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@Resumen:

Microscopio, método y programa de ordenador para
la obtencién de imagenes cuantitativas de fase por
medio de microscopia hologréafica digital, y kit para
adaptar un microscopio éptico.

El microscopio comprende:

- una fuente de luz coherente (1) y un divisor de haz
(3) para generar un haz objeto (Lo), para iluminar una
muestra, y un haz de referencia (Lr);

- un sistema Optico con un camino 6ptico principal que
constituye un sistema afocal y telecéntrico, y un
camino 6ptico de referencia; y

- unos medios de registro (12) que registran un
holograma de dicha muestra en el plano imagen del
sistema optico.

El método comprende registrar un holograma en el
plano imagen de un sistema éptico afocal y
telecéntrico.

El programa de ordenador estd adaptado para
implementar parte de las etapas del método.

El kit comprende unos medios para variar el &ngulo
de inclinacién de un haz de referencia.

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
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DESCRIPCION

Microscopio, método y programa de ordenador para la obtencién de imagenes

cuantitativas de fase por medio de microscopia hologréfica digital, y kit para adaptar

un microscopio optico

Sector de la técnica

La presente invencidén concierne en general, en un primer aspecto, a un microscopio para la
obtenciéon de imagenes cuantitativas de fase por medio de microscopia holografica digital,
que incluye un sistema 6ptico afocal y telecéntrico, y mas particularmente a un microscopio
con unos medios de registro que registran un holograma en el plano imagen del sistema

optico.

Un segundo aspecto de la invencidén concierne a un método para la obtencién de imagenes
cuantitativas de fase por medio de microscopia holografica digital, que comprende registrar
un holograma en el plano imagen de un sistema éptico afocal y telecéntrico.

Un tercer aspecto de la invenciéon concierne a un programa de ordenador adaptado para
implementar parte de las etapas del método del segundo aspecto.

Un cuarto aspecto de la invencién concierne a un kit para adaptar un microscopio 6ptico
para la obtencién de imagenes cuantitativas de fase por medio de microscopia hologréafica
digital, que comprende, entre otros elementos, unos medios para controlar y variar el 4ngulo

de inclinacion de un haz de referencia.

Estado de la técnica anterior

La caracteristica que hace Unica la MHD (Microscopia Hologréfica Digital) es su capacidad
de obtener imagenes cuantitativas de fase [3, 4, 6] de muestras transparentes con
dimensiones microscopicas sin la necesidad de marcarlas o tintarlas. Si bien existen otros
métodos de microscopia que permiten analizar objetos de fase, éstos sélo proporcionan
informacién cualitativa de la fase del espécimen [16]; métodos como los del Zernike y
Nomarsky pueden ser nombrados en esta categoria. La MHD permite la recuperacién de la
amplitud compleja difractada por un objeto por medio del uso de los principios de la
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holografia digital [17]. A partir del conocimiento de la amplitud compleja difractada por el
objeto, es posible calcular imagenes de amplitud o fase.

Los métodos convencionales de MHD [1-4, 6, 7, 9, 10, 18, 19] hacen uso de registro fuera
de plano imagen y/o no utilizan sistemas afocales-telécentricos para el registro de los
hologramas. El registro fuera de plano imagen es una caracteristica heredada desde el inicio
del desarrollo moderno y mas extendido de la MHD [4] y que se ha conservado hasta
nuestros dias [5, 20]. Dicha condicién introduce en la MHD varias caracteristicas
indeseadas:

. No es posible obtener informacion del espécimen en tiempo real. Se requiere la
aplicacion de algoritmos de propagacién numérica para recuperar la informacion del
experimento, el usuario del MHD observa en la pantalla del microscopio un
holograma en lugar de la imagen del espécimen.

. No se aprovecha el disefio optimizado de los objetivos de microscopio para operar en
sus planos objeto-imagen conjugados, introduciendo aberraciones Opticas en los
hologramas registrados.

. Las dos caracteristicas anteriores sumadas hace que los sistemas de MHD
disponibles en la actualidad no puedan proporcionar imagenes cuya resolucion esta
limitada sélo por la difraccion (como sucede con las imagenes proporcionadas por un
microscopio éptico convencional) sino que proporciona imagenes cuya resolucion es

sensiblemente peor.

Al igual que el registro fuera de plano imagen, el uso de esquemas no afocales-telécentricos
para el registro de los hologramas en los sistemas de MHD, fue propuesto desde su inicio [3,
4] y se mantiene hasta nuestros dias [5, 21]. En la literatura se han propuesto algunas
alternativas para realizar el registro de los hologramas de MHD [7, 8, 22]. La arquitectura no
afocal-telecéntrica que se emplea comunmente en MHD hace que el sistema presente las
siguientes dificultades:

. Las imagenes reconstruidas de fase de MHD presentan aberracién de curvatura de
fase [3], lo que impone el empleo de complejos métodos numéricos para su
eliminacion a posteriori [1, 9-11, 18, 21].
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. Adicionalmente a la complejidad de los métodos numéricos para la compensacion de
la curvatura de fase, se ha demostrado que dichas aproximaciones numéricas
mantienen una curvatura remanente que perturba las medidas cuantitativas de fase
[23].

. Sin importar el espesor de la muestra en estudio, las imagenes de fase sufren

envolvimiento de fase heredado de la curvatura del sistema de registro [1, 3-5, 21].

. Los 6rdenes difractados que portan la informacién de la muestra en estudio se
esparcen en el dominio espectral lo que dificulta el correcto filtrado de imagenes
gemelas y orden cero [18].

. La compensacidén automatica del haz de referencia en configuraciones fuera de eje

se dificulta debido al esparcimiento de los érdenes difractados del holograma.

. El esparcimiento de los 6rdenes difractados limita el espacio ancho de banda
disponible, lo que reduce la resolucién espacial limite alcanzable por el MHD, la cual
serd en cualquiera caso inferior a la alcanzable por el microscopio éptico operando

con el mismo sistema de lentes objetivos.

La solucién de las caracteristicas negativas arriba indicadas ha derivado en la propuesta de
sistemas de MHD que hacen exclusivamente la tarea de cuantificacion de fase a-posteriori a
un costo computacional y econémico elevado. El alto costo computacional de la metodologia
limita su aplicacion en tareas que demanden informacién cuantificada de fase en tiempo real
y su elevado costo econdmico ha hecho de la técnica una herramienta exclusiva de muy

pocos centros de desarrollo e investigacion.

En general, los sistemas previos de cuantificacion de fase por medio de MHD se han
realizado por medio del desarrollo de microscopios independientes, con registro fuera del
plano imagen y, en general, sin el uso de sistemas afocales-telecéntricos. Por esta razén las
metodologias previas de cuantificacién de fase por MHD requieren i) propagacién del campo
complejo recuperado a partir del holograma, y ii) compensaciéon numérica de la curvatura de
fase introducida por el uso de sistemas de registro no afocales-telecéntricos. Estas
condiciones imponen las arriba indicadas caracteristicas poco atractivas para los actuales
sistemas de MHD.
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No obstante, existen articulos en los que se propuso el uso, en MHD, de sistemas afocal-
telecéntricos [8] y se estudié el efecto que la curvatura de fase residual de los procesos de

compensacidén numérica tiene en las imagenes cuantitativas de fase [23].

En el MHD con sistema afocal-telecéntrico descrito en [8], como en todos los MHDs
conocidos, registran el holograma en un plano mas lejano al plano imagen, que es donde
recomienda el estado de la técnica, como por ejemplo se hace en [3,20], donde se establece
que el estado de la técnica aconseja registrar el holograma en un plano mucho mas lejano al
plano imagen o foco del microscopio para holografia off-axis, para evitar problemas tales
como: la mala utilizacién del rango dinamico de las camaras digitales al registrar detalles
brillantes de los objetos o el ensanchamiento de las altas frecuencias espaciales [20].

Todo ello hace que, en los microscopios holograficos conocidos en el estado de la técnica,
se obtenga un holograma que no tiene parecido alguno con el espécimen en estudio, por lo
que no se puede enfocar la muestra cuando se toma la imagen, es decir no se puede
enfocar en tiempo real, no siendo posible obtener informacion del espécimen en tiempo real,
resultando necesario un post-procesado [39] y propagacion numérica para recuperar la

informacién del experimento.

En resumen, existen microscopios épticos convencionales que pueden enfocar la muestra y
obtener imagenes 2D y por otro lado los microscopios holograficos que no pueden enfocar la
muestra en tiempo real y registran hologramas, a partir de los cuales se puede recuperar la
informacién 3D de la muestra mediante métodos a-posteriori. El usuario de los MHD
actuales no tiene la posibilidad de enfocar la muestra en tiempo real, puesto que el usuario
observa en la pantalla del microscopio un holograma en lugar de la imagen real del
espécimen. El enfoque se realiza de forma digital con el procesado diferido del holograma
registrado.

En las referencias [24-28] se describen diferentes propuestas de MHDs convencionales,
producidos y comercializados, y en [29-37] se presentan documentos de patente que
describen diferentes MHDs del estado de la técnica.

Por otra parte, en [19] y en [38] se describe la implementacién de un médulo o kit de MHD a
un microscopio comercial Zeiss® axioplan 2. Dicho médulo opera bajo los principios
expuestos por los mismos autores en [6], los cuales hacen del microscopio de MHD
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obtenido mediante la implementaciéon de dicho médulo un sistema que no logra grandes
resultados en términos de la resoluciéon espacial ya que no puede alcanzar el limite de
difraccion dictado por el microscopio huésped. Asimismo, debido al nimero de operaciones
requeridas para recuperar la informacién del espécimen, la reconstrucciéon no puede ser
implementada en tiempo real. Obviamente, siguiendo los consejos del estado de la técnica,
el registro del holograma se realiza en un plano diferente al plano imagen.

La resolucién lateral (la que se podria medir, por ejemplo, con un test USAF 1951) del
dispositivo de [38] es claramente mejorable, ya que no usa una configuracién telecéntrica (lo
que genera pérdidas en resolucién debido a que el holograma estd contaminado por el
factor de fase residual), registra el holograma en un plano lejano respecto al plano imagen, y

no utiliza unos ajustes éptimos.
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Explicacion de la invencién

Aparece necesario ofrecer una alternativa al estado de la técnica que cubra las deficiencias
halladas en el mismo, mediante la proporcion de un MHD y método de operacién que
ofrezca unos resultados y prestaciones superiores a los conocidos en el estado de la
técnica, permitiendo realizar un enfoque en tiempo real, alcanzar la resolucién espacial
dictada por la éptica del sistema de registros del holograma y hacer uso optimizado del
espacio ancho de banda.

Con tal fin, la presente invenciéon concierne, en un primer aspecto, a un microscopio para la
obtenciéon de imagenes cuantitativas de fase por medio de microscopia holografica digital,

que comprende, de manera en si conocida:

- una fuente de luz coherente y un divisor de haz de luz coherente dispuesto a la
salida de la misma para generar un haz objeto, con el que iluminar una muestra, y un haz de

referencia;

- unos medios de registro (tal como una camara CCD) que registran un holograma de
dicha muestra a partir de un patrén de interferencia de dicho haz de referencia y de un haz
generado en dicha muestra por la transmisiéon o reflexion de dicho haz objeto sobre la

misma; y

- un sistema éptico que incluye elementos épticos dispuestos distanciados entre si

formando:

- un camino éptico principal entre un punto de entrada de dicho haz objeto y
dichos medios de registro, que incluye unos elementos Opticos que
constituyen un sistema afocal y telecéntrico; y
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- un camino 6ptico de referencia dispuesto entre un punto de entrada de dicho
haz de referencia y dichos medios de registro, y que comparte parte de los
elementos épticos con dicho camino éptico principal.

A diferencia de los microscopios holograficos digitales conocidos, en el propuesto por el
primer aspecto de la invencion, de manera caracteristica, los medios de registro del mismo
registran dicho holograma en el plano imagen del sistema 6ptico, permitiendo asi realizar el
comentado enfoque en tiempo real que los MHDs del estado de la técnica no permiten

realizar.

El microscopio propuesto por el primer aspecto de la presente invencién hace un uso
optimizado del espacio ancho de banda para obtener imagenes limitadas solamente por la
difraccién.

Segun un ejemplo de realizacién, dicho sistema éptico comprende, en dicho camino 6ptico
principal, un objetivo que recoge dicho haz generado en dicha muestra y una lente de tubo,
formando dicho holograma en el plano focal imagen de dicha lente de tubo.

Ventajosamente, el sistema éptico comprende también, en dicho camino 6ptico principal, los
siguientes elementos épticos, dispuestos en orden desde dicho punto de entrada del haz
objeto hasta los medios de registro: un primer divisor de haz que permite el paso del haz
objeto a su través, una lente condensadora, un elemento porta-muestras, dicho objetivo, un
espejo, dicha lente de tubo, un segundo divisor de haz que refleja el haz objeto, una lente,
un espejo abatible o ldmina separadora y una lente formadora de imagen.

El sistema éptico del microscopio hologréfico digital propuesto por el primer aspecto de la
invencién comprende también, en dicho camino éptico de referencia, segun un ejemplo de
realizacién, los siguientes elementos Opticos, dispuestos en orden desde dicho punto de
entrada del haz de referenciay los medios de registro: una lente colimadora de inclinacion
variable que permite variar el angulo que forma el haz de referencia con el eje éptico del
microscopio, dicho segundo divisor de haz que permite el paso del haz de referencia a su
través, dicha lente, dicho espejo abatible o lamina separadora y dicha lente formadora de

imagen.

10
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En general, el microscopio también comprende, dispuesto entre una de las salidas del
divisor de haz de luz coherente y dicho punto de entrada del haz de referencia, un variador
de intensidad y camino o6ptico.

Si bien, para algunos ejemplos de realizacién, el microscopio propuesto por el primer
aspecto de la invencién es Unicamente un MHD, para otro ejemplo de realizaciéon, mas
preferido, el microscopio también es un microscopio Optico, es decir que esta previsto
también para la obtencion de imagenes por medio de microscopia éptica, para lo cual

comprende:

- una fuente de luz blanca dispuesta para iluminar dicha muestra;

- una disposicién de elementos épticos que incluyen a los elementos 6pticos de dicho
camino éptico principal de dicho sistema éptico dispuestos entre dicha fuente de luz blanca y
los medios de registro; y

- dichos medios de registro que registran también una imagen éptica de dicha

muestra en el plano imagen del sistema éptico.

Se constituye asi un microscopio hibrido: MHD y éptico, pudiendo trabajar, de manera
alternativa, en cualquiera de los dos modos de operacién: MHD u éptico convencional,
gracias a unos medios de seleccion incluidos en el microscopio para seleccionar trabajar en

uno u otro modo.

Segun un ejemplo de realizacion, el microscopio comprende ademas una lente dispuesta a
la salida de dicha fuente de luz blanca, un ocular dispuesto para recibir el haz de luz blanca
reflejado por dicho espejo abatible o lamina separadora y permitir la visién directa de la

imagen éptica de la muestra y un mecanismo de enfoque.

De acuerdo con un ejemplo de realizacion, el microscopio del primer aspecto de la invencidn
comprende unos medios de control que controlan la operacion de los elementos del
microscopio y que incluyen unos medios de procesamiento en conexiéon con los medios de
registro que reciben el holograma registrado, en formato digital, y lo procesan para calcular

la fase cuantitativa de la muestra.
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Un segundo aspecto de la presente invencién concierne a un meétodo para la obtenciéon de
imagenes cuantitativas de fase por medio de microscopia holografica digital, que

comprende, de manera en si conocida:

- generar un haz de luz coherente y dividirlo en un haz objeto y un haz de referencia;

- emitir dicho haz objeto sobre una muestra para generar en la misma un
correspondiente haz por la transmisién o reflexion de dicho haz objeto sobre dicha muestra,
pasando dicho haz objeto por parte de un camino 6ptico principal de un sistema éptico y
dicho haz generado por el resto de dicho camino principal, donde dicho camino principal
comprende unos elementos Opticos que constituyen un sistema afocal y telecéntrico
formado por al menos un objetivo, para recoger dicho haz generado en dicha muestra, y una
lente de tubo; y

- registrar un holograma de dicha muestra a partir de un patrdén de interferencia de
dicho haz de referencia y de dicho haz generado en la muestra.

A diferencia de los métodos conocidos, el propuesto por el segundo aspecto de la invencién
comprende, de manera caracteristica, registrar dicho holograma en el plano imagen de
dicho sistema éptico, al final de dicho camino principal.

El método propuesto por el segundo aspecto de la invencién hace un uso optimizado del
espacio ancho de banda para obtener imagenes limitadas Unicamente por la difraccidén y con
minima perturbacion de las imagenes cuantitativas de fase, segun se describira

seguidamente en unos ejemplos de realizacién del método.

Segun un ejemplo de realizacién del método propuesto por el segundo aspecto de la
invencién, el sistema o6ptico es el sistema 6ptico de un microscopio éptico, realizandose

dicho registro de dicho holograma en unos medios de registro del microscopio 6ptico.

Para un ejemplo de realizacion preferido, el método comprende ajustar/optimizar los
siguientes parametros del microscopio 6ptico para proporcionar un holograma digital cuya
imagen cuantitativa de fase tenga una resolucién lateral maxima y perturbacién minima, y
hacer un uso optimizado del espacio ancho de banda para obtener imagenes limitadas

Unicamente por la difraccién:
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NA: apertura numérica del objetivo del microscopio éptico;
M: aumento lateral de dicho sistema telecéntrico;

Ap: tamafio de los pixeles de dichos medios de registro; y

¢: angulo que forma el haz de referencia con el eje 6ptico del microscopio;

de manera que se cumplan las siguientes relaciones:

M < —ﬂ y Sil’fl (iMj < ¢
M _\/5(\/5+3)Ap J8r M)

donde 1 es la longitud de onda del haz de luz coherente.

La optimizacién de los parametros de captura permite al método obtener reconstrucciones
de muestras transparentes con la mejor calidad posible tanto en términos de la fase
cuantitativa como de la distribuciéon de intensidades. La insercién de un haz de referencia
coherente en el sistema éptico de un microscopio convencional en conjuncién con la
deteccion en el plano imagen del microscopio facilita la caracterizacion del sistema pudiendo
definir las condiciones que garanticen los siguientes puntos:

- Captura de un holograma limitado en difraccién: La resoluciéon viene dada por el
sistema éptico y el medio de registro, no por el mal uso de los mismos.

- Reconstruccién carente del posible ruido que introduce el orden cero de la difraccién
en los 6rdenes objeto.

- Maximizacion del espacio-ancho de banda aprovechable en el dominio de las

frecuencias espaciales.
- La resolucién no se ve alterada debido a factores de propagacién numérico.
Por perturbacion minima se hace referencia a los siguientes aspectos:

1. El uso del sistema telecéntrico en plano imagen elimina los efectos asociados con los
términos cuadraticos de fase, tal cual como se ha presentado en [8] y en [23].

2. El hecho de satisfacer las condiciones presentadas en las relaciones arriba indicadas,
elimina cualquier posible ruido fruto de la mezcla de los 6rdenes objeto y el orden cero de
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difraccion. Estos ruidos se manifiestan en un detrimento de la resolucién espacial alcanzable
con el microscopio holografico digital. Prueba de ello lo constituye el hecho de que en la
referencia [19] se alcanza una resolucién espacial que es del orden tres veces inferior a la
cual la presente invencién podria alcanzar con el uso de una configuraciéon similar a la

presentada por los autores de la referencia [19].

3. La misma condicidén que reduce la resolucion espacial del microscopio afecta a los valores

registrados en las imagenes cuantitativas de fase.

4. Al registrar en el plano imagen se minimizan las aberraciones 6pticas que pueden ser
introducidas por los objetivos de microscopio. El hecho de garantizar que el objeto esta
ubicado en el plano objeto del objetivo de microscopio y su imagen se genera en el plano
imagen del sistema formador de imagenes, hace uso del disefio 6ptico optimizado para

minimizar las aberraciones que podria introducir el sistema de registro de los hologramas.
5. El registro en plano imagen elimina la necesidad de aplicar algoritmos de propagacion
numérica para recuperar la informaciéon enfocada del objeto. Este hecho reduce la
introduccion de ruido numérico propio de estos métodos.
El método comprende, segun un ejemplo de realizacién, capturar y procesar dicho
holograma mediante la realizacion de las siguientes etapas de manera secuencial, en bucle
cerrado:

- registro del holograma digital;

- célculo de la transformada de Fourier rapida del holograma digital;

- filtrado en el dominio de Fourier del orden objeto e identificacidén automéatica del
angulo formado por el haz de referencia y su correspondiente compensacion, si se trabaja
fuera de eje, o corrimiento de fase, si se trabaja en eje;

- calculo de la transformada inversa de Fourier rapida del orden objeto; y

- calculo de la fase cuantitativa del espécimen o0 muestra.
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Las anteriores etapas a realizar en bucle cerrado estan implementadas, para un ejemplo de
realizacién, mediante un software adecuado a instalar en el sistema de control del propio
microscopio optico y/o en un sistema de control adicional, constituyendo tal software un
tercer aspecto de la invencién relativo a un programa de ordenador que incluye
instrucciones de cédigo que cuando se ejecutan en un ordenador implementan dichas

etapas.

Un cuarto aspecto de la invencién concierne a un kit para adaptar un microscopio 6ptico
convencional para la obtencion de imagenes cuantitativas de fase por medio de microscopia

holografica digital, que comprende, de manera en si conocida por [19]:

- una fuente de luz coherente y un divisor de haz de luz coherente conectado o a
conectar a la salida de la misma para generar, por una primera salida, un haz objeto, con el

que iluminar una muestra, y, por una segunda salida, un haz de referencia;

- unos primeros medios de guiado de luz coherente a conectar entre dicha primera
salida de dicho divisor de haz de luz coherente y un punto de entrada de un camino éptico
principaldel microscopio 6ptico que incluye unos elementos épticos que constituyen un
sistema afocal y telecéntrico y que discurre entre dicho punto de entrada y unos medios de
registro del microscopio éptico;

- unos segundos medios de guiado de luz coherente a conectar entre dicha segunda
salida de dicho divisor de haz de luz coherente y un punto de entrada de un camino éptico
de referencia que comparte parte de los elementos 6pticos con dicho camino éptico principal
y que finaliza en dichos medios de registro; y

- un elemento éptico a disponer en dicho camino 6ptico de referencia para conferirle
una inclinacién determinada al haz de referencia con respecto al eje éptico del microscopio

optico;

A diferencia de las propuestas conocidas, de manera caracteristica, el kit propuesto por el

cuarto aspecto de la invencién comprende ademas:

- unos medios de soporte para soportar a dicho elemento éptico con una inclinacion

variable,
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- unos medios de actuacién para variar la inclinacion del elemento 6ptico, actuando

sobre el mismo o sobre dichos medios de soporte, y

- un sistema de control en lazo cerrado para evaluar automaticamente en el espacio
de Fourier una serie de parametros del microscopio éptico que determinan el desempefio
del microscopio cuando se utiliza para la obtenciéon de imagenes cuantitativas de fase por
medio de microscopia hologréfica digital, es decir como MHD, determinar un valor éptimo de
angulo de inclinacién ¢ para el haz de referencia, a partir del resultado de dicha evaluacién,
y controlar a dichos medios de actuacion para que realicen dicha variacién de inclinacién de

acuerdo con dicho valor éptimo de dngulo de inclinacién ¢.

Para la correcta operacién del sistema de control en lazo cerrado, al montarse el kit en el
microscopio Optico, tal montaje incluira la debida conexién (via cable o de manera
inaldmbrica) a unas entradas del sistema de control del kit de las salidas de unos
correspondientes dispositivos sensores de tales parametros, asi como la conexién de una
correspondiente salida del sistema de control con los medios de actuacion para el control de
los mismos mediante el envio de unas correspondientes sefiales eléctricas por dicha salida

(via cable o de manera inalambrica).

El kit propuesto por el cuarto aspecto de la invencién, una vez montado en el microscopio
optico, constituye el microscopio propuesto por el primer aspecto de la invenciéon en su
modalidad hibrida, y opera implementando el método del segundo aspecto.

Alternativa o complementariamente al uso de los medios de registro del microscopio 6ptico
convencional, el kit estd pensado para usar, y por tanto incluye, para un ejemplo de
realizacidén, unos medios de registro propios a instalar en el microscopio y adaptados para el
registro de hologramas en el plano imagen.

Segun un ejemplo de realizacion, dichos medios de soporte y dichos medios de actuacion
comprenden una plataforma de rotacién motorizada configurada para variar la inclinacion del

elemento éptico por el giro de la misma.
De acuerdo con un ejemplo de realizacion:
- dichos primeros medios de guiado de luz coherente comprenden un tramo de fibra

Optica con un primer extremo a conectar a dicha primera salida del divisor de haz de luz
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coherente, y un conector de fibra éptica a conectar a un segundo extremo de dicho tramo de
fibra éptica y previsto para acoplarse a una primera abertura de entrada del microscopio
optico definida en dicho punto de entrada del camino 6ptico principal; y

- dichos segundos medios de guiado de luz coherente comprenden un conductor de
fibra optica, con un elemento variador de intensidad y camino éptico incorporado, teniendo
dicho conductor de fibra éptica un primer extremo a conectar a dicha segunda salida del
divisor de haz de luz coherente, y un conector de fibra optica a conectar a un segundo
extremo de dicho conductor de fibra Optica y previsto para acoplarse a una segunda
abertura de entrada del microscopio éptico definida en dicho punto de entrada del camino
optico de referencia o a un elemento intermedio acoplado a dicha segunda abertura, tal
como dicha plataforma de rotacién motorizada.

De acuerdo con un ejemplo de realizacién, el kit comprende ademas:

- un primer divisor de haz a disponer en el microscopio Optico, reemplazando un
primer espejo del mismo dispuesto entre una fuente de luz blanca y una lente condensadora
del microscopio éptico, de manera que dicho primer divisor de haz permita el paso del haz
objeto a su través y refleje el haz de luz blanca generado por dicha fuente de luz blanca, o
viceversa, para dirigir a ambos hacia la lente condensadora; y

- un segundo divisor de haz a disponer en el microscopio éptico, reemplazando un
segundo espejo del mismo dispuesto entre una lente de tubo y una lente del microscopio
optico, de manera que dicho segundo divisor de haz permita el paso del haz de referencia a
su través y refleje el haz proveniente de la lente de tubo, o viceversa, para dirigir a ambos
hacia dichos medios de registro del microscopio éptico.

Para un ejemplo de realizacién, dicho elemento 6ptico de inclinacién variable es una lente
colimadora de inclinacién variable a disponer entre el punto de entrada del haz de referencia
y dicho segundo divisor de haz.

De acuerdo con un ejemplo de realizacién preferido, el sistema de control en lazo cerrado
del kit incluye un algoritmo encargado de realizar dicha determinacién del valor 6ptimo de
angulo de inclinacién ¢, por si solo o en colaboracién con un sistema electrénico del
microscopio 6ptico, de manera que se cumpla la relacién del método arriba expuesta para

un ejemplo de realizacion preferido del mismo, en particular la relacién:
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) NA
sin”’ (L—J <¢
Vs M
siendo los citados pardmetros del microscopio 6ptico a evaluar en el espacio de Fourier: NA,

My Ap, cuyo significado ya se ha explicado anteriormente.

La presente invencion, en sus tres aspectos (microscopio, método y kit de adaptacién), al
operar con imagenes registradas en plano imagen por medio de un sistema afocal-
telecéntrico no adolece de las desventajas descritas anteriormente en el apartado de estado
de la técnica anterior, y por ende permite obtener imagenes cuantitativas de fase en tiempo
real. Adicionalmente, para el caso del microscopio hibrido, la minima modificacién requerida
del microscopio 6ptico para obtener imagenes cuantitativas de fase, permite al usuario de
manera simple y rapida pasar del modo de cuantificacion de fase al de operacién

convencional del microscopio 6ptico. Esta caracteristica es Unica de la presente invencién.

El kit o médulo adaptable a un microscopio éptico para obtener imagenes cuantitativas de
fase por medio de MHD propuesto por el cuarto aspecto de la presente invencién, se
diferencia técnicamente de sus predecesores, ademas de por la inclusiéon del sistema de

control en lazo cerrado y elementos asociados al mismo, en los siguientes aspectos:

+ La minima modificacion requerida del microscopio Optico para obtener imagenes
cuantitativas de fase permite al usuario de manera simple y rapida pasar del modo de
cuantificacién de fase al de operacién convencional del microscopio 6ptico.

* Puesto que registra los hologramas en el plano imagen de un sistema afocal-
telecéntrico no demanda el uso de robustos sistemas de autoenfoque, propagacion

numérica y compensacién de fase para obtener imagenes cuantitativas de fase.

+ Permite obtener informacién del espécimen en tiempo real. Puesto que no se
requiere propagacion numérica para recuperar la informacion del experimento, el
usuario puede observar en la pantalla del microscopio imagen cuantificada en fase
del espécimen.

* Aprovecha el disefio optimizado de los objetivos de microscopio por operar en sus
planos objeto-imagen conjugados, lo que reduce las aberraciones épticas en los

hologramas registrados.
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+ Puede operar al limite de la difraccion establecido para un microscopio 6ptico

convencional operando con los mismos objetivos.

» Las imagenes reconstruidas de fase de MHD no presentan aberracién de curvatura
de fase [3], lo que elimina el empleo de complejos métodos numéricos para su
eliminacion a posteriori [1, 9-11, 18, 21].

«  Por no requerir de métodos numéricos para la compensacién de la curvatura de fase,
no sufre de la perturbacién de las imagenes de fase debida a la curvatura remanente
[23].

+ Para muestras delgadas, las imagenes de fase no presentan envolvimiento de fase.
+ Los érdenes difractados que portan la informacién de la muestra en estudio son
puntos en el dominio espectral lo que facilita el correcto filtrados de imagenes

gemelas y orden cero [18].

+ La compensacién automatica del haz de referencia en configuraciones fuera de eje

se facilita debido a la forma puntual de los érdenes difractados del holograma.

+  Se hace uso optimizado del espacio ancho de banda disponible, lo que hace posible
lograr resolucion espacial comparable a la alcanzable por el microscopio 6ptico
operando con el mismo sistema de objetivos

El uso del microscopio, método y kit de la presente invencién aportaria las siguientes
ventajas comparativas con respecto a los demas métodos para realizar imagenes
cuantitativas de fase:

1- Reduccién de los costes necesarios para la obtencién de imagenes cuantitativas de fase.
2- Medida cuantitativa de fase en tiempo real para muestras sin tincién.

3- Minimizacidn de posibles aberraciones épticas en el sistema formador de imégenes.

4- Utilizacién del manejo de muestras, estabilidad, robustez, entre otras caracteristicas, que

ofrecen los microscopios comerciales.
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5- Posibilidad de operar en modo de cuantificacion de imagenes de fase o los modos de

funcionamiento ofrecidos por el microscopio convencional huésped.

6- Utilizacién de software de procesamiento de facil uso, para obtener las imagenes
cuantitativas de fase.

7- Operacién optimizada al limite de difraccién establecido por la 6ptica del microscopio
huésped.

8- Introduccién de menor ruido numérico en el procesamiento de los hologramas registrados

para calcular las imagenes cuantitativas de fase.

La presente invencion tiene aplicacién en cualquier campo de la investigacion y/o desarrollo
en el cual la informacién de interés esté o sea posible de codificar en informacién de fase de
un campo Optico que se propaga y no sea posible 0 no se desee tintar el espécimen en
estudio. Diversos sectores de las ciencias de la vida y de las ciencias de los materiales se
pueden contar entre los posibles campos de aplicacion. Por ejemplo, en el campo de la
biologia la medida cuantitativa de fase en muestras sin tintar es de gran interés ya que
permite no sélo la visualizacidén cuantitativa de dichas muestras microscépicas sino que este
proceso puede llevarse a cabo sin necesidad de introducir agentes externos en las mismas.
Mediante la presente invencién seria posible compatibilizar la aparatologia empleada
tipicamente en microscopia con la técnica MHD, aumentando la flexibilidad de dichas
procedimientos de estudio y permitiendo la comparacién directa de los resultados obtenidos
mediante el uso de otras técnicas. Dado que el numero de operaciones necesarias para
obtener las imagenes cuantitativas de fase es mucho menor que en un sistema MHD
convencional, el manejo del software de Ila presente invencibn se simplifica
considerablemente haciéndolo amigable al usuario y eliminando el incémodo proceso de
registro previo de los hologramas.

Breve descripcién de los dibujos

Las anteriores y otras ventajas y caracteristicas se comprenderan mas plenamente a partir
de la siguiente descripcion detallada de unos ejemplos de realizacion con referencia a los
dibujos adjuntos, que deben tomarse a titulo ilustrativo y no limitativo, en los que:
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la Fig. 1 muestra, de manera esquematica, un microscopio Optico convencional con sus
principales elementos, externos e internos, asi como la trayectoria que sigue por su interior

el haz de luz blanca utilizado en el mismo;

la Fig. 2 muestra al microscopio hologréafico del primer aspecto de la invencién, segin un
ejemplo de realizacién, obtenido mediante la adaptacién del microscopio de la Fig. 1
mediante el kit del cuarto aspecto de la invenciodn, ilustrandose la trayectoria del haz objeto y

el haz de referencia utilizados en el mismo;

la Fig. 3 muestra al mismo microscopio de la Fig. 2, pero en este caso funcionando, de
manera alternativa, como un microscopio éptico convencional, de igual modo que el de la
Fig. 1, demostrando asi el funcionamiento hibrido (modo holografico y modo convencional)

del microscopio del primer aspecto de la invencién, para un ejemplo de realizacién;

la Fig. 4 ilustra, de manera esquematica, las diferentes etapas, algunas esenciales y otras
opcionales, a realizar, mediante un algoritmo adecuado, implementado por ejemplo por el
programa de ordenador del tercer aspecto de la invencién, para adquirir y procesar el
holograma de la muestra, habiéndose incluido en esta Figura, para una mejor compresion de
la misma, la imagen de un holograma capturado y las sucesivas imagenes que se van

obteniendo al ejecutar el algoritmo;

La Fig.5 son unas imagenes que ilustran unos ejemplos de espectro del holograma
(columna de la izquierda) y reconstruccion de la escena (columna de la derecha) para tres
microscopios holograficos con diferentes configuraciones. (a) Configuracién telecéntrica con
captura fuera del plano imagen (estado de la técnica); (b) Configuracion telecéntrica con
captura en plano imagen, pero sin optimizar los parametros de captura (presente invencion);
(c) Configuracion telecéntrica con captura en plano imagen y con los pardmetros de captura
optimizados (ejemplo preferido de la presente invencién); y

la Fig. 6 muestra, ampliadas, las dos imagenes de la columna derecha de los casos b) y ¢)
de la Fig. 5.
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Descripcion detallada de unos ejemplos de realizacion

En la Fig. 1 se ilustra un esquema de un microscopio 6ptico comercial en el cual se
muestran sus partes fundamentales y en linea discontinua se presenta la trayectoria de la
luz L1 en su interior, y que incluye los siguientes elementos: 21.-Fuente de luz blanca. 22.-
Lente. 23, 23, 23”.-Espejos. 14.-Lente condensadora. 15.- Mesa porta-muestras. 16.-
Objetivo de microscopio. 17.- Mecanismo de enfoque. 18.- Lente de tubo. 9.- Lente.10. -
Espejo abatible o lamina separadora. 11.- Lente formadora de imagen. 12.- Medios de
registro, en general una cdmara CCD. 13.- Ocular.

El camino éptico que sigue el haz de luz blanca L1 hasta la camara CCD 12 es el que se ha

dado en denominar en la presente descripcién como camino éptico principal.

En las Figuras 2 y 3 se ilustra al microscopio hibrido, es decir al que puede funcionar en
modo MHD (ver Fig. 2) y en modo convencional (ver Fig. 3), una vez modificado, segun un
ejemplo de realizacién, mediante el montaje de los elementos del kit del cuarto aspecto de la

invencién, en particular de:

- una fuente de luz coherente 1, en general l4ser, y un divisor de haz de luz
coherente 3 conectado a la salida de la misma (mediante un acoplador de fibra éptica 2)
para generar, por una primera salida, un haz objeto Lo, con el que iluminar una muestra (no

ilustrada), y, por una segunda salida, un haz de referencia Lr;

- un tramo de fibra 6ptica 4 con un primer extremo conectado a la primera salida del
divisor de haz de luz coherente 3, y un conector de fibra 6ptica 6 conectado a un segundo
extremo del tramo de fibra 6ptica 4 y acoplado a una primera abertura de entrada del
microscopio 6ptico definida en el punto de entrada del camino éptico principal (por encima
del elemento 8 en las Figs. 2 y 3);

- un conductor de fibra éptica 4’, con un elemento variador de intensidad y camino
optico 5 incorporado, teniendo dicho conductor de fibra éptica 4’ un primer extremo
conectado a la segunda salida del divisor de haz de luz coherente 3, y un conector de fibra
Optica 6’ conectado a un segundo extremo del conductor de fibra 6ptica 4’ y acoplado a un
elemento intermedio PM acoplado a un segunda abertura de entrada del microscopio dptico
definida en el punto de entrada del camino 6ptico de referencia;
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- una lente colimadora de inclinacion variable 7 dispuesta en el camino éptico de
referencia para conferirle una inclinacion determinada al haz de referencia Lr con respecto al

eje optico del microscopio éptico;

- dicho elemento intermedio PM, el cual es una plataforma de rotacién motorizada
PM que soporta a la lente colimadora 7 y que, al girar, varia la inclinacién de la misma; y

- un sistema de control en lazo cerrado SC para evaluar automaticamente en el
espacio de Fourier una serie de parametros del microscopio 6ptico, determinar un valor
6ptimo de angulo de inclinacion ¢ para el haz de referencia Lr, a partir del resultado de dicha
evaluacion, y controlar a la plataforma de rotacién motorizada PM para que realicen dicha
variacion de inclinacién de la lente colimadora 7 de acuerdo con el valor 6ptimo de angulo

de inclinacién ¢.

El kit también incluye:

- un primer divisor de haz 8 que se dispone en el microscopio optico reemplazando al
primer espejo 23 (ver Fig. 1), y permite el paso del haz objeto Lo a su través y la reflexion
del haz de luz blanca L1;y

- un segundo divisor de haz 8’ que se dispone en el microscopio 6ptico reemplazando
al segundo espejo 23” (ver Fig. 1) y permite el paso del haz de referencia Lr a su través y la
reflexién del haz generado Lo’.

En una versién mas basica del kit, éste no incluye al sistema de control en lazo cerrado SC
ni a la plataforma de rotacion motorizada PM, montandose la lente colimadora 7 con una
plataforma de rotacion manual para modificar, en el microscopio 6ptico, el angulo entre el

haz objeto y el haz de referencia.

En la Fig. 2 se ilustra el funcionamiento del microscopio en modo MHD, donde el haz objeto
Lo incide sobre la muestra (no ilustrada), y el haz generado Lo’ en dicha muestra, en este
caso por la transmisiéon del haz objeto Lo por la misma, sigue el resto del camino 6ptico
principal hasta la camara CCD o CMOS 12 (o cualquier otra clase de disposicién que
incorpore un arreglo matricial de elementos fotosensibles) donde también llega el haz de
referencia Lr inclinado respecto a Lo’, registrandose en la camara CCD 12 un holograma de
la muestra a partir de un patrén de interferencia de ambos haces Lry Lo’
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Una de las caracteristicas principales que aprovecha el microscopio y kit de la presente
invencién, es el disefio optimizado de objetivo de microscopio 16 y lente de tubo 18 del
microscopio éptico comercial. Este disefio permite que los campos épticos registrados en el
plano imagen de la lente de tubo 18 no presenten curvatura de fase, una caracteristica
esencial en MHD.

Al comparar la Fig. 1 con las Figs. 2 y 3 se observa que el microscopio modificado esta
constituido por un numero pequefio de elementos perfectamente acoplables en el
microscopio comercial, el cual es intervenido minimamente para insertar/reemplazar las
mencionadas partes. Al estar acoplado a un microscopio comercial, el microscopio
modificado utiliza ademas el manejo de muestras, estabilidad, y robustez, entre otras

caracteristicas, que ofrecen los microscopios comerciales.

La Fig. 3 muestra al mismo microscopio de la Fig. 2, pero en este caso funcionando, de
manera alternativa, como un microscopio éptico convencional, de igual modo que el de la
Fig. 1, demostrando asi el funcionamiento hibrido (modo holografico y modo convencional)
del microscopio del primer aspecto de la invencién, para un ejemplo de realizacién. Esta
figura muestra la posibilidad que brinda el microscopio y kit de la presente invencién de
permitir al usuario pasar de modo de imagenes cuantitativas de fase a las imagenes tipicas
de un microscopio comercial. En su funcionamiento comercial, el microscopio podria operar

en algunos de los modos disponibles en el mercado.

Las imagenes registradas en la cdmara CCD 12 cuando el modo MHD esta activado, son
procesadas siguiendo el esquema que se presenta en la Fig. 4. El algoritmo/software de
adquisicién y procesado de los hologramas digitales incluye los siguientes pasos:

. Registro del holograma digital.
. Célculo de la transformada de Fourier rapida del holograma digital.
. Filtrado en el dominio de Fourier del orden objeto e identificacién automatica

del angulo formado por el haz de referencia y su correspondiente compensacion.

. Célculo de la transformada inversa de Fourier rapida del orden objeto.
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. Célculo de la fase cuantitativa del espécimen.

Los pasos arriba mencionados representan un bucle cerrado (ver Fig.4) y dado que tanto el
namero de operaciones necesarias es minimo y su tiempo de cémputo es corto, la
implementacién del software para visualizacion cuantitativa de fase en tiempo real es factible
sin grandes requerimientos de hardware. Existen una serie de parametros libres que el
usuario puede cambiar a voluntad: eleccion del filtro empleado en el espacio de Fourier
(posicién, forma y tamario), ajuste fino del angulo del haz de referencia (en caso de que
fuese necesario), seleccidn de la region de interés en el holograma e indice de refraccion del
espécimen a efectos de la medida cuantitativa del tamarfio axial del mismo. Exceptuando
este dltimo parametro, el resto podrian omitirse realizando un calibrado previo del
microscopio que incluyese la informacién de los distintos objetivos de microscopio que se
desean emplear.

Como calculos adicionales pueden obtenerse la amplitud del espécimen a efectos de llevar
a cabo el enfoque manual de éste, asi como una representacion tridimensional bien de la

fase cuantitativa obtenida o de su correspondencia con el tamafio real de la muestra.

Para un ejemplo de realizacién del microscopio y el kit propuestos por la presente invencién,
éstos incluyen un software que implementa el algoritmo descrito, previamente instalado en
un elemento de hardware (tal como el sistema de control SC), 0 en un medio de soporte
adecuado, tal como un DVD, a partir del cual pueda instalarse en el propio sistema de
control ya incluido en el microscopio éptico.

En la Fig. 5 se muestra el resultado de experimentos en los que se ha obtenido la
reconstruccién de la imagen de un test de resolucion (USAF 1951):

- Fig. 5(c): cuando el holograma se captura en las condiciones éptimas de ajuste
(que implican el cumplimiento de las relaciones descritas anteriormente que
incluyen a NA, M, Ap y ¢), es decir para un ejemplo de realizacién preferido de la

presente invencion;
- Fig. 5(b):cuando se captura el holograma en plano imagen, pero sin ajustar los
parametros del sistema, para un ejemplo menos preferido de la presente

invencion ;y
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- Fig. 5(a): cuando el holograma se captura fuera del plano imagen, segun se
aconseja en el estado de la técnica.

Notese que en la Fig. 5 se ha mostrado en la columna de la izquierda la transformada de
Fourier del holograma. Esta transformada es la que contiene la informacién que permite
hacer la reconstruccién. Sélo en el caso de la Fig. 5(c) el contenido frecuencial del objeto
(en el interior del circulo continuo) se puede aislar sin interferencias con otros términos

perturbadores.

Como puede observarse en la Fig. 5, a pesar de que el microscopio de la presente invencion
esta trabajando con una NA menor, la calidad de la reconstruccién, tanto en términos de

resoluciéon como de ruido, se ve claramente mejorada con respecto a los otros dos casos.

Para observar mejor la mejora en resolucién, en la Fig.6 se muestra una vista ampliada de
las reconstrucciones para los casos b) y c), correspondientes a los ejemplos de realizacidén

de la presente invencion.

Con respecto a los tiempos de calculo, se ha hecho una comparacién de los tres casos
realizando el procesamiento con MatLab en un procesador i7 de 4Gb de RAM (con otras
maquinas se obtendrian proporciones similares). En particular se ha comprobado que
calcular la reconstruccién 5(c) a partir del holograma consume 117 mili-segundos (lo que ya
en estos momentos proporciona una tasa de 8 imagenes por segundo) mientras que la

reconstruccién 5(a) consume 462 mili-segundos (2 imagenes por segundo).

Todos los aspectos de la invencidon presentan las siguientes caracteristicas que lo
diferencian de los métodos de cuantificacién de fase conocidos hasta el momento:

. Utilizacion de un sistema afocal-telecéntrico para el registro de los
hologramas [8]. Esta caracteristica, que esta incorporada de forma nativa en la parte éptica
de los microscopios comerciales, elimina la curvatura de fase presente en los sistemas
estandar de MHD, por lo cual no es necesario realizar ningun otro procedimiento de
compensacién para la cuantificacién de la fase [9-11].

. Captura de hologramas en el plano imagen del microscopio. Este método de

registro permite tener informacién inmediata de la muestra en estudio, sin necesidad de
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calcular por métodos numéricos el campo en un plano situado a distancia del plano de
captura. Ademas el holograma capturado esta libre de aberraciones épticas, ya que en este

caso el objetivo de microscopio se utiliza en su configuracion optimizada por los fabricantes.

. Posibilidad de reenfoque numérico. Para aplicaciones en las cuales se trabaja
con muestras tridimensionales, la presente invencién permite reenfocar por medio de célculo
numérico a las diferentes secciones de la muestra. Esto se ejecuta de manera analoga
como lo hacen las técnicas convencionales de MHD, es decir, aplicando los algoritmos
basados en la propagacion del espectro angular [12], o transformada de Fresnel [13].

. Se puede operar en configuracién fuera de eje o en eje [13]. Para la primera
se permite la compensacién automéatica del haz de referencia. Para la segunda se emplea

un método de corrimiento de fase [14, 15].

. La obtencién de imagenes cuya resolucién esta limitada exclusivamente por la
difraccion. Al eliminar la propagacién numérica por su registro en plano imagen, es posible
ajustar el microscopio de forma que no se produzca un deterioro en la resolucién, lo que
permite aprovechar al maximo la resolucion proporcionada por el microscopio 6ptico usado

como base.

. Menor nimero de operaciones para obtener imagenes cuantitativas de fase.
Puesto que no se requiere propagacion numérica ni compensacién numérica de la curvatura

de fase, se puede proporcionar informacién cuantitativa de fase en tiempo real.

. Posibilidad de operar en modo de cuantificacion de imagenes de fase o los

modos de funcionamiento ofrecidos por el microscopio convencional huésped.
Un experto en la materia podria introducir cambios y modificaciones en los ejemplos de

realizacién descritos sin salirse del alcance de la invenciéon segun esta definido en las

reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1.- Microscopio para la obtencibn de imagenes cuantitativas de fase por medio de
microscopia holografica digital, que comprende:

- una fuente de luz coherente (1) y un divisor de haz de luz coherente (3) dispuesto a
la salida de la misma para generar un haz objeto (Lo), con el que iluminar una muestra, y un

haz de referencia (Lr);

- unos medios de registro (12) que registran un holograma de dicha muestra a partir
de un patrén de interferencia de dicho haz de referencia (Lr) y de un haz generado (Lo’) en
dicha muestra por la transmisién o reflexion de dicho haz objeto (Lo) sobre la misma; y

- un sistema éptico que incluye elementos épticos dispuestos distanciados entre si

formando:

- un camino éptico principal entre un punto de entrada de dicho haz objeto
(Lo) y dichos medios de registro (12), que incluye unos elementos 6pticos que
constituyen un sistema afocal y telecéntrico; y

- un camino 6ptico de referencia dispuesto entre un punto de entrada de dicho
haz de referencia ydichos medios de registro (12), y que comparte parte de
los elementos épticos con dicho camino 6ptico principal;

estando el microscopio caracterizado porque dichos medios de registro (12) registran dicho
holograma en el plano imagen de dicho sistema 6ptico.

2.- Microscopio segun la reivindicacién 1, caracterizado porque dicho sistema éptico
comprende, en dicho camino éptico principal, un objetivo (16) que recoge dicho haz
generado (Lo’) en dicha muestra y una lente de tubo (18), formando dicho holograma en el
plano focal imagen de dicha lente de tubo.

3.- Microscopio segun la reivindicacién 2, caracterizado porque el sistema éptico
comprende, en dicho camino éptico principal, los siguientes elementos 6pticos, dispuestos
en orden desde dicho punto de entrada del haz objeto (Lo) hasta los medios de registro (12):
un primer divisor de haz (8) que permite el paso del haz objeto a su través, una lente
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condensadora (14), un elemento porta-muestras (15), dicho objetivo (16), un espejo (23’),
dicha lente de tubo (18), un segundo divisor de haz (8’) que refleja el haz objeto, una lente
(9), un espejo abatible o ldmina separadora (10) y una lente formadora de imagen (11).

4.- Microscopio segun la reivindicacibn 3, caracterizado porque el sistema Optico
comprende, en dicho camino Optico de referencia, los siguientes elementos &pticos,
dispuestos en orden desde dicho punto de entrada del haz de referencia (Lr) y los medios de
registro (12): una lente colimadora de inclinacién variable (7) que permite variar el angulo
que forma el haz de referencia con el eje 6ptico del microscopio, dicho segundo divisor de
haz (8’) que permite el paso del haz de referencia a su través, dicha lente (9), dicho espejo
abatible o lamina separadora (10) y dicha lente formadora de imagen (11).

5.- Microscopio segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque comprende, dispuesto entre una de las salidas del divisor de haz de luz coherente
(3) y dicho punto de entrada del haz de referencia un variador de intensidad y camino éptico

(5).

6.- Microscopio segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque esta previsto también para la obtencion de imagenes por medio de microscopia
Optica, para lo cual comprende:

- una fuente de luz blanca (21) dispuesta para iluminar dicha muestra;

- una disposicién de elementos épticos que incluyen a los elementos 6pticos de dicho
camino éptico principal de dichosistema o6ptico dispuestos entre dicha fuente de luz blanca
(21) y los medios de registro (12); y

- dichos medios de registro (12) que registran también una imagen o6ptica de dicha

muestraen el plano imagen del sistema éptico.

7.- Microscopio segun la reivindicacion 6 cuando depende de la 4, caracterizado porque
comprende ademas una lente (22) dispuesta a la salida de dicha fuente de luz blanca (21),
un ocular (13) dispuesto para recibir el haz de luz blanca reflejado por dicho espejo abatible
o ldmina separadora (10) y permitir la visién directa de la imagen éptica de la muestra y un
mecanismo de enfoque (17).
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8.- Microscopio segun la reivindicacion 6 é 7, caracterizado porque comprende unos medios
de seleccion para seleccionar trabajar de manera alternativa segun microscopia holografica

digital o segun microscopia éptica.

9.- Microscopio segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque comprende unos medios de control que controlan la operacién de los elementos del
microscopio y que incluyen unos medios de procesamiento en conexién con los medios de
registro que reciben el holograma registrado, en formato digital, y lo procesan para calcular

la fase cuantitativa de la muestra.

10.- Método para la obtencién de imagenes cuantitativas de fase por medio de microscopia
holografica digital, que comprende:

- generar un haz de luz coherente y dividirlo en un haz objeto (Lo) y un haz de
referencia (Lr);

- emitir dicho haz objeto (Lo) sobre una muestra para generar en la misma un
correspondiente haz (Lo’) por la transmisién o reflexion de dicho haz objeto sobre dicha
muestra, pasando dicho haz objeto (Lo) por parte de un camino 6ptico principal de un
sistema 6ptico y dicho haz generado (Lo’) por el resto de dicho camino principal, donde
dicho camino principal comprende unos elementos 6pticos que constituyen un sistema
afocal y telecéntrico formado por al menos un objetivo, para recoger dicho haz generado
(Lo’) en dicha muestra, y una lente de tubo; y

- registrar un holograma de dicha muestra a partir de un patrdén de interferencia de
dicho haz de referencia (Lr) y de dicho haz generado (L0’) en la muestra;
estando el método caracterizado porque comprende registrar dicho holograma en el plano

imagen de dicho sistema éptico, al final de dicho camino principal.

11.- Método segun la reivindicacion 10, caracterizado porque dicho sistema 6ptico es el
sistema 6ptico de un microscopio éptico, realizdndose dicho registro de dicho holograma en
unos medios de registro del microscopio 6ptico.

12.- Método segun la reivindicacién 11, caracterizado porque comprende ajustar los
siguientes parametros del microscopio 6ptico para proporcionar un holograma digital cuya
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imagen cuantitativa de fase tenga una resolucién lateral maxima y perturbacién minima, y
hacer un uso optimizado del espacio ancho de banda para obtener imagenes limitadas

Unicamente por la difraccién:

NA: apertura numérica del objetivo del microscopio éptico;
M: aumento lateral de dicho sistema telecéntrico;

Ap: tamafio de los pixeles de dichos medios de registro; y

¢: angulo que forma el haz de referencia con el eje 6ptico del microscopio;

de manera que se cumplan las siguientes relaciones:

M < —ﬂ( ysil’f1 (LMJ < ¢
M ‘JE(JE+3)Ap sz M)~

donde 1 es la longitud de onda del haz de luz coherente.

13.- Método segun la reivindicacién 12, caracterizado porque comprende capturar y
procesar dicho holograma mediante la realizacién de las siguientes etapas de manera
secuencial, en bucle cerrado:

- adquisicién del holograma digital;

- célculo de la transformada de Fourier rapida del holograma digital;

- filtrado en el dominio de Fourier del orden objeto e identificacidén automéatica del
angulo formado por el haz de referencia y su correspondiente compensacion, si se trabaja
fuera de eje, o corrimiento de fase, si se trabaja en eje;

- calculo de la transformada inversa de Fourier rapida del orden objeto; y

- calculo de la fase cuantitativa del espécimen o0 muestra.

14.- Programa de ordenador que incluye instrucciones de cédigo que cuando se ejecutan en

un ordenador implementan las etapas del método segun la reivindicacion 13.

15.- Kit para adaptar un microscopio éptico para la obtencién de imagenes cuantitativas de
fase por medio de microscopia holografica digital, del tipo que comprende:
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- una fuente de luz coherente (1) y un divisor de haz de luz coherente (3) conectado
0 a conectar a la salida de la misma para generar, por una primera salida, un haz objeto

(Lo), con el que iluminar una muestra, y, por una segunda salida, un haz de referencia (Lr);

- unos primeros medios de guiado de luz coherente a conectar entre dicha primera
salida de dicho divisor de haz de luz coherente (3) y un punto de entrada de un camino
optico principal del microscopio éptico que incluye unos elementos épticos que constituyen
un sistema afocal y telecéntrico y que discurre entre dicho punto de entrada y unos medios
de registro (12) del microscopio éptico;

- unos segundos medios de guiado de luz coherente a conectar entre dicha segunda
salida de dicho divisor de haz de luz coherente (3) y un punto de entrada de un camino
optico de referencia que comparte parte de los elementos 6pticos con dicho camino éptico
principal y que finaliza en dichos medios de registro (12);

- un elemento éptico a disponer en dicho camino 6ptico de referencia para conferirle
una inclinaciébn determinada al haz de referencia (Lr) con respecto al eje éptico del
microscopio optico;

estando el kit caracterizado porque comprende ademas:

- unos medios de soporte para soportar a dicho elemento éptico con una inclinacion

variable,

- unos medios de actuacién para variar la inclinacion del elemento 6ptico, actuando

sobre el mismo o sobre dichos medios de soporte,

- un sistema de control en lazo cerrado para evaluar automaticamente en el espacio
de Fourier una serie de parametros del microscopio éptico que determinan el desempefio
del microscopio cuando se utiliza para la obtenciéon de imagenes cuantitativas de fase por
medio de microscopia hologréfica digital, determinar un valor éptimo de éangulo de

inclinacién ¢ para el haz de referencia (Lr), a partir del resultado de dicha evaluacion, y
controlar a dichos medios de actuacién para que realicen dicha variacién de inclinacién de

acuerdo con dicho valor éptimo de dngulo de inclinacién ¢.
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16.- Kit segun la reivindicacién 15, caracterizado porque dichos medios de soporte y dichos
medios de actuacion comprenden una plataforma de rotacién motorizada (PM) configurada

para variar la inclinacion del elemento éptico por el giro de la misma.

17.- Kit segln la reivindicacion 15 é 16, caracterizado porque:

- dichos primeros medios de guiado de luz coherente comprenden un tramo de fibra
Optica (4) con un primer extremo a conectar a dicha primera salida del divisor de haz de luz
coherente (3), y un conector de fibra 6ptica (6) a conectar a un segundo extremo de dicho
tramo de fibra Optica (4) y previsto para acoplarse a una primera abertura de entrada del
microscopio optico definida en dicho punto de entrada del camino 6ptico principal;

- dichos segundos medios de guiado de luz coherente comprenden un conductor de
fibra éptica (4’), con un elemento variador de intensidad y camino 6ptico (5) incorporado,
teniendo dicho conductor de fibra éptica (4’) un primer extremo a conectar a dicha segunda
salida del divisor de haz de luz coherente (3), y un conector de fibra éptica (6’) a conectar a
un segundo extremo de dicho conductor de fibra éptica (4’) y previsto para acoplarse a una
segunda abertura de entrada del microscopio 6ptico definida en dicho punto de entrada del
camino 6ptico de referencia 0 a un elemento intermedio acoplado a dicha segunda abertura.

18.- Kit segun la reivindicacién 17 cuando depende de la 16, caracterizado porque dicho
elemento intermedio es dicha plataforma de rotacién motorizada (PM).

19.- Kit segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, caracterizado porque

comprende ademas:

- un primer divisor de haz (8) a disponer en el microscopio éptico, reemplazando un
primer espejo (23) del mismo dispuesto entre una fuente de luz blanca (21) y una lente
condensadora (14) del microscopio éptico, de manera que dicho primer divisor de haz (8)
permita el paso del haz objeto (Lo) a su través y refleje el haz de luz blanca (L1) generado
por dicha fuente de luz blanca (21), o viceversa, para dirigir a ambos hacia la lente
condensadora (14); y

- un segundo divisor de haz (8’) a disponer en el microscopio éptico, reemplazando
un segundo espejo (23”) del mismo dispuesto entre una lente de tubo (18) y una lente (9)
del microscopio éptico, de manera que dicho segundo divisor de haz (8) permita el paso del
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haz de referencia (Lr) a su través y refleje el haz proveniente de la lente de tubo (18), o
viceversa, para dirigir a ambos hacia dichos medios de registro (12) del microscopio éptico.

20.- Kit segun la reivindicacién 19, caracterizado porque dicho elemento 6ptico de
inclinacién variable es una lente colimadora de inclinaciéon variable (7) a disponer entre el

punto de entrada del haz de referencia y dicho segundo divisor de haz (8).

21.- Kit segun la reivindicacién 15, caracterizado porque dicho sistema de control en lazo
cerrado incluye un algoritmo encargado de realizar dicha determinacién del valor 6ptimo de

angulo de inclinacién ¢ de manera que se cumpla la relacion del método segun la

reivindicacion 12:

siendo dichos parametros del microscopio éptico a evaluar en el espacio de Fourier: NA, My
Ap.
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afectadas
A WO 2010037861 A1 (UNIV BRUXELLES et al.) 08.04.2010 1,10,15
A WO 2011042442 A1 (DUBOIS FRANK et al.) 14.04.2011 1,10,15
A US 2013070251 A1 (DAS BHARGAB et al.) 21.03.2013 1,10,15
A US 2011043878 A1 (ASUNDI ANAND KRISHNA et al.) 24.02.2011 1,10,15

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
misma categoria de la solicitud

A: refleja el estado de la técnica E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones D para las reivindicaciones n®:
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N® de solicitud: 201331584

CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

GO3H1/00 (2006.01)
G02B21/36 (2006.01)
G02B26/06 (2006.01)

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

GO3H, G02B

Bases de datos electrénicas consultadas durante la busqueda (hombre de la base de datos y, si es posible, términos de
blusqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI
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OPINION ESCRITA

N? de solicitud: 201331584

Fecha de Realizacién de la Opinién Escrita: 24.09.2014

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-21 ]|
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-21 ]|
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinién se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N? de solicitud: 201331584

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinion.

DOA WO 2010037861 A1 (UNIV BRUXELLES et al.) 08.04.2010
D02 WO 2011042442 A1 (DUBOIS FRANK et al.) 14.04.2011
D03 US 2013070251 A1 (DAS BHARGAB et al.) 21.03.2013
D04 US 2011043878 A1 (ASUNDI ANAND KRISHNA et al.) 24.02.2011

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

Los documentos citados solo muestran el estado general de la técnica, y no se consideran de particular relevancia. Asi, la
invencién reivindicada se considera que cumple los requisitos de hovedad, actividad inventiva y aplicacién industrial.

1.- El objeto de la presente solicitud de patente consiste en un microscopio para la obtencion de imégenes cuantitativas de
fase por medio de microscopia hologréfica digital, que incluye un sistema &ptico afocal y telecéntrico, y mas particularmente
a un microscopio con unos medios de registro que registran un holograma en el plano imagen del sistema 6ptico.

Un segundo objeto de la invencion concierne a un método para la obtencién de iméagenes cuantitativas de fase por medio de
microscopia hologréfica digital, que comprende registrar un holograma en el plano imagen de un sistema O6ptico afocal y
telecéntrico.

Un tercer objeto de la invencién concierne a un programa de ordenador adaptado para implementar parte de las etapas del
método del segundo aspecto.

Un cuarto objeto de la invencidon concierne a un kit para adaptar un microscopio éptico para la obtencidon de iméagenes
cuantitativas de fase por medio de microscopia hologréfica digital, que comprende, entre otros elementos, unos medios para
controlar y variar el angulo de inclinaciéon de un haz de referencia.

2.- El problema planteado por el solicitante es ofrecer una alternativa al estado de la técnica que cubra las deficiencias
halladas en el mismo, mediante la proporcién de un Microscopio Hologréfico Digital y método de operacion que ofrezca unos
resultados y prestaciones superiores a los conocidos en el estado de la técnica, permitiendo realizar un enfoque en tiempo
real, alcanzar la resolucién espacial dictada por la 6ptica del sistema de registros del holograma y hacer uso optimizado del
espacio ancho de banda.

El documento D1 puede considerarse como el representante del estado de la téchica méas cercano ya que en este
documento confluyen la mayoria de las caracteristicas técnicas reivindicadas.

Andlisis de las reivindicaciones independientes 1,10,15

Reivindicacion 1

D1 se diferencia del documento de solicitud de patente en que los medios de registro que registran el holograma de la
muestra a partir de un patrén de interferencia de dicho haz de referencia y de un haz generado en la muestra por la
transmision o reflexién del haz objeto sobre la misma no registran dicho holograma en el plano imagen de dicho sistema
6ptico. La reivindicacion 1 es nueva (Art. 6.1 LP 11/1986) y tiene actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986).

Reivindicacién 10

D1 tampoco en el método se contempla registrar un holograma de la muestra a partir de un patrén de interferencia del haz
de referencia y del haz generado registrando el holograma en el plano imagen del sistema éptico al final del camino
principal. Por tanto la reivindicacién 10 de la solicitud es nueva (Art. 6.1 LP 11/1986) y tiene actividad inventiva (Art. 8.1
LP11/19886).

Reivindicacién 15

Ademas tampoco en el kit para adaptar un microscopio Optico para la obtencién de iméagenes cuantitativas de fase por
medio de microscopia hologréfica digital comprende un sistema de control en lazo cerrado para evaluar automaticamente en
el espacio de Fourier una serie de parametros del microscopio éptico que determinan el desempefio del microscopio cuando
se utiliza para la obtencién de imagenes cuantitativas de fase promedio de microscopia hologréfica digital, determinar un
valor éptimo de angulo de inclinacién para el haz de referencia, a partir del resultado de dicha evaluacién, y controlar a
dichos medios de actuacién para que realicen dicha variacién de inclinacién de acuerdo con dicho valor éptimo de dngulo de
inclinacion. Asi la reivindicacion 15 es nueva (Art. 6.1 LP 11/1986) y tiene actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986).

Andlisis del resto de los documentos

De este modo, ni el documento D1, ni ninguno del resto de los documentos citados en el Informe del Estado de la Técnica,
tomados solos o en combinacién, revelan la invencién en estudio tal y como es definida en las reivindicaciones
independientes, de modo que los documentos citados solo muestran el estado general de la técnica, y no se consideran de
particular relevancia. Ademés, en los documentos citados no hay sugerencias que dirijan al experto en la materia a una
combinacién que pudiera hacer evidente la invencidén definida por estas reivindicaciones y no se considera obvio para una
persona experta en la materia aplicar las caracteristicas incluidas en los documentos citados y llegar a la invencién como se
revela en la misma.
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