sistema 6ptico
en el espacio de posiciones. Podemos analizar este resultado
desde el espacio de posiciones o bien desde el de frecuencias.
Desde el punto de vista del espacio de posiciones, tenemos
una componente (Fy) que nos proporciona la informacién que
obtendriamos en un microscopio convencional. Adicionalmente,
tenemos otras dos componentes afectadas por un factor de fase
lineal (F1;). Volviendo al espacio de frecuencias en la Eq. 3.10,
resulta més sencillo de visualizar que lo que tenemos es una
componente frecuencial limitada por la extensiéon frecuencial
de la OTF del sistema. Adicionalmente, otras dos componentes,
también limitadas por la extension frecuencial de la OTF, pero
en este caso el origen de esta informacion, es decir, las minimas
frecuencias del objeto, no se posicionan en el centro de la OTF del
sistema sino que aparecen desplazadas debido a ese factor de fase
lineal que vemos en las expresiones en el espacio de posiciones.
Este desplazamiento del origen de frecuencias del objeto, hace
que, en una direcciéon determinada, desaparezcan frecuencias
en un sentido pero en el sentido contrario aparecen frecuencias
del objeto mayores a las que teniamos en el orden cero. De este
modo tenemos 3 componentes espectrales de Fourier separadas
y desplazadas respecto de su posicioén original debido al factor
de fase lineal introducido por el patrén de iluminacién, como se
ve en la Fig. 3.3.

En este punto disponemos de la informacién de altas frecuen-
cias del objeto separada por componentes. A continuacién vere-
mos el procedimiento necesario para componer esta informacion
y obtener el resultado final deseado en el que conseguiremos
ver detalles en la muestra imperceptibles con un microscopio
convencional.

3.4.2 Reconstruccion de la informacién frecuencial

La recuperacién del contenido de frecuencias espaciales de
la muestra a partir de las imdgenes I;(x, z) se realiza convencio-
nalmente tras un procesado digital [24]. En primer lugar, para
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Figura 3.3: Componentes frecuenciales. De izquierda a derecha, ejem-
plo de representacién de las componentes frecuenciales F_1,
Fyy Fi1 en el plano w = 0. Por motivos gréficos, el patrén
estructurado se ha implementado a 45° del eje OX.

eliminar los efectos de borde en la la estimacion de sus trans-
formadas de Fourier, cada imagen se multiplica por una ventana
apodizadora (tipicamente una funcién coseno centrada con pe-
riodo igual a la mitad de la anchura de estas imagenes). Tras
la transformada de Fourier digital sobre las imédgenes apodiza-
das, se resuelve el sistema de ecuaciones 3.13 y se estiman las
componentes F/(u, w).

Para compensar el desplazamiento producido por el patrén de
iluminacién y posicionar cada una de las frecuencias espaciales
en su posicion correcta tenemos dos maneras de entenderlo.
La primera forma de interpretarlo es considerando el espectro
de frecuencias del objeto recortado por la OTF del sistema pero
desplazada en cada caso a la posicién determinada por el periodo
del patrén de iluminacién, representado esquematicamente en la
Fig. 3.4.

La otra forma de verlo es a partir de las componentes repre-
sentadas en la Fig. 3.3. Podemos recolocarlas de forma que el
origen de frecuencias coincida en la misma posicién en las tres
componentes como se puede apreciar en la Fig. 3.5. En definitiva
estamos haciendo lo mismo, en un caso estamos desplazando
el espectro de frecuencias dejando fija la OTF y en el otro caso
desplazamos la OTF dejando fijo el espectro de frecuencias.

No obstante, falta tener en consideracion un aspecto mas. El
hecho de que la OTF del sistema no es una funcién uniforme hace
que haya que tenerlo en cuenta a la hora de obtener el resultado
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Figura 3.4: Representacién esquemadtica de la reconstruccién de la in-
formacién frecuencial (en el plano w = 0) de un sistema
SIM considerando la distribucién frecuencial del objeto
recortada por la OTF desplazada.

final. Para solucionar este inconveniente es necesario aplicar un
filtro de Wiener con una OTF estimada del sistema H(u,w),
realizando una desconvolucién de cada una de las componentes.
Por otro lado, los picos de intensidad que corresponden a la
frecuencia central del espectro de las muestras convencionales
presentan una intensidad desproporcionadamente alta frente al
resto de la energfa distribuida en cada componente. Este efecto
limita fuertemente el contraste y genera patrones de franjas
residuales en las reconstrucciones obtenidas. Para mejorar este
aspecto se aplica un filtro tipo “notch” N(u, w) (generalmente en
forma de dos funciones gaussianas invertidas sobre los 6rdenes
£1) que reduce esta distorsion. Finalmente, para evitar los efectos
de borde en la transformada de Fourier inversa que reconstruye la
imagen de la muestra, se vuelve a aplicar una funcién apodizante
con una extensién igual a la del soporte de la OTF extendida,
I:I@xt(u,w). De esta forma podemos escribir la reconstrucciéon
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I=F+F1®36(u+ '.:—1'1‘_ w)+ Foq®36(u— \—‘10 w)

Figura 3.5: Representacion esquematica en el plano w = 0 de la re-
construccién de la informacién frecuencial de un sistema
SIM considerando las componentes frecuenciales F_j, Fy y
F.1 cada una en su posiciéon determinada por el periodo
de modulacién del patrén de iluminacién.

estimada del espectro de frecuencias de la imagen sintética del
objeto como [24]

L A" (u,w)F (u,w)

2 u
Ogint(w, w) = =
Sli’lt( ) igl |H(u,w)‘2+wz

®36(u — iA, v,w) | N(u,w)Hext(u,w).
(3.19)

El pardmetro W es el coeficiente ajustable del filtrado de Wiener.
Hay que resefiar que la convolucién con la delta de Dirac que
aparece en esta tltima expresion, no es mds que el reposiciona-
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miento correcto de las componentes explicado al principio del
apartado.

3.4.3 Aumento de resolucién isotropo

Cabe decir que todo el analisis realizado en este capitulo ha
sido considerando las variaciones de intensidad del patrén de
iluminacién en una tnica direccién. Esto repercute en un au-
mento en la resolucién de la imagen final tinicamente en dicha
direccién. Para generar una reconstruccién final cuyo incremento
en resolucion sea isétropo habria que repetir el proceso rotan-
do la proyeccién del patrén sobre la muestra para cada uno de
los angulos entre 0° y 90°. No obstante, este proceso requeriria
un tiempo y necesidad de procesamiento muy elevados. En la
préctica, realizando este proceso con tres rotaciones del patrén
separadas angularmente equidistantes (-60°, 0°, 60°) se rellena
la OTF sintética practicamente por completo®. Asi, podemos es-
cribir las distintas orientaciones del patrén de iluminacién de la
siguiente forma

Sf(x,z) o« 1+ cos (erAj X+ (;bi) , (3.20)
donde ahora, el vector A/ no solo contiene la informacion de la
frecuencia |A/| = A de modulacién del patrén de iluminacién,
sino que ademds nos indica la orientacién de dicho patrén. Por
tanto el proceso de reconstruccién proporcionado por la Ec. 3.19
para una tnica direccion ahora se puede extender a

A N[ L A (a)F (u,w) . - "
Ogjnt(w, w) = i @ d(u— A, w) | N (w,w)H, (u,w) .
smt( ) ; 1':2_1 |H(u)|2+W2 3 ( ) ( ) ext( )

(3.21)

Es muy importante diferenciar entre el desfase del patrén de iluminacién en el
cual se desplaza este patron en la misma direccion en la que se genera el patrén,
y entre la rotacién del patrén sobre la muestra en la cual va cambiando el
angulo que forman entre la direccién del patrén y el eje x. Para mayor claridad,
a lo largo del trabajo, los angulos relativos al desplazamiento del patrén se han
escrito en radianes y los relativos a la rotacién del patrén en grados.
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donde N representa el niimero de direcciones del patrén con-
sideradas. Cabe precisar que todo el andlisis realizado en este
capitulo estd sujeto al conocimiento exacto del desplazamiento de
fase del patrén. Una determinacion errénea del desplazamiento
del patrén produce irregularidades en la reconstruccion final
generando un resultado con pérdida de contraste y resolucion.
Ademas, las soluciones no serdn correctas y, por ello, el espectro
estimado obtenido del objeto no se correspondera con su espec-
tro real. En el siguiente capitulo presentaremos un método para
determinar con precisién el desplazamiento de fase del patron
de iluminacién a partir de las imagenes del objeto iluminado por
el patrén y sin ningtin conocimiento previo de las caracteristicas
del sistema 6ptico de captura.
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En el anterior capitulo hemos visto, de una forma tedrica, el
proceso completo de la técnica SIM. El desfase introducido en
el patréon de iluminacién se realiza, tipicamente, mediante un
proceso mecanico. Para ello es habitual desplazar, ortogonalmen-
te al eje Optico del sistema, el elemento utilizado para generar
el patréon cosenoidal utilizando un motor con desplazamiento
de precision. Es evidente que este movimiento mecénico ha de
tener un intervalo de incertidumbre por el mero hecho de ser un
movimiento discreto y no continuo. Para conseguir un resultado
final satisfactorio en el que las componentes frecuenciales (Fp,
F_1 y F;1) estén perfectamente separadas, es esencial una deter-
minacién precisa del desplazamiento de fase del patrén ya que,
en caso contrario obtendriamos un resultado erréneo.

Existen en la literatura, diferentes métodos para determinar el
desplazamiento de fase del patréon de iluminacién, incluso sin
conocer de antemano las caracteristicas del sistema 6ptico. Shroff
et al. [27] propusieron un método que se basaba en la medida de
la fase en los picos secundarios del espectro de frecuencias de las
imagenes elementales, es decir, en las transformadas de Fourier
de las imagenes capturadas con el objeto iluminado por el patréon
con sus diferentes desfases. Llamaremos a este método: Medida
de la Fase en los Picos (MFP). Este método, aunque es robusto y
rapido, produce errores superiores al 10 % cuando los desplaza-
mientos del patrén son pequefios y, mucho mdas importante, tiene
poca precisién en la determinacién del desplazamiento cuando
la frecuencia de modulacién del patrén es igual o superior al
85 % de la frecuencia de corte determinada por la OTF del sis-
tema. Esto limita el aumento en resolucién alcanzable ya que
para obtener un aumento en resolucién del 100 %, respecto de
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un sistema convencional con los mismos elementos 6pticos, es
necesario que la frecuencia de modulacién del patrén de franjas
coincida con la frecuencia de corte del sistema. Para resolver es-
tos inconvenientes Wicker et al. propusieron un método capaz de
determinar el desplazamiento de fase incluso cuando los picos
de las componentes frecuenciales no eran visibles claramente
[28]. Este método consiste en minimizar la correlaciéon cruzada
entre las componentes capturadas cambiando iterativamente la
fase estimada. Sin embargo, dado que se basa en el célculo de
correlaciones cruzadas de los espectros de frecuencias, es un
método muy lento en el que el tiempo de computacion se incre-
menta considerablemente. Lamaremos a este método: Método
de la Correlacion Cruzada (MCC). Para intentar disminuir el
tiempo de procesado, Wicker [29] propuso una alternativa a su
método anterior en un tnico paso pero los resultados dejaban
de ser tan precisos especialmente en condiciones en las que el
nimero de fotones detectados es bajo o baja relacién sefial-ruido.
A continuacién vamos a presentar un innovador método para
detectar el desplazamiento de fase del patrén de iluminacién

[30-32].

4.2 ANALISIS TEORICO

Para una determinacion precisa del desplazamiento de fase
del patrén de iluminacién, en primer lugar consideraremos que
la fase introducida por el desplazamiento del patrén es desco-
nocida. Tras la captura de la imagen del objeto iluminado con
el patrén cosenoidal, se realiza su transformada de Fourier y se
determinan las posiciones de los picos de las componentes -1, o
y +1. A continuacién se varia la fase en la Ec. 3.16 hasta obtener
la fase real. Para la determinacién de la fase real se utilizard un
método al que llamaremos Diferencia en la Intensidad de los
Picos Normalizada (DIPN). Hay que tener en mente que hasta
el momento estamos estudiando el procedimiento considerando
una Unica direccién en la proyecciéon del patrén y que, por tanto,



asi solo estaremos aumentando la resolucion en la direccién de

desplazamiento del patrén.

Consideremos un sistema SIM como el descrito en el Cap.3.
Para ilustrar este proceso simularemos la formacién de imédgenes
en un SIM utilizando una imagen 2D de un test de resolucién
USAF 1951®.

Figura 4.1: (a) Test USAF 1951®) empleado en (b) para la simulacién
de la distribucién de intensidades de una imagen 2D cap-
turada en un SIM y (c) su transformada de Fourier en la
que se aprecia el origen de frecuencias de los 6rdenes -1, o
y +1. De nuevo, se ha supuesto una modulacion a 45° de la
direccién horizontal. Por simplicidad, se ha tomado M = 1.

En las subfiguras Fig. 4.1(a) y Fig. 4.1(b) podemos ver la simula-
cién del test en el espacio objeto y la distribucién de intensidades
en el espacio imagen sobre el plano del sensor de este test de
resolucion.

Tipicamente el espectro de frecuencias de cada una de las
iméagenes capturadas tiene 3 picos claramente diferenciados, que
corresponden a la frecuencia u = 0 del objeto. Llamamos imagen
elemental a cada una de las imagenes capturadas del objeto
iluminado por el patrén con distintos desplazamientos de fase.
En la subfigura 4.1(c) mostramos la transformada de Fourier de
la imagen elemental que aparece en la subfigura 4.1(b). En ella
se aprecian el origen de frecuencias de cada uno de los érdenes
que caen dentro del soporte compacto de la OTF del sistema.
Recordando y apoyandonos en la Ec. 4.1
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I(u,w) = O(Mu, M*w) - H(u,w) +

F

O (Mu — A, Mo, M*w) - H(u,w) + O (Mu + A, Mo, M*w) - H(u, w)

F_4 F+1
(4.1)

podemos ver que cada uno de los picos de la imagen se corres-
ponde con el origen de frecuencias espaciales de los distintos
términos de la ecuacién. Es decir, el pico central representa las
frecuencias mds bajas correspondientes al primer termino de la
Ec. 4.1. A medida que nos alejamos radialmente del pico cen-
tral nos estamos desplazando a frecuencias superiores de este
término . Lo mismo ocurre si nos posicionamos en los picos
adyacentes, cada uno tiene la informacién de bajas frecuencias
del objeto, y estas frecuencias aumentan a medida que nos aleja-
mos radialmente. Podemos relacionar la posicién de cada uno de
estos picos con la frecuencia de modulacién del patrén de ilumi-
nacion a partir de las coordenadas dadas por el vector pin = mAJ,
siendo m = (—1,0,1). Un proceso ilustrativo de la medida de
las posiciones de los picos de cada componente a partir de las
imagenes elementales estd representado en la Fig. 4.2

En un proceso experimental tipico se capturan tres imagenes
(para cada posicion axial de registro) con diferente fase en el
patrén de iluminaciéon ¢ = (—a,0,«), donde el valor de la fase
« es desconocido. A continuacién resolvemos nuestro sistema
de ecuaciones de la Ec. 3.14 pero teniendo en cuenta que no
conocemos el valor del desplazamiento, por tanto consideramos
un valor arbitrario &’ del desfase entre los distintos patrones
cosenoidales ¢’ = (—a/,0,4'), al cual llamaremos estimacién del
desplazamiento de fase del patron. Asi que la Ec. 4.2
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Figura 4.2: Esquema del algoritmo. Ilustraciéon de la medida de la
posicién de los picos de las componentes a través de la
transformadas de Fourier de las soluciones estimadas.

e 1 )2 £, £, T,

1/2 1 1/2 fy =R'| K |=]| D ,

e /2 1 e )2 Fi Fi Iy
(4-2)

nos proporcionard una estimacién de las soluciones. Esta estima-
cién solo serd igual a la soluciéon real cuando la fase estimada
sea igual a la fase real &’ = «. En este caso las 3 componentes
del espectro estardn perfectamente aisladas y por tanto cada una
de las componentes solo tendrd un pico correspondiente a la
minima frecuencia espacial proveniente del objeto. Atendiendo
a este razonamiento y apoyandonos nuevamente en la Fig. 4.2,
podemos calcular las intensidades del pico de cada una de las
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componentes y sus residuos, es decir, la intensidad del pico de la
componente que se estd desligando, como sigue *

N N2
o = |Eh (w=mAJ)|", (43)
) Aj A\ 2

fresi = ’Pm (u = —mA]>‘ , (4-4)

donde £}, son las soluciones estimadas proporcionadas por la Ec.
4.2. En ellas m puede tomar tipicamente 3 valores m = (—1,0,1),
no obstante en el andlisis que vamos a realizar haremos uso
exclusivamente de m = +£1, que son los valores que se corres-
ponden con las componentes de alta frecuencia. Ademds dado
que ambas componentes son completamente simétricas, veremos
que puede ser suficiente con aplicar el método DIPN para una
de ellas tinicamente.

Introduciendo una fase estimada en la Ec. 3.10 y resolviendo
el sistema, por ejemplo, mediante la regla de Cramer, obtenemos
la siguiente expresién para la componente con m =1,

I () (1 — ei"‘/) + Ip(u)2isina’ + Ly (u) (e*"”‘/ - 1)

E =
() 2isina’(1 — cosa’) ’

(4-5)

donde, recordemos que, a representa los valores reales del des-
plazamiento del patrén, y que aparecen dentro de las imagenes
capturadas I, y &’ representa las estimaciones del desplazamiento
del patrén de iluminacién. Introduciendo ahora las expresiones
de las intensidades reales proporcionadas por cada una de las
capturas expresadas en la Ec. 3.13, obtenemos una expresioén para
la estimacién de la componente con m = 1 tal que

O (M(u—Af)) [isin(a —a') +isina’ —isina]
2isina’(1 — cosa’)
O (M(u+AJ)) [—isin(a + ') +isina’ +isina]
+ —
2isina’(1 — cosa’)

N

F+1 (u) X

(4.6)

7

1 Por simplicidad de notacién, obviaremos en este capitulo la dependencia de
las funciones en la frecuencia axial w.
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donde tenemos una combinacién de fases reales y fases estimadas
que harén que F,1(u) solo sea la exacta cuando la fase estimada
sea igual a la fase experimental. Podemos observar que en esta
componente no existe contribucién de la componente cero a la
soluciéon independientemente de los valores del desplazamineto
de fase. Definimos ahora una funcién que nos proporcione la
diferencia en la intensidad de los picos normalizada (DIPN), por
ejemplo para la componente +1, como
) )~ )

i;@io(tx’) +ifla)’

(4.7)

que da una medida absoluta de la diferencia de intensidades
entre los picos de las dos componetes de alta frecuencia. Esta
funcién € es uno de los puntos claves de este método. Valores
proximos a cero de este parametro €(a’) indican que ambas
intensidades son parecidas y por tanto las componentes siguen
ligadas. En cambio, el valor maximo de este pardmetro indica
el valor de la fase estimada que hace que la informacién de
una de las componentes desaparezca y tengamos la informacion
separada como desedbamos.

Introduciendo la Ec. 4.6 en la Ec. 4.4 podemos reescribir los
valores de las intensidades de los picos como

iyico () = |K-O(0) + L - O(2A))||[H(-A))?

pico

ifL() = IL-O(0) + K-O(—2A)|[H(-ANP,  (48)

resi

donde

sina’ +sin (v — a’) — sina
K (a,a') = ,
() 2sina’ (1 — cosa)

(4-9)

L(aa') = sina/ - sin (a + a') + sina ‘
2sina’ (1 — cosa)
Sustituyendo en la Ec. 4.7, podemos escribir la curva del pico de
intensidad normalizado como

e(a) = (L*—K*)(1—1p)
(24 K?)(1+47) +4KL Re(y)

(4.10)
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O(2A))

0(0)
formacién de las frecuencias altas para muestras tipicas respecto
de las bajas frecuencias, sobretodo debido a la forma de la OTF
(como vimos en el apartado 2.4.3.2), 7 puede ser despreciada, ya

que

donde 7 = ‘

’. Teniendo en cuenta la atenuacidon de la in-

10(0)| > |0A)| — < 1. (4.11)

Para comprobar la convergencia del método propuesto, anali-
zamos la variacién de la funcién € frente a la fase estimada a’ en
busca de méximos y minimos. Para ello realizamos la derivada
pertinente,

(cosa’ — cosa)sinw
—1+cosa’cosa

aa’e(“/) = (4.12)

Cuando se iguala esta derivada a cero obtenemos como resultado
a' = +a + 2n7, siendo n cualquier namero entero. Trivialmente,
vemos que la segunda derivada nos ofrece un resultado negativo
en cualquier caso. Esto indica que la funcién que estamos ana-
lizando tiene un méximo absoluto cuando la fase estimada es
igual a la fase real, obviando la multiplicidad de las soluciones
debido a la periodicidad de la fase. Para demostrar este resultado
realizamos un proceso iterativo dando valores a la fase estimada
entre o y 7t para un valor determinado de la fase real. La sucesion
de estos puntos dan lugar a una de las curvas representadas en la
Fig. 4.3. En esta figura representamos curvas e(a’) para distintos
valores de la fase real introducida «. En la figura podemos ver
que todas las curvas presentan un maximo absoluto cuando el
valor de la fase estimada coincide con el de la fase real. Usaremos
este pardmetro como métrica de la bondad de la estimacion de la
fase al introducirla en la Ec. 3.14. Realizamos un proceso iterativo
en el que las soluciones estimadas son obtenidas a partir de la
estimacion de las fase: (a]; = &} 4 Aa). La mejor estimacién
ocurre cuando € es maximo, es decir,

/ /

Wrnax | € (Way) = méx (e(a))) — a0 = & Bl =F,. (413)

En la Fig. 4.4 se puede apreciar una ilustraciéon del funcionamien-
to del algoritmo de convergencia.
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L
0.5 1 1.5 2 25 3

o (rad)

Figura 4.3: Curvas de pico de intensidad normalizada para diferentes
valores del desplazamiento real del patrén.

-
Y

Iteraciones a —

Figura 4.4: Ilustracién del método de convergencia. Ejemplo de la
convergencia de la solucién para encontrar el valor que
hace que la fase estimada (a') coincida con la real («).

En esta ilustracion se puede comprobar como a medida que
las fases estimadas se van aproximando a los valores de las
fases reales, las componentes frecuenciales se van desligando
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quedando un tnico origen de frecuencias referente a una de las
componentes.

Hay que decir que la precisiéon en la estimacion de la fase
depende del paso utilizado (Ax) y que esta fase estimada solo
serd exactamente igual a la fase real cuando Aa — 0. Una vez
desarrollado el método propuesto analiticamente, pasamos a
corroborar este andlisis de diversas formas empezando por un
estudio mediante simulaciones.

4.3 SIMULACION DEL PROCESO DE CAPTURA Y
RECONSTRUCCION

A continuacién vamos a verificar la eficacia del método en
condiciones ideales mediante simulaciones. Estas simulaciones
estardn ausentes de ruido (excepto el ruido electrénico debido al
sensor que si se ha tenido en cuenta), poseerdn un contraste del
patrén maximo y la frecuencia de modulacién del patrén estara
proxima a la frecuencia de corte de la OTF. Para este fin, primero
procederemos a realizar un estudio de la convergencia de la
funcién de mérito que utilizamos, es decir, la maximizacién de
la diferencia de intensidad entre los picos de los 6rdenes de las
componentes normalizadas (DIPN). A continuacién, utilizaremos
este andlisis para proponer un algoritmo iterativo eficiente en
términos de tiempo de convergencia y lo compararemos con los
métodos mds utilizados para este fin.

Empezamos la simulacién generando un objeto cuya finali-
dad es tnicamente la de medir la resolucién de la imagen en
la reconstruccién final. Por este motivo sera un objeto binario
compuesto por una serie de rectangulos cuyo tamafio cambia a lo
largo de la direccién diagonal, como podemos ver en la Fig. 4.5.
Simulamos la iluminacién del objeto con un patrén cosenoidal,
a 45° de la direccién horizontal, con una frecuencia espacial del
92 % respecto de la frecuencia de corte de la OTF del sistema
optico.

El espectro frecuencial resultante tras la transformada de Fou-
rier del objeto iluminado con un patrén cosenoidal, se filtra
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Figura 4.5: Objeto generado computacionalmente para la comproba-
cién simulada de la determinacién del desplazamiento
del patrén del sistema de iluminacién estructurada. El
objeto consiste en una serie de rectangulos cuyo tamafio se
va reduciendo de izquierda a derecha y de arriba a abajo.

haciendo uso de una funcién OTF simulada y, después, se realiza
otra transformada de Fourier para producir la distribucién de
intensidades de la imagen simulada, tal y como muestra la Ec.
3.10. En la Fig. 4.6 podemos ver tanto la distribucién de intensi-
dades del objeto iluminado sobre el plano del sensor (a), como su
transformada de Fourier (b). En esta simulacién introducimos un
desplazamiento del patrén cosenoidal conocido para capturar las
tres imagenes elementales requeridas para obtener el resultado
final tras su procesado digital. Todas las simulaciones que hemos
realizado estaban afectadas por ruido de Poisson para tener en
consideracion el ruido electrénico producido por el sensor. Para
comprobar la validez del método propuesto (DIPN), hemos reali-
zado distintas simulaciones variando el desfase introducido por
el desplazamiento del patrén entre 0 y 7.

Teniendo en consideracién estos aspectos, las imégenes ele-
mentales simuladas se introducen en el algoritmo propuesto,
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Figura 4.6: (a) Distribucién de intensidades en el plano imagen del
sistema de captura SIM, del objeto que aparece en la Fig.
4.5, (b) transformada de Fourier de la imagen que aparece
en (a)

disefiado para extraer la estimacion de la fase debida al despla-
zamiento del patrén. A partir de la simulacién de intensidades
en el plano del sensor en el espacio imagen, realizamos su trans-
formada de Fourier y, tras considerar el tamafio finito de la OTF
del sistema, aplicamos un algoritmo de deteccién de picos. Asi
determinamos la posicién tanto del orden 0, que ha de estar en
el centro geométrico de la transformada de Fourier de la imagen,
como de los ordenes +1, cuya distancia respecto al orden cero
estd directamente relacionada con la frecuencia de modulacién
del patrén cosenoidal de franjas tal como se aprecia en la Fig.
4.2. Hemos de tener en cuenta que la precisiéon a la hora de
detectar la posiciéon puede mejorarse simplemente realizando
un zero-padding en las imdgenes elementales [33]. De modo que,
para un valor determinado del desplazamiento real del patrén,
obtenemos un conjunto de soluciones aportadas por la expresion
Ec. 4.6, cambiando iterativamente el valor de la fase estimada.
Realizamos este proceso de determinacién de la fase estimada
dando valores a esta fase estimada entre [0, 77|, utilizando un pa-
so entre las distintas fases estimadas de Aa = 10~%rad. Para cada
uno de los valores de las fases estimadas medimos la intensidad
de los picos en una de las componentes, por ejemplo m = 1, para
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calcular los valores de la intensidad en el pico de la componente
que estamos desligando (i;’iio) y la intensidad en el residuo de
la otra componente que estd desapareciendo (i;}1). Cabe decir
que este procedimiento es andlogo a medir el pico de una de
las componentes y el residuo de la otra componente, es decir,
i;’iz , Vi Introducimos estos valores en la Ec. 4.7 para generar
la curva e(a’). Este proceso se repite para distintos valores del
desplazamiento real del patrén para generar las distintas cur-
vas €(a’). Las curvas resultantes se pueden ver en la subfigura
superior de la Fig. 4.7.

Cada una de las curvas representadas en la Fig. 4.7(arriba)
posee un maximo que se corresponde con el valor real del des-
plazamiento del patrén, tal y como predecia nuestro calculo
analitico en la Ec. 4.12. Para demostrar que los valores otorgados
por nuestro algoritmo de las fases estimadas coinciden completa-
mente con los desplazamientos del patrén reales, medimos los
valores estimados y los comparamos con los valores reales. Como
resultado de estas medidas comparativas se extrae que las fases
estimadas coinciden con los valores simulados con una precisién
que depende estrictamente de la precisiéon del paso utilizado
a la hora de cambiar entre las distintas fases (Aa), tal como se
muestra en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1: Valor de la fase estimada («’) devuelta por el algoritmo
propuesto para distintos pasos (Ax) entre los posibles valores
de estas fase estimadas. « = 77/2 ~ 1,57079

Ax o
0.1 1.6
0.01 1.57

0.001 | 1.571

0.0001 | 1.5708

Las curvas de maximizacién de pico de intensidad normali-
zadas que aparecen en la Fig. 4.7(arriba) muestran claramente
diferentes formas dependiendo del valor real de la fase, tal y
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Figura 4.7: Representaciones graficas para la determinacién de la fa-

se real del desplazamiento del patrén de iluminacidn si-
muladas. (arriba) distintas curvas simuladas variando la
fase real del desplazamiento del patrén en las que el valor
maximo de cada curva devuelve el valor estimado por el
algoritmo, (abajo) medida de la anchura a media altura
de cada una de las curvas representadas en la subfigura
superior con fases estimadas entre o y 7.

como predecian las curvas calculadas en el apartado analitico.
Estas curvas son simétricas para valores proximos a 71/2 y se van
haciendo mads estrechas y asimétricas a medida que el valor de
la fase se aleja de este valor. Podemos asumir que las soluciones
obtenidas por el método propuesto, son més estables y menos
sensibles a errores experimentales cuando la curva es mas ancha.
La explicacién a este razonamiento se basa en el hecho que para



una curva ancha el error en la determinacién del maximo de
€™ (a') es menos relevante que para curvas mas estrechas. En
base a esta explicacién, medimos las anchuras a media altura
(FWHM) de cada una de las curvas con una « distinta y repre-
sentamos estos valores en funcién de la fase estimada. La curva
resultante muestra un maximo perfectamente definido, como se
puede observar en la Fig. 4.7 (abajo). Los valores experimentales
obtenidos se ajustaron a un polinomio de grado 7, siendo n = 4
el grado del polinomio que ajustaba con mayor precisién estos
valores, con un coeficiente de correlacion R* = 0,9993. A partir
de la curva ajustada, el valor méximo de la anchura a media
altura estimada se obtiene para a« = 77/2.

Podemos concluir que para desplazamientos del patrén corres-
pondientes a un desfase de 7t/2, las soluciones proporcionadas
por la Ec. 4.6 son las més estables para el método propuesto. Se
vuelven més inestables a medida que el valor real del desfase
difiere de este valor. Es por este motivo que a partir de ahora
cuando necesitemos realizar algiin desplazamiento de fase del
patrén de iluminacién, procuraremos que esté préximo a este
valor 6ptimo en nuestro método de a« = 77/2.

4.3.1  Velocidad del algoritmo

Hasta ahora hemos hecho un estudio analitico donde hemos
realizado los razonamientos y explicaciones de forma sencilla y
ordenada. Sin embargo, la velocidad del algoritmo puede ser fa-
cilmente optimizada. En lugar de calcular cada uno de los valores
de la curva e(a’), podemos empezar con una precisién baja, por
ejemplo Ax = 71/4 hasta encontrar el valor maximo, y entonces
reducir el paso y buscar cerca del méximo obtenido en el paso
anterior. Se repite este procedimiento hasta la minima precisiéon
deseada. Aplicando este método, se obtiene una precision en la
fase de Aa = 107° en 64 iteraciones. El c6digo ha sido imple-
mentado en Matlab(© y ejecutado en un ordenador i7-6700HQ
(2.60GHz) con 8GB de RAM en el cual el tiempo de computo para
la determinacién de la fase ha sido de 2.03 s. Implementamos el
algoritmo basado en la correlacién-cruzada (MCC) presentado
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en [29], y, para una precision del paso determinada e igual en
ambos casos, obtuvimos un tiempo de computo de 7.01 s. Es
notable hacer ver que este tiempo representa la aplicacién del
algoritmo para una tnica direccién de la proyeccién del patrén
y este proceso debe hacerse para tres direcciones distintas con
el fin de lograr una mejora en resolucién isétropa. En la Fig. 4.8
se representa el tiempo de computo en relacién a la precisiéon en
el desplazamiento del patrén de iluminacién estimado para el
algoritmo iterativo de la correlacion cruzada al igual que para
nuestro método. Como puede verse, aunque ambos algoritmos

71 |—e— McC ‘ P
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Ao (rad)

Figura 4.8: Comparacién del tiempo de computo del algoritmo en la
deteccién de la fase. Comparacién del tiempo de computo
necesario para la estimacién del desplazamiento de fase
para una dnica direccién en la proyeccién del patrén sobre
la muestra para diferentes precisiones en la determinacién
(Ax) entre nuestro método y el método de la correlacién
cruzada. El nimero que aparece sobre los puntos de la
grafica corresponde al ntiimero de iteraciones necesarias
para la precisién correspondiente.

convergen aproximadamente en el mismo ntimero de iteracio-
nes, el algoritmo propuesto es mds de 3 veces mds rapido que
el método basado en la correlacién cruzada, que de hecho es



el método mas utilizado hasta hoy en dia para determinar el
desplazamiento de fase del patrén.

4.3.2 Reconstruccion final

Por ultimo, dentro de la validacién de nuestro método me-
diante simulaciones, se llevo a cabo una simulacién completa
con su respectiva reconstrucciéon de un sistema SIM usando la
imagen del objeto sintético generado para las demostraciones
anteriores. Se aplic6 el método propuesto para 3 direcciones
del patrén de iluminacién distintas con el fin de generar una
resolucion final isétropa. Para este fin se eligieron orientaciones
de (—60°,0°,60°) usando el valor 6ptimo del desplazamiento
de fase determinado con anterioridad (—7/2,0, 71/2) y un paso
minimo en la iteracién de Aa = 0,001. Hay que tener en cuenta
que el paso en la iteracién puede tomar cualquier valor pero
hemos considerado este valor minimo por obtener un error final
en la fase inferior al 1 %. Las distribuciones en intensidad de la
imagen convencional asi como la reconstruccion de las imagenes
de SIM vy sus respectivas transformadas de Fourier se muestran
en la Fig. 4.9.

En el espectro de Fourier de las imdgenes de SIM no se observa
ninguna imperfeccién tal como se espera cuando la estimacién
del desplazamiento del patrén es precisa. La frecuencia de modu-
lacion del patrén en este caso estd muy proxima a la frecuencia
de corte de la OTF del sistema 6ptico (alrededor del 95% de
la frecuencia de corte). La reconstruccién muestra una mejora
visual en la resolucién lateral de la imagen SIM respecto de la
convencional. Una vez medida esta mejora en resolucion, se obtu-
vo un resultado de 1.93 veces la resolucién obtenida en la imagen
convencional.

Como ya comentamos al inicio de este capitulo, vamos a mos-
trar como afecta al resultado final una erronea determinacién
de la fase introducida por el desplazamiento del patrén. En la
Fig. 4.10 mostramos una gréfica en la que hemos representado
como varia la reconstruccion final de un test de resolucién USAF
1951®en funcion del error en la determinacién de la fase com-
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Figura 4.9: Simulaciones sistema convencional y SIM. Comparacién
entre la imagen convencional simulada del objeto binario
(a) con su correspondiente espectro de frecuencias (b), y el
resultado SIM obtenido a partir del algoritmo propuesto (c)

y (d).

parandolo en cada caso con una reconstruccién realizada con
la fase correcta. Para ello hemos realizado una reconstruccién
con nuestro algoritmo utilizando la fase real. Una vez tenemos
el resultado correcto, hemos realizado distintas reconstrucciones
introduciendo errores en la determinacién de la fase cada vez ma-
yores, desde un 0 % de error respecto de la fase real aumentando
el valor del error hasta alcanzar un error del 20 % que equivale a
un error en la fase estimada de 0,3 rad. En el eje vertical de esta
grafica hemos representado la correlaciéon entre la reconstruccion
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Figura 4.10: Variacién del resultado final esperado en funcién del
error en la determinacién de la fase estimada. Grafica
que representa la correlacion entre el resultado final exac-
to y el resultado final obtenido con fases erroneas cuyos
valores estdn comprendidos entre un 0% y un 20 % res-
pecto del valor exacto de la fase real.

obtenida utilizando en cada caso la fase estimada errénea con la
reconstruccion obtenida utilizando la fase real, es decir la corre-
lacién del resultado exacto con el resultado inexacto otorgado
por la determinacién equivocada en cada caso. En esta gréfica
podemos observar como a medida que aumenta el error en la de-
terminacién de la fase linealmente, el resultado final difiere cada
vez més del real. Esta relacion confirma la necesidad de obtener
una determinacién precisa del desplazamiento del patrén para
obtener un resultado final satisfactorio. En la Fig. 4.11 mostramos
tanto las reconstrucciones finales como sus transformadas de
Fourier para tres valores en el error de la determinacién de la
fase (0%, 9.4 % y 19.8 %). En el zoom realizado en las figuras se
puede apreciar esas imperfecciones en la reconstruccion final, que
aumentan a medida que aumenta el error en la determinacién
de la fase. En sus transformadas de Fourier todavia se aprecia
con mayor claridad como las componentes no se han separado
correctamente. Estas imperfecciones que aparecen en las image-
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Porcentaje de error en la determinacion de la fase estimada respecto de la fase real
0% 9.4% 19.8%

Figura 4.11: Reconstrucciones finales utilizando distintos valores
erroneos en la determinacién del desfase introducido
por el patrén de iluminacién. Reconstrucciones finales
(fila superior), zoom representativo en el que se aprecia
las imperfecciones en las reconstrucciones finales debidas
a la erronea separacién de las componentes frecuencia-
les (fila intermedia) y sus respectivas transformadas de
Fourier (fila inferior).

nes del espacio de posiciones reflejan el patrén de iluminacién
que no ha sido eliminado correctamente.

De esta forma damos por finalizado el andlisis simulado. Hasta
ahora hemos verificado la efectividad de nuestro método tan-
to mediante el célculo analitico como mediante simulaciones.
A continuacién vamos a corroborar estos resultados realizan-
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do reconstrucciones experimentales haciendo uso para ello de
capturas reales.

4.4 ESTUDIO EXPERIMENTAL

A continuacién vamos a analizar el comportamiento del méto-
do propuesto haciendo uso de capturas experimentales a partir
de muestras reales. Para este fin construimos un sistema SIM co-
mo el que aparece esqueméticamente en la Fig. 4.12, compuesto
por una serie de elementos que se describiran desde la salida
de la fuente de iluminacién hasta la captura de la imagen en el
sensor de la cdmara. El primer elemento que comprende nuestro

Cémara/

Fuente coherente Lente de tubo

Red de difraccion Bloqueador

/ Relay 1 orden cero Relay 2 -

\AT««

— — —— —
- = -
o, v v v
T OI.Jthi\'O d.e
microscopio

Patron de
iluminacion

Figura 4.12: Esquema de un sistema SIM con red de difraccion.

montaje es una fibra dptica acoplada a un ldser monocromatico
de A =488 nm. Esta fuente puntual se posiciona en el foco objeto
de la primera lente de un sistema afocal telecentrico formado
por 2 lentes de focal 50 mm. Entre la fuente puntual y la primera
lente se situ6 una red de difraccién de 50 lp/mm (Pasco®)). En el
plano imagen de la fuente a través del sistema afocal-telecentrico
(o relay) focalizan las distintas ondas planas generadas por la
red de difraccién. Es en este plano en el que se filtra el orden
cero de la red. Tras esto disponemos de otro relay 6ptico similar
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al anterior con el que se conjugaba el plano donde acabamos
de filtrar el orden cero de la red con el plano de la pupila del
objetivo de microscopio. A continuacién un objetivo de microsco-
pio Olympus® con M = 50x (nominal) y NA=o.5. Los érdenes
superiores se filtraron haciendo uso del tamafio finito del dia-
fragma de apertura del objetivo de microscopio. Ya en el brazo
de coleccién, una lente de tubo cuya focal es fir =200 mm y
por tltimo una cAmara Hamamatsu(®) OrcaFlash 4.0 sSCMOS con
2048x2048 pixeles de 6.5 ym de tamafio. La iluminacién de la red
de difraccién mediante una onda esférica genera una separacion
de los 6rdenes de difraccién variable en funcién de la distancia
a la que se encuentra la red de difraccién de la fuente de ilu-
minacién. Esto cambia la frecuencia de modulacién del patrén
de iluminacién [21]. La red de difraccién se monté sobre una
montura rotatoria la cual era controlada por un motor mecénico
de pasos (Owis(®) para desplazar el patrén de franjas cosenoidal
lateralmente y también para cambiar la orientacién de la pro-
yeccion del patrén y asi poder generar una reconstruccién que
aumente la resolucién isotrépicamente. Se usé un filtro pasa-alta
(Acut =530 nm) para filtrar la luz proveniente del l4ser en el
camino de coleccién permitiendo asi el paso de longitudes de
onda de emisién de la muestra tras la excitacién con la longitud
de onda del laser.

Mediante este montaje vamos a comprobar la validez del mé-
todo experimentalmente. Para ello usamos como muestra fibras
de algodén tintadas de forma que cada punto de las fibras tinta-
do emitiera incoherentemente respecto del resto. Se capturaron
series de imagenes elementales SIM para distintos desplazamien-
tos del motor antes descrito. Una de las imadgenes elementales
capturadas por el sistema y su correspondiente transformada de
Fourier se muestran en la Fig. 4.13.

Para cada uno de los sets de imdgenes elementales, calculamos
las curvas de la diferencia de intensidad de los picos normalizada.
Cada uno de los maximos de estas curvas nos proporciona una
estimacion de la fase mediante el método propuesto. Entonces,
representamos los valores de los pasos del motor frente a los
valores de la estimacion de la fase obtenida, la cual muestra un
comportamiento lineal como se esperaba. Se puede observar este
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Figura 4.13: Imagen elemental. (a) imagen elemental de una mues-
tra de fibras de algodén tintadas obtenida con nuestro
montaje SIM y (b) su respectiva transformada de Fourier.

comportamientamiento en la Fig. 4.14 (izquierda). A continuacién
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Figura 4.14: Picos de intensidad normalizada experimentales. (iz-
quierda) Estimacion del desplazamiento del patrén en
términos de los pasos del motor. (Derecha) Medida de la
anchura a media altura de cada una de las curvas experi-
mentales de la determinacién de la fase estimada.

se midi6 la anchura a media altura de las curvas de intensidad
normalizadas y se representaron estos valores en funcién de la fa-
se estimada. En la parte derecha de la Fig. 4.14 se puede apreciar
este ajuste. El ajuste muestra un comportamiento polinomial de
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cuarto orden, con un coeficiente de correlacién R? = 0,956 y con
un maximo en 7/2. Estos resultados coinciden perfectamente
con las conclusiones extraidas en la parte de la simulacién. Hay
que tener en cuenta que el contraste del patrén (Fig. 4.13) es
relativamente bajo (alrededor de 0.27), pero como se esperaba,
aun asi podemos determinar con precision el desplazamiento del
patron.

Con el montaje presentado podemos realizar una prueba de
concepto para demostrar la mejora en resolucién utilizando pa-
ra ello un objetivo de microscopio de baja apertura numérica,
NA=0.1 y M = 4x (nominal). Como muestra utilizaremos un test
USAF 1951®) con el que nos es muy sencillo comparar y compro-
bar las resoluciones finales. En estas condiciones, realizamos una
reconstrucciéon completa con SIM aplicando el método DIPN para
determinar el desplazamiento del patrén capturando un conjun-
to de imédgenes con un desplazamiento del patrén desconocido
para tres orientaciones distintas del patrén proyectado rotadas
en pasos de 60° . En la Fig. 4.15 se puede apreciar la compara-
cién entre la reconstrucciéon SIM obtenida tras aplicar el método
propuesto en la determinacion de la fase del desplazamiento del
patrén y la imagen obtenida utilizando un microscopio conven-
cional. Es importante hacer notar que no existe ningtin tipo de
irregularidad ni en la reconstruccion final de la imagen SIM ni,
sobretodo, en su transformada de Fourier. Este altimo apunte es
importe ya que esto es lo que nos asegura que la fase estimada
coincide exactamente con la fase real del desplazamiento. En la
comparacion de las reconstrucciones se obtuvo una mejora de
5 grupos entre los test de resolucién de la imagen SIM y de la
convencional, lo cual equivale a un aumento en resolucién de 1.8
aproximadamente.

Por ultimo, hicimos uso de una serie de reconstrucciones de
unos archivos publicos disponibles a través de la base de datos
publicada por el Proyecto fairSIM (https://www.fairsim.org/,
SLM-SIM 200 nm-Tetraspeck 680 nm), para demostrar la validez
del método con imégenes en las que los paramétros de adqui-
siciébn nos sean completamente desconocidos. Estas imagenes
estaban capturadas haciendo uso de cuatro direcciones distintas
de la proyeccién del patrén. En la Fig. 4.16 se aprecia perfecta-



Figura 4.15: Reconstruccién experimental SIM. Distribucién de in-
tensidades de la reconstruccién convencional (a) y su
respectiva transformada de Fourier (b). Distribucién de
intensidades de la reconstruccién SIM (c) y su espectro
(d) utilizando el método propuesto. Se muestra un per-
fil del dltimo grupo resuelto tanto en la reconstrucciéon
convencional como en la de SIM.

mente que tras la reconstruccién completa, el metodo propuesto
obtiene una imagen final sin ningtin tipo de irregularidad, asi
como en su transformada de Fourier. Tal y como se comparé
en los ejemplos anteriores, se puede apreciar perfectamente el
aumento en resolucion utilizando el método propuesto respecto
de la imagen final obtenida en un microscopio con un sistema
6ptico convencional.
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Figura 4.16: Reconstruccion realizada usando el método propuesto
para un conjunto de datos publicados por el Proyecto
fairSIM (a) Distribucién de intensidades tras la recons-
truccién convencional y (b) su respectiva transformada
de Fourier. (¢) Distribucién de intensidades tras la recons-
truccién SIM y (d) su respectiva transformada de Fourier.

En el siguiente apartado veremos lo que ocurre cuando el
desplazamiento del patrén no es simétrico.



4.5 EXTENSION A DESPLAZAMIENTOS DE FASE
ASIMETRICOS

En el apartado anterior hemos visto la necesidad de determinar
con precision el desplazamiento de fase del patrén de ilumina-
cién para conseguir unos resultados finales satisfactorios. Para
ello hemos validado el método mediante la demostracién teérica,
la verificacién simulada y por tltimo la verificacién experimental
de su validez. No obstante, en aras de facilitar la comprensiéon
al lector de este extenso andlisis del apartado anterior, se ha
estado considerando un desplazamiento simétrico del patrén.
En la préctica esto no ocurre asi. De hecho, el razonamiento
aplicado en el anterior apartado acerca de la incertidumbre en
el desplazamiento del patrén debida al movimiento, usualmente
mecdnico, del elemento que sujeta la red de difraccion, se puede
aplicar igualmente a la hora de realizar cada uno de los despla-
zamientos dentro de la captura de las 3 imdgenes necesarias. Es
decir, el desfase introducido a la hora de desplazar el patrén en
general serd de ¢ = (po —, o, ¢o+ P), siendo ¢y el desfase
inicial. Dado que la forma en la que se define el desplazamiento
de fase del patrén es arbitraria debido a que depende del ori-
gen que elijamos como primera posicién de la fase, podemos
reelegir el origen de fases e ignorar la fase inicial simplemente
haciendo ¢y = 0, lo cual no afecta en ningtn caso al tratamiento
matematico.

4.5.1 Analisis tedrico

A partir de las indicaciones anteriores, podemos desarrollar
un andlisis tedrico similar al del apartado anterior. Asi, conside-
remos un sistema SIM en el que se capturan 3 imdgenes con sus
respectivos desfases. Podemos escribir el sistema de ecuaciones
de la siguiente manera,

R'| K =| I , (4.14)

77



78 | ESTIMACION DEL CORRIMIENTO DE FASE

siendo
év /1 e )2
R=| 1/2 1 1/2 (4.15)
e/ 1 P2

Dado que ahora tenemos dos desplazamientos del patrén posi-
blemente distintos, el sistema de ecuaciones nos dard una esti-
macién de las soluciones que solo serd exacta cuando las fases
estimadas sean iguales a las fase reales aplicadas al desplaza-
miento del patrén. Es decir, cuando &’ = & y ademas g’ = B.

Ahora se puede definir una funcién de mérito bidimensional
en lugar de la unidimensional que teniamos en el anterior anélisis.
Esta funcién representara una superficie en la que el méximo de
la funcién nos proporcionard las fases estimadas (¢’ y p') que
determinaran los valores reales de los desplazamientos de fase
del patrén de iluminacién. Nuestra propuesta de funcién DIPN
tendra la siguiente forma
em (a/’ :B/) — Z:gico (06/, 'B/) - l:;gsi (0‘/, .B/) )

1ico (&', B) + 75 (o', B)
con m = £1. Resolviendo el sistema de ecuaciones expresado
en la Ec. 4.14 obtenemos como determinante, det{R’ (¢/, ')} =
i[sina’(cos B’ — 1) + sin p'(cosa’ — 1)]. Igual que comentamos en
la seccién del caso unidimensional, este determinante ha de ser
distinto de cero para que el sistema sea compatible determinado
y por tanto &’ # prry B # qm, siendo p y q nimeros enteros. De
acuerdo con esto, la solucién para la componente frecuencial +1
se puede expresar de la siguiente forma

(4.16)

Lo(w) (e 1) + To(u)(e ™ — &) + Lg(u) (1-e )
i[sina’(cos B/ — 1) 4 sin p/(cosa’ — 1)] :
(4.17)

Fii(u) =

Sustituyendo las 3 imdgenes capturadas en la ecuacién anterior
obtenemos la siguiente expresion

Fyi(u) = [K (o, ) -0 (M(u - Af)) +L(«,B)0 (M(u + Aj))]|H(u)\.
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(4.18)
donde
—in _ qin' _ LB —ip/ i('+B) _ o—i(atp)
K(“/,ﬁ/):e . .e e +e +.e e ,
i[sina’(cos B/ — 1) + sin p/(cosa’ — 1)]
—in _ g—in' _ Gip | i | o—i(6'—B) _ g—ila—p)
L(o/,,B’):e e e +el +e e

i[sina’(cos B’ — 1) +sin p/(cosa’ — 1)]
(4.19)

Como se puede ver en la Ec. 4.18, no existe ningtin tipo de
contribucién del orden cero de la iluminacién estructurada a la
solucién estimada de la componente +1, independientemente
de los valores del desplazamiento de fase, tal y como ocurria
en el caso unidimensional. Sustituyendo sz = |Fu1 (FA))| y

resz ’F +1 ( )] obtenemos,

i, (@, B) = K (o, ) -0(0) + L (o, ) -O(2a) ||H (~A')

2L (@) = L (@, B) -0(0) + K (s, ) -O(~2a0)|[H () |,
(4.20)

Dado que en el conjunto de imagenes elementales que com-
prende una captura SIM, los valores de las fases reales (x y )
estan fijados, nuestra funcién de mérito serd una funcién bidi-
mensional de la siguiente forma,

oy (K@) |~ L, 8) (1= 1) N
(W B) = (L TR haTy @™

donde de nuevo podemos despreciar 17 por el mismo razona-
miento realizado con anterioridad. Asi, la funcién de mérito
representa una superficie bidimensional para las variables de las
fases estimadas &’ y B’ con una forma que depende de las fases
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reales a y B. Calculando el gradiente y la matriz hessiana de la
funcion de mérito de la Ec. 4.21 obtenemos que dicha funcién
tiene un méaximo absoluto. Este andlisis se realizé calculando las
derivadas parciales haciendo uso del programa Mathematica®
y resolviendo el sistema de ecuaciones resultante. Obtuvimos
como resultado que las derivadas parciales eran igual a cero
cuando &’ = +a +2nmy p' = £p+ 2n'm, siendo n, n’ nameros
enteros cualesquiera. Se puede demostrar que el determinante
de la matriz hessiana en estos puntos es siempre negativo, lo que
supone la existencia de un maximo absoluto en las superficies
cuando la fase estimada coincide con la fase real. Hay que tener
en cuenta que los desplazamientos de fase son inferiores a 27,
lo cual nos permite eludir la multiplicidad de las soluciones.
Para tal propésito, se muestran algunos ejemplos con diferentes
valores de las fases reales en la Fig. 4.17

Fase Estimada B’

(o, 37/5)0| 08
i - IN

Fase Estimada o

Figura 4.17: Supetficies de picos de intensidad normalizados anali-
ticas. Superficies teéricas e(a’, f’) para diferentes depla-
zamientos del patrén reales o y B. Los puntos marcados
representan los valores maximos de cada superficie, los
cuales coinciden con la estimacién de las fases.

En esta Fig. 4.17 se puede observar que las superficies mues-
tran un méximo cuando tanto la fase estimada como la real son



completamente iguales. De este modo, e(a/, ') puede conside-
rarse la funcién de mérito 6ptima. Cuanto mayor es el valor
de la funcién de mérito méds proxima serd la estimacién de las
componentes a la solucién del sistema.

A continuacién vamos a ratificar este estudio. Primero simu-
laremos un conjunto de nanoesferas en condiciones extremas
de ruido, contraste del patrén de iluminacién y alta frecuencia
de modulacién del patrén. Ante estas condiciones estudiaremos
como se comporta la técnica propuesta en la determinaciéon de
la fase real del desplazamiento del patréon. A continuacién rea-
lizaremos capturas y reconstrucciones con muestras reales para
validar el método en este caso bidimensional.

4.5.2 Simulacion

En esta seccién vamos a validar el método propuesto utilizando
para ello simulaciones en las que se determinan los desplaza-
mientos de fase del patrén asimétricos, es decir, en los que, el
desplazamiento real sea ¢ = (—a,0, B). Para este fin se generé un
objeto que consiste en un conjunto de objetos puntuales donde
el tamafio de cada objeto es 5 veces inferior a la PSF del sistema.
En la Fig. 4.18 se puede ver el objeto, su distribucién de intensi-
dades en el espacio imagen del sistema 6ptico y el espectro de
frecuencias de la imagen elemental.

Con este objeto se simula el proceso de captura . Para ello se
simula una iluminacién estructurada cuya frecuencia de modula-
cion espacial es del 95 % de la frecuencia de corte de la OTF del
sistema. El espectro resultante se filtra con una OTF simulada
y se realiza la pertinente transformada de Fourier para generar
la distribucién de intensidades en el plano del sensor, como se
describe en la Ec. 3.10. Para estudiar la tolerancia del método a
la presencia de ruido se tuvo en cuenta factores determinantes
como la ganancia del sensor, el ruido electrénico debido también
al sensor, el ruido foténico que no procede de los emisores in-
coherentes de la muestra y el nimero maximo procedente de
la muestra directamente relacionado con la intensidad que se
ilumina la muestra o con la emisioén de los fluoroforos. Para
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Figura 4.18: Proceso de simulacién en un Microscopio por Ilumina-
cién Estructurada. (a) Objeto sintético que consiste en un
conglomerado de puntos cuyo tamario es 5 veces inferior
a la PSF del sistema 6ptico. (b) Distribucion de intensida-
des de la imagen elemental del objeto sintético simulado.
(c) Transformada de Fourier. Las flechas muestran las
posiciones de los distintos picos de la componentes.

ello se uso la siguiente expresion para simular las componentes
experimentales [34]

I(x) = g [Ip(x) +np(x)] +1:(x), (4.22)

donde I,(x) = I(x) - yax, siendo I(x) la versién normalizada
de la irradiancia imagen tedérica dada por la Ec. 3.7, y nax €l
ntimero maximo de fotones que llega de un punto de la muestra.
En este modelo, g es la ganancia del sensor (se considera igual a
la unidad para simplificar el analisis realizado), 1,(x) fotones de
ruido de deteccion y n,(x) el ruido de fondo de la cdmara. Asi,
las imagenes elementales en términos del namero de fotones se
calcularon a partir de la Ec. 4.22. Todas las imdgenes simuladas
se veran afectadas tanto por ruido Gaussiano (1,(x)) como de
Poisson (11,(x)). Para realizar una validacién del método, se
simularon la adquisiciéon de 3 grupos de imédgenes elementales
con un nimero méximo de fotones proveniente de la muestra de
Nmax = 2000 y para unos desplazamientos de fase de ( %, 0, %”),
(32,0,%) y (%,0,2F). En la Fig. 4.18 se puede observar el campo
capturado para una de las imagenes elementales simulada, asi
como de su transformada de Fourier. Se calcul6 la superficie de
nuestra funcién de mérito e(a’, ) para cada simulacién con el
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mismo paso utilizado en el calculo unidimensional, Ax = A =
10~%. Las superficies obtenidas se pueden ver en la Fig. 4.19.

Fase Estimada B’ )

2 U3
Fase Estlmada o

Figura 4.19: Superficies simuladas de los picos de intensidad nor-
malizados. €(a/, ') superficies calculadas a partir de la
simulacién para diferentes valores del desfase reales. Las
superficies presentan un maximo absoluto cuando las po-
siciones de las fases estimadas coinciden con los valores
reales de los desfases.

Mediante un simple anélisis visual se puede comprobar la gran
similitud existente entre estas tltimas representaciones con los
resultados analiticos obtenidos en la Fig. 4.17. Para confirmar este
andlisis visual, se midieron los valores maximos de cada super-
ficie y se compararon con las fases simuladas. Como resultado,
la fase estimada coincidia con la simulada con una imprecisién
o(a), o(B) que dependia estrictamente del paso aplicado en la
determinacién de la fase estimada (Ax y Ap), tal y como muestra
la Tabla 4.2.

A continuacién vamos a estudiar la validez del método en fun-
cién del ndmero méaximo de fotones provenientes de la muestra,
Nmax- La idea de este estudio es reducir el nimero de fotones para
ponernos en condiciones muy desfavorables en las cuales la mues-
tra emite muy poco o en las que no se puede iluminar la muestra
con altas exposiciones de luz debido al posterior photobleaching
de ésta. En la Fig. 4.20 se pueden observar algunos ejemplos de
este estudio en condiciones de bajo ntiimero de fotones en las
imégenes elementales (7,,,x={30, 100, 200}) con sus respectivas
distribuciones de intensidad en el dominio frecuencial. De esta
tigura podemos concluir que, incluso en el caso mas desfavorable
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Tabla 4.2: Valores de las fases estimadas («/, ') calculadas mediante el
método propuesto para diferentes pasos en la determinacién
de la fase Aa, AB. Todos los valores estan expresados en

radianes.
A, 0B | o W | o) ] g | aB
0.01 3rt/4 | 2.36 0.01 37t/5 | 1.88 0.01
0.001 3rt/4 | 2.356 | 0.001 37t/5 | 1.885 | 0.001
0.0001 37t/4 | 2.3562 | 0.0001 37t/5 | 1.8849 | 0.0001

en el que la cantidad de fotones de ruido es del mismo orden de
magnitud que la cantidad de fotones procedentes de la muestra,
el algoritmo es capaz de detectar los picos de las componentes y
determinar con exactitud la fase del desplazamiento para realizar
la posterior reconstruccion. Es evidente que la baja cantidad de
fotones procedentes de la muestra generan una reconstrucciéon
final muy pobre. Como dato clarificador cabe decir que una cap-
tura tipica en condiciones normales suele darse con un ntimero
de fotones provenientes de la muestra de 10° fotones.

Para comprobar la eficacia de nuestro método en condiciones
de baja emisiéon de fotones procedentes de la muestra, lo com-
paramos con otros métodos ya existentes. Para ello, se aplic6
el método propuesto (DIPN) y, paralelamente, el método de la
correlacion cruzada (MCC) [29] y el método basado en la medida
de la fase en los picos (MFP) [27]. Para dicha comparacién, se
varié el nimero maximo de fotones proveniente de la muestra
entre 10 y 3000 fotones afiadiendo el correspondiente ruido de
Poisson y un niimero maximo de 10 fotones de ruido Gaussiano.
Se realiz6 el célculo del error en la determinacién del desplaza-
miento de fase a partir de las fases estimadas y las simuladas.
Esta medida se repiti6 30 veces para cada valor de los fotones
méximos emitidos por la muestra 1, para tener un resultado
promedio de las desviaciones, ya que para cada una de las medi-
das el ruido es aleatorio. Una media de las 30 medidas, asi como
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Nmax=30 Mima=100 Nmax=200

300nm

1 (u)

Figura 4.20: Simulacién de imdgenes elementales en presencia de
ruido. (arriba) Distribuciones de intensidad de las imé&-
genes elementales de la conglomeracién de puntos para
diferentes valores del maximo niimero de fotones proce-
dente de la muestra (n,.x = {30,100,200}). (abajo) Sus
correspondientes transformadas de Fourier.

las desviaciones estandard, se representan en la parte izquierda
de la Fig. 4.21

Como se puede observar, el error obtenido en la estimacién
del desplazamiento de fase para el método de MFP [27], en el
que mide la fase en los picos frecuenciales secundarios, es rela-
tivamente alto en comparacion con cualquiera de los otros dos.
Ademas podemos ver que la precision del algoritmo de MFP
permanece constante en el rango de error de 10~?rad. Por otro
lado, tanto nuestro algoritmo como el algoritmo de la correlacién
cruzada MCC, muestran un comportamiento similar para un
namero de fotones emitido por la muestra relativamente bajo,
Nmax>500. Adicionalmente, en la parte derecha de la Fig. 4.21 se
ve una ampliacién de la figura adyacente en la que se muestra el
comportamiento de nuestro algoritmo y el algoritmo de las corre-
laciones cruzadas para condiciones de bajo ntiimero de fotones de
la muestra, 1,,,x<250. En esta figura se puede ver como el com-
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MFP
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Figura 4.21: Comparacién en la tolerancia al ruido. Comparacién en
el error de la fase estimada en funcién del niimero méaximo
de fotones entre los tres métodos: el de la determinacién
de la fase en los picos secundarios (MFP), el método de la
correlacién cruzada (MCC) y nuestro método propuesto
(DIPN). Adicionalmente al ruido electrénico se ha afa-
dido un ruido de fondo Gaussiano de 10 fotones a cada
imagen simulada. Las bandas coloreadas representan la
desviacion estandard de errores.

portamiento de ambos algoritmos es muy similar para 7,,4x>100
fotones, en cambio, cuando el nimero de fotones proveniente de
la muestra es menor a este valor el tnico algoritmo que devuelve
una fase del desplazamiento satisfactoria es el DIPN. Este método
proporciona estimaciones del desplazamiento del patrén precisas
incluso cuando la relacién entre el nimero méximo de fotones
provenientes de la muestra y el namero de fotones de ruido son
muy similares (1,,,x=30). En estos casos la reconstruccién de las
imagenes estaba muy afectada por el ruido pero el algoritmo
propuesto era capaz de determinar el desfase introducido para la
descomposicién de las componentes y su posterior reubicaciéon
dentro de la OTF del sistema. En la Fig. 4.22 se muestran algunos
ejemplos de reconstrucciones completas con el método propuesto
para 3 orientaciones distintas del patrén giradas en intervalos de
60° con el fin de conseguir un resultado final con una resolucién
aproximadamente isétropa.

Hasta ahora, hemos considerado un patrén ideal cuyo con-
traste es igual a la unidad. En la préctica este valor puede estar
afectado por la coherencia de la fuente de iluminacién, por una
distribucién asimétrica de la potencia de cada una de las ondas
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Convencional SIM TF-SIM

Figura 4.22: Simulaciones de imdgenes convencionales y SIM en
funcién del nimero méaximo de fotones emitidos por
la muestra. Comparacién entre la simulacién de iméage-
nes reconstruidas convencionales y SIM para diferentes
valores del nlimero maximo de fotones emitidos por la
muestra (1,,.x = {30,100,200}). Se representa adicional-
mente el espectro frecuencial. Aunque las imédgenes estén
afectadas por el ruido en gran medida, en el peor de los
casos (1may = 30) el algoritmo es capaz de devolver una
fase estimada con un error inferior al 5% respecto de la
fase real.

que generan el patrén interferencial, o por cualquier tipo de in-
tensidad procedente de planos fuera de foco. Vamos a estudiar
el comportamiento del algoritmo para distintos contrastes del
patrén utilizando el algoritmo de MCC y el nuestro. Al estu-
dio de la seccién anterior vamos a afiadir el ruido medio ya
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comentado y el nimero maximo de fotones procedentes de la
muestra (7,4x). Los resultados mostraban un comportamiento
similar para contrastes superiores a 0.2 en el que determina-
ban con precision la fase del desplazamiento. En la Fig. 4.23 se
puede ver la comparacion del error en la determinacién de la
fase utilizando nuestro algoritmo en comparacién a utilizar el
algoritmo de la correlacién cruzada. Como podemos observar

Nmax=2000 Nmas=200
0.030-

0.50, At o -
E— DIPN N E 3 DIPN
B MCC 045 \ = McC
50025 E )
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Figura 4.23: Comparacién en funcién del contraste del patrén de ilu-
minacién. Valor promedio de los errores en la estimaciéon
de la fase como funcién del contraste del patrén de ilumi-
nacién para un nimero maximo de fotones procedentes
de la muestra igual a 200 y a 2000 fotones. Las bandas
coloreadas representan la desviaciéon standard de las 30
medidas realizadas para cada valor del contraste.

en la parte izquierda de la Fig. 4.23 ambos algoritmos funcionan
correctamente para casi cualquier tipo de contraste en condicio-
nes en las que el nimero de fotones emitidos por la muestra es
de 7,5,=2000. En cambio, si nos fijamos en la subfigura que se
encuentra en el panel derecho de Fig. 4.23 podemos ver que para
un nimero relativamente bajo de fotones, 1,,,,=200, el método de
las correlaciones cruzadas empieza a fallar drasticamente cuando
el contraste cae por debajo de 0.2. Cabe comentar que las curvas
representadas en la Fig. 4.23 son el producto de haber ejecutado
un valor promedio tras capturar 30 curvas distintas para cada
valor del contraste promediando asi el ruido de fondo aleatorio,
asi como las desviaciones standard, como se realiz6 en el anélisis
anterior.



4.5 EXTENSION A DESPLAZAMIENTOS DE FASE ASIMETRICOS | 89

En la Fig. 4.24 se puede observar una reconstruccion completa
utilizando nuestro método para 7,y = 200 con contrastes del
patron de 0.1 y 0.5. Ambas reconstrucciones muestran el aumento
en resolucion lateral esperado con una mayor influencia del ruido
en aquella en la cual el patrén tiene un menor contraste.

Convencional SIM TF - SIM

Figura 4.24: Tolerancia al contraste del patrén. Simulaciones conven-
cional y SIM para contrastes del patrén de 0.1 y 0.5. El
valor méximo del ntimero de fotones procedentes de la
muestra era de 200 fotones. Incluso en estas condiciones
tan desfavorables, nuestro algoritmo devuelve una fase
estimada con un error inferior al 1 % respecto de la fase
real.

Podemos concluir que en condiciones no extremas (alto nime-
ro de fotones procedentes de la muestra, bajo nivel de ruido y
alto contraste del patrén) ambos métodos presentan resultados
similares en términos de precisién. En este sentido, el método
propuesto en este trabajo representa una simplificacién compu-
tacional frente al método MCC. Consecuentemente, el método
presentado puede realizar los cdlculos computacionales con ma-
yor rapidez que el método estdndard para la determinacién del
desfase introducido por el patrén. Para imdgenes superiores a
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1024 x 1024 pixeles el método MCC se hace mas lento de manera
exponencial.

4.5.3 Estudio Experimental

Fase Estimada [’

Fase Estimada [’
a

ﬂ/3==
/6,

o

Fase Estimada o' Fase Estimada o'

Figura 4.25: Superficies para la determinacién de la fase mediante
nuestro método para distintos valores reales del desfa-
se. El desfase del patrén fue generado mediante un des-
plazamiento lateral de la red de difraccién a través de un
motor de precision.

En esta seccion vamos a realizar algunas reconstrucciones ex-
perimentales con las que demostraremos dos aspectos: la validez
del método comparando los resultados experimentales con los
analiticos y tedricos, y la mejora al utilizar la btisqueda de la fase
asimétrica respecto de la simétrica.
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Utilizando las mismas capturas del objeto utilizado en el ca-
so unidimensional, una solucién de fibras de algodén tintadas
con Rodamina 123, se aplicé el algoritmo de buasqueda ahora
utilizando la asimetria en el desplazamiento de fase. Una de las
iméagenes elementales capturada y su respectiva transformada de
Fourier se muestran en la Fig. 4.13 de la seccién unidimensional.
En la Fig. 4.25 se pueden observar los resultados devueltos por
nuestro algoritmo en unos pocos casos mostrados como ejemplo.
Una vez realizada esta tltima representacién, podemos comparar
las figuras que hemos ido mostrando a lo largo de este bloque
de INluminacién Estructurada y darnos cuenta de la similitud
existente entre las graficas de los calculos analiticos, las de las
simulaciones y estas tltimas, de los resultados experimentales.
La alta correlacion entre estas figuras confirma la robustez de
este exhaustivo estudio.

Por ultimo, se realiz6 la misma reconstruccién de los archivos
publicados por el Proyecto fairSIM ya usados en las secciones
previas, pero en este caso considerando un desplazamiento asi-
métrico del patrén. La comparacién de este resultado Fig 4.26 con
la Fig. 4.16 en la cual la busqueda del desplazamiento se realiz6
considerando un desplazamiento de la fase simétrico, confirma
la sustancial mejora.
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Figura 4.26: Reconstruccién realizada mediante nuestro método pa-
ra un conjunto de datos publicados por el Proyecto fair-
SIM. (a) Imagen convencional y (c¢) SIM usando como
muestra nanoparticulas de unos 100 nm de tamario. Sus
respectivas transformadas de Fourier aparecen en (b) y

(d).



5 OPTIMIZACION DEL
CONTRASTE EN EL PATRON

5.1 INTRODUCCION

En SIM, la muestra se ilumina tipicamente con un patrén co-
senoidal generado bien por la proyecciéon incoherente de una
serie de rendijas [35-37] o bien por la interferencia de 2 6 3 ondas
planas [21-25]. La primera propuesta fue publicada por Gus-
tafsson [22] y se basaba en la generacién del patrén cosenoidal
mediante la interferencia de dos ondas planas monocromaticas
procedentes de una red de difraccién. Para ello, se bas6 en la
idea del experimento de Young para separar una fuente puntual
en dos fuentes puntuales coherentes entre si. Cabe la posibili-
dad de utilizar dispositivos con cualidades 6pticas caracteristicas
como pueden ser el biprisma de Fresnel [21, 25] 0 el prisma de
Wollaston [38]. Estos elementos tienen la capacidad de generar
dos réplicas iguales y coherentes entre si, a partir de una tinica
fuente puntual [17]. Una vez generadas las réplicas coherentes
de la fuente puntual solo hay que situarlas en el plano focal
objeto de una lente para tener, al otro lado de esta, la interfe-
rencia de dos ondas planas. La utilizacién de un biprisma de
Fresnel (o un prisma de Wollaston) tiene la ventaja de producir
un patrén puramente cosenoidal al hacer interferir inicamente
dos ondas planas. Sin embargo, el tamafio finito de los elementos
del sistema de iluminacién genera en la préactica una funcién
envolvente que modula y limita transversalmente este coseno a
un cierto campo de observacién (FoV, del inglés Field of View). Si
bien es cierto que el peso de esta funcién en comparacién con
el peso del coseno no es demasiado relevante en muchos casos,
en determinadas circunstancias puede ser una peculiaridad que
nos impida desenvolvernos en la técnica SIM utilizando todo su
potencial.
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Por otro lado, el ruido coherente asociado al empleo de una
fuente puntual monocromaética puede suponer una distorsiéon
importante en el patrén de iluminacion tedrico. El empleo de
fuentes espacialmente incoherentes ha sido ya explorado con
éxito en la generacién de patrones de iluminacién estructurada
con bajo ruido a partir de estos elementos [39, 40]. Sin embargo,
en la préctica el uso de fuentes extensas genera una modulacién
axial de la visibilidad V' de los patrones de iluminacién que no
aparece (idealmente) en el caso de iluminacién coherente [41].

La idea principal de este capitulo es estudiar dos de las propie-
dades de un sistema SIM como el indicado anteriormente, como
son la visibilidad del patrén de iluminacién, V, y la extensién
lateral del FoV. Para ello empezaremos por el caso mas sencillo y
avanzaremos hacia casos més complejos para una comprensiéon
maés profunda de los detalles del estudio. Analizaremos tedrica-
mente tanto la V como el FoV en un sistema SIM iluminado por
una fuente puntual. Posteriormente introduciremos una fuente
de iluminacién incoherente y veremos como se modifican estas
propiedades, asi como las ligaduras existentes entre ellas y cémo
optimizar el disefio del sistema.

5.2 CAMPO Y VISIBILIDAD EN UN SISTEMA SIM
COHERENTE

Vamos a introducir la generaciéon de la iluminacién en un
sistema SIM que usa un biprisma de Fresnel. El biprisma de
Fresnel es un dispositivo formado por la unién por su base de
dos prismas 6pticos delgados, que tiene la capacidad de generar
dos réplicas iguales y coherentes entre si, a partir de una tinica
fuente puntual tal como se puede apreciar en la Fig. 5.1.

Cuando se ilumina el biprisma con una onda esférica proceden-
te de la fuente puntual original, éste genera dos fuentes gemelas
en el mismo plano en el que se encuentra la fuente original. Estas
fuentes virtuales se sittian simétricamente respecto de la posicién
de la fuente original en la direccion ortogonal a la arista central
del biprisma. La separacion entre estas dos fuentes virtuales (2a)
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Figura 5.1: Esquema representativo de las propiedades del biprisma
de Fresnel. (a) Esquema real dénde se representan las po-
siciones de los distintos elementos y la forma del haz de
iluminacién en el espacio objeto. (b) Esquema que repre-
senta las posiciones de los distintos elementos y las distri-
buciones de amplitudes una vez ha actuado el biprisma de
Fresnel.

es proporcional a la distancia que existe entre la fuente original
y el biprisma de Fresnel (7). Esta separacion se puede expresar
de la siguiente forma

2a =2(n—1)ntand, (5.1)

donde n, 17 y 6 son, respectivamente, el indice de refraccién del
biprisma de Fresnel, la distancia entre la fuente puntual y el
biprisma, y el d&ngulo de refringencia del biprisma de Fresnel.
Una vez generadas las réplicas coherentes de la fuente puntual
las situamos en el plano focal objeto de una lente para tener, al
otro lado de ésta, la interferencia de dos ondas planas. En el caso
en el que el centro geométrico entre las dos fuentes virtuales
coincida con el eje 6ptico del sistema, tendremos dos ondas
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que viajan con unos angulos de propagacioén que son iguales en
modulo y opuestos en signo, y podemos decir que la direccién de
propagacion del patrén de franjas coincide con el eje 6ptico. En
cambio, si el centro geométrico de las dos fuentes virtuales no
coincide con el eje 6ptico, tendremos una direccién de propagacion
del patrén que formara un cierto dngulo con el eje 6ptico. Por
tanto, la proyeccién de dicho patrén sobre un plano transversal se
desplaza lateralmente a medida que nos desplazamos axialmente
por el eje optico.

El sistema que aparece en la Fig. 5.2 es similar al descrito en
capitulos anteriores con la salvedad de que ahora generaremos el
haz de iluminacién mediante un biprisma de Fresnel en lugar de
usar una red de difraccién. El sistema 6ptico esta formado por
un biprisma de Fresnel, 2 lentes convergentes que componen un
relay (L1 y L2), un espejo dicroico, un objetivo de microscopio,
una lente de tubo (TL) y un sensor.

La Ec. 5.1 muestra que la separacion entre las fuentes virtuales
puntuales puede ser variada cambiando la posicién axial del
biprisma, 7. Dado que estas dos réplicas proceden de la misma
fuente puntual, son coherentes entre si. Tras la lente L1 nos en-
contramos con la interferencia coherente de ambas ondas planas.
Asi que la distribucion de amplitudes compleja tras la lente L1
tomaré la siguiente forma,

U(x,z) =U" (x,z) + U (x,z), (5.2)

donde z representa la distancia desde la lente L1. Podemos ex-
presar cada una de los dos ondas planas de la siguiente manera,

i ik i le{Z% —i+2 ax
Ut (x,z) = —761 (futz)e” 2 * o7 A0
L1
i ikfuziz% +i-2ax
U™ (x,2) = =gz e"itDen i T, (5:3)

siendo fr1 la focal imagen de L1. La distribucién de amplitudes
tras la interferencia en cualquier plano transversal tendrd la
siguiente forma,

U(x,z) = —Leik(fuﬂ)eikf;}%_lz%ZCOS <27tax) (5-4)
’ Afra Afia '
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Figura 5.2: Esquema SIM. Esquema completo de un sistema de ilumi-
nacién y captura SIM utilizando un biprisma de Fresnel
como elemento generador del patrén interferencial en el
brazo de iluminacién.

y la distribucién de intensidades se obtiene calculando el médulo
cuadrado de la distribucién de amplitudes,

I(x,z) = [U(x,z)[* = )‘24}“ cos? (%ax) )‘221 [1+cos< n%xﬂ ,
(5:5)

siendo el periodo de las franjas

_AMn Afia
22 2p(n—1)tand’ (5.6)

Con este resultado, la variacion del periodo del patrén de franjas
como funcién de la posicién axial del biprisma (77) es evidente.
Es importante darse cuenta que en la configuracion de la Fig. 5.2,
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la visibilidad permanece constante y con valor méximo (V = 1)
independientemente del plano transversal en el que nos encon-
tremos. Adicionalmentre, dado que las dos fuentes virtuales
gemelas completamente coherentes entre si se proyectan sobre
la pupila a través del sistema de iluminacién compuesto por L1
y L2 en la Fig. 5.2, la visibilidad del patrén estructurado creado
por el biprisma se transmite sin ninguna pérdida al espacio de la
muestra.

El razonamiento anterior no tiene en cuenta el tamafio finito
de los elementos 6pticos del sistema. Sin embargo, ésta es una
consideracién importante, ya que esto conlleva una limitaciéon
en la extensiéon del FoV del patrén estructurado en diferentes
planos transversales. Aunque en rigor seria necesario estudiar el
efecto difractivo del tamafio de todos los elementos del sistema,
realizaremos aqui un aproximacién simplificada. En primer lugar,
despreciaremos este efecto en todos los elementos salvo en el
que sea mads restrictivo desde el punto de vista de la extensiéon
del haz de rayos de luz que atraviesa el sistema, en el contexto
de la Optica Geométrica. En particular, supondremos que el
elemento que maés restringe dicho haz es la lente L1. Por otro
lado, consideraremos que el efecto del recorte del haz por este
elemento se puede aproximar a la limitacién generada por su
sombra geométrica.

La Fig. 5.3 ilustra el trazado de rayos sobre el sistema que
estamos describiendo y muestra la extension del FoV, A(s), en
funcién del plano de observacién indicado por la distancia z = s
a la que se encuentra de la lente L1. El patrén de franjas se
encuentra confinado lateralmente dentro de un cono cuya proyec-
cién bidimensional se aprecia en la Fig. 5.3 pintado interiormente
en color rosaceo, y que corresponde a la regiéon de solapamiento
de las ondas planas recortadas por la lente. El vértice (B’) de
este cono esta situado a una distancia —sj a la que se situa el
plano imagen de la arista real del biprisma (B) a traves de la lente
L1. Para conseguir obtener una expresion que relacione el FoV
con las caracteristicas geométricas del sistema 6ptico, vamos a
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Biprisma  Lente L1
de Fresnel

AN
JAmax(Sma

Eje’(’)ptico

n_, fiy s Region de solapamiento
flq == Smax

Figura 5.3: Ilustraciéon del FoV del patréon de franjas interferencial
creado por el biprisma de Fresnel en el sistema 6ptico
propuesto.

realizar una serie de célculos trigonométricos. Apoyandonos en
la Fig. 5.3, se puede definir la siguiente relacién

o fu—1 7

a 0= fuzi, (5.7)

siendo x9 = A(0)/2. Hacemos uso de la ecuacién de conjugacion
de Gauss para determinar la imagen de la arista del biprisma a
traves de la lente L1 (B')

fr1sB
—— (5-8)

S
y dado que sg = fr1 — 7, entonces

_f1%1 —1nfu _
n

Teniendo en mente estos resultados, podemos obtener la siguien-
te relacion de la Fig. 5.4

sp = (5.9)

Yo AGS)/2 A2
sl s—5h Spax—Sh (5.10)
B B max B

donde hemos restringido el analisis a los valores s € (s, Spax]
(region sobreada en azul en la Fig. 5.4), siendo Apax = A(Smax) €l
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Figura 5.4: Ilustracion del FoV del patréon de franjas interferencial
creado por el biprisma de Fresnel en el sistema 6ptico
propuesto.

maximo valor de la extensién del FoV es este intervalo. A partir
de este resultado, deducimos que

fh—nfu
B— —= = 2 B
A(s) = 5B : SZXO = ;1—2350 _ fia - 1(fi1 S)Zxo
°B i fir—nfn
U
(5.11)
Recordando las relaciones 5.7 y 5.1 entonces obtenemos
2 J—
A(s) = 2 G, (512)

fr1

La Ec. 5.12 nos proporciona la extension del campo lateral del
patrén de iluminacién estructurado en términos de las distancias
1, fi1 y la posiciéon del plano de observacién s considerando
que el elemento limitante del sistema es la lente L1. Dado que
la distancia 77 puede ser variada a voluntad para modificar el
periodo del patrén de iluminacién, como consecuencia, A tam-
bién varia. Recordemos que esta expresion es vdlida para valores
s € (8%, Smax). Como se puede ver en la Fig. 5.3 y Fig. 5.4 la
distancia s,y en la cual podemos encontrar el maximo campo
de franjas viene dada por

L ff-
Smux(n) = ffﬁz - le 27]17le ’

(5.13)
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donde L es el didmetro de la lente L1. Nos encontraremos pues
con una expresion para el campo maximo de iluminacién de la
siguiente forma

Bunax() = 3[L+2(fux — 1) (n — 1) tand]. (5.14)

Hay que tener en cuenta que ambas ecuaciones Ec. 5.13 y Ec. 5.14
dependen de la posicién axial del biprisma (7). Es interesante
darse cuenta de que la extensién del FoV variard linealmente
desde un valor nulo para s = s} hasta el valor dado por la Ec.
5.14 que se alcanza para la distancia s fijada por la Ec. 5.13. A
partir de este plano, para valores s > s,y el valor de A decrece
también linealmente al mismo ritmo, hasta volver a anularse para
s = 2Smax — S, como puede deducirse de la Fig. 5.3. Con todo, la
extension axial de la regién de franjas, es decir, la longitud del
intervalo de valores de s para los que se obtiene un patrén de
franjas de extensiéon no nula, vendrd dada por

_ g S L _
As = 280y — 25 = . (2(n—1)tan5+fu 77> . (5.15)

5.3 CAMPO Y VISIBILIDAD EN UN SISTEMA SIM
INCOHERENTE

En la situacién descrita hasta ahora tenfamos dos fuentes pun-
tuales coherentes entre si que generan, en el plano objeto del
microscopio, un patrén interferencial cosenoidal en la direccién
x, como se muestra en la Fig. 5.5(a).

Supongamos ahora, que en lugar de tener una fuente puntual
con su réplica, lo que tenemos son dos fuentes puntuales con sus
respectivas réplicas. La linea imaginaria que une dichas fuentes
reales es perpendicular al eje 6ptico y ademas al eje x, y por
tanto paralela al eje y, tal como se aprecia en la Fig. 5.5(b). En
este supuesto, la fuente que aparece marcada con un 1 en la
Fig. 5.5(b), interferird con la 2 de la misma forma que hemos
explicado anteriormente, ya que es su réplica y por tanto son
coherentes entre si. Por otro lado no existe la interferencia entre
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Figura 5.5: Esquema ilustrativo. Esquema que refleja las posiciones
de las coordenadas espaciales de (a) las fuentes virtuales, 1
y 2, generadas por una fuente puntual, situada sobre el eje
6ptico, y (b) las fuentes virtuales ,1 y 2, generadas por una
fuente puntual y las fuentes virtuales, 3 y 4, generadas por
otra fuente puntual incoherente con la anterior.

1y 3 0 entre 1y 4 por la falta de coherencia entre las fuentes.
Del mismo modo, existird interferencia entre 3 y 4, generando
un patrén que espacialmente se sitda en la misma posicién que
el generado por 1 y 2. Esto es asi porque, tal y como indicamos
anteriormente, un desplazamiento de la fuente puntual respecto
del eje Optico genera una inclinacién adicional en la direcciéon
de las ondas planas que interfieren tras L1 tal que produce una
deriva progresiva de los patrones transversales en esa misma
direccion. Al tratarse de patrones sin variacién de irradiancia en
la direccién y (que es la direccién de desplazamiento considerada
en este caso), de modo efectivo se produce la misma distribucién
de franjas que en el caso de la fuente en eje. El hecho de que
ambos patrones se sitiien en la misma posiciéon espacial, hace
que el resultado en intensidad no sea mas que la suma de las
distribuciones en intensidad de ambos patrones. Esto hace que
el posible ruido que aparezca en un tinico patrén, se promedie y
el patrén final muestre una forma cosenoidal con mejor relacién
sefial-ruido. Este ruido puede provenir del ruido electrénico
del sensor, del ruido coherente proveniente de fuentes de luz



indeseadas o de aberraciones debidas a la difraccién generada
por suciedad o motas de polvo, entre otros motivos. Si en lugar
de tener dos fuentes puntuales, disponemos de muchas mas, es
decir una rendija extensa en la direccién y, e infinitesimal en la
direccion x, este promedio reducird en gran medida este ruido y
tendremos un patrén de iluminacién cosenoidal casi carente de
ruido. Por este motivo vamos a estudiar el mismo sistema SIM
que hemos estado viendo hasta ahora, pero en lugar de utilizar
una fuente puntual vamos a utilizar una rendija infinitesimal
orientada en la direccién y.

A continuacién vamos a describir la implementacién incohe-
rente del sistema propuesto. Ahora, el biprisma de Fresnel esta
iluminado por la radiacién que emerge de una rendija espacial-
mente incoherente en lugar de provenir de una fuente puntual.
Recordemos que, en esta configuracion, la rendija esta orienta-
da paralela al eje del biprisma. Una propiedad de este sistema
incoherente de iluminacién estructurada es que los patrones de
iluminacién de la Ec. 5.5 son invariantes a lo largo tanto de la
direccion y como de la direccién z. Asi, cada una de las fuentes
puntuales de la rendija, genera el mismo patrén interferencial
de alto contraste en cualquier plano donde exista la interferencia
de las ondas planas. De este modo, en ausencia de ruido, dado
que cada punto incoherente produce la misma distribucién de
irradiancia (Ec. 5.5), el resultado final serd simplemente una sefial
de intensidad reforzada comparada con el caso de una fuente
puntual. Sin embargo, en presencia de ruido, aunque el patrén
de franjas es el mismo para todos los puntos en la rendija, cada
uno de ellos estd distorsionado de manera diferente por el ruido
coherente. Asi, la implementacién de la rendija proporciona el
mismo patrén cosenoidal que la fuente puntual pero con mayor
relacion senal-ruido (SNR).

Sin embargo, en una situacién mads realista, la anchura de la
rendija a lo largo de la direccién x no puede ser despreciada. En
este caso, el uso de una rendija de tamario finito da lugar a patro-
nes cosenoidales cuya visibilidad no permanece constante para
diferentes planos transversales de observacion. De hecho, si una
fuente lineal incoherente cuya anchura es (), se usa en el montaje
SIM propuesto, entonces la distribucién de irradiancias para cada
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uno de los planos de interferencias (I""#/%(x, z)) se determina
como la convolucién entre la distribucién de irradiancias de una
version escalada de la irradiancia de la fuente (Isrendl]a(x)) y la
distribucién de irradiancias generada en el plano de observacion
por una fuente puntual axial localizada en el plano transversal
que contiene la rendija (I(x,z) de la Ec. 5.5 ) [41]. De este modo,
la distribucién de irradiancia a una distancia z = s de la lente L1
viene dada por

[rendija (X,S) _ I;endija (J\’/}) Sy I(X,S) ) (5.16)
S
donde
ftr+n(s — fur)
M; = . 1
s o (5.17)
Considerando en este caso 1"/ (x) = rect (x/Q), la operacion

anterior se puede escribir como

Ire"dij”(x,s) — 20M, {1 + sinc <NI;Q> cos <27‘[;)} , (5.18)

que corresponde a una distribucién cosenoidal, con periodo p
dado por la Ec. 5.6, con visibilidad

2 —
V(s,i1) = |sinc (20u0fL1 i 17(25 le)) , (5.19)
fia
donde uy = w. A partir de esta ultima expresion es di-

recto darse cuenta que la visibilidad del patrén de iluminacién
depende tanto de la posicién del biprisma # como de la posicion
axial del plano de observacion s.

5.4 COMPROMISO ENTRE LA VISIBILIDAD Y EL
CAMPO

Podemos observar a partir de las ecuaciones Ec. 5.12 y Ec.
5.19 que la distancia s 6ptima para lograr el maximo FoV no
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es la misma que para obtener la maxima visibilidad del patrén
interferencial de iluminacién. De hecho, es importante resaltar
que cuando el patrén de franjas alcanza la méxima visibilidad,
la extension del FoV es nula. Esto significa, que nuestro sistema
estd sujeto a un compromiso entre la visibilidad y el campo de
iluminacién del patrén interferencial. Para lograr la optimizacion
de estos dos pardmetros, es necesario llegar a un compromiso
entre ellos.

Como ya se ha comentado, los valores tanto de la visibilidad
como del campo de iluminacién cambian con el plano de obser-
vacion. Para optimizar estos dos pardmetros nos fijaremos en el
patrén que se proyecta sobre el plano focal objeto del objetivo
del microscopio en el espacio de la muestra. A partir de la Fig.
5.2 es facil darse cuenta que el plano focal objeto de la lente L2
estd conjugado con dicho plano, dada la configuracién afocal
telecéntrica del sistema. De este modo, para analizar el compro-
miso entre el campo y la visibilidad fijamos nuestro plano de
observacién en el plano focal objeto de la lente L2. La forma de
hacer esto es variando la distancia existente entre las dos lentes
L1 y L2, mientras mantenemos fija la posiciéon de la rendija en el
plano focal objeto de la lente L1 y el biprisma entre la salida de
la fuente y la lente L1. Es importante tener en mente que el valor
de 17 cambia la frecuencia espacial del patrén de iluminacién.

Vamos ahora a estudiar la configuracién 6ptica 6ptima de
nuestro sistema de iluminacién propuesto modificando apro-
piadamente estas dos distancias. Para una comprensién mas
simplificada de los conceptos posteriores vamos a realizar una
serie de cambio de variables. Las ecuaciones de la visibilidad y
del campo (Ec.5.19 y Ec.5.12) se pueden reescribir de la siguiente
manera,

A(r,a) =2(fp1 —ra)(n —1) tand, (5.20)

sinc (20u0 (1 + ;ﬁ))

donde r = 1/ f11 (siendo el rango de r entre oy 1) y &« =5 — f11.
El parametro r representa cada una de las posibles posiciones

V(r,a) = , (5.21)
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del biprisma entre la fuente (r = 0) y la lente L1 (r = 1), mien-
tras que a varia con la distancia e entre las lentes, ya que se
considera siempre s = e — fio y por tanto &« = e — (fr1 + f12)-
Por simplicidad, variaremos esta distancia empezando por la
situacion en la cual ambas lentes (L1 y L2) estdn pegadas entre
si (« = —fr1 — f12), pasando la configuraciéon afocal (v = 0) y
acabando cuando las lentes se encuentran al doble de distancia
que en la configuracion afocal (x = f11 + f12).

Para optimizar conjuntamente la extensién lateral de franjas
del campo y la visibilidad, es necesario encontrar una funcién de
mérito que combine, de alguna manera, ambas funciones. Dado
que el mejor escenario es encontrar el valor maximo posible para
ambos, FoV y visibilidad, la funcién de mérito elegida se basara
en el producto normalizado de ambas funciones. Por otro lado,
una de las caracteristicas mas interesantes del sistema SIM de
la Fig. 5.2 es su capacidad de generar diferentes frecuencias de
modulacién variando el parametro r. Asi pues, acumularemos
todos los valores del producto de funciones citado para todas
estas situaciones y definiremos la funcién de mérito a optimizar

como [42, 43]

D) = /01 Wdr. (5.22)

La disposicién 6ptima de las lentes se fijard, entonces, a partir de
la obtencién del valor &, que maximiza la funcién de mérito,
es decir

dd
€opt = Kmax +fL1 +fL2/dlx(0‘mux) =0. (523)

A modo de ejemplo de aplicacién del método propuesto, ob-
tendremos el disefio 6ptimo de un sistema SIM para un caso
particular, en el que las focales de las lentes L1 y L2 son res-
pectivamente f;; = 100 mm y f;o =250 mm, 1y = 0,0484 yum™!,
A =0488 ym y L = 254 mm. La Fig. 5.6 muestra una repre-
sentacion de la correspondiente funcién de mérito. En este caso
se obtuvo numéricamente un valor &,y = 92,5 mm, que corres-
ponde a una distancia optima entre L1 y L2 de e, = 442,5 mm.
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Figura 5.6: (a) Producto normalizado sugerido para la optimizacién
de la visibilidad y el FoV en el sistema propuesto de ren-
dija incoherente SIM. (b) Medida del 4rea de cada uno de
los cortes de la funciéon anterior respecto el pardmetro r
(funciéon de mérito P(a)).






MICROSCOPIA POR
ILUMINACION ESTRUCTURADA
ESCANEADA

6.1 INTRODUCCION

A lo largo de este trabajo ha quedado patente que una de las
propiedades 6pticas mds importantes en un sistema de captura
6ptico es la resolucién lateral de la imagen final. Para conseguir
alcanzar el mejor resultado posible en términos de resolucién,
rompiendo la barrera impuesta por la difraccion de la luz, han ido
apareciendo diversas técnicas [22, 24, 44-56]. Podemos diferenciar
estas técnicas separdndolas entre las que necesitan de un escaneo
lateral de la muestra y las que no lo necesitan. Las técnicas que
necesitan un escaneo de la muestra adquieren la capacidad de
conjugar un tnico punto de la muestra con el sensor mediante la
acciéon de un estenope que bloquea la luz de planos fuera de foco,
facilitando la capacidad de seccionado 6ptico asi como el aumen-
to en resolucién lateral por ser capaces de reducir la PSF del
sistema. La microscopia por agotamiento de emisiéon estimulada
(Stimulated Emision Depletion, STED) [44] se encuentra entre las
técnicas derivadas de la microscopia confocal [20, 56-59]. En el
otro grupo se encuentran técnicas que utilizan una iluminacién
extensa de la muestra. Entre ellas estd la ampliamente abordada
en este trabajo SIM [22, 24, 45-52], la microscopia de localizacion
fotoactivada (Photo-activated Localization Microscopy, PALM)
[53, 54] o la microscopia por reconstruccion 6ptica estocastica
(Stochastic Optical Reconstruction Microscopy, STORM) [55]. Es-
tas técnicas que necesitan de un post procesado pueden verse
afectadas por errores en la reconstruccién.

A continuacién vamos a presentar una técnica de microscopia
tan innovadora que hoy dia estd bajo trdmites de patente [60]. La
técnica puede ser considerada como una técnica hibrida entre
SIM y microscopia confocal. El microscopio construido para rea-
lizar esta técnica utiliza un patrén de iluminacién estructurada
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para iluminar la muestra y, al mismo tiempo, requiere de un
estenope para la deteccion de la luz, tras el escaneo lateral de
la muestra. Este microscopio es capaz de conseguir resoluciones
que duplican la resolucién de un microscopio convencional, y al
mismo tiempo tiene la capacidad de aportar seccionado 6ptico
de la muestra. Ya vimos que con la técnica SIM somos capaces
de obtener resoluciones que duplican la resolucién de un micros-
copio convencional o multiplican por 1.5 la resolucién y aportan
seccionado optico. Esta técnica es capaz de proporcionarnos estas
dos mejoras simultaneamente lo que la convierte en una de las
técnicas mds potentes que existen. Veamos con detalle el analisis
tedrico de esta técnica asi como sus validaciones simuladas y
experimentales.

6.2 ANALISIS TEORICO

Consideremos un microscopio en el cual tenemos una muestra
tridimensional formada por una distribucién de fluoroforos O(r)
iluminada por un patrén de intensidad S(r). La distribucion de
intensidades 3D en el espacio imagen del sistema 6ptico tiene la
siguiente forma, de acuerdo con la Ec. 3.7

I(r) = [O(r)S(r)] ®3 hjnc(x), (6.1)

donde por sencillez hemos considerado el aumento M =1, r =
(x,y,z) representa las coordenadas espaciales y hj,.(r) representa
la respuesta impulsional tridimensional del sistema.

Es inmediato observar que cuando la iluminacién (S(r)) es una
funcién arménica, por ejemplo un patrén interferencial cosenoi-
dal, la expresion de la Ec. 6.1 no es méas que la ecuacién inicial
que utilizamos para describir la técnica SIM. Con el mero hecho
de realizar la transformada de Fourier de la Ec. 6.1 obtenemos la
distribucién de intensidades en el dominio de Fourier contenida
en la imagen, la cual viene dada por

I(p) = [O(p) ®3 5(p)|H(p), (6.2)

donde p = (u,w) representa las coordenadas frecuenciales y
H(p) es la OTF 3D del microscopio. En el caso de la técnica SIM



el término que se encuentra dentro de los corchetes representa
el conjunto de réplicas del espectro del objeto, el cual estd re-
cortado por el soporte compacto de la OTF del sistema 6ptico.
Aunque este conjunto de réplicas esta entremezclado, la técnica
SIM utiliza los desplazamientos de fase para generar un sistema
de ecuaciones con las imdgenes capturadas y poder separar la
informacién de las distintas componentes espectrales. Para es-
te fin, la técnica SIM necesita la captura, al menos, del mismo
numero de imdgenes que el nimero de 6rdenes de frecuencias
espaciales, cada una de ellas con un desplazamiento del patrén
apropiado. Ademads, el patrén de iluminacién ha de ser rotado
al menos 3 veces para conseguir un aumento en la resoluciéon
final practicamente isétropo. De esta forma, el proceso de captura
completo se traduce en la captura de 9 imagenes en el caso en
que estemos usando dos ondas planas de iluminacién, y este
nimero aumenta a 15 imagenes en el caso de iluminar con 3
ondas. A continuacién, se procesan las imdgenes y recombinan
de la manera adecuada, es decir, haciendo uso de un algoritmo
computacional que, entre otros computos, necesita procesar de-
convoluciones para recuperar las componentes de alta resolucion
para reducir las imperfecciones en la reconstruccion final, tal y
como se presentd en el capitulo anterior.

Con el fin de aligerar la tasa de imagenes necesarias y la re-
duccion tanto del tiempo de computo como del esfuerzo compu-
tacional, proponemos una nueva técnica de microscopia 3D inno-
vadora. Esta propuesta es en esencia diferente a la técnica SIM
pero basada en el mismo principio de iluminacion estructurada.
Hemos llamado a esta técnica microscopia por iluminacién estruc-
turada escaneada (SISM del inglés Structured Ilumination Scanning
Microscopy). La principal diferencia radica en el hecho de que
en este nuevo caso la iluminacién permanece fija sin necesidad
de realizar ningtn desplazamiento del patréon de iluminacién.
La muestra se escanea, es decir, se desplaza sucesivamente de
modo controlado, y solo la luz que pasa por un estenope situado,
tipicamente, en el centro de la imagen en el plano del sensor,
es capturada. Asi pues, para cada una de las posiciones del ob-
jeto escaneadas (rs), la intensidad de una pequefia porcién de
la imagen es medida al igual que se ejecuta en un microscopio
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confocal. Asi pues, para un desplazamiento dado del objeto (r;),
la intensidad registrada en el sensor seria

Isism(rs) = / / K :O{[O(r+ 15)S(r)] @3 hine (r) }6(x)d%r, (6.3)

En esta ecuacién J(r) es la funcion delta de Dirac que tiene en
cuenta el efecto del estenope. Se puede escribir la operaciéon de
convolucién en su forma integral para llegar a

Isrsni(ts) = / / L :X’ O(rs — ) S (—a)hyne (1), (6.4)

siendo « las coordenadas tridimensionales de la convolucién. En
el caso en el que el patrén de iluminacién sea simétrico respecto
del origen de coordenadas, podemos reescribir la Ec. 6.4 como
una nueva convolucion,

Isism(rs) = O(rs) @3 [S(¥s)hine(1s)] - (6.5)

A partir de esta tltima Ec. 6.5, se muestra que tras el escaneo
tanto transversal como axial, el proceso es lineal e invariante a
desplazamientos. En otras palabras, la imagen 3D es el resultado
de la convolucioén entre el objeto 3D y la nueva PSF 3D. Dicha
PSF no es més que el producto entre el patrén de iluminacién y
la PSF del sistema. Este efecto se puede comprender mejor en el
dominio de Fourier,

TSISM(PS) = O(PS)[g(PS) ®3 H(ps)], (6.6)

siendo ps = (us, ws) las coordenadas espacio-frecuenciales de la
imagen producida por un escaneo 3D de la muestra. Los términos
que aparecen en el interior de los corchetes representan la nueva
OTF (Hsrsm), la cual es el resultado de la convoluciéon entre la
antigua OTF y el espectro frecuencial del patrén de iluminacién.

Consideremos ahora un patrén de iluminacién generado por
la interferencia de 4 ondas planas que viajan respetando una
simetria, 2 a 2, en términos de dangulos respecto del eje 6ptico.
En términos matematicos, supondremos una generalizacién de
la iluminacién propuesta en 3.5 tal que ahora tenemos

s(x,z) 2 cos (mAx) + cos (TTAy) . (6.7)
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Una vez interactua con los fluoroforos de la muestra, este patrén
de iluminacién se puede expresar de la siguiente manera,

S(X,Z) — |ei71Ax + e—inAx + einAy + e—inAy|2' (6.8)
Desarrollando esta expresion, obtenemos

S(X,Z) =4 +ei27‘[Ax + e—z’27TAx + eiZnAy _|_e—1'27TAy_|_
4 o TAGY) 4 iTA(—Y) | GITA(Y=Y) | —imA(xty) |
(6.9)

Teniendo en cuenta este tipo de iluminacién en la Ec. 6.6, pode-
mos expresar

Isism(ps) = O(ps)Hsism(ps) (6.10)
donde

Hsism(ps) = 4H(ps)+

+H(us_A,Us,wS)+H(us+A,vs,wS)+
+H(us,vs_A,wS)+H(us,vs+A,ws)+
A A A A
+H(us—§,vs—i,ws)+H(us+§,vs—§,ws)+
A A A A
+H(us_E/Us“‘E/ws)+H(us+Ervs+E/ws)~
(6.11)

Como puede verse esto significa que la técnica SISM genera
una OTF 3D que esta compuesta por la superposicién de varias
OTF convencionales, las cuales estdn desplazadas del origen a
posiciones dadas por los 6rdenes de difracciéon de la ilumina-
cién. En particular, si la frecuencia de modulacion del patrén de
iluminacién (A) coincide con la frecuencia de corte del sistema
6ptico, entonces la OTF resultante dobla la resolucién en ambas
direcciones x e y simultdneamente, ademds de incrementar la
resolucion en la direccion diagonal en 1.5 veces. A estas alturas
la potenciabilidad de esta nueva técnica ya quedaria patente,
pero esta técnica proporciona otras propiedades 6pticas como
el seccionado 6ptico. Como se puede ver en la Fig. 6.1, la OTF
3D resultante es capaz de rellenar el cono de perdidas en el
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dominio de Fourier, lo cual indica que este nuevo microscopio
tiene la capacidad de generar seccionado 6ptico similar al que
se obtendria con un microscopio confocal. Este resultado no solo
aporta el maximo aumento en resolucién capaz de generar un sis-
tema SIM, sino que ademds posee la capacidad de proporcionar
seccionado 6ptico simultdneamente. N6tese que en un SIM por
interferencia de dos ondas no es posible duplicar la resolucién de
la reconstruccién y obtener seccionado 6ptico simultdneamente.

(b)

Figura 6.1: Representacién gréfica tridimensional de la OTF-3D en un
sistema convencional (a) y en el sistema SISM propuesto
(b). La OTF-3D convencional presenta el tipico cono de
pérdidas de las frecuencias axiales prohibiendo el seccio-
nado 6ptico de la muestra. Las réplicas en la OTF-3D del
sistema SEISM llenan el cono de pérdidas garantizando el
seccionado 6ptico de la muestra en este caso.

Hay que tener en cuenta que en este caso no es necesario un
procesado adicional tras la captura para lograr un incremento en
resolucién transversal, con su tiempo de cémputo respectivo. Es
de destacar que este sistema se diferencia sustancialmente de un
sistema SIM multifocal [57], en el cual se usa un array de puntos
focalizados para obtener una reduccién sustancial en el tiempo
de adquisicién.

Para validar esta técnica innovadora primero se relizardn una
serie de simulaciones que muestren las mejoras y posteriormente
se validard experimentalmente.
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6.3 SIMULACION

Para la simulacién en primera instancia, se generé computacio-
nalmente una muestra bidimensional uniforme, infinitesimal en
la direccién axial, y energéticamente homogénea (O(r) = 6(z)).
Dicha muestra se iluminé con un patrén interferencial como el
que aparece en 6.9 y se simul6 la formacién de imagenes. Se
consideré una frecuencia para el patrén sobre la muestra del
98 % de la frecuencia de corte de la OTF del sistema de coleccién.
En la Fig. 6.2 se puede observar la distribuciéon de intensidades

N RN
@ "8 & » #
SR 2 B e e

Figura 6.2: (a) Imagen simulada de una muestra fluorescente unifor-
me de extensién axial infinitesimal, sometida al patrén de
iluminacién SISM propuesto. Né6tese que éste es invarian-
te con la posicién axial considerada. (b) Transformada de
Fourier de dicha imagen. La frecuencia del patrén de ilu-
minacién se ha ajustado al 98 % de la frecuencia de corte
de la OTE

en el espacio imagen del sistema 6ptico y su correspondiente
transformada de Fourier. Para facilitar la visualizacion de esta
ultima, se afiadié a la muestra un ruido blanco de bajo nivel
que proporciona un fondo casi uniforme dentro del soporte de
la OTE. A continuacién, se simuld el escaneo necesario de la
imagen midiendo la intensidad capturada por uno de los pixeles
correspondiente a un maximo de la iluminacién del patrén para
cada uno de los pasos, lo que da lugar a la intensidad escaneada

115



116

| MICROSCOPIA POR ILUMINACION ESTRUCTURADA ESCANEADA

(Istsm)- Todos los calculos fueron realizados usando el programa
Matlab®).

En primer lugar, con el fin de estudiar la PSF de este nuevo
sistema SISM se gener6 un objeto puntual, es decir, O(r) = (r).
Las simulaciones generadas y sus comparaciones con un sistema
de microscopia convencional se muestran en la Fig. 6.3. La PSF

PSF OTF Imagen
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Figura 6.3: Comparacién de la OTF en el plano ws = 0. Compara-
cioén de la PSF transversal (z; = 0) (primera columna), de
la OTF transversal (ws = 0) (columna central) y de la re-
construccién final de un test de resolucién USAF 1951®
(altima columna), entre un microscopio convencional (pri-
mera fila) y la propuesta SISM (segunda fila) con la misma
frecuencia 6ptica de corte original. De los circulos disconti-
nuos de igual radio se observa el doble ancho de banda en
SISM respecto la convencional.

del sistema SISM llega a ser hasta 2 veces més estrecha que en
un sistema convencional. Esta mejora, y en general cualquier con-
cepto dentro de este marco 6ptico, se puede entender mejor en el
dominio de Fourier, el cual corresponde, de hecho, con la OTF del
sistema. Como puede verse en la Fig. 6.3, la OTF posee el doble
de ancho de banda respecto a la simulacién convencional en dos
direcciones transversales perpendiculares entre ellas, a la vez que
se incrementa en un factor 1.5 en la diagonal. Adicionalmente, se
realizé una simulaciéon en SISM usando como objeto la imagen
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de un test USAF 1951®. En este resultado se aprecia una mejora
en resolucién de un grupo en ambas direcciones perpendiculares
comparado con la imagen convencional, lo cual corresponde con
una mejora en la resolucién espacial en un factor cercano a 2.

64 VALIDACION EXPERIMENTAL

6.4.1  Montaje experimental

Para la validaciéon experimental, se construy6 un sistema SISM
formado por un microscopio convencional de campo claro al que
se le injerté un brazo de iluminacién el cual nos proporcinaba
el patréon de iluminacién estructurada con las 4 ondas planas
descrito anteriormente. Un esquema del montaje se muestra en
la Fig. 6.4.

Cémarg/

Fuentes virtuales Lente de tubo

Biprismas de Fresnel \
-

Lente (Ll)

° \
'/ — .
Espejo dicroico
— —
(] /
n . Lente (L2) /‘
I L
! 1 " Objetivo de Muestra
microscopio / Patrén de
iluminacion
Desplazador

piezo-eléctrico

Figura 6.4: Esquema del dispositivo experimental.
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Aunque existen diversas formas de generar el patrén de franjas
deseado (por ejemplo un modulador espacial de luz o redes de
difraccion), usamos la combinacién de 2 biprismas de Fresnel con
diferente angulo de refringencia (1° y 1.5°) dispuestos de forma
que sus aristas estuvieran perpendiculares entre si. Este elemento
ha sido usado anteriormente para generar iluminacién estructu-
rada [61] y [21], tal y como indicamos en capitulos previos. Hay
que destacar que para nuestro fin, este elemento es especialmente
adecuado dado que practicamente toda la luz que lo atraviesa se
emplea en la iluminacién. Los biprismas se sittan entre la salida
de la fibra del laser (A=488 nm) y la lente colimadora de 100
mm de focal. Este montaje genera 4 fuentes puntuales coherentes
entre si tanto espacial como temporalmente, equidistantes todas
ellas respecto del eje 6ptico, es decir, localizadas en los vértices de
un cuadrado. Como ya se comentd, la distancia entre las distintas
réplicas de la fuente puntual depende del dngulo del biprisma y
de la distancia de estos biprismas con la salida de la fibra 6ptica.

Es importante la equidistancia de las fuentes virtuales respecto
del eje Optico. Para elegir una distancia éptima entre ambos
biprismas, las 4 fuentes virtuales debian estar situadas en los
vértices de un cuadrado y no de un rectdngulo, en cuyo caso
la frecuencia de modulacién del patrén sera distinta en ambas
direcciones ortogonales y, por tanto, la resolucion de la imagen
final también serd distinta dependiendo de la direccién. Una vez
fijada la distancia entre los biprismas, se podian desplazar estos
biprismas entre la salida del l4ser y la lente colimadora para elegir
la frecuencia de modulacién del patrén generado a voluntad. La
lente de iluminacién (L2) de 300 mm de focal genera una imagen
de las fuentes virtuales sobre la pupila de un objetivo conjugado
con el infinito, generando asi el patrén de iluminacién deseado
en el espacio objeto del objetivo. La luz emitida por la muestra
es entonces recogida por el mismo objetivo de microscopio y,
a traves de la lente de tubo de 300 mm de focal, se genera la
focalizacién de la luz, y consecuentemente la imagen, en el sensor
de la camara. Esta distancia focal de la lente de tubo se escogi6
de manera que la PSF ocupara suficientes pixeles en el sensor
como para poder ser muestreada apropiadamente. La muestra se
monto sobre un desplazador piezo-electrico (Piezosystem Jena®)),
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el cual permitia un rango de desplazamiento de 80 ym con una
precisiéon de o.1 ym. Para obtener el escaneo de la intensidad
capturada se us6 una interfaz en el programa Labview®). Esta
interfaz nos facilitaba la seleccién de unos pocos pixeles del
sensor e integraba su intensidad para cada uno de los pasos del
escaneo [58], actuando a modo de pinhole virtual.

6.4.2 Resultados

En una primera etapa de validacién, se construy6é un experi-
mento como prueba de concepto para validar la mejora en la
resolucién producida por el sistema propuesto. Se us6 un test de
resoluciéon USAF 1951®) fluorescente como objeto, y un objetivo
de microscopio de baja apertura numérica (M = 10x, NA=o0.1).
La distribucién de intensidades resultante de la interaccion entre
la muestra y el patrén de iluminacién se puede observar con el
mero hecho de capturar el campo del espacio objeto del objeti-
vo de microscopio mediante una captura de campo claro (Fig.
6.5(a)), es decir sin necesidad de escanear la muestra. Este modo

Figura 6.5: (a) Distribucién de intensidades en el plano de la cdmara
como resultado de la interaccién entre la muestra y el
patrén de iluminacién. (b) Transformada de Fourier.

de campo claro es especialmente ttil a la hora de seleccionar la
frecuencia de modulacién del patrén de iluminacion, ya que fijan-
donos en la transformada de Fourier somos capaces de aumentar
o disminuir la frecuencia de modulacién hasta el momento en
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el veamos los 6rdenes de difracciéon préximos a los extremos
del soporte compacto de la OTF del sistema (Fig. 6.5(b)). Como
predice la teorfa en Ec. 6.10 y Ec. 6.11, existen 9 componentes en
el dominio de Fourier del objeto con el patrén de iluminacién.
Con el fin de obtener una imagen SISM se selecioné un estenope
sintético de 2 x 2 pixeles y se llev6 a cabo un escaneo transver-
sal de los grupos de mayor frecuencia espacial del test con los
que demostraremos el aumento en resolucién. Se capturé una
segunda imagen tras la retirada de los biprismas de Fresnel, lo
que equivale a una captura con un sistema convencional. Tanto
la imagen convencional como la realizada con SISM se mues-
tran en la Fig. 6.6. En esta figura se puede apreciar el sustancial
aumento en resolucién adquirido con esta nueva técnica. En la
imagen procesada con SISM, la minima anchura de linea que se
resuelve, tomando el convenio de Rayleigh, es de 1.38 ym. Esto
supone que la imagen obtenida por el sistema SISM posee una
resolucién igual a la que se obtendria en un sistema convencional
que poseyera un objetivo de microscopio cuya apertura numérica
fuera de NA=0.18, valor muy préximo al NA=o0.2, limite predicho
por la teoria.

Con el fin de comprobar que la frecuencia del patrén de ilu-
minacién estructurada proyectado sobre la muestra afecta a la
resolucion final de la imagen, se llevaron a cabo una serie de
medidas utilizando distintas frecuencias de modulacién del pa-
tron. Esta variacion de la frecuencia espacial puede ser realizada
simplemente desplazando los biprismas axialmente entre la sa-
lida de la fibra y la lente colimadora. Se realiz6é una seleccién
representativa de frecuencias de modulacién del 20%, 60 % y
90 % de la frecuencia de corte del objetivo de microscopio. Las
imagenes SISM del test y sus respectivas transformadas de Fou-
rier se muestran en la Fig. 6.7. Como se puede ver en la figura,
la resolucion de las imdgenes mejora a medida que la frecuencia
espacial del patron de iluminacién incrementa.

Una vez validado el método para una apertura numérica relati-
vamente baja, nuestro objetivo ahora es mostrar la funcionalidad
de la técnica SISM haciendo uso de un objetivo de microscopio
de mayor apertura numérica. Dado que estamos limitados por el
menor paso que nuestro desplazador piezo-eléctrico nos puede
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Figura 6.6: (a) Distribucién de intensidades tras el escaneo de la mues-
tra en un microscopio convencional y (b) su respectiva
transformada de Fourier. (c) Distribucién de intensidades
tras el escaneo en el SISM y (d) su transformada de Fourier

proporcionar, usamos un objetivo de microscopio cuya apertura
numérica era de NA=0.6. Sin embargo, hay que tener presente
que no existen limites tedricos o précticos en términos de la
apertura numérica que puede ser usada. Medimos el tamafio
transversal del didmetro de la PSF usando una serie de nanoesfe-
ras fluorescentes de 100 nm de radio aproximadamente. Como
se puede apreciar en la Fig. 6.8, la técnica SISM proporciona una
PSF que transversalmente es menor en tamafio que su homoéloga
convencional. Se realiz6 la medida y se calcul6 el valor medio de
una serie de perfiles del didmetro de la nanoesfera, tal como se
puede ver en la Fig. 6.8.
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Figura 6.7: Imédgenes de un test de resolucién USAF 1951 ®fluorescente
y sus correspondientes transformadas de Fourier captu-
radas utilizando distintas frecuencias de modulacién del
patrén: con un 20 % de la frecuencia de corte de la OTF
(a-b), un 60 % (c-d) y un 9o % (e-f).

Convencional
— SISM

0.8

Intensidad normalizada

0 .
-1500 -1000 -500 0 500 1000 1500
(b) Coordenada transversal (nm)

Figura 6.8: Medida de la PSF mediante el escaneo de un objeto puntal
fluorescente menor que la PSF del sistema, en un sistema
convencional (a) y en el SISM (b). Un perfil de ambas PSFs
(derecha) muestra la diferencia de tamarios.

A partir de estos perfiles se midi6 la anchura a media altura
(FWHM) de un corte transversal de la PSE. La PSF convencio-
nal media 0.59 um, coincidiendo con el valor teérico para una
apertura numérica de NA=0.6, mientras que la anchura a media
altura en el SISM era de 0.31 ym. Esto se corresponde con una
apertura numérica efectiva de 1.1 lo que esta préximo a doblar
la resolucién del objetivo de microscopio. Tengamos en cuenta
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que sin un medio de inmersion para la muestra, no es posible
alcanzar valores de NA superiores a la unidad en microscopios
con sistemas convencionales.

En un tercer experimento se obtuvo la imagen de una solucién
de fibras de celulosa similar a la utilizada en el capitulo 4.4. Se
adquirieron imagenes con un campo en el espacio objeto del
objetivo de microscopio de 8 x 8 ym con el sistema convencional
y con el SISM, tal como aparecen en la Fig. 6.9.

Figura 6.9: Imagenes de muestras de celulosa y sus correspondientes
transformadas de Fourier para un microscopio convencio-
nal (a-b) y para el SISM (c-d).

En la distribucién de intensidades de la muestra, a simple vista
podemos reconocer un aumento en la resolucién, como podemos
ver en la comparacién de las subfiguras Fig. 6.9(a) y Fig. 6.9(c).
Para realizar una justificaciéon de este aumento de la resoluciéon
maés fundamentada se realizaron las transformadas de Fourier
de ambas imdagenes y asi se pudo cuantificar este aumento. A
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partir del espectro frecuencial, no solo se puede apreciar la forma
teorica del SISM, sino que ademds se puede medir ese aumento
doble en el ancho de banda frecuencial entre ambas imégenes.
Una medida del valor de la fecuencia de corte del sistema SISM
proporcioné un valor de 3,3 um~!. Esta frecuencia de corte es
equivalente a poseer un objetivo de microscopio cuya NA=1.1.
De nuevo, este valor estd muy proximo al limite tedrico de 1.2.
Como ultimo experimento para dicha validacién experimental
del método se evalué empiricamente la capacidad de seccionado
6ptico del sistema. Para este proposito, se llevo a cabo un escaneo
axial de una muestra fluorescente delgada en la direccién z, usan-
do para ello el mismo objetivo de microscopio (NA=0.6) tanto
con iluminacién estructurada como uniforme. En la Fig. 6.10
se pueden observar las distribuciones de intensidad escaneadas.
Debido a la ausencia de seccionado 6ptico, la ldmina uniforme
produce una intensidad integrada préacticamente uniforme en
el caso convencional. Por el contrario, el escaneo SISM muestra
claramente su capacidad de seccionado 6ptico dado que la luz
fuera de foco ha sido completamente eliminada. La anchura a
media altura de la intensidad integrada para este caso es de unas
2 um. Este valor estd proximo al que se obtiene con un micros-
copio confocal con la misma apertura numérica cuya resolucién

axial es de 1.7 ym aproximadamente.
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Figura 6.10: Comparacién de la medida en intensidad del escaneado
axial en una muestra delgada en la direccién axial en un
microscopio convencional (a) y en el SISM (b). La grafica
de la derecha representa la intensidad integrada de ambas

medidas.



CONCLUSIONES

A lo largo del trabajo hemos obtenido resultados que facilitan y
mejoran los procesos de captura y reconstrucciéon de imégenes mi-
croscopicas 3D en diferentes dmbitos. Al inicio del estudio hemos
presentado cudles son las propiedades 6pticas mas importantes
en los sistemas de microscopia 6ptica, como son la resolucion, la
capacidad de seccionado 6ptico y la velocidad tanto de captura
como de reconstruccién de la informacién tridimensional. Un
detallado estudio del proceso que conlleva la captura de la infor-
macién 3D en los sistemas SIM ha desembocado en la propuesta
de una técnica innovadora para la determinacién del desplaza-
miento automatica del patrén de iluminacién, con sus respectivas
demostraciones tedrica, simulada y experimental. A continuacion,
hemos incorporado el efecto del tamafio finito de los elementos
Opticos que conforman un sistema SIM, realizando un analisis
de dos de las propiedades del patrén de iluminacién generado:
la extensién del campo iitil de iluminacién y su visibilidad. Este
estudio ha permitido disefiar la disposicién de los elementos
6ticos del sistema SIM para optimizar ambas caracteristicas de
modo conjunto. Por dltimo, el estudio de diversas técnicas de
microscopia nos ha llevado a la invencién de un nuevo tipo de
microscopio capaz de alcanzar resoluciones laterales por encima
del limite impuesto por la difracciéon y simultdneamente con
la capacidad de obtener seccionado 6ptico de la muestra. Estas
caracteristicas se logran por la correcta combinacién entre una
iluminacién estructurada de la muestra seguida de un escaneo
estructurado de la misma. En el caso en el que la frecuencia
de modulacién espacial del patréon de iluminacién esté proxi-
ma a la frecuencia de corte de la OTF del sistema, esta técnica
es capaz de obtener el doble de resolucién lateral que un siste-
ma convencional. Ademas, la técnica es estable y no requiere
la necesidad de un post procesado de la informacién ni de un

125



126 | CONCLUSIONES

desplazamiento del patrén de iluminacién sobre la muestra para
conseguir imagenes con superresolucion, a diferencia de lo que
ocurre en la técnica SIM. Con ello se limitan fuertemente los
requerimientos computacionales, tanto de velocidad de cdlculo
como de disponibilidad de memoria. Adicionalmente, el patrén
de iluminacién es extenso lateralmente al contrario de lo que
ocurre en un microscopio confocal, asi evitamos el photobleaching
de la muestra que puede ocurrir en técnicas que requieren un
haz de iluminacién focalizado. La validacion de la técnica se ha
realizado tanto teéricamente como mediante simulaciones, asi
como a través de resultados experimentales.
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