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Resumen
En este documento se presenta el desarrollo de un método para reducir la
aberracion cromatica lateral basado en la técnica de ajuste digital de imagen o
image warping en imagenes capturadas de un microscopio de campo claro de grado

estudiantil.

Previo a la descripcion del trabajo principal se relata el desarrollo de un sistema
de control de barrido laser en el que se utilizan espejos galvanométricos de bajo
costo. Se muestra el disefo, la implementacion y la caracterizacion del control
electronico del sistema en una configuracion Proporcional-Integral-Derivativo, lo que
mejora substancialmente la posicion del haz en el plano de incidencia de un sensor

de posicion de cuatro cuadrantes al realizar un barrido del haz en él.

En la segunda parte presentamos una alternativa eficiente para eliminar la
aberracién cromatica lateral en imagenes de microscopia de campo claro. Nuestro
procedimiento se basa en la calibracion de error usando la adquisicion secuencial
de imagenes con iluminacioén de diferentes longitudes de onda, y la correccion del
error a través de la técnica de image warping. El calculo de los desplazamientos de
marcas fiduciarias en los canales rojo y verde respecto al canal azul proporcionaron
los factores de calibracién que se utilizaron posteriormente en imagenes de prueba
para ajustar digitalmente los canales de color. Demostramos la mejora cuantitativa
en la posicion y limites de los objetos en imagenes con iluminacion blanca, y
ademas en el contenido de color en muestras biolégicas con tincidn. Los resultados
muestran una reduccion del contenido de aberracion cromatica en el eje-X desde
0.7% hasta 0.09% y en el eje-Y desde 0.71% hasta 0.03%, en ambos casos por
debajo del nivel de 0.1%.

Palabras Clave

Microscopia 6ptica, Microscopia Confocal, Procesamiento digital de imagenes,

Aberracion cromatica



Abstract
Here we present the development of a method to reduce lateral chromatic aberration
in captured images of a student grade bright field microscope. Prior to the description
of the main job, we show the development of a scanning laser control system using
low-cost galvanometric mirrors. We present the design, implementation, and
characterization of the electronic control system in a proportional-integral-derivative
configuration, substantially improving the position of the beam in the plane of

incidence of a four quadrants position sensor to perform a scan of light on it.

In the second part, we present an efficient alternative to remove lateral chromatic
aberration (LCA) in bright field light microscopy images. Our procedure is based on
error calibration using time-sequential acquisition at different wavelengths, and error
correction through digital image warping. Measurement of the displacements of
fiducial marks in the red and green images relative to blue provide calibration factors
that are subsequently used in test images to realign color channels digitally. We
demonstrate quantitative improvement in the position and boundaries of objects in
target slides and in the color content and morphology of specimens in stained
biological samples. Our results show a reduction of LCA content on the X-axis from
0.7% to 0.09% and on the Y-axis from 0.7% to 0.03%, in both cases below the 0.1%

level.

KEY WORDS

Optical microscopy, Confocal microscopy, Digital image processing, Chromatic
aberration
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Introduccion
El microscopio 6ptico se ha utilizado como una herramienta fundamental para
proporcionar imagenes magnificadas de objetos imperceptibles a simple vista.
Una imagen optica es una representacion discreta de distribucion de intensidades
en una superficie hacia la cual se dirigen los rayos que derivan de un objeto
iluminado tras interactuar con un sistema o6ptico [1]. El resultado de la interaccion
de la luz con la muestra y su entorno es impreso en la imagen, ésta provee
informacion sobre la estructura de la muestra como su morfologia y distribucion
espacial. El analisis y estudio de esta informacién abre la posibilidad de determinar
algunas propiedades fisico-quimicas de las muestras [2, 3] y su contribucién en

otros procesos del ambiente en el que estan relacionados.

El microscopio Optico de campo claro se ha utilizado como herramienta de
analisis en aplicaciones bioldgicas como la clasificacion de células [4], estudios de
trafico intracelular de moléculas [5], el analisis histolégico para detectar defectos en
células humanas [6], etc. Una de las limitaciones de esta técnica es la dificultad para
formar imagenes de muestras muy delgadas, por tal razén se han desarrollado
otras técnicas de iluminacion que compensan este tipo de limitaciones como la
microscopia de contraste de fase [7], la microscopia de campo obscuro [8, 9], la

microscopia de fluorescencia [10] y la microscopia confocal [11-16], entre otras.

En la actualidad, el registro de las imagenes provenientes de un sistema de
microscopia Optica se realiza con camaras digitales con el fin de almacenarlas y
realizar su posterior analisis en computadora [17, 18]. Una imagen es util si tiene
como caracteristica principal que se aproxime a una copia fiel del objeto real, pero
esto en la practica no se logra, ya que las imagenes son distorsionadas por errores
inducidos por el propio instrumento (incluyendo la camara) y/o por el medio donde

se realiza la observacion [19].

Un ejemplo de las distorsiones presentes en las imagenes es la aberracion
cromatica (AC), la cual se define como la distorsion de una imagen, creada por un
sistema 6ptico, ocasionada por el hecho de que rayos correspondientes a diferentes

longitudes de onda viajan en el sistema 6ptico siguiendo diferentes trayectorias [20].



La AC se manifiesta en una imagen formando fronteras de colores en los objetos
presentes en ella, modificando su morfologia general y ademas disminuyendo su
calidad [21].

Para corregir las aberraciones y mejorar la nitidez de las imagenes se han
desarrollado distintas metodologias que se pueden clasificar en 2 grupos

relevantes:

a) Por hardware, en el que se contempla el uso de elementos épticos que logran
un grado de correccion alto de las aberraciones. Sin embargo esta opcién es
por lo general de alto costo econdmico e incrementa el tamafio de los

sistemas.

b) Por software, en donde se usan un conjunto de técnicas de procesamiento de
imagenes con el objetivo de lograr que a partir de una imagen original se
obtenga otra en donde el efecto de las aberraciones se reduzca y, por

consecuencia, la imagen sea mas confiable como herramienta analitica.

La microscopia optica es util en los distintos campos en donde interviene como
herramienta de analisis. La calidad de las imagenes es un factor importante por la
variedad de informacion que proporciona. Es entonces deseable el desarrollo de
nuevas técnicas de iluminacion y el perfeccionamiento de las técnicas existentes

para incrementar la calidad de las imagenes.

Objetivo

Desarrollar 2 metodologias especificas que contribuyan a obtener imagenes de alta
calidad en sistemas de microscopia oOptica. El primer método implicd disefar y
construir un sistema de barrido laser con un controlador Proporcional-Integral
Derivativo (PID) para su uso en sistemas de microscopia confocal. El segundo
consistié en desarrollar un programa computacional para la correccion de la
aberracién cromatica en imagenes que se obtienen de un microscopio de campo

claro.



Contenido del texto

El Capitulo 1 contiene los fundamentos tedricos que sustentan el trabajo. En
particular, se revisan los temas de microscopia Optica, formacién de imagenes
digitales y métodos elementales de procesamiento digital de imagenes. En el
Capitulo 2 se describe el disefio, la construccion y la caracterizacién de un sistema
de control electronico tipo PID que se integré en un sistema de barrido de un haz
laser. Finalmente, en el Capitulo 3 se muestra el desarrollo de un método para
corregir la aberracion cromatica lateral en imagenes capturadas en un microscopio

de campo claro de grado estudiantil.






Capitulo 1

Principios de microscopia digital

En este capitulo se describen los fundamentos de algunas técnicas de iluminacion
de microscopia optica, iniciando con una descripcion del microscopio de campo
claro y sus componentes. Se hace una revisién sobre las técnicas campo obscuro,
luz polarizada, contraste de fase y confocal con el fin de exponer sus principios de

operacion y las caracteristicas que resaltan en las imagenes.

Por ultimo, se realiza un resumen sobre la metodologia del procesamiento digital
de imagenes, desde la formacion de una imagen digital hasta el uso de operaciones
matematicas para mejorar la nitidez y resaltar caracteristicas utiles para diversos

analisis y estudios.

1.1 Microscopia Optica.

La microscopia Optica es un conjunto de técnicas y métodos para formar imagenes
magnificadas de objetos pequefios para su analisis o estudio utilizando para ello la
luz. La técnica mas popular es la microscopia de campo claro, la cual se describe a

continuacion.

1.1.1 El microscopio de campo claro

En la Figura 1.1a se muestra el esquema del microscopio de campo claro, cuyo
principio de operacion es el siguiente: la luz que emite la fuente de iluminacién del
microscopio es Opticamente conjugada con en el plano de la muestra a través las
lentes del colector y el condensador. Una vez que la luz interacciona con la muestra,
la luz reemitida por ella se conjuga opticamente con el plano del observador para
formar la imagen muestra, empleando para ello la lente objetivo (llamada
comunmente objetivo) y la lente ocular (ocular). La imagen de la muestra en el plano
del observador es magnificada y el grado de aumento es caracterizado por el factor
de aumento total (MT). EI MT esta determinado por el factor de amplificacion
proporcionado por el objetivo (Mosy) y por el ocular (Moc), mediante la ecuacion:

MT =Mz, * My . Como se observa en la Figura 1.1b, el objetivo forma la imagen

intermedia de la muestra a una distancia conocida como la longitud de tubo del



microscopio (LT); esta posicion ubica a la imagen a una distancia menor (Si) a la
distancia focal del ocular (foc). Con este arreglo se forma una imagen virtual de la

muestra, situada a 25 cm de observador (punto cercano).

Figura 1.1 Esquema del microscopio de campo claro. (a) El plano de la fuente de iluminacion
se conjuga Opticamente con el plano de la muestra a través el arreglo 6ptico que forma el
condensador y el colector. La luz reemitida por la muestra se conjuga dpticamente con el plano
del observador mediante el objetivo (OBJ en la figura b) y el ocular (OC en la figura b). (b) El
sistema 6ptico del microscopio forma una imagen virtual de la muestra a 25 cm del observador.
fosy: distancia focal del objetivo, foc: distancia focal del ocular, si: distancia entre la imagen de

la muestra y el ocular, LT: longitud del tubo, drrox: Distancia del punto cercano.

La iluminacién del microscopio de campo claro

La correcta iluminaciéon de una muestra juega un papel critico en la formacion de su
imagen, ya que una distribucion de intensidades no homogénea espacialmente
provoca o acentua sefales de ruido en ella, lo que contribuye a reducir su calidad
[22, 23].

Los métodos principales para estructurar la iluminacion en campo claro son:

- La iluminacion critica o Nelsoniana. En esta configuracién el plano de la
fuente de iluminacion se conjuga 6pticamente con el plano de la muestra,

para proporcionar una iluminacién que resalte el contraste en las imagenes.



Este método tiene como desventaja la falta de uniformidad en la iluminacién
en el campo visual y el traslape de la imagen de la fuente de luz en el plano
de la muestra. Para reducir el efecto del traslape se utiliza un difusor de luz

en la fuente [24].

Figura 1.2. El método de iluminacion Koéhler en el que se forman 2 grupos de planos
Opticamente conjugados para iluminar el campo visual de la muestra. El conjunto C1 ilumina
el campo de visidn del objetivo y ajusta el tamafio del mismo con Dcawmro. El conjunto C2 ilumina
el plano de la muestra y controla el contraste de la imagen con Dconp. Este arreglo no permite

que la imagen de la fuente de iluminacién se conjugue en el plano de la muestra.

- Lailuminacion Kohler. A diferencia de la iluminacion critica, forma 2 conjuntos

de planos ¢pticamente conjugados C1 y C2 (véase la Figura 1.2b) para



iluminar homogéneamente en el campo visual de la muestra sin que la imagen
de la fuente interfiera con el plano de la muestra [25]. El conjunto de planos
C1 tiene como punto de inicio la fuente de iluminacién (la cual es 6pticamente
conjugada con el foco de la lente condensadora, Lconp) formando un frente
optico plano que emerge de la apertura de salida de Lconp y a su vez forma
el campo de iluminacion de la muestra. El area del campo de iluminacién
puede ajustarse con el diafragma de campo (Dcawpo). C1 también es
Opticamente conjugado en la apertura trasera del objetivo y en el foco del
observador (0ojo humano, camara o sensor optico) a través del ocular (OC)
evitando que se forme la imagen de la fuente de iluminacién en el plano del

observador.

El conjunto C2 corresponde al plano del diafragma de campo (Dcawvpo) 0 la
apertura de salida de LcoL, que actua como una fuente virtual de iluminacion
y es Opticamente conjugado con el plano de la muestra, el plano de la imagen
intermedia del objetivo y el plano del observador. El frente de onda que incide
en la muestra (C2) es distinto al del campo visual (C1), por lo que el contraste
de la imagen se controla de manera independiente con el diafragma del

condensador (Dconb).

En este método la intensidad luminica del campo visual es mas homogénea
en comparacion a la iluminacion critica ya que el haz de luz emergente del
condensador esta colimado. Ademas, el area se puede ajustar al tamafo del
campo visual del objetivo, condicion que reduce los reflejos inducidos por la

iluminacion de un area mayor al del campo visual.

La luz que provee cualquiera de estos meétodos incide sobre la muestra
difractandose y es colectada por el objetivo, el cual define la calidad de las imagenes

y se describe a continuacion
El objetivo del microscopio

El objetivo del microscopio es considerado el elemento mas importante de un
sistema de microscopia O6ptica ya que proporciona el factor de magnificacion

principal (Mosy) de la imagen, define el valor maximo de contraste y reduce de



manera significativa las aberraciones [26]. El grado de correccion en los objetivos
depende del sistema Optico anadido en su estructura asi como del tipo de lentes
utilizados en su construccion. Existen objetivos que realizan la correccion de la AC
para el rojo y el azul (hablando del color de la luz o su longitud de onda), ademas
de realizar la compensacion de la aberracion esférica (AE) para el verde, este tipo
de objetivos se conocen como objetivos acromaticos. Los objetivos semi-
apocromaticos corrigen la AC para el rojo, el azul y en cierto grado al verde, en el
caso de la AE se corrige para el verde y el azul. Los objetivos que poseen un mayor
nivel de correccién de aberraciones son los apocromaticos que corrigen la AC para
4 colores: el azul obscuro, el azul, el rojo y el verde; mientras que la correccién de
la AE es para dos o tres colores. Los tres tipos de objetivos proyectan imagenes con
curvaturas y al corregirse para este defecto se denominan plan-acromaticos, semi-

plano acromaticos o plan-apocromaticos.

El rango de angulos para los cuales el objetivo acepta luz, estan representados
por un numero adimensional que se conoce como la apertura numérica (numerical

aperture o NA) y se determina con la siguiente expresion.

NA = nsend (1.1)
Donde n es el indice de refraccion del medio en el que la lente se encuentra 'y 6
es la mitad del angulo del cono maximo de luz que puede entrar al objetivo con

referencia a un punto o un objeto que se observa.

El campo visual del objetivo esta también definido por un numero y se conoce
como numero de campo (field number o fn) con el cual se puede conocer el tamafo
de campo en el plano de la muestra con la ecuacion
tc=fniM
(1.2)

donde tc es el tamafio del campo visual en el plano de la muestra y M es factor
de magnificacion de objetivo.

De acuerdo a las necesidades del disefio, los objetivos pueden configurarse para
que formen una imagen real e invertida a 160 mm después de la apertura trasera

del objetivo (6ptica finita), esta imagen se conoce como imagen intermedia. En otros



casos los objetivos pueden configurarse con correccidén al infinito, permitiendo
colocar distintos elementos 6pticos después de la apertura trasera sin restriccion de
espacio (6ptica infinita), la imagen de un objetivo con correccion al infinito se forma
después de colocar una lente convergente al final del sistema éptico. La informacion
de estos parametros de operacion se encuentra impresa en el cuerpo del objetivo

como se representa en la Figura 1.3.

Otra propiedad que depende del objetivo es el poder de resolucion del

microscopio que esta definido por la ecuacion:

P 1.274
(NAog, + NAcons ) (1.3)

donde A es la longitud de onda de la fuente de iluminacion, NAosy corresponde a la

apertura numérica del objetivo y NAconp a la apertura numérica del condensador.
La maxima resolucion del microscopio se obtiene cuando la apertura numérica de

ambos elementos es igual [22, 27].

Figura 1.3 La lente objetivo del microscopio. Considerado como el elemento de mayor
importancia en un microscopio tiene varias propiedades que definen su capacidad operativa y
por lo general estan impresas en su cuerpo, la descripcidon de algunas de estas caracteristicas

se encuentra en el texto.

El ocular

Para conjugar épticamente el plano la imagen intermedia del objetivo con el plano
del observador se utiliza la lente ocular que proporciona un factor de magnificaciéon
adicional al objetivo (4x, 10x, 15x o 20x) y en algunos casos aporta un factor

correccion de la AC y la AE. Una lente ocular del tipo Abbe no proporciona
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correccion cromatica ni de esfericidad, un ocular aplanar corrige la AE y un ocular

aplanar-cromatico corrige la AE y la AC lateral para el color rojo y azul.

Los elementos que hemos descrito en esta seccidn constituyen la base del
sistema Optico del microscopio de campo claro; pero también para implementar
otras técnicas de iluminacién distintas mediante modificaciones en su estructura o

adicionando otros elementos Opticos, como se describe en las siguientes secciones.

1.1.2 El microscopio de campo obscuro

La técnica de iluminaciéon de campo obscuro se usa para incrementar el contraste
de las imagenes y consiste en generar una trayectoria inclinada de la iluminacion
formando un cono de luz con el centro obscuro. En ausencia de un objeto en el
plano de la muestra que difracte la luz, el cono obscuro cubrira la apertura frontal
del objetivo creando un fondo negro en el campo visual (Figura 1.4a). El cono de luz
garantiza que solamente la luz difractada de la muestra sea la que se propague al
objetivo, véase la Figura 1.4b. Como resultado se forma una imagen de objetos

luminosos con un fondo obscuro (Figuras 1.4c, d).

Figura 1.4 Esquema del microscopio de campo obscuro. (a) En esta técnica de iluminacion se
coloca un diafragma anular en el camino 6ptico del sistema de iluminaciéon formando un haz
de luz con el centro obscuro. Al enfocarse el haz en el plano de la muestra y propagarse hacia
el objetivo se forma un cono de luz cuyo centro obscuro cubre la apertura frontal del objetivo.

(b) Al colocar una muestra, solamente la luz difractada por ella es recolectada por el objetivo
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para formar una imagen. Las imagenes proporcionadas por este sistema tienen un fondo negro

y los objetos poseen un contraste alto como lo muestran la imagen de células HUVEC en (c)

y la imagen de nanodiscos de oro —AuNP/25- en (d). Imagenes modificadas de [8, 28]. La

escala de las barra en (c) es 200 ym y la barra en (d) es de 100 pm.
1.1.3 El microscopio de luz polarizada

En esta técnica de iluminacion se hace uso de la luz polarizada y su interaccion
con materiales birrefringentes para su analisis y estudio. La luz es una onda
electromagnética constituida por un campo eléctrico y uno magnético mutuamente
perpendiculares los cuales oscilan al propagarse espacialmente. Una fuente comun
de luz emite ondas cuyos vectores de campo eléctrico y magnético no poseen una
direccion preferente. A esta clase de luz se le denomina luz no polarizada [29, 30].
Cuando la luz se propaga por un filtro polarizador lineal, este bloquea todas las
componentes del campo electromagnético excepto una, que es paralela al eje
polarizacion del filtro, generando una forma de luz polarizada linealmente. La
birrefringencia es la propiedad éptica que poseen algunos materiales de contar con
2 indices de refraccion segun la direccion cristalografica en la que se propaga la luz

a través de ellos.

Figura 1.5 El microscopio de luz polarizada. (a) El principio basico de este tipo de microscopio
es un arreglo polarizador-analizador para detectar materiales con la propiedad 6ptica de
birrefringencia, (b) ejemplo de ello es el colageno presente en el cartilago humano [31] y (c)
las nanoparticulas de plata orientadas formado conos caracteristicos de su estructura en bulto

[32]. La barra de escala en (b) es de 250 um y en (c) es de100 pym.

12



La velocidad de propagacion de la luz de dichos materiales, también llamados
anisotropicos, es diferente segun la orientacion de su arreglo molecular, en la
mayoria de los casos su estructura cristalografica resulta en la existencia de 2
orientaciones con velocidades distintas de propagacion de luz. Como el indice de
refraccidon representa el cociente entre la velocidad de una onda electromagnética
en el vacio y en la materia, entonces este tipo de materiales presentan dos indices
de refraccién o birrefringencia [31, 33]. Los materiales birrefringentes tienen la
propiedad de desdoblar la luz incidente no polarizada en 2 rayos linealmente
polarizados y perpendiculares entre si, o en el caso de la incidencia de luz

linealmente polarizada el material puede modificar su estado de polarizacion.

En la Figura 1.5a se muestra un esquema del microscopio de luz polarizada, en
el cual se utiliza un arreglo 6ptico polarizador-analizador [34]. Cuando tenemos una
fuente de luz no polarizada y se propaga a través del primer filtro polarizador lineal
(polarizador) solamente las componentes de la luz que son paralelas al eje de
polarizacion seran transmitidas generando un haz linealmente polarizado. Como el
eje transmision del analizador (segundo filtro polarizador en el camino 6ptico del
sistema) es perpendicular al eje del polarizador, al incidir la luz polarizada que
proviene del polarizador es bloqueada. Al colocar una muestra birrefringente entre
los filtros esta modificara el estado de polarizacion de la luz incidente en ella,
permitiendo que cierta porcion o la totalidad de la luz se propague a través del
analizador de acuerdo a la ley de Malus, la cual relaciona la intensidad de la luz
polarizada linealmente y el angulo que forma el plano de polarizacion del haz
incidente con el eje de polarizacién del filtro. La imagen entonces se forma con la

luz que emerge del arreglo polarizador-analizador.

1.1.4 El microscopio de contraste de fase

En un microscopio de contraste de fase se aprovecha el hecho de que las muestras ,
en general, tienen un indice de refraccion distinto al del sistema 6ptico, induciendo
un cambio de fase entre la onda de luz que proviene de la fuente (onda envolvente
S) y la que es difractada por la muestra (onda difractada D) . El contraste se define
como el cambio de intensidad entre las zonas vecinas en una imagen, esta

caracteristica define las fronteras entre los distintos objetos presentes en una
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imagen.En esta técnica se modifica intencionalmente la diferencia de fase entre Sy
D para incrementar el contraste en la imagen. Con el fin de describir el principio de
operacion mediante un ejemplo se considera que la onda envolvente esta definida

por S = E;sen(wt) Yy la onda difractada por D =k, E,sen(wt—¢). Eoes el maximo
valor del campo eléctrico, ka el factor de atenuacionde la muestra y ¢ es el

desfasamiento que sufre D respecto a S cuando esta presente la muestra en el

campo visual del microscopio.

Figura 1.6 Principio del contraste de fase. Cuando un frente de luz que se propaga en el plano
de la muestra se aleja de ella, se considera que esta formado por 3 componentes: La onda
envolvente S (linea negra) que es la frente de luz incidente en el plano de la muestra pero no
interactua con ella, el frente de onda difractado D (linea roja) que interactua con la muestra y
el frente de onda resultante P (linea azul) de la relacién P=S+D. En (a) la componente P tiene
la misma amplitud que S y la misma fase ya que no existe retardo en la fase de la onda
envolvente. En (b) esta presente la lamina de retardo (6 =x/2) lo que hace que P posea la

misma amplitud de S pero con retraso de su fase de # /2. En (c) se muestra el caso donde
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esta presente la muestra y la componente D se retrasa por ¢ =7z/2, la onda resultante P es

mayor en amplitud con un rertado de fase respecto a S. (d) Cuando se retarda la fase de S
por un factor de 6=7/2 la amplitud de P se incrementa aun mas asi como su fase es

modificada respecto a S.

Para este ejemplo fijamos este valor en 0 =7/2 . También se contempla el
efecto de una lamina de retardo que se ubica después del plano de la muestra con

un retardo de fase de ¢ = 7 /2 que se aplica sobre la onda S.

Después de que las ondas S y D se alejan del plano de la muestra son colectadas
por el objetivo y enfocadas en el plano de la imagen intermedia combinandose por
interferencia oOptica y produciendo un frente de onda P cuya representacion
matematica esta dada por la ecuacion P=S+D. La imagen intermedia depende
entonces de la ponderacion de las amplitudes de las ondas D y S ademas de la

diferencia relativa de la fase entre ellas [35, 36].

En la Figura 1.6 se muestra la simulacion de 4 casos que ejemplifican el
corrimiento de fase entre lasondas Dy S, y su efecto en la onda resultante P. La
linea negra corresponde a la componente S, la linearojaa D ylalineaazulaP. En
la Figura 1.6a se exhibe la condicion cuando no se encuentra presente un objeto en
el plano de la muestra por lo que D=0, ademas en este caso se considera que no
esta presente la lamina de retardo por lo que S se propaga sin alterarse, razon por

la cual la onda P tiene un valor de P =0+ S = E sen(wt) en el plano de la imagen

intermedia. En la Figura 1.6b se considera que no existe una muestra pero esta

presente la lamina el retardo (¢=x/2) por lo que S=E;sen(wt—-~=/2) al
propagarse a traves de la lamina de retardo haciendo que
P=0+S=E,;sen(wt—-r/2).

En la Figura 1.6¢c la condicién es que esta presente una muestra por lo que
D=k.,E,;sen(wt—-x/2) y lalamina de retardo no se encuentra presente entonces
P =D+S =E (K, coswt +senwt), relacion que refleja un incremento en el valor del

campo eléctrico de P y un corrimiento de fase. En el ultimo caso, Figura 1.6d, se

considera que esta presente la muestra y la lamina de retardo por lo que
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P =D+S = E,([sen(wt)—cos(wt)][ka+1]) observando que el valor del campo

eléctrico se incrementa en P en una proporcidn mayor respecto a los casos
presentados en las Figuras 1.6a, 1.6b y 1.6c. El resultado final del retardo en la fase
provocado por & y @ es un incremento significativo en el contraste de las imagenes

mejorando, principalmente, la definicion de las fronteras.

En el microscopio de de contraste de fase se utliza un disco anular para generar
un cono de luz con un centro obscuro pero a diferencia de la técnica de campo
obscuro el objetivo colecta el cono de luz completo como se muestra en la Figura
1.7a, una lamina de retardo se coloca en la apetura trasera del objetivo afectando
solamente a la componente S. La descripcién del principio de operacion del
microscopio se ajusta a la descripcién que se ha hecho preiviamente. La Figura
1.7b es la imagen de células de tejido humano capturada con un microscopio de
contraste de fase, en la cual se observa que las fronteras de las células se ecuentran
biend definidas lo que permite resaltar su morfologia individual. Ademas esta mejora
en el contraste facilita el uso de técnicas de procesamiento digital de imagenes

como la segmentacion de objetos, vease la Figura 1.7c.

Figura 1.7 El microscopio de contraste de fase. (a) Utiliza un anillo anular y un anillo de retardo
de fase con el cual se manipula intencionalemnte el desfasamiento que existe entre la luz
difractada por la muestra vy la luz de la fuente. Esto incrementa el contraste de los objetos

presentes en el campo visual del microscopio produciendo imagenes con baja relacion
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sefal/ruido y fronteras bien definidas facilitando procesos como la segmentaciéon de objetos

(b y c). Imagenes modificadas de [37]. El tamafio de la imagenes (b) y (c) es de 400 x 400

pixeles.
1.1.5 ElI microscopio de fluorescencia

En un microscopio de fluorescencia se utiliza una fuente de luz con una longitud
de onda especifica para excitar moléculas y estas, a su vez, respondan reemitiendo
luz con menor energia que la de excitacion. Este fendmeno que se presenta en
cierto tipo de moléculas se conoce como fluorescencia del cual hablaremos a

continuacion.

En la Figura 1.8a se muestra un diagrama para representar los estados electrénicos
de una molécula hipotética con un estado basal (So) y dos de mayor energia (S1y
S2), a su vez estos niveles cuentan con varios subniveles vibracionales. La grafica
representa la energia relativa de cada nivel electronico en funcion del tiempo. Las
flechas verticales indican la absorcion y/o emision de energia en forma de fotones
y las flechas diagonales negras la disipacién de energia principalmente en forma de

calor.

Cuando inciden fotones de excitacion (flecha azul de la Figura 1.8a) en un atomo
0 molécula, los electrones de éste ubicados en el estado basal So pueden ser
promovidos a un sub-nivel de mayor energia, en S2 por ejemplo. Una vez que el
electron esta en un estado electronico excitado cede parte de su energia en forma
de vibraciones que se distribuyen al resto de la molécula y finalmente es disipada
cuando la molécula choca con otras cediéndola en forma de calor. En este sentido
al ceder la energia el electron desciende a subniveles menores. En un momento
dado el electrén puede ceder toda su energia subitamente al caer a un nivel inferior
(ej. So) y emitir gran parte de la energia en forma de un foton de luz (flecha verde
en la Figura 1.8a). Como la energia del foton emitido es menor al de excitacién por
la pérdida de energia que sufre en forma de calor, la longitud de onda del fotén de
emision es mayor. Eventualmente todos los electrones en estados excitados caen
hasta el estado basal ya sea emitiendo luz o perdiendo energia por procesos no
radiativos [38].
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En la Figura 1.8b se muestra el diagrama de un microscopio de fluorescencia en
el que la luz incide en un filtro éptico (EX) con el fin de seleccionar una longitud de
onda como fuente de excitacién. La luz resultante incide sobre la muestra con el
arreglo del espejo dicroico y el lente objetivo. Los fotones de menor energia
reemitidos por la muestra son colectados por el objetivo (OBJ) y enviados al el
sensor de imagen a través del espejo dicroico y el filtro de emision (EM) que eliminan

de la ruta 6ptica del sensor la iluminacién de excitacion.

La técnica de fluorescencia es selectiva por naturaleza, lo que permite localizar
e identificar materiales especificos que sean fluorescentes naturales

(autofluorescencia) o de modo artificial (etiquetas fluorescentes o fluoréforos).

Figura 1.8 El microscopio de fluorescencia. (a) Tiene como principio de operacion el fendmeno
de fluorescencia presente en moléculas como la fluorita en el cual el material absorbe la
energia de un fotén incidente en él y reemite otro foton de menor energia. (b) EI microscopio
de fluorescencia aprovecha este fendmeno para analizar muestras de forma selectiva, cuya
descripcion de su principio de operacién se encuentra en el texto. EX: filtro de excitacién, EM:

filtro de emision, DICR: espejo dicroico.
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1.1.6 El microscopio confocal

En la mayoria de las técnicas de microscopia Optica el campo de vision es iluminado
simultaneamente como se representa en la Figura 1.9a, por lo que la imagen en el
sensor (S) se forma por la contribucidén de luz del plano enfocado de la muestra
(linea roja solida) y por los planos que no estan enfocados (lineas naranjas
segmentadas). Al superponerse la luz de todos los planos en el sensor la nitidez de
la imagen es reducida. En cambio cuando se incide un haz de luz en una seccién
pequeia en la muestra, solamente la luz difractada por la seccion iluminada es
detectada por S. Para asegurar esta condicion y ademas eliminar la contribucion de
los planos y zonas circunvecinas que no corresponden al seccion iluminada se
coloca una apertura pequena (PH) en la parte frontal de S conjugada 6pticamente

con la seccion iluminada, véase la Figura 1.9b.

Figura 1.9 Principio de operacion microscopio confocal propuesto por M. Minsky. A diferencia
de las técnicas tradicionales (a) donde la imagen se forma por la contribucion de todos los
planos iluminados de la muestra, (b) en la técnica confocal se ilumina una pequefia porcién
de la muestra y la luz difractada por esta porcion es detectada por el sensor (S), la apertura
PH elimina la contribucion de todas aquella regiones y planos que no estén opticamente
conjugados con la seccion iluminada, la imagen completa se adquiere realizando un barrido

del haz de luz en toda la muestra. En (c) se presenta el esquema basico del microscopio
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confocal propuesto por Minsky en 1959. L/L1/L2=Lente convergente, PH/ PH1/ PH2: Apertura

o pinhole, S: Sensor optico.

En los afnos 50 del siglo pasado Marvin Minsky [39] desarrollé el microscopio
confocal (Figura 1.9c), cuyo principio de operacion se basa en la descripcion
anterior. La luz emitida por la fuente es concentrada por el espejo concavo en la
apertura de PH1 el cual genera una seccién de luz pequefia que sirve como fuente
de iluminacion del sistema confocal. PH1 es 6pticamente conjugado al plano de la
muestra a traves de L1, con lo que se ilumina una porcion similar en tamafio en la
muestra. Después, la luz reemitida por la muestra es conjugada 6pticamente con el
plano del sensor por L2, donde se ubica una apertura PH2 eliminando todas las
componentes de luz que no corresponden a la zona conjugada, esa informacién es
detectada por sensor. La imagen completa se forma cuando la muestra se traslada
en el campo de visidén para que la luz incida sobre ella y los datos tanto de la luz
difractada como su posicidon se registren y almacenen para su posterior

reconstruccion.

Las ventajas del sistema confocal respecto al microscopio de campo abierto

son:

- Mejora del contraste en la imagen

- Mejora de la resolucion lateral y axial

- Aumento de la relacion senal/ruido

- Se eliminan del instrumento los sistemas de correccion de coma Ooptico,
astigmatismo, curvatura de campo, distorsibn de campo y la aberracion
cromatica lateral

- Como la informacion que se recolecta corresponde solamente al plano focal de
interés, al recorrer axialmente la muestra se pueden obtener distintos planos
que al integrarse en una imagen pueden formar una representacién 3D de la

muestra

Conforme ha avanzado la tecnologia de fabricacion de las lentes y los sistemas

de iluminacion se han realizado modificaciones a la estructura basica del

20



microscopio confocal como la integracion de una fuente de luz con un sistema laser,

véase la Figura 1.10.

Las ventajas que se obtienen al utilizar el sistema laser como fuente de
iluminacion son que las caracteristicas intrinsecas de coherencia, bajo nivel de
divergencia y monocromacidad facilitan el crear un tamano de area de luz incidente
lo mas pequefio posible. También el control de la direccion y sentido de propagacion

del haz laser es mas sencillo para realizar el barrido en la muestra [40-42].

Figura 1.10 Sistema confocal con iluminacién laser en donde se aprovechan las propiedades

de coherencia, baja divergencia y monocromacidad del laser para generar un haz de luz

pequefio con mayor energia facilitando procesos como la autofluorescencia. BS: Separador

optico.

Uno de los objetivos que se propuso en nuestro trabajo fue el disefio de un
sistema de barrido laser, por tal razon abordaremos de manera mas extensa el tema

en el Capitulo 2.

1.1.7 Defectos en las imagenes de los sistemas de microscopia

Los microscopios producen imagenes con defectos debido a las propiedades
Opticas intrinsecas de sus componentes (lentes, espejos, separadores Opticos, etc.).
Para que los sistemas 6pticos cumplan la condicién de un sistema 6ptico perfecto
en cualquier par de planos 6pticamente conjugados al eje de referencia es necesario
que los rayos de luz estén dentro de la aproximacion paraxial los cuales seran

préximos al eje Optico. Los rayos que estan dentro de la region paraxial se
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denominan rayos paraxiales y los que no se definen como rayos marginales.
Ademas, es necesario que los angulos de incidencia y refraccion sean lo bastante
pequeios como para que su seno y su tangente se puedan aproximar al valor del
angulo y su coseno a la unidad. Estas condiciones ideales hacen que los rayos
provenientes de un objeto o de una sub-imagen converjan en el plano de la imagen
resultante, formandola sin aberraciones. Cuando los sistemas Opticos trabajan con
aberturas grandes se rompe la aproximacion paraxial y aparecen las aberraciones

en las imagenes que empobrecen su calidad [43].
Las aberraciones se clasifican en 2 grupos:

Las aberraciones monocromaticas, donde se encuentra la esférica, el coma y el
astigmatismo que producen imagenes difuminadas o confusas. También estan las
aberraciones de curvatura de campo de Peztval y la distorsion las cuales deforman

las imagenes que producen los sistemas dpticos.

- La aberracion esférica se produce cuando lo rayos marginales paralelos
al eje principal del sistema Oéptico inciden en él y al atravesarlo no

convergen en el mismo punto del eje 6ptico que los rayos paraxiales.

- Laaberracion de coma se debe a que los rayos marginales oblicuos y que
pasan a través de un sistema 6ptico no convergen en el mismo punto fuera

del eje optico.

- El astigmatismo se presenta cuando un objeto o fuente de luz pequefio
que se encuentra alejado del eje optico emite un cono de luz que al incidir
en una lente lo hace de forma asimétrica, por lo que el cono emergente de

luz tendra los ejes principales asimétricos también.

- La curvatura de campo de Peztval se presenta por que los puntos de la
las superficies del objeto y la imagen no corresponderan uno a uno ya que

los rayos no paraxiales no convergen en el plano de la imagen.

- La distorsion se presenta por la magnificacion transversal de los sistemas

opticos que puede ser en funcién de la distancia de la imagen y como ya
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hemos comentado en la regidn fuera de la zona paraxial esta distancia

varia, modificando este este factor.

El segundo grupo corresponde a la aberracidn cromatica que se presenta cuando
una luz blanca atraviesa una lente y es dispersada en sus componentes de color,
esto porque el indice de refraccidn varia en funcion de la longitud de onda formando
imagenes con contornos de color (que no existen en el objeto real), véase la Figura
1.11.

Existen 2 tipos de aberracién cromatica:

La aberracion cromatica axial (ACA) que corresponde a la diferencia de foco para
las distintas longitudes de onda (A), lo que provoca que haya una variacién de la

magnificacion de la imagen en funcién de A.

Figura 1.11. La aberracién cromatica se debe a que el indice de refraccion de la lente es

distinto para cada A. Este tipo de aberracion se manifiesta como la formacion de distintos focos

dependientes de A (ACA); asi como las distintas magnificaciones de las imagenes que

depende de A (ACL), formando bordes degradados de color en los objetos de las imagenes.

La aberracion cromatica lateral (ACL), definida como la consecuencia de los
diferentes aumentos debidos a A y se manifiesta como la formacion de bordes
degradados de color en los objetos de una imagen cuya fuente de iluminacién es la

luz blanca.

Las aberraciones en una imagen no se manifiestan de forma separada sino mas
bien en conjunto, lo que reduce de forma significativa la nitidez de las imagenes. El

método mas simple para reducir la presencia y/o magnitud de las aberraciones
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empleando estrategias de optica geométrica, es la reduccion de las aperturas de los
elementos oOpticos con el fin de que es sistema opere solamente en la region

paraxial.

Otro método es la combinacion de lentes que compensen las aberraciones, como
por ejemplo la correccién de aberracion cromatica, donde se usa una lente positiva
hecha con un cristal de baja dispersion (cristal Crown) y una lente de mas alta
dispersion (cristal Flint). Esta configuracion conocida como doblete acromatico
puede compensar la aberracion cromatica en la longitud de onda del color rojo y la

del color azul.

El post-procesamiento de las imagenes para corregir las aberraciones después
de capturarlas se presenta como otra alternativa, utilizando sistemas de formacion
de imagenes digitales y tratandolas con técnicas de procesamiento por
computadora. Mas adelante en el Capitulo 3 abordaremos de nuevo este tema con

la descripcion de un método digital de correccion de la aberracion cromatica lateral.

1.2 Procesamiento digital de imagenes
Una imagen optica es creada por los componentes épticos del microscopio como
una representacion discreta de distribucion de intensidades (/x, ) en una superficie

y que idealmente posee la informacion del objeto real bajo observacion.

Una vez que la imagen Optica es detectada por una camara digital esta es
digitalizada mediante un proceso de muestreo y cuantificacion convirtiéndola en una
representacion también discreta de valores de intensidad y posicion (Imn))

formando a su vez una matriz numérica, véase la Figura 1.12.

La etapa inicial de digitalizacion de una imagen Optica es llevada a cabo por una
camara digital en la que la definicion de la resolucién digital y calidad de la imagen
estan determinadas por el sensor de imagen (CMOS o CCD) [44]. El sensor de
imagen esta constituido por un arreglo matricial de sensores foténicos (fotositios)

individuales los que definen la unidad minima de una imagen digital o pixel (px).

Para formar la imagen digital se conjuga 6pticamente el plano del campo visual
de la muestra con la superficie del sensor cifiendo el tamano de la imagen 6ptica al

tamano del sensor por lo que cada fotositio contendra la informacién de la intensidad
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de luz emitida por regiones pequefas del campo visual de la muestra. Cuando la
imagen Optica incide en el sensor los fotositios la convierten en sefales eléctricas
proporcionales a la intensidad de la luz que incide en ellos para que posteriormente

el sistema de adquisicion forme la imagen digital con esta informacion.

Figura 1.12 Ejemplo de una imagen digital. (a) La imagen corresponde a una diatomea de

agua dulce en una escala de grises donde cada pixel puede tomar valores de intensidad desde

0 hasta 255 tonos de gris (a). Como se muestra en el cuadro emergente (b), una imagen es

una representacion discreta de intensidades y posiciones del objeto real en una matriz

numeérica, como se muestra en (c) y que corresponde al recuadro marcado en (b), a la cual

se le pueden aplicar operaciones matematicas para eliminar ruido o restaurar caracteristicas

deseables.

En principio las imagenes que proporciona el sensor CMOS son monocromaticas
al solo detectar la cantidad de fotones que provienen de la muestra sin separar el
contenido espectral; por lo tanto no es posible que puedan formar imagenes con
color. Para resolver esta limitacion se colocan arreglos de filtros opticos de color
sobre los fotositios (Figura 1.13), lo que proporciona informacion separada de los

distintos colores primarios al arreglo matricial.

En el ojo humano la percepcidn de color es llevada a cabo por los conos, células

fotosensibles que se encuentran ubicadas en la retina. Los colores para los cuales
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los conos son mas sensibles se conocen como colores primarios de la luz que han
sido estandarizados por la Comission Internationale de I'Eclairage (CIE) y
corresponden al rojo (700 nm), verde (546 nm) y azul (435.8 nm). A partir de la
mezcla de estos colores primarios es posible obtener todos los colores del espectro
visible. Experimentalmente se ha observado que el ojo humano es mas sensible al
color verde (546 nm), por lo que percibe con mas facilidad los cambios provocados
por el verde en la mezcla de colores. El filtro de uso mas comun es el arreglo o
mosaico de Bayer, el cual esta formado por un 50% de filtros verdes (luminosidad),
un 25% de rojos y un 25% de azules (color). La proporcion que presentan el numero
de celdas verdes respecto a las rojas y azules genera una respuesta espectral que
favorece la transmisién del color verde. La transmitancia 6ptica del filtro es del ~
25% para el rojo, ~30% para el verde y ~35% [45, 46].

Figura 1.13 Filtro de color de Bayer el cual se coloca en la parte frontal del sensor de imagen
y separa las componentes de color de la luz incidente en los fotositios. En este arreglo se
duplica la informacién del color verde respecto al azul y rojo considerando que el ojo humano
es mas sensible a él.
1.2.1 Espacios de color
La ventaja del uso del color en imagenes para su procesamiento digital se debe a
dos factores: a) el color es un descriptor que simplifica la identificacién y extraccion
de los elementos de una imagen y b) la percepcién visual del hombre distingue una
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amplia gama de colores y en comparacion a sélo dos docenas de niveles de gris o

cual facilita la distincion de caracteristicas cuando se usa el color en las imagenes.

Los distintos colores que se crean con los colores primarios rojo (R), verde (G) y
azul (B) definen un espacio de color que puede representarse mediante un modelo
matematico con listas ordenadas de numeros. El objetivo de un modelo o espacio
de color es facilitar la especificacion de los colores de una forma normalizada y
aceptada genéricamente. Un espacio de color se puede representar en un sistema
de coordenadas tridimensional en el que cada color queda representado por un
unico punto. Entre los espacios de color utilizados mas frecuentemente para el
procesamiento de imagenes se encuentran el CIE 1931 XYZ, el sRGB y el L*a*b*,

los cuales se describen a continuacion.
El espacio de color CIE 1931

El espacio de color CIE 1931 XYZ [47] fue establecido en 1931 por la CIE, en el
cual definieron los tres colores primarios de la sintesis aditiva de color a partir de los
cuales pueden crearse todos los demas. Por definicidon Y significa luminosidad, Z es
estimulo de azul y X es una mezcla tendiente a la curva de sensibilidad del rojo al
verde (Figura 14.a). Dado que la contribucion de Z es en el azul, la cromaticidad de
un color se estima principalmente con x e y, dos de los tres valores normalizados

en funcién de X, Yy Z que se muestran en las siguientes ecuaciones.

X

= (1.4)
X+Y+Z
Y
- r 1.5
Y= X+v+z (1.5)
S Z
O X+Y+Z (1.6)

Donde z es el valor normalizado de Z.
El espacio de color sRGB

El modelo sRGB es formado por 3 matrices de color o canales de color y cada

canal representa una componente espectral primaria: canal rojo, canal verde y canal
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azul. Al mismo tiempo este espacio de color se puede representar en un sistema de
coordenadas cartesianas donde R=X, G=Y y B=Z, por lo que un punto esta definido
por la coordenadas (R, G, B), véase la Figura 1.14b. La forma del este espacio de
color es un tetraedro en el cual los valores sRGB estan definidos en tres vértices:
(1,0,0) para rojo, (0,1,0) para el verde y (0,0,1) para el azul. El cian se ubica en el
vértice (0,1,1) el magenta en (1,0,1) y el amarillo en (1,1,0). Finalmente el negro
corresponde al origen (0,0,0) y el blanco se situa en el vértice mas alejado del
origen (1,1,1). Por conveniencia el valor maximo de R, Gy B es 1. Las imagenes en
este espacio de color se forman por la combinacion en diferentes proporciones de

cada uno de los colores primarios RGB [48].

Figura 1.14 Espacios de color. En esta imagen se presenta los espacios de color utilizados en
el area de procesamiento digital de imagenes: (a) EI CIE 1931 XYZ, (b) el sSRGB y (c) el L*a*b*.

Los 2 ultimos espacios de color se derivan del CIE 1931.

La relacion entre el espacio CIE 1931 y el espacio de color sRGB viene dado por

las siguientes ecuaciones.

X =0.4303R +0.3416G +0.1784B (1.7)

Y =0.2219R +0.7068G + 0.0713B (1.8)
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Z =0.0202R +0.1296G + 0.0393B (1.9)

La percepcion visual de los estimulos de color se interpreta con los parametros
de tono, brillo y saturacion. Los tonos son todos los colores primarios, secundarios
e intermedios sin mezclar con blanco o negro. El brillo se entiende como la claridad
u oscuridad de un tono. La saturacién de un color se refiere a la pureza de un color
un color saturado tiene un color vivo e intenso, mientras que un color menos
saturado aparece mas descolorido y gris. Cuando los valores de brillo cambian sin
modificar el tono, perceptualmente pasamos de un tono al mismo tono con mas brillo

o menor brillo, este cambio se define como perceptualmente uniforme.

En la especificacion de colores en términos de valores triestimulos y espacio
cromatico sRGB no es facil de interpretar en términos de percepcion del color es
decir, brillo, tono y saturacion, ademas los diagramas de cromaticidad asociados no
son perceptualmente uniformes lo que dificulta el calculo de las diferencias entre
dos estimulos de color. En algunos casos, como por ejemplo la segmentacion por
color, es deseable contar con un espacio de color que se asemeje a la percepcion

visual del ojo como el espacio L*a*b*
El espacio de color L*a*b*

El espacio de color Lab es la abreviatura del CIE 1976 L*a*b* (CIELAB) y el
Hunter L, a, b. Ambos espacios son derivados del espacio CIE 1931 XYZ. El
proposito de ambos es producir un espacio de color en el que un cambio de la misma
cantidad en un valor de color produzca un cambio casi de la misma importancia
visual (perceptivamente lineal). Lo anterior puede mejorar la reproduccion de tonos
cuando se almacenan colores en valores de precision limitada, este espacio de color

se muestra en la figura 1.14c.

El espacio CIELAB permite especificar estimulos de color en un espacio
tridimensional, similar al del RGB. El eje L* es el de saturacion y va de 0 (negro)
a 100 (blanco) o escala acromatica de grises cuando a*=b*=0 [49]. Los otros dos
ejes de coordenadas son a* (rojo —verde) y b*(amarillo-azul) y sus valores van de
-120 a 120.
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Analogamente al espacio RGB, el espacio L*a*b* esta relacionado con el espacio

de color CIE 1931 con las ecuaciones siguientes:

1
3
L"=116*(1J -15
Yo

(1.10)

1 (1.11)

1 17]

3 3
b =200|| | [ £
o) (4

donde Xo, Yoy Zocorresponde al tri-estimulo del estandar de iluminacién D65 [50]

1 (1.12)

utilizado para obtener X, Yy Z.

En la mayoria de los casos las camaras digitales ocupan el espacio de color

sRGB, tema que se describe en la siguiente seccion.

1.2.2 Interpolacién cromatica

Una vez que el filtro de Bayer (Figura 1.15) ha separado las componentes de color
en 3 matrices R, G y B, se presenta un efecto de omision de pixeles derivado de
este proceso el cual se ejemplifica en las Figuras 1.15b,c,d. Si este efecto no es

corregido la imagen resultante es erosionada, véase la Figura 1.15h.

Para restaurar la imagen se aplican distintos procesos de interpolacién entre
pixeles vecinos con la finalidad de restaurar los pixeles omitidos (Figuras 1.15e, f,
g) y por consecuencia se mejora la calidad de la imagen final, véase la Figura 1.15i.
Este proceso de restauracion se conoce como interpolacion cromatica o
demosaicking [46].

1.2.3 Herramientas matematicas utilizadas en el procesamiento digital de
imagenes.
En el area del procesamiento digital de imagenes (PDI) se emplean técnicas y

algoritmos matematicos cuyo objetivo fundamental es obtener caracteristicas
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visuales de las imagenes de nuestro interés, tales como la reduccion de ruido, la
optimizacion del contraste y brillo, resaltar el color de bordes de objetos, etc. Dichas
operaciones se pueden realizar tanto en el dominio espacial como en el de la
frecuencia, se hace especial énfasis en el primero porque las técnicas empleadas

en este trabajo corresponden a este dominio.

Figura 1.15 El proceso de interpolacion cromatica reduce los efectos negativos (h) de la
ausencia de pixeles en el proceso de separacion de componentes de color que sufre la luz
que incide sobre el sensor de imagen vy el filtro de Bayer (a, b, ¢, d). A cada matriz de color se
le aplica un proceso de interpolacion entre pixeles vecinos (e, f, g) para restaurar y mejorar la

imagen (i).

En general el valor de una imagen digital en cualquier coordenada (m,n) es

denotada por f(x,y) ( se hace la conversion de m=x y n=y para estandarizar la

31



nomenclatura utilizada en este texto con la literatura técnica existente). La seccion
del plano real abarcado por las coordenadas de una imagen se denomina como el

dominio espacial, con x y y definidos como coordenadas espaciales.

Las operaciones que se realizan en el dominio espacial con las imagenes son
del tipo arreglo, donde los procedimientos se realizan pixel por pixel. Por ejemplo,

consideremos las siguientes imagenes de 2 x 2:
|:a11 a12j| y |:b11 b12j|
aZ1 a22 b21 b22
El producto arreglo sera
{aﬂ a12:| {bﬂ b12j|={a11b11 a12b12j|
a21 a22 b21 b22 aZ1b21 822b22
Considerando lo anterior y que f(x,y) y g(x,y) son las matrices 2 imagenes, las

cuatro operaciones aritméticas basicas son:

s(x,y)=f(x,y)+9(x,y) (1.13)
r(xy)=f(xy)-g(xy) (1.14)
m(x,y)=f(x,y)xg(xy) (1.15)
d(x,y)=f(x,y)+9(x,y) (1.16)

Las operaciones logicas:

n(x,y)=f(x,y) (1.17)
a(x,y)=f(x,y)eg(x,y) (1.18)
o(x,y)=f(x,y)vg(xy) (1.19)

También es posible realizar operaciones de conjuntos, transformaciones
geomeétricas espaciales, operaciones matriciales y utilizar métodos probabilisticos

para procesar las imagenes [51].

Otro método para realizar operaciones sobre las imagenes esta denotada por la

expresion
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g(xy)=T[f(x.y)] (1.20)

donde f(x,y) es la imagen de entrada, g(x,y) ahora es la imagen procesada, y T es

el operador definido sobre alguna vecindad de un punto en f(x,y).

Para definir las operaciones en f(x, y) se define una sub-matriz centrada en (x,y)
véase la Figura 1.16a. El centro de la matriz se mueve de punto a punto empezando
en la esquina superior izquierda y finalizando en la esquina inferior derecha.

Entonces cada punto definido de esta manera es vecino de un punto en f(x,y).

Para obtener la nueva imagen el operador se aplica en cada punto de la sub-
matriz de la imagen utilizando una para ello una mascara pequefia como por
ejemplo una matriz 3 x 3 (m x n) cuyos valores de los elementos son escogidos para

detectar una propiedad de la imagen (Figura 1.16b).

El centro de la mascara se mueve a lo largo de la imagen y en cada posicion
multiplicamos cada punto de la imagen que esta contenido dentro del area que
ocupa la mascara por su correspondiente coeficiente. Entonces, el valor de cada

punto de la nueva imagen g(x,y) se obtiene como

x+floor (h/2) y+floor (h/2)

gx.y)= >, > fxy)w(x,y)

x=x—floor (h/2) y=x—floor(h/2) (1 21 )

donde h es el tamafio de la matriz y w(x,y) es la matriz del operador.
Con este método es posible aplicar distintos tipos de procesos en las imagenes
como el filtrado [52], reconstruccién [53] y segmentacion. Por lo general los pixeles

que se encuentran en las fronteras de la imagen no se modifican, bajo el criterio de

gue estos no representan informacion relevante de la imagen.

Figura 1.16 La vecindad entre las posiciones de una imagen en este ejemplo f(x,y)

corresponde a una porcion de la imagen y w(x,y) a una mascara de operador.
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Dentro de los operadores mas utilizados en el procesamiento de imagenes se
encuentra la convolucion que es un operador matematico que transforma dos
funciones f(x,y) y g(x,y) en una tercera funcidon que representa la magnitud en la
que se superponen f (X, y) y una version trasladada e invertida de g(x,y). La

expresion matematica que representa a la convolucién es la siguiente.
f(xy)* g(xy)= Z Z f(m n)g(x —m,y —n) (1.22)

Las operaciones fundamentales que se han mostrado en este apartado sirven de
base para el desarrollo de métodos de procesamiento mas complejos como la

agrupacion o clustering de objetos, tema del cual hablaremos a continuacién.

1.2.4 Técnica de agrupacion K-means

El proceso de segmentacion en el area de PDI consiste en separar el contenido de
una imagen en varios grupos para su posterior analisis y clasificacion, cada cual
definido por caracteristicas como morfologia, color o pixeles vecinos. En este tipo
de procesos se utilizan como herramientas los algoritmos de agrupamiento
(clustering) que son procedimientos de agrupacion de una serie datos o arreglos
acorde a una caracteristica comun. Estas caracteristicas o criterios de agrupamiento
son por lo regular distancias o similitudes. El conocimiento de los grupos puede
permitir una representacion de un conjunto de datos complejo en un conjunto
sintetizado. Esta descripcion sintética se consigue sustituyendo la descripcion de
todos los elementos de un grupo por la de un representante caracteristico del

mismo.
Existen 2 técnicas principales para generar agrupaciones:

e Cluster jerarquico, que puede agrupar o dividir el conjunto de datos de forma

ascendente o descendente.

e Cluster no jerarquico, en los que el numero de grupos se determina de
antemano y los vectores se van asignando a los grupos en funcién de su

cercania como es el caso del algoritmo K-means.

El algoritmo K-means, creado por MacQueen [54] en 1967 es el algoritmo de

clustering mas conocido y utilizado debido a su simplicidad. Sigue un procedimiento
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de clasificacion de un conjunto de objetos en un determinado numero K de clusteres,
con K determinado a priori. El nombre de K-means viene porque representa cada
uno de los clusteres por la media (o media ponderada) de sus puntos, es decir por
su centroide. La representacion mediante centroides tiene la ventaja de que tiene
un significado grafico y estadistico inmediato. Cada cluster por tanto es
caracterizado por su centro o centroide que se encuentra entre los elementos que

componen el cluster.

Los pasos principales del algoritmo K-means estandar se presentan a

continuacion:

1) Inicializacion: Consiste en definir los objetos que se van a particionar, el
numero de grupos y el centroide para cada grupo. Se han propuesto varios
métodos para definir los centroides iniciales aunque el enfoque mas utilizado

sigue siendo la seleccion aleatoria [55].

2) Clasificacion: Para cada objeto se calcula su distancia hacia todos los
centroides, se identifica el centroide mas cercano y se asigna el objeto al

grupo asociado con dicho centroide.

3) Calculo de centroides: En este paso se recalcula el centroide para cada grupo

generado en el paso anterior.

4) Criterio de convergencia: Consiste en establecer el criterio de paro del
algoritmo, por ejemplo cuando se alcanza un numero determinado de
iteraciones, cuando no hay intercambio de objetos entre los grupos o cuando
la diferencia de los centroides en dos iteraciones consecutivas es menor a un
umbral dado. Si no se satisface la condicién de convergencia se repiten los

pasos 2, 3y 4.

Uno de los inconvenientes principales del K-means, ademas del hecho de que
sea necesario realizar en sucesivas ocasiones el algoritmo para asi obtener un
resultado 6ptimo, es la necesidad de inicializar el numero de prototipos al principio
de la ejecucion. Esto perjudica la eficacia del algoritmo ya que en la practica no se

conoce a priori el numero de clusteres finales.
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Los conceptos que se han revisado previamente en este capitulo resaltan la
importancia de la microscopia y sus distintas técnicas de iluminacién como
herramienta de analisis, pero existe un particular interés en la nitidez en las
imagenes que se producen en estos equipos. Una imagen de baja calidad
proporciona datos o informacién con la misma caracteristica que en muchos de los
casos son de poca utilidad o fiables. Como herramientas complementarias las
técnicas de PDI pueden incrementar la nitidez de las imagenes y por consecuencia
la fiabilidad de los datos que se obtienen de las imagenes, asi como también resaltar
aun mas caracteristicas de interés como bordes, colores, agrupacion de elementos,
etc. Estas consideraciones sustentaron la realizacion de nuestras propuestas, las

cuales describiremos en los siguientes capitulos.
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Capitulo 2

Construccion de un sistema de
barrido laser

Un sistema de barrido laser tiene como funcion principal controlar la direccion de un
haz laser utilizando espejos moviles [56], moduladores opto-acusticos [57], Optica
adaptiva [58], entre otros componentes. El uso y aplicacién del sistema de barrido
laser abarca temas como la medicion de morfologia facial [59], lectores de codigo
de barras [60], fotogrametria [61], microscopia confocal [62], etc. Nuestro interés
en el desarrollo del sistema de barrido radica en la posibilidad de utilizarlo en un

sistema portable de microscopia confocal.

En el campo de la microscopia 6ptica, el desarrollo de dispositivos portatiles se
presenta como una solucidn adecuada para el analisis de los especimenes in situ.
Con esto se busca mantener las condiciones naturales de la muestra y reducir las
alteraciones intrinsecas asociadas al proceso de preparacion de una muestra para

su observaciéon en un microscopio optico de escritorio [63, 64].

Con el fin de trasladar las capacidades de un microscopio confocal a un espacio
mas pequefo se han utilizado dispositivos como la fibra éptica [65], objetivos tipo
miniatura [66], lentes miniatura [64], etc. Lo anterior ha implicado retos como lograr
que un haz laser se enfoque en la muestra realizando un barrido de alta velocidad
(con anchos de banda del orden de kHz) sobre ella 'y en areas confinadas (del orden
de milimetros) evitando la deriva mecanica [67]. En el campo de la microscopia la
deriva mecanica o deriva de enfoque es una variable que describe la incapacidad
del instrumento para mantener fijo el plano de enfoque por un periodo extendido de
tiempo. El factor principal que influye en la deriva a mecanica es la variacién de la
temperatura en las partes mecanicas del instrumento, en los portaobjetos, en el

medio de preparacion de la muestras e incluso en las muestras.
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Con el desarrollo de tecnologias emergentes como los sistemas
microelectromecanicos (MEMS por sus siglas en inglés) se ha logrado miniaturizar
elementos 6pticos como espejos, filtros opticos y lentes, compactando los sistemas
de barrido laser y como consecuencia la estructura de los sistemas portables de
microscopia confocal [16, 63, 64]. Con estas adecuaciones se ha logrado el barrido
de campos visuales de 500 um x 500 um [68] y la captura de imagenes en tiempo

real de hasta 8 cuadros por segundo [66].

En este capitulo se describen el disefio, la construccion y la caracterizacion de
un sistema de barrido laser que tiene como objetivo principal su aplicacion en un
sistema de microscopia confocal portatil. Partiendo de un disefio genérico ya
existente de un circuito de control Proporcional-Integral Derivativo, en este trabajo
de tesis se modificé dicho circuito, se elaboraron los circuitos electrénicos
correspondientes y se integré un sistema de retroalimentacién en donde el elemento
clave de estabilizacion fue un sensor de posicion de cuatro cuadrantes (Position
sensitive diodes o PSD). Utilizando este sistema disefiado y construidos por
nosotros logramos mejorar significativamente la precision del barrido de nuestro

sistema.

2.1 Microscopio de campo claro invertido

Utilizamos un microscopio de campo claro como estructura de soporte para
implementar la técnica confocal y cuyo esquema optico se muestra en la Figura 2.1,
donde se utiliza un objetivo 100x (OBJ) de inmersion en aceite con una apertura
numérica de NA= 1.3 y un sistema 6ptico con correccion al infinito. Debido a que el
haz de salida del objetivo idealmente puede propagarse indefinidamente hasta que
se coloque una lente convergente en el camino 6ptico, el sistema permite que el
espacio de la estructura optica se pueda ajustar acorde a las necesidades del
disefio, facilitando la ubicacibn de mas componentes O6pticos. Otra ventaja
importante de esta configuracion es que el haz colimado es menos susceptible a las

aberraciones introducidas por los elementos Opticos adicionales [26].

El objetivo se colocd en una posicion vertical con la apertura frontal hacia arriba

(posicion que corresponde a la estructura de un microscopio invertido), lo cual hace
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que la luz que proviene de una muestra iluminada tenga un sentido de propagacion
vertical hacia abajo. El espejo M1 cambia la direccion en 90° modificando la
trayectoria a una propagacion horizontal. El espejo dicroico (DICR1) refleja la luz
proveniente de M1 en 90° de nuevo (manteniendo su trayectoria paralelo al plano
horizontal) para hacerla incidir en la lente convexa L1 (fLi=100 mm), conjugando
Opticamente el plano de la muestra con el plano del sensor de la camara CMOS1.
Ademas, DICR1 separa las distintas fuentes de iluminaciéon y que corresponden a
las longitudes de onda de 632.8 nm (rojo) del laser He-Ne utilizado en el sistema de

barrido y 430 nm (azul) del sistema de iluminacion LED (I1).

Figura 2.1 Sistema minimo del microscopio de campo claro invertido. El arreglo éptico entre
L1 y el objetivo corregido al infinito facilita la manipulacion del espacio entre ellos permitiendo
colocar los elementos 6pticos acorde a las necesidades del disefio. L1: lente =100 mm,
DICR1: espejo dicroico, M1: espejo, OBJ: objetivo 100X. 11: Led de 3 W de potencia, color
azul, L2: lente f=30 mm.
2.1.1 Sistemade iluminacion
Las fluctuaciones de la intensidad en la iluminacién tienen efectos principalmente
de inestabilidad luminica temporal que se manifiesta como la variacion de la
intensidad promedio de las imagenes cuando se captura la misma escena de forma
secuencial. Por ejemplo, en la conversion de una imagen en escala de grises a una
imagen binaria se usa un valor de umbral de intensidad (threshold) como factor de

conversion el cual se obtiene de las cuentas de las intensidades de los pixeles de
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la imagen. Como cada imagen (en nuestro ejemplo) tiene distinta ponderacion en
intensidad, la transformacion puede generar resultados diferentes aunque se trate

de la misma escena [69, 70].

El sistema de iluminacion de nuestra propuesta esta conformado por 11 y L2 en
una configuracién de iluminacién critica. Utilizamos un dispositivo LED de 3 W de
potencia como fuente de luz, considerando que sus caracteristicas Opticas y
eléctricas incrementan el desempeio de la iluminacion [71, 72]. La intensidad
luminica de un LED es proporcional a su corriente por ello es necesario que esta
variable sea constante [73], para lograrlo implementamos un sistema electronico
retroalimentado  Proporcional-Integral Derivativo (PID), el circuito que
implementamos es una variacion del sistema utilizado en la referencia [74]. Un
sistema de control retroalimentado es un conjunto de elementos que proporciona
una sefial de salida en respuesta a una sefal de entrada o valor deseado (Set-point
o SP). Cuenta con un elemento de supervision en la salida (retroalimentacion) el
cual se utiliza para comparar el valor deseado con el valor obtenido (senal de error).
Al evaluar la sefial de error el sistema buscara siempre llegar al valor de referencia
forzando a que la sefial de error tienda a ser cero, lo cual se logra igualando el valor

la sefal de salida a el valor la sefal de entrada [74-76].

En la Figura 2.1 se muestra el diagrama electronico del sistema de control de la
corriente del LED. El Bloque | determina el voltaje de referencia (Vsp) del PID ya sea
de forma manual con POT2 o con una sefal externa en V\, el ajuste fino para la
opcion manual se realiza con POT1. El Bloque Il desactiva la sefal Vsp con una
sefal digital externa DIGon-orF cuando la funcién del sistema lo requiera. Esta opcion
es util en casos donde el encendido y apagado de la carga requiere una respuesta
transitoria rapida y con el menor ruido eléctrico posible. El Bloque Il es el control
PID de un solo elemento activo [76], en el que se adicionaron 2 dispositivos de
conversién de voltaje-corriente (BUF1 y BUF2) para alimentar la carga de salida. La
sefal de retroalimentacion es proporcionada por el convertidor de corriente-voltaje
formado por IC2 y el sensor de corriente SENS [74].
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Figura 2.2 Diagrama esquematico del control electronico de corriente. El Bloque | corresponde

al control manual de la corriente o por medio de un voltaje en Vin. El bloque Il controla el

encendido y apagado del sistema con una sefial digital. El bloque Il es el control PID de

corriente. El bloque IV es la conexiéon de alimentacion del sistema electrénico.

En este sistema PID es posible cambiar el sensor que se utiliza como sefal de
retroalimentacion (SENS) por una senal externa usando JMP3 y JMP4. El Bloque
IV es la etapa de conexion de alimentacién externa para el sistema electronico con
la opcion de seleccionar si la fuente de alimentacion es dual o solamente positiva
con JMP2.

La caracterizacion del PID se realizé aplicando 2 sefales tipicas en los sistemas
de control [77]: a) una rampa de voltaje definida en un rango de Vin=1.9 Vcb-5 Veb

y (b) una senal escaldn unitario definida por Vin=4u(t) para t1=50 ms y ViN=0 para

t2=50 ms con una frecuencia de 10 kHz. En ambos casos la carga fue un LED de
potencia con un voltaje de polarizacion de Vr=2V y corriente de polarizacién de

I[F=300 mA. u(t)=1V para t=0. La sefal de entrada en este analisis esta relacionada
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con el voltaje de control Vin. La sefial salida es el voltaje medido en SENS (Vsens)

el cual esta relacionado con la corriente de salida con Vsens=R*IsaL=1 ohm * IsaL).

Figura 2.3 Caracterizacion del sistema PID. (a) La corriente de salida (IsaL) del PID en funcién
del voltaje de entrada (Vin) representado por los puntos negros tienen una tendencia lineal
como lo muestra la curva de ajuste (linea azul). El factor de conversién entre las 2 variables

esta dado por la pendiente de la recta de ajuste k =1/, /V,, =.09A/V y (b-c) la constante del

tiempo del PID fue de 4.6 ps.

En la Figura 2.3a se muestra la relacion de la corriente de salida en funcion del
voltaje de entrada (puntos negros) y su ajuste a una funcion lineal (linea azul) donde
se observa que la tendencia es practicamente lineal y el factor de conversién entre
el voltaje y la corriente (pendiente de la recta) esta dado por /_,, /v,, =.09A/v . El
tiempo de respuesta del sistema se calculd a partir del analisis de la respuesta del
sistema a una sefal cuadrada (Figuras 2.3b, c). Se considerd a la transicion de
subida del voltaje de entrada como la referencia para determinar el tiempo de
respuesta y se estimé como el tiempo necesario para que la sefal de salida

alcanzara el 63.2% de su valor maximo [78], que en este caso fue de 1= 4.6 pus.
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2.2 Caracterizacion del laser He-Ne

Existen variables de control en la topologia propuesta del sistema de barrido que
dependen de la intensidad del haz laser, como por ejemplo las que proporciona el
sensor de posicién en donde las sefales de salida proveen la posicion del haz en
su superficie y estan sujetas también al valor de la intensidad de haz incidente. Si
la intensidad tiene variaciones significativas entonces la informacién de la posicion
variara, aun cuando el haz incidente no modifique su ubicacion; reduciendo la

confiabilidad en la informacion de la posicidén del haz.

Las fluctuaciones de la amplitud y la frecuencia de los laseres de gas He-Ne son
consecuencia de las variaciones en la longitud de la cavidad resonante del laser
debido a la expansién térmica del tubo de vidrio. La expansion y contraccion térmica
causan que la frecuencia de resonancia de la cavidad se desplace a través de la
curva de ganancia del laser y a su vez produzca cambios de intensidad y frecuencia
en su salida. Ademas, el haz laser es afectado por otras fuentes de ruido como las
variaciones de voltaje o corriente en su fuente de alimentacion, deterioro de su
sistema de bombeo, reflexiones de retorno del sistema O&ptico, vibraciones
mecanicas, entre otros [79]. Estos factores también pueden cambiar el estado
polarizacion (EP) del laser. A partir de estas consideraciones el primer paso para
realizar el disefio de nuestro sistema de barrido fue caracterizar la intensidad del

laser.

2.2.1 Estabilidad de la intensidad del laser

El sistema experimental con el cual se determiné la estabilidad de la intensidad del
laser se muestra en la Figura 2.4a. En este arreglo el haz incide en el sensor
después de propagarse a través de la lamina de media onda (M2) y el separador
optico polarizado (Polarized beam splitter o PBS). La lente L asegura que el haz
incida completamente en la superficie del sensor. El voltaje de salida del sensor
DET es proporcional a la intensidad luminica y se registré con una tarjeta de
adquisicién de datos PCl 6221 de National Instruments durante un tiempo mayor a

2 horas.
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En la Figura 2.4b se observa un esquema de los EP de los componentes de
nuestro sistema experimental; donde EPRr) es la matriz de rotacion que describe la
rotacién que puede sufrir EP lineal del Iaser respecto al eje X como consecuencia
de condiciones descritas en el parrafo anterior, EP»2 corresponde a la lamina de
retardo y EPpss al separador optico. El eje rapido de EPx2 y el eje de transmisidon de

EPrss son paralelos al eje X. Consideramos que la lente L no cambia el EP del laser.

Supongamos entonces que se hace incidir el haz con EP lineal con un angulo de
45° respecto al eje X, y queremos conocer su EP después de propagarse a través
del arreglo experimental. Consideremos también las matrices de Jones que
representan los estados de polarizacion de los componentes y que estan definidos

por las ecuaciones:

1
ME1(t) = J (2.1)
[ cos® send
M, . = 2.2
RO | —send cos 9} (22)
1 0
M. = {0 e-ff} (2.3)
10
MPBS = {0 0} (2.4)

donde Me1) es la matriz del EP lineal del haz con un angulo de 45° respecto al
eje X, Mr) es la matriz de rotacion del haz, My2 es la matriz del EP de la lamina de
media onda con el eje rapido vertical y Mpss es la matriz del separador 6ptico
polarizado con el eje transmisién vertical. I" es el angulo de fase de la lamina de
retardo. Utilizando el criterio de Jones, el estado de polarizacion de laser después

propagarse por el sistema 6ptico de prueba es
Ez(t) = MPBSMMZMR(H)E1(t) (2.5)

sustituyendo las ecuaciones 2.1, 2.2, 2.3y 2.4 en 2.5 se tiene que
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1 0jl1 O | cosd send |1
Ez(t):{o O}{O efr}[—sene COSHMJEU) (5)

resolviendo
E,(t)=[cos® sen@][”ﬁ(t) (2.7),

la ecuacion 2.7 muestra que el valor del campo eléctrico resultante (E2(t))
depende del angulo de incidencia de EP lineal y por consecuencia la intensidad

luminica cambiara también respecto a esta variable.

En este punto es importante comentar que este arreglo responde también a las
variaciones de la intensidad que no surgen del estado de polarizacion del haz, por
lo que la intensidad del haz en la salida del arreglo es la ponderacion de distintas

fuentes sin que se logre conocer la contribuciéon de cada una.

En la Figura 2.4c se muestra la grafica que representa los resultados de la prueba
del voltaje de salida del sensor en funcidn del tiempo. El voltaje promedio fue de 2.4
Vcp con una desviacion estandar de 0.0115Vcp, el porcentaje de variacion durante
el tiempo de la prueba fue menor al 1% considerandolo como un valor aceptable

para nuestra aplicacion.

Otro parametro importante en la caracterizacion del Iaser es el diametro principal
el cual tiende a cambiar conforme se propaga en un medio, ademas define algunas
caracteristicas operativas del sistema del que forma parte como lo es la resolucién

optica del sistema confocal. En la siguiente seccién se describe este topico.
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Figura 2.4 Caracterizacion de la estabilidad de la intensidad del laser. (a) Sistema experimental
utilizado en la caracterizacién de la estabilidad de la intensidad. En (b) se muestra la
aproximacion de los estados de polarizacion del haz de cada uno de los elementos del sistema
Optico de prueba (véase texto). (c) El porcentaje global de la variacion de la intensidad fue
menor al 1% durante un tiempo mayor a 2 h. /2= ldmina de retardo de media onda, BSP:
separador 6ptico polarizado, L=lente convexa f= 50mm, DET: sensor de luz, las lineas con 2

flechas indican un EP lineal vertical.

2.2.2 Lacintura (wo) del laser
Cuando un laser se propaga a través de un medio como el aire diverge
transversalmente al sentido de su propagacion modificando su diametro principal

(2wo) a lo largo de su trayectoria [80-83].
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Figura 2.5 Perfil gaussiano de un haz laser. (a) La cintura del haz wo es el punto a lo largo de
la direccién de propagacion del haz donde el radio del laser tiene un minimo. (b) w(z) es el
radio del haz después de propagarse una distancia z, considerando su origen zo en la posicion

de wo. zres la profundidad de enfoque del haz o la distancia de Raleigh a partir de zo.

Para un perfil del haz laser con una distribuciéon Gaussiana como el usado en este

trabajo (Figura 2.a), la divergencia del haz estd definida por las siguientes

ecuaciones.
1
Az 2P
w(z)= 1+£ 2] (2.8)
W,
w2 Y
R(z)=|1+ 9 (2.9)
Az
w2
z,=—2L 2.10
R= (2.10)
A
o~ — (2.11)
W,

Donde z es la distancia de propagacion del haz a partir de la zona donde wz es

minimo (zo=0), A es la longitud de onda del haz, el parametro w(z) es el radio del

haz después de propagarse una distancia z, R(z) es el radio de curvatura de la

divergencia del haz después de propagarse una distancia z, zr es la longitud de
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Raleigh, y a se conoce como la divergencia del haz. Todos estos parametros estan

representados en la Figura 2.5b.

Figura 2.6 Calculo de wo con la técnica del filo de la navaja. (a) En esta técnica se utiliza una
navaja para cortar el haz registrando los cambios de la intensidad con DET y el
desplazamiento de la posicion de la navaja. (b) El ajuste de los datos a una funcién de error
nos proporciono el valor de wo= 0.42 mm. L: lente f.=50 mm, Kn: navaja, DET: sensor de luz.
Caracterizamos el parametro wo con la técnica de “filo de la navaja” [84-86], en
la cual colocamos una navaja (Kn) en una plataforma mévil graduada para realizar
un movimiento lineal controlando la posicién del filo de Kn, desplazandolo en el
sentido del movimiento de la plataforma y en una posicidon perpendicular al sentido
de propagacion del laser, la distancia entre la navaja y la apertura de salida del tubo
del laser fue de 10 cm. Kn se desplazé en pasos de 250 uym cortando el perfil
Gaussiano del laser como se bosqueja en la Figura 2.6a. El haz resultante fue
evaluado con un sensor 6ptico DET110 (DET) y un multimetro BK TOOL KIT 2706-

A, registrando simultaneamente la posicion en cada paso.

Los datos de la intensidad (voltaje) se graficaron en funcién de la posicion de la
navaja (Figura 2.6b) para su posterior ajuste a una funcién de error. El valor que se

obtuvo de la cintura fue de wo=0.42 mm.

2.2.3 Magnificacion de la cintura wodel laser
En un sistema confocal, el objetivo realiza la funcidon de iluminar la muestra y al
mismo tiempo recolectar la luz reemitida por ella. Al incidir el haz laser en el objetivo

por la apertura trasera e iluminar la muestra con la apertura frontal, la cintura del
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haz se reduce en tamafo y se considera una aproximacion a la resolucion del

sistema confocal de acuerdo a las siguientes ecuaciones.

res,, = 0.64
NA (2.12)
y
resaxial = ﬁ
NA (2.13)

Donde resxy y resaxial representan la resolucion lateral y axial respectivamente del
sistema confocal. NA es la apertura numérica el objetivo y A la longitud de onda de

la fuente de iluminacion.

Para que se cumplan las condiciones de maxima resoluciéon definidas por las
ecuaciones 2.12 y 2.13 es necesario que el laser llene completamente la apertura
trasera del objetivo (6 mm en nuestro sistema). En consideracién a lo anterior,
implementamos un arreglo optico del telescopio de Kepler como el que se muestra
en la Figura 2.7, para aumentar el diametro de la cintura del laser y acoplarla a la

apertura trasera en el objetivo. El factor de magnificacion del arreglo es

M =

= |,\,‘h

(2.14)

donde M es la magnificacién del arreglo optico, f1 la distancia focal de la lente

L1y f2 es la distancia focal de la lente L2.

Si consideramos el parametro wo’, como referencia para llenar la apertura trasera
del objetivo la potencia del laser incidente sobre la muestra sera solamente del
86.5%. Por otro lado si consideramos el radio maximo (100% de la potencia) del
perfil del laser acoplado a la apertura del objetivo, el sistema sera susceptible a
tener variaciones del diametro del haz resultante debido a que las vibraciones e
inestabilidad mecanica pueden desalinear el sistema 6ptico y como consecuencia
desviar el haz enfocado en la apertura trasera del objetivo. Definimos entonces un
criterio arbitrario de utilizar el 95% la potencia para llenar |la apertura trasera con la

intencion de solventar estos inconvenientes.
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Figura 2.7 Arreglo del telescopio de Kepler utilizado para aumentar la cintura wo.

La formula general de la intensidad del perfil de un haz Gaussiano es

2Ly

I(ry=1e *° (2.15)

donde lo es la intensidad en el centro del perfil Gaussiano y r corresponde al radio

maximo y W'o es la cintura del haz.

La potencia del haz se obtiene integrando I(r)de O ar.

2

(2.16)

P(x)=P(1-e ™) (2.17)

Donde Po es la potencia total del Iaser.

Al considerar el 95% de la potencia y que la apertura trasera tiene un radio r= 3

mm se tiene que r —1.224w",, dando como resultado el valor de w'0=2.44 mm.

Como el valor del diametro del haz tiene un valor de wo=0.42 mm se requiere un
factor de aumento de 5.88 veces (Wo/wo). Entonces, para obtener una razon
cercana utilizamos una lente de f1=50 mm y una lente con distancia focal de f2=300
mm en el arreglo de Kepler, que de acuerdo a la ecuacion (2.14) la magnificacién
es M= 6. Este arreglo también se utilizé para conjugar el plano de deflexion del haz

en el plano de la apertura de entrada del objetivo como se describe a continuacion.
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2.3 Sistemade barrido laser
Con el fin de comprobar la eficiencia de nuestra propuesta del sistema de control,
usamos galvandmetros de bajo desempefio cuya precision y repetibilidad en la

posicion se esperaba fuera menor en comparacién a las versiones comerciales.

El galvandmetro es un espejo soportado en un actuador de giro electromagnético
con el centro de rotacion en un eje central del espejo. Cuando el laser incide sobre
el espejo forma un angulo respecto a la normal de la superficie y la componente
reflejada forma un angulo igual respecto a la normal. Al girar el espejo el angulo de
reflexion modificara la direccion del haz reflejado. En este tipo de actuadores el
movimiento angular es proporcional a la corriente que se aplica al devanado
electromagnético del actuador. Si esta corriente no es estable, las variaciones en
esta se traduciran en variaciones en el angulo de reflexion del haz. Para reducir este
efecto se implementd un control de corriente PID igual al empleado en el sistema

de iluminacion del microscopio invertido.

Sin embargo, la naturaleza electromecanica de este componente afade otro reto
al disefio del sistema de control. Supongamos que colocamos frente al sistema de
barrido una pantalla donde incide el haz reflejado en una posicion inicial Pso,
Después modificamos la corriente para cambiar de posicion a Psi1. Al tratar de
alcanzar a Ps1 la inercia rotacional (0 momento angular) del galvanémetro no
permitira que éste se detenga de manera inmediata, por lo que la posicién final no
correspondera a la posicién solicitada. Lo mismo sucedera con los subsecuentes
puntos Psn, situacion que tendra un efecto negativo en la precision del barrido. Aun
cuando se han propuesto soluciones como el de realizar un barrido libre
sincronizado con el tiempo de captura, el desgaste de los elementos mecanicos, la
vibracién del sistema y la deriva mecanica son fuentes de este tipo de errores. La
solucion propuesta para reducir el error fue realizar una modificacién al sistema PID
sustituyendo el sensor de corriente por una sefal de retroalimentacion con un

sensor PSD.

51



2.3.1 Caracterizacion del PSD

Un sensor PSD es un dispositivo semiconductor con un area expuesta sensible al
espectro de luz visible, pero con la particularidad de que si en una zona pequena
incide un haz de luz con una intensidad mayor (como es el caso de un laser) al
promedio que incide en toda el area del sensor, el dispositivo proveera 2 sefiales
indicando la posicion en el area de mayor intensidad luminica mediante
coordenadas (Vx, Vy) Vcb. La posicidn central del sensor es el origen del sistema

coordenado con un valor aproximado a (0,0) Vco.

Figura 2.8 Sistema de traslacion XY para la caracterizacion del PSD. El sistema consta de 2

plataformas moviles Base X y Base Y acopladas de manera que formen un sistema de

traslacion XY. El control de la posicion se realizé en forma manual con los tornillos de ajuste.

Para determinar la posicion y la cuantificacion del desplazamiento se tomd como referencia la

graduacion que provee el sistema de las bases moviles.

Con el fin de determinar la relacion que existe entre el voltaje y la posicion del
haz en la superficie en el sensor (en unidades métricas) realizamos el experimento

que se describe a continuacion.

Se colocé el PSD en un sistema de traslacion XY en la posicion central del arreglo

como se muestra en la Figura 2.8. El laser se incidié aproximadamente en la
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posicion (0,0) Vep. La Base X se desplazé en pasos de Ax= 150 ym, 300 um y 600
Mm, registrando en cada posicidn el dato indicado en el micrémetro de la base y el
voltaje de salida de PSD (Vx,0) Vcb. EI mismo procedimiento se realiz6 para el eje
Y (O,Vy). Vx y Vy se graficaron en funcién de la posicion Xsase y YBase
respectivamente ajustando los datos a una funcién lineal del tipo y=c+kx, donde c

representa la ordenada al origen y k corresponde a la pendiente de la funcidn.

En las Figuras 2.9a y 2.9b se muestra los datos registrados para Vxvs Xsase y Vy

vs YBASE, asi como sus respectivas curvas de ajuste. El factor de conversion para

ambos ejes fue de K=V, / Xgy5e =V, [ Ygue =0.7V/mm.

Figura 2.9 Caracterizacion del sensor PSD. En (a) y (b) se muestra que la relacion entre la
posicion laser en el PSD vy el voltaje de salida es lineal en ambos ejes de traslacion, con un

factor de conversion K=0.7V/mm para ambos casos.

2.3.2 Caracterizacion de los galvanometros

Los galvandmetros utilizados en esta propuesta son de bajo costo (Figura 2.10a) y
sus especificaciones técnicas nos son proporcionadas por el fabricante, por lo que
surgid la necesidad de calcular la corriente de operacion del galvanédmetro y su
angulo de rotacion (¢) en funcion de la corriente, datos que en esta etapa del disefo

eran necesarios.

En la Figura 2.10b se muestra el esquema del circuito utilizado para calcular el

maximo valor de la corriente de operacion de los galvandmetros. El principio de

53



operacion es idéntico al del circuito de control de corriente del sistema de
iluminacién. El valor de la corriente se registré con un multimetro BK TOOL KIT
modelo 2706A.

El haz reflejado por el galvanémetro se proyectd en una hoja milimétrica con el
fin de tener una referencia del movimiento angular. Después se aplicé una rampa
de corriente (iniciando desde 0 A) al galvandmetro del eje X (GALVOX) hasta que
se observo que la proyeccion del haz de luz en la hoja milimétrica no modificaba su
posicion, considerando que la corriente aplicada correspondia al valor maximo de
corriente. Se utilizé el mismo procedimiento para corrientes negativas y para el
galvanémetro en el eje Y (GALVOY). La corriente de maxima medida fue de + 90
mA en los 2 galvanémetros. Como lo puntos maximos de rotacion representan los
limites de operacion de los galvandmetros establecimos como rango de operacion
en £80 mA.

Figura 2.10 Galvandmetros de bajo rendimiento utilizados en el sistema de barrido (a). El

esquema en (b) muestra el arreglo de prueba con el que se caracterizo el angulo de rotacién

¢ en funcion de la corriente i de los galvandmetros, en el cual se usa un control de corriente

PID para alimentar el galvanémetro. Vic: Voltaje de control, PID: control de corriente PID, Amp:

amperimetro, GALVO: galvanémetro.

Después, utilizando el arreglo que se muestra en la Figura 2.11 determinamos la
relacion del angulo de rotacion en funcion de la corriente aplicada al galvanémetro.
Se considerd la zona de proyeccién al plano (*) que se ubica en la posicion de la
lente L1 (fL1=50 mm) y esta conjugado 6pticamente en el plano de la superficie del

sensor PSD utilizando L2 (f.2=75 mm) y el divisor de luz BS.
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Figura 2.11 Arreglo oOptico para caracterizar el angulo de rotacion ¢ de los galvanémetros en

funcién de su corriente de alimentacion. Consideramos el plano de la posicion de la lente L1

como el plano de proyeccién del haz (*), el cual se conjuga 6pticamente con el plano del PSD

usando la lente L2 y el divisor de luz BS. El registro de los datos de posicion en el PSD se

realizé con una tarjeta de adquisicion de datos PCl 6221 de National Instruments.

El triangulo formado por los segmentos de linea PQ, QR y RP es una
representacion geométrica de la proyeccion del haz en el plano de L1 (QR) con el
punto de origen en P y el haz del laser (PQ) formando un angulo ¢ con su proyeccion

en el eje optico (PR).
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Figura 2.12 Relacién de la posicion en el PSD y el angulo de rotacion del GALVO vs la corriente
leaLvo. Los factores de calibracion de GALVOX son kx =.0371 m/A (a) y kex=7.42x10-* Rad/A
(b), y para GALVOY son ky=.0384 m/A y keyy=7.67x10-* Rad/A.

Si hacemos QR=Xpsp=Ypsp los angulos de rotacién para GALVOX (¢x) y

GALVOY (¢y) se calculan por las siguientes ecuaciones.

X
— -1 2PSD
¢, =tan
L1

(2.18)

4, = tan"' Yese (2.19)

Donde ¢x Yy ¢y son los angulos de rotacion de los galvandmetros, Xesp y Ypsp que

corresponden a las posiciones del haz en los ejes del PSD como resultado de la
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rotacion del GALVOX y del GALVOY respectivamente. fL1 es la distancia focal de la
lente L1.

Usamos una metodologia similar al que se utilizé6 para determinar la corriente
maxima de los galvandmetros, pero en este caso se registraron los valores de las
posiciones Xpsp Y Ypsp asi como también la corriente aplicada a los galvanémetros.
Los valores de Xpsp y Ypsp se graficaron en funcion de sus respectivas corrientes
leaLvox y leaLvoy ajustandolas posteriormente a una funcién lineal, véase la Figura
2.12. Para la relacion corriente-posicion en el PSD los parametros calculados son
kx=.0371 m/Ay ky=.0384 m/A (Figuras 2.12a, c). En el caso de la relacion corriente-
angulo de rotacion se tiene que los factores son kyx=7.42x10-* Rad/A y kgy=7.67x10-
4 Rad/A (Figuras 2.12b, d).

Hasta el momento la referencia del barrido se ha hecho respecto al plano de la
superficie del sensor. A continuacién, se describe el analisis de la proyecciéon del

barrido del haz en el plano de la muestra de nuestro sistema experimental.

2.3.3 Barrido del laser en el plano de la muestra

Con el fin de simplificar la explicacion del barrido del haz laser en el plano de la
muestra, se hace la consideracion de que el sistema 6ptico del objetivo es una sola
lente con una distancia focal fobj, distancia donde se considera que se ubica el plano

de la apertura trasera del objetivo.

De acuerdo a la ecuacion 2.5, la resolucion de nuestro sistema experimental es
de resxy= 292 nm (NA=1.30 A=632.8 nm), valor que también define el
desplazamiento minimo del haz en el plano de la muestra (Dm). En base a este valor

determinamos el angulo minimo de rotacion que requiere el sistema de barrido.

Al conjugar opticamente el plano de rotacion (C1) de los galvanémetros con el
plano de la apertura trasera del objetivo (véase la Figura 2.13) relacionamos los

angulos de rotacién 02y 61 con la expresion
6,=6,M (2.20)

donde M es la magnificacion del arreglo 6ptico de Kepler.
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Figura 2.13 El eje del barrido en los galvanémetros se conjuga 6pticamente con la apertura

trasera del objetivo (C+), y como consecuencia se conjuga 6pticamente el plano de la muestra

con el plano de proyecciéon de L1 (*), asi como también con el plano del sensor PSD (no

mostrado en este esquema). L1= Lente convexa fL1=50 mm, L2: Lente convexa f.2=300 mm,

OBJ: Objetivo 100X foss= 2 mm.

Como C+ se ubica en fobj, la proyeccion del barrido del haz en OBJ se conjuga
opticamente en el plano de la muestra y por consecuencia se conjuga opticamente
con el plano del sensor PSD. Entonces el desplazamiento Dm sera épticamente

conjugado en el plano del PSD.

El angulo de rotacion 62 en funcién de Dm esta definido por la expresion

. D,
92 =tan 1 Zm (221)

OBJ

sustituyendo 2,21 en 2.20 se obtiene que

0, = Mtan ' Bz (2.23)

fob

/]
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Al considerar los valores propuestos de fL1= 50 mm, forj=2mm y M=6, ademas de
los factores calculados k, kxy resxy, se obtuvo que para desplazar el haz en el plano
de la muestra una distancia de Dm=292 nm es necesario aplicar una corriente al
galvanémetro de leaLvox=1.2 mA (13 mV al control PID). El resultado es aplicable

también al eje Y.

2.4 Prueba de desempefio del sistema de barrido con PID

Figura 2.14 Prueba experimental del sistema de barrido. (a) Barrido del haz en el PSD sin

control PID y tiempos de posicionamiento de 0.5, y (b) con un t,=1 s. Para (c) y (d) incluimos

el control PID en tiempos de 0.5s y 1 respectivamente.
El analisis presentado en los parrafos anteriores sugiere que el sistema de barrido
tiene una mejora significativa en ubicar la proyeccion del haz en el PSD como
resultado de la integracion del control PID. Con el objetivo de comprobarlo,

realizamos una prueba de desempefio del sistema de barrido en la misma
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plataforma de la Figura 2.11. Se realiz6 un barrido de 30 X 30 puntos con una
separacion de 48 um en ambos ejes del PSD; con las siguientes condiciones: (a)
sin control PID y tiempo de cambio de posicion (tp) de 0.5 s, (b) sin control PID y tp

=1 s, (c) con control PID con tp= 0.5 s y (d) con control PID y tp= 1seg.

Figura 2.15 Mapas de posicion del sistema de barrido laser para tiempos de: a) tp=10 ms, b)

t,=50 ms, b) t,=100 ms y c) t,=500 ms.
Los resultados de esta prueba se muestran en la Figura 2.14, observandose que el
barrido sin control PID no presenta una distribucion espacial homogénea de los
puntos en el PSD, Figuras 2.14a y 2.14b. Al realizar el mismo barrido pero ahora
con el control PID se observa que la distribucion espacial es corregida formando
una cuadricula homogénea de puntos que representan las posiciones del haz en el
PSD (Figuras 2.14c y 2.14d).

Repetimos la prueba anterior pero ahora con tiempos menores de tp= 10 ms, 50

ms, 100 ms y 500 ms. Como se observa en la Figura 2.15a, cuando t,= 10 ms el
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sistema PID presenta inconsistencia en el barrido al no lograr ubicarse en las
posiciones solicitadas. En el caso contrario cuando tp>= 50 ms el mapeo es mas

homogéneo en la distribucion de las posiciones (Figuras 2.15b, c, d).

2.5 Sistema de microscopia confocal

En base a los resultados obtenidos anteriormente realizamos la propuesta del
disefio de nuestro sistema de microscopia confocal que se muestra en la Figura
2.15. Aunque ya se ha descrito la operacion de varios de los modulos que forman
parte de esta propuesta haremos un resumen del principio de operacion de todo el

sistema.

Figura 2.16 Sistema minimo de microscopia confocal. Las lista de componentes y la

descripcion se su principio de operacién se muestra en el texto.

La lista de componentes del sistema confocal y su descripcion es la siguiente.

Componente Descripcién Proveedor/No. de
parte
Laser Laser He-Ne 632.8 nm, 2 mW, MELLES GRIOT
EP lineal, CW
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PBS

WP

BS

DICR

L1

L2

L3

L4

L5

L6

DET

PSD

Separador optico polarizado
(50:50)

Lamina de retardo A/4

@12.7 mm

Separador 6ptico (50:50)

@52 mm

Espejo dicroico pasa alto

Lente convexa fLi= 50 mm

@ 25.4 mm

Lente convexa fio= 50 mm

@ 25.4 mm

Lente convexa f.3= 75 mm,

@ 25.4 mm

Lente convexa fi4= 300 mm

@ 25.4 mm

Lente convexa fuis= 100 mm

g1

Lente convexa fis= 30 mm,
D=1"

Fotomultiplicador CEA-59RX

DL100-7-PCBA2
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THORLABS

PBS121

THORLABS

WPMHO05M-633

THORLABS

BSW16

THORLABS

DMLPG605R

THORLABS

LA1131-A

THORLABS

LA1131-A

THORLABS

LA1608-A

THORLABS

LA1484-A

THORLABS

LA1509-A

THORLABS

LA1805-A

CETRON

PACIFIC SILICON
SENSOR



CAM Camara de microscopia MU- AMSCOPE
300 1536 X 2048 px.

OBJ Objetivo 100X, NA 1.3, ZEISS PLAN
correccion al infinito, inmersion NEOFLUOR
en aceite

LED LED de alta potencia, IF=300 LUXEON

mA, P=3W, A=470 nm

El microscopio de campo claro invertido formado por OBJ, L5, M2, DICR y la
camara CMOS tiene como funcién mostrar el campo visual de la muestra bajo
estudio, lo que permite determinar la regidn de interés que sera capturado por el
sistema confocal. La fuente de luz de esta seccion tiene una configuracién de

iluminacién critica formado por el LED (A=460 nm) y L6 (fL1= 30 mm).

La informacién del microscopio de campo claro y la del microscopio confocal se
separa con un espejo dicroico (DICR) el cual refleja el espectro de luz que
corresponde al intervalo 380nm-490 nm y transmite el intervalo de 520 nm-700 nm,
es decir la informacién que proviene del microscopio invertido incide en la camara
CAM mientras que la iluminacién del laser es transmitida sin modificar la trayectoria

de propagacion.

Ahora bien, considerando la operacién del sistema confocal se describe a
continuacion su funcionamiento, el laser se incide en el PBS de manera tal que su
EP lineal coincida con el eje de polarizacién horizontal de reflexion del PBS, para
propagarse por el camino 6ptico principal formado por M1, GAVOX, GALVOY, L2,
L4, DICR, WP y OBJ. Al pasar por WP(MN4) el laser cambia a un EP circular e incide
a través de OBJ sobre la muestra. La luz reflejada por la muestra retorna por el
mismo camino Optico principal, manteniendo el EP circular hasta que incide en
WP(MN4) nuevamente, el cual lo cambia a un EP lineal pero paralelo al eje vertical
de transmisién del PBS, propagandose a través de él hasta llegar al sensor DET1
que se encuentra ubicado en el foco de L1. Como ya hemos comentado

anteriormente este arreglo asegura que el haz incida sobre DET1 en su totalidad.
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En esta arquitectura se asegura que el plano de proyeccion del barrido (*) sea
opticamente conjugado en el plano del sensor PSD y el plano de la muestra.
También el plano de la muestra (**) es 6pticamente conjugado al plano de la camara

y al plano de sensor DET1.

La computadora tiene como funcion principal el tomar la informacion que
proviene de DETH1, la cual la almacena y procesa para formar la imagen final ademas

de sincronizar y controlar las funciones del sistema del microscopio confocal.

Los resultados que hemos presentado en este capitulo muestran la inclusion de
un sistema de control PID (y utilizar una sefial de registro de posicion como
retroalimentacion en un sistema de barrido laser) estabiliza la corriente en los
galvanémetros y su posicion. Esta mejora incrementa de manera significativa la
precision en el barrido del haz en el plano del sensor PSD formando mapas de
posicion con una distribucion homogénea de los inter-espacios. Consideramos
también que el disefio propuesto puede reducir el ruido que afecta la posicion del

haz y que proviene de vibraciones mecanicas, temperatura, etc.

En relacién a los galvandmetros, el tiempo de respuesta fue menor a lo esperado,
considerando el del control PID fue de t=4.6 ys mientras que el del sistema de
barrido fue de t= 50 ms. Bajo esta condicién estos galvandmetros no se consideran
utiles en un sistema confocal ya que los tiempos de captura de una imagen pueden
ser largos en comparacion a los que se reportan en el estado del arte. Como
propuesta de solucion se contempla el uso de microespejos ya que sus
caracteristicas como la frecuencia de operacidén superan al de los galvanémetros

utilizados en este trabajo.
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Capitulo 3

Remocidon de la aberracion
cromatica lateral en imagenes de

microscopia de campo claro

Los microscopios generan imagenes defectuosas por las aberraciones originadas
por las propiedades Opticas intrinsecas de sus componentes. La aberracion
cromatica lateral (ACL) [87] se ha corregido incorporando material que compensa la
dispersion de la luz en los sistemas opticos [20]. Sin embargo la reduccion del costo
de los sistemas de formacién de imagen, la necesidad de un alto grado de
correccion o la conveniencia de usar materiales de baja calidad que son propensos
a inducir aberraciones ha motivado la busqueda de alternativas para remover la
ACL. La estrategia mas utilizada para tal fin es el procesamiento digital de imagenes

seguida por los sistemas hibridos 6ptico-digitales [88].

En el contexto del registro de imagenes digitales la ACL induce desplazamientos
relativos entre los correspondientes pixeles de los canales rojo, verde y azul (RGB)
[89]. A partir de este hecho surgen 2 efectos negativos principales: las variables que
dependen de la posicién de los pixeles son capturadas incorrectamente; ademas
en las imagenes aparecen bordes de color desplazados en las fronteras de los
objetos que afectan la correcta caracterizacion de la morfologia, los limites y el
contenido de color [90]. Para remediar estos inconvenientes se han propuesto
métodos como el ajuste global de imagen o image warping, que consta de 2 etapas
[91]. Primero, el sistema Optico es calibrado usando una o mas imagenes de alto
contraste en las que se determinan los parametros que caracterizan el grado de
desviacion de las posiciones de los pixeles entre los diferentes canales de color. En
la segunda etapa los parametros de calibracion son usados para realinear los

canales de color digitalmente [92]. Alternativamente se han desarrollado métodos
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de correccion basados en la deteccion de gradientes [93], deconvolucion de la
funcién de esparcimiento del punto (Point spread function o PSF) [94], y el modelado
analitico de la ACL [95].

En el campo de la microscopia éptica los objetivos de fluorescencia brindan un
alto grado de correccion de la aberracion cromatica, admitiendo errores de ~0.2%
[26]. Aun asi, este valor no es suficiente en varias aplicaciones, particularmente
donde es necesario calcular las variables de posicion en el rango de sub-pixeles
[96-98]. En un ejemplo donde se han implementado técnicas de correcciéon de ACL
en la microscopia de fluorescencia, Kozubek y Matula [99] capturaron primero
imagenes de microesferas multi-etiquetadas y extrajeron los factores de
desplazamiento de los pixeles entre los canales de color desalineados. Luego, los
factores calculados se usaron para ajustar 2 de los canales a un canal de referencia,
reduciendo la magnitud de la aberracién cromatica desde ~240 nm a ~10 nm
lateralmente y desde ~300 nm a ~60 nm axialmente. Este procedimiento es
relativamente simple y ha sido aplicado exitosamente en estudios donde la precision
en el calculo de la distancia entre 2 genes etiquetados se han mejorado

significativamente [96].

En contraste, en el contexto de la microscopia de campo claro se han realizado
pocos esfuerzos para lograr una mayor remociéon de la ACL mas alla de la que
proporcionan los objetivos. Tucker et al. reportaron el uso de técnicas de
procesamiento digital de imagenes en conjunto con una mascara de fase para
extender la profundidad del campo de enfoque y proveer el control sobre la
aberracidon cromatica axial [100]. Aunque ha recibido menos atencion comparada
con la microscopia de fluorescencia la mejora en la calidad de las imagenes en la
microscopia de campo claro es de gran interés, notablemente para su uso en
analisis de especimenes bioldgicos. Por ejemplo, donde se requieren evaluaciones
precisas de caracteristicas como fronteras, texturas y contenido de color en
imagenes histolégicas de muestras de tejidos [6, 19]. En estudios de clasificaciéon
de particulas es necesario que las imagenes estén libres de aberracién [101, 102].
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En este capitulo presentamos el desarrollo de una alternativa eficiente para
remover la aberracidn cromatica lateral en imagenes capturadas en sistemas de
microscopia de campo claro. Usando un multiplexor o6ptico como fuente de
iluminacién en un microscopio comercial modificado, capturamos imagenes
monocromaticas en forma secuencial con diferentes colores: rojo, verde, azul y
blanco. La medida del desplazamiento de marcas fiduciarias en los canales rojo y
verde respecto a marcas fiduciarias en el canal azul nos proporcionaron los factores
de calibracion, los cuales fueron usados en imagenes de prueba para realinear los
canales de color digitalmente. La efectividad del método se comprobé evaluando la
posicion y fronteras de los objetos en imagenes de patrones de calibracion y por la
evaluacion del contenido de color en muestras bioldgicas tefidas antes y después

de la correccién de la ACL.

3.1 Desarrollo del método de correccion de la ACL

El esquema general de nuestra metodologia se muestra en la Figura 3.1. Después
de la etapa de calibracién (no presente en el esquema), una imagen capturada bajo
iluminacion blanca (W) es separada en sus componentes rojo (R), verde (G) y azul
(B). Seleccionamos la imagen B como el canal de referencia para la subsecuente
correccion sin realizar alteracidn alguna a la misma. Aplicamos el algoritmo de
correccion a los canales R y G, para reducir el desalineamiento de la posicidén de
los pixeles respecto al canal B. Finalmente usamos los canales R y G corregidos

con el canal B original para reconstruir la imagen pero ahora con la ACL corregida.

3.1.1 Construccion del sistema experimental

Para implementar nuestra estrategia, seleccionamos un microscopio de grado
estudiantil en modo de campo claro (Iroscope, M6-11T). Esta opcion provee la
oportunidad de observar como la ACL de un sistema 6ptico modesto (sin iluminacion
Kohler, con objetivos plan-acromaticos simples, sin puerto de camara dedicado,
etc.) puede ser revertido a través del método de ajuste digital de imagen. La fuente
original de iluminacién fue reemplazado por un multiplexor éptico [103] ( véase la
Figura 3.2).
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Figura 3.1 Estrategia para eliminar la ACL en imagenes de microscopia de campo claro. (a)
diagrama de flujo de nuestra estrategia para corregir las imagenes de microscopia. (b)
esquema del sistema experimental utilizado. L1, L2: lentes =50 mm L3= Lente f=25 mm, BS:
separador 6ptico, PID: circuito de realimentacion de corriente Proporcional-Integral Derivativo.
La luz de un LED de alta potencia (Multicomp, OSW-8339) que contiene 3 chips
de diferentes longitudes de onda (620 nm, 520 nm and 460 nm) y la luz de una
lampara de tungsteno se acoplaron a una guia éptica (Edmund Scientific, Model No.
53-391) por medio de un telescopio de Kepler y un divisor de luz facilitandonos la
capacidad de iluminar secuencialmente con rojo, verde, azul y luz blanca. La
estabilidad en la iluminacién en un ancho de banda de ~1 kHz fue llevado acabo por

un sistema de control retroalimentado de corriente [71, 74].

El control de encendido/apagado e intensidad de la iluminaciéon LED se realizo
usando un modulo de adquisicion de datos (National Instruments, NI-9221)
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manejado con rutinas de LabVIEW. Para capturar las imagenes colocamos una
camara CMOS (AMSCOPE, MU-300, 2048 x 1536 pixeles). Todo el trabajo

presentado en esa seccion se realizdé con un objetivo 10X.

3.1.2 Calibracion del sistema experimental

Para determinar la proporcion de ALC en las imagenes obtuvimos la posicion de
marcas de referencias bajo iluminacién con diferentes longitudes de onda. Para ello
fabricamos un patrén de prueba fijando microesferas de poliestireno con tamafios
entre 40 y 90 um a un portaobjetos utilizando pegamento transparente de mucilago
(Stafford), resultando en un patrén con una distribucion aleatoria de esferas.
Después capturamos imagenes de nuestro patron personalizado usando
secuencialmente iluminacion roja, verde y azul en intervalos de 1s. Este
procedimiento secuencial proveyo una base segura para probar cada canal de color
de la camara, asi como también minimizar los efectos de la superposicién oOptica
[104] y la interpolacion cromatica [46, 105] durante la captura de las imagenes
digitales. Para cada imagen capturada su correspondiente canal de color fue
extraido generando su version monocromatica para cada canal de color (rojo, verde

y azul).

Para determinar la magnitud de la ACL, obtuvimos primeramente las
coordenadas (XM, YM)del centroide para cada i-esima esfera presente en el campo
visual de cada canal (M = R, G, B). Esta operacién se desarroll6 facilmente (debido
al alto contraste de las esferas) realizando los siguientes pasos: (1) la separacion
de las esferas al definir de un umbral de segmentacion, (2) la conversion de la
imagen de escala de grises a una imagen binaria y (3) el calculo de las coordenadas
de los centroides de las esferas en la imagen binaria. ElI contenido de ACL es
entonces medido en pares de canales como la distancia Euclidiana entre los
centroides de una determinada esfera en los canales B y R (B-R): AXBR = X8 -X~,
y entre los canales B y G (B-G): AXBC¢ = X8 -XiC. Estos procedimientos se realizaron
en MATLAB.

La distribucion de la magnitud de la ACL encontrada en nuestro sistema se

presenta en la Figura 3.2, donde las distancias de los pares B-R (Figura 3.2a) y B-G
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(Figura 3.2b) revelan una superficie semi-conica lo que indica un punto de ACL
minimo (alrededor del mismo punto en ambos casos) y una distribucion lineal
creciente hacia los limites del campo visual. En el caso del par B-R se calculé un
maximo de ~12 pixeles, mientras que el par B-G se registré un valor maximo de ~6
pixeles. Una representacion vectorial del corrimiento debido a la ACL se muestra en
las Figuras 3.2c y 3.2d donde queda definida claramente la naturaleza radial de la
ACL en nuestro caso (este comportamiento no siempre ocurre, véase por ejemplo

la referencia [99]).

Figura 3.2 La magnitud evaluada de ACL en nuestro microscopio. Los graficos 3D muestran

un comportamiento radial-lineal de la magnitud de la ACL en los caso de (a) B-R y (b) B-G.

Las correspondientes graficas de vectores muestran los desplazamientos relativos en las

posiciones de las microesferas de prueba entre los canales (d) B-R y (c¢) B-G. La magnitud de

los vectores en (c) y (d) fue magnificada por 10 para mayor claridad.

Las graficas de AX vs. XBy AY vs. YB para los pares B-R (Figura 3.3a y Figura
3.3b) y B-G (Figura 3.3c y Figura 3.d) fueron ajustadas a funciones lineales de las
cuales obtuvimos las pendientes y puntos de interseccion (AX, Y=0), dando un total

de 8 parametros de calibracion. Para las distancias de B-R se encontré que kar =-
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0.011 para AX y AY, mientras que para las distancias B-G fue kss = -0.0052 para
AXy AY. Las coordenadas que corresponden al punto de contenido minimo de ACL
fueron (mgr, ner) = (1051, 677) px para el par B-R y (msg, nsc) = (1079, 639) px
para el par B-G. El eje Optico de nuestro sistema no coincide con el punto minimo
de la imagen capturada indicando simplemente que las partes constitutivas de
nuestro microscopio pueden no ser radialmente simétricas o no estar alineados

perfectamente.

Figura 3.3 Evaluacion de los factores de correccion de la ACL. Las componentes (a) AX y (b) AY
para las distancias B-R hacen evidente un comportamiento lineal con una pendiente negativa de
ksr =-0.011 en ambos casos. En (c) AX y (d) AY las componentes de las distancias B-G también
son lineales con una pendiente kss =-0.0052. Se obtuvo un valor del factor Pearson de -0.99 en
todos los casos. Puntos: datos; lineas: ajuste de los datos.
3.1.3 El algoritmo de correccion
Usando los parametros de calibracion previamente encontrados, desarrollamos un

algoritmo elemental de ajuste digital de imagen acorde a las ecuaciones siguientes:

I(nn??;') = I(onlf,n) (3.1)

m' = m+ floor(Kgs x (M —mgg)) (3.2)
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n'=n+floor(kgs x(n—nge)), (3.3)

para la correccion del canal R relativo al B. En las ecuaciones (3.1) — (3.3) /"%y
(m’, n’) denotan la intensidad (conteo de pixeles) y las posiciones de pixeles en el
plano (X, Y) respectivamente de la nueva imagen. De igual manera, [°?y (m, n) son
la intensidad y posiciones de pixeles respectivamente de la imagen original. En este
punto, aprovechamos el hecho de que la pendiente de las graficas AX vs. XBy AY
vs. YB poseen el mismo valor (ksr). La funciéon floor(valor) redondea el elemento
valor al entero cercano menor o igual a valor. Un procedimiento similar se sigui6

para corregir el canal G relativo a B usando sus respectivos parametros.

En el algoritmo de correccion los valores estimados para las nuevas posiciones
de los pixeles son redondeados y truncados a enteros lo cual conduce a la pérdida
0 sobrerrepresentacion de pixeles que tienden a erosionar la imagen y deteriorar la
nitidez. Para reducir estos efectos indeseados adicionamos un algoritmo de

interpolacion bilineal después de la correccion [106].

3.2 Pruebas experimentales de la remocién de la ACL en campo claro
Para demostrar la efectividad de nuestro método de correccion de la ACL,
evaluamos diferentes caracteristicas de las imagenes: 1) el perfeccionamiento en la
definicion de las fronteras en los elementos de una imagen, 2) la evaluacion
cuantitativa de los niveles de reduccion de la ACL, 3) el registro fiel del contenido
de color, y 4) la precision en la medicién de morfologias.
3.2.1 El perfeccionamiento en la definicién de los limites de los elementos
de una imagen
Capturamos una imagen de un patron de prueba USAF 1951 usando iluminacion
blanca provista por la fuente de tungsteno en el arreglo multiplexor-fibra y
seleccionamos un grupo de barras patréon con un tamafio de 87.7um x 17.5 um para
su analisis. La imagen original (Figura 3.4a) muestra un conjunto de bandas de color
en las fronteras de las barras que son claramente removidas después del
procedimiento de correccion de la ACL (Figura 3.4b). Las bandas indeseables de
color son la evidencia de como los perfiles de intensidad a través de las barras

muestran un desalineamiento entre los canales R, Gy B (Fig. 3.4c). Después de la
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correccion los perfiles de intensidad para todos los canales de color recobran su

alineacion resultando en el incremento de la nitidez (Fig. 3.4d).

Figura 3.4 Efectos de la correccion de la ACL en los limites de objetos. Imagenes de un patron
USAF 1951 (a) antes y (b) después de la correccion de la ACL. (c) Los perfiles de la intensidad
de pixel de los canales de color a través de una seccidn transversal (linea discontinua blanca)
hacen evidente el desalineamiento entre los canales de color de la imagen original. (d) Los
perfiles correspondientes en la imagen corregida muestran que se ha eliminado el
desalineamiento. Escala de la barra: 50 px (30 pm).
3.2.2 Evaluacion cuantitativa de los niveles de reduccion de la ACL
En este experimento capturamos la imagen de una reticula de calibracién bajo
iluminacién blanca y determinamos la posicién de las lineas de referencia en la
imagen de la reticula antes y después de la correccion. En estas imagenes
aplicamos un procedimiento similar al descrito para las particulas esféricas en la
seccion 2 para obtener las coordenadas de los centroides (X, Yi) de las lineas a lo
largo de los ejes Xy Y (véase la Figura 3.5a). Para el eje X, la distancia di = Xi -Xo
(donde Xo es un punto de referencia) fue graficada en funciéon de los valores
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esperados de di. Para el eje Y se condujo un analisis similar. Los valores esperados
de dison estimados a partir del conocimiento del espacio entre las lineas provistas
por el fabricante de la reticula y el factor de calibracién pixel-micréometro de nuestra
camara CMOS. El factor de calibracion de la camara se obtuvo capturando una
imagen de la reticula de calibracion con iluminacion azul, omitiendo de esta manera
la influencia de la ACL. Finalmente, la pendiente (k) fue calculada a partir del ajuste
lineal de estos datos y nos proveyd una medida del error en posicion (en el caso
ideal la pendiente debe de ser igual a 1). Para la imagen original (sin correccion de
la ACL) obtuvimos los factores kx = 1.0078 (Figura 3.5b) y ky= 1.0071 (Figura 3.5d),
después de la correccion obtuvimos los factores de kx-cor=1.0009 (Figura 3.5c) y ky-
cor=1.00033 (Figura 3.5e). Este resultado indica que la magnitud de la ACL

alrededor de campo de visién fue reducida a un valor menor de 0.1%.

Figura 3.5 Evaluacién cuantitativa de la ACL después del procedimiento de correccion. (a) Una
rejilla de calibraciéon fue capturada y se determinaron las coordenadas de los centroides (Xi,
Yi) de las marcas de las lineas de referencia a lo largo del eje X e Y antes y después de la
correccion (c)-(e). Las lineas de ajuste (lineas sodlidas) de los datos (puntos) nos

proporcionaron una medida del error de posicidon debido a la aberracion cromatica (Ver texto).

3.2.3 Registro fiel de contenido de color
Estudiamos el impacto de nuestro procedimiento de correccion en el contenido de

color de las imagenes por medio de histogramas de color, los cuales representan el
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numero de colores presentes en una imagen. Los histogramas de color son
diagramas 3D-cartesianos construidos a partir de la informacion de los valores de
intensidad de los pixeles de los canales R, G y B, donde a cada canal de color es
asignado a uno de los ejes coordenados y el valor del pixel define la posicién en el
correspondiente eje. La interseccion de estos valores crea un punto en el sistema
cardinal cuya tonalidad es calculada como una ponderacién de las intensidades en
los canales R, G y B en ese pixel. Los histogramas de color son usados también en
la cuantificacion de colores, donde un rango de colores es reducido a un solo valor,

comprimiendo el numero de colores presentes en una imagen.

Anteriormente, en algunos reportes acerca de la reduccion de la ACL en sistemas
de captura de imagenes (principalmente camaras digitales) han sido utilizados los
histogramas de color para mostrar que los algoritmos de correccion reducen
consistentemente el numero de colores presentes en una imagen después de su
aplicacién [92, 107].

Sin embargo, en la evaluacién de los efectos de un procedimiento para extraer la
ACL en imagenes seria deseable comparar el contenido de color de una imagen
corregida respecto a una imagen de referencia sin ACL. Para abordar este punto,
dividimos el campo de vision de la camara en cinco zonas: una seccion central
donde el error inducido por la ACL es pequefo (<30% de la magnitud de la
desviacidon maxima) y otras 4 secciones colindantes al area central (véase la Figura
3.6). Se colocod una region de interés de la muestra (Region of interest o ROI) en la
seccion central y se definié como la imagen sin aberracion (ROlacL-free), después la
muestra fue desplazada a una seccion periférica para que la ROl previamente
identificada sufriera los efectos de la ACL (ROlacL). En los ejemplos siguientes
situamos las ROI en la seccion Il. Finalmente el procedimiento de remocion de la
ACL fue aplicado sobre la ROlacL y su correspondiente histograma de color fue

comparado con el de ROlacLfree.
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Figura 3.6 Seccionamiento de las imagenes para cuantificar el contenido de color antes y
después de la correccion de la ACL con una seccion central con ACL minima. Campo de

vision: 1229 um x 921um. La muestra tefiida corresponde al tallo de un arbol de tejo joven.

Se usaron muestras biologicas tefidas y un patrén de prueba para evaluar su
contenido de color. Los resultados de nuestra metodologia se muestran en la Figura
7, donde las columnas 1,2 y 3 (de izquierda a derecha) despliega los ejemplos de
las imagenes ROlaci-fee (Figuras 3.7a, g, m), las ROlac. originales (Figuras 3.7b, h,
n) y las ROlacL corregidas (Figuras 3.7c, i, 0) respectivamente. Debajo de cada
imagen se muestra su correspondiente histograma de color. A partir de estas
imagenes se observa claramente que los histogramas de color tienen una
distribucidon caracteristica en su forma y numero de colores presentes cuando
provienen de la region central. Estas distribuciones son drasticamente modificadas
cuando las ROI son capturadas en la seccién Il donde se inducen falsos colores en
un grado significativo. No obstante, se logra recuperar después de la correccion de
la imagen mostrando que las distribuciones vuelven lo mas cercano a su forma 'y

tamano tomando como referencia el histograma de la posicion central.
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Figura 3.7 Cuantificacion del color en imagenes de muestras bioldgicas de granos de polen
(a)-(c), tallos de arbol de tejo (g)-(i) y un patron USAF-1951 (m)-(0) y sus correspondientes
histogramas de color debajo de ellos. La columna de la izquierda (a), (d), (9), (j), (m), (p)
muestra las secciones de referencia libre de ACL (correspondiente a la seccion central en la
Figura 2.6) y sus histogramas de color. La columna del centro (b), (e), (h), (k), (n), (q) muestra
las secciones afectados por la ACL (correspondiente a la seccién Il en la Figura 6) y sus
histogramas de color. La columna de la derecha (c), (f), (i), (I), (0), (r) muestra las secciones
de la ACL afectado después de la correccion y sus histogramas de color. Campo de vision:
(a)-(c) 241 mm x 256 mm (g)-(i) 356 mm x 356 mm, (m)-(0) 146 mm x 146 mm.
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3.2.4 Incremento en la exactitud en las mediciones de morfologia

En esta seccién mostramos este efecto mediante el analisis en una imagen de
especimenes de granos de polen. Tanto la imagen original (Figura 3.8a) como la
imagen corregida (Figura 3.8d) fueron procesadas con el siguiente procedimiento
de clasificacién: (a) segmentaciéon de color usando la técnica de agrupamiento por
K-means [6], (b) aplicacion método de deteccién de umbral a cada imagen
resultante, (c) conversion de la escala de grises a escala binaria, (d) reduccién de
ruido en la imagen y (e) determinacion de la redondez de los granos de polen. Para
nuestros propodsitos, hemos adaptado los cédigos preexistentes de MATLAB
“Granulometry of snowflakes” y “Detect and measure circular objects in an image”,

disponibles en las referencias [108, 109].

Figura 3.8 Segmentacion de color en imagenes de granos de polen por el método de K-means.
Fila superior: imagen original (a) y su correspondiente (b) clister amarillo y (c) cluster rosa
obscuro. Los clusteres muestran alto contenido de ruido y erosidon en objetos. Fila inferior: (d)
imagen corregida y sus correspondientes (e) cluster amarillo y cluster de color rosa obscuro
(f). La correccion de la ACL en particular reduce el ruido y la erosion en los objetos. Campo

de vision: 1229 ym x 921 ym.

Usamos el algoritmo de K-means para clasificar los granos de polen en 2
conjuntos cuyos miembros fueron subsecuentemente segmentados en un cluster

amarillo (Figuras 3.8b, e) y un cluster rosa (Figuras 3.8c, f). En ellas es notorio
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observar que después de la segmentacion en la imagen original se produce ruido
(Figura 3.8b) y erosion de los objetos (Figura 3.8c). En contraste, en la imagen
corregida después de la segmentacion se reducen considerablemente los efectos

negativos y la clasificacion es mejorada (Figuras 3.8e, f).

La mejora en la determinacion de formas de objetos en imagenes puede ser
cuantificada mediante la evaluacién del factor de redondez (circumference factor o
cf) de los granos de polen y son calculados con: c¢f = 4TTA/P?, donde A es el area del

objeto y P es su perimetro.

Figura 3.9 Analisis cuantitativo de los resultados de segmentacién basada en el color. El
cluster rosa obscuro y (b) su correspondiente histograma de los valores de redondez. (c) El
cluster rosado obscuro después de la correccién de la ACL y (d) su correspondiente

histograma de los valores de factor de redondez. Campo de vision: (a), (c) 1229 um x 921 um.

Este factor tiene valores en el rango de 0 (redondez nula) a 1 (redondez alta)
[110]. Para los granos de polen se esperaba un factor cf > 0.6 [111, 112]. El analisis
del cluster rosa en nuestra muestra de polen resulto en un valor de cf = 0.55 + 0.16

(promedio £ desviacidn estandar, moda = 0.62) para la imagen original (véase la
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Figuras 3.9a, b), mientras que en la imagen corregida el valor fue cf = 0.65 £ 0.20
(promedio * desviacion estandar, moda = 0.82) (véase la Figura 3.9c, d). Por lo
tanto, la clasificacion de objetos por la redondez es mejorada usando nuestro

método de correccion de ACL.

Es importante recalcar que el desarrollo del método de correccion en conjunto
con la innovacion realizada al microscopio de bajo costo y cuyo uso cotidiano es la
simple inspeccioén visual de muestras, incrementara su confiabilidad para realizar
estudios de microscopia. Tanto el método como la adecuacion multiplexor 6ptico
pueden replicarse en cualquier tipo de microscopio de campo claro, lo cual es
importante cuando se tienen recursos limitados para la adquisicidon de equipos
comerciales de alto desempefio cuyo costo supera hasta 10 veces el costo de un

microscopio de grado estudiantil.
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Capitulo 4

Conclusiones

A través del desarrollo del documento se ha expuesto la importancia del analisis de
imagenes para estudios bioldgicos, propiedades de materiales y diagnéstico de
enfermedades. Aun cuando el enfoque es sobre microscopia éptica, estos métodos
y e innovaciones que hemos desarrollado se pueden proyectar en otras areas como
la robdtica y los sistemas de automatizacion donde la vision artificial han tenido

una importante repercusion.

Hablando de manera puntual, resaltaremos los objetivos cumplidos en este

trabajo doctoral.

En relacion al trabajo sobre el desarrollo de sistema de barrido laser, al revisar el
estado de arte sobre este topico observamos que el enfoque principal para el disefio
es el utilizar componentes dedicados para este fin, cuya precision esta definida por
los fabricantes o por la naturaleza del componente utilizado, estableciendo una
relacion directa entre el costo y la precision del sistema, es decir a mayor costo
mayor precision. En otros casos la correccion de error se ha realizado estimando el
error existente en el sistema para luego compensarlo usando sistemas de control
electronico y/o software de control. Lo anterior implica que cada sistema que se use
para realizar el barrido laser se someta una etapa previa de calibracién, cuyos
parametros obtenidos no se pueden utilizar con otros sistemas aun cuando su

topologia es similar.

En ambos casos no se consideran los efectos de la temperatura tanto en el
sistema de control electronico como los elementos mecanicos, las vibraciones

mecanicas y el desgaste de tales componentes.

En nuestro trabajo logramos desarrollar un sistema de barrido laser de alta
precision con espejos galvanométricos de bajo rendimiento. La adicion del control
electronico tipo PID con un sensor PSD como sistema de retroalimentacion fue el

punto clave para lograr reducir el error en posicion, como lo muestran los mapas
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obtenidos en la etapa de caracterizacion. Este punto es relevante en la aplicacion
propuesta ya que el correcto posicionamiento de la proyeccion del haz en la muestra

define hasta cierto grado la nitidez de la imagen.

Por otro lado, aunque el tiempo de respuesta del modulo PID es de 4.6 us, el
tiempo de respuesta del sistema de barrido completo es relativamente lento t=50
ms en comparacion a los que se presentan en el estado del arte de t=120 us. Este
retraso adicional en la respuesta se la atribuimos al tamafo y peso de los espejos
galvanométricos utilizados en el sistema de barrido cuya inercia rotacional dificulta
al control PID la restauraciéon de la posicion del haz en tiempos menores a 50 ms.
Queda entonces como perspectiva de este trabajo mejorar el tiempo de respuesta
del sistema para lo cual se ha considerado utilizar micro espejos cuyo tamafo y

tiempos de respuesta pueden resolver los problemas mencionados.

Finalmente consideramos que los efectos negativos de la temperatura, las
vibraciones mecanicas y el degaste de los componentes, pueden reducirse
significativamente ya que el PID obliga al sistema a ubicar la posicion deseada

independientemente de las variables mencionadas.

En el area de microscopia optica, como ya se ha mencionado previamente en
este documento, los esfuerzos para reducir la aberracidon cromatica se ha
concentrado principalmente en la técnica de microscopia de fluorescencia. Los
métodos desarrollados para la remocion de la ACL han probado ser efectivos como
lo demuestran los distintos experimentos disefiados para comprobarlo. Sin embargo
estos métodos los han limitado hacia la microcopia de fluorescencia donde las
condiciones propias del equipo y la técnica de iluminacion facilitan la calibracion del
sistema asi como su correccion y la validacion de los mismos. Lo anterior dificulta
que estos métodos puedan exportarse a otras técnicas de iluminacién como la

microscopia de campo claro.

En relacién de nuestro trabajo para la correccién de la aberracién cromatica en
imagenes de microscopia de campo claro, nuestros resultados sugieren que el
método que reportamos para reducir los efectos negativos de la ACL en imagenes

es util para reducirla significativamente. En trabajos previamente reportados para
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la calibracion y correccion de la ACL usando la técnica de image warping se han
propuesto modelos de transformacién polinébmicas que han resultado efectivos para
remover la ACL de acuerdo a la aplicacion y el tipo de sistema 6ptico evaluado,
mejorando aspectos visuales como la nitidez de las imagenes. En nuestro caso, los
datos que obtuvimos muestran que el modelo de transformacion para calibrar la

ACL y su posterior correccion es lineal, logrando resultados similares.

De igual manera, la mayoria de los trabajos previos revisan la efectividad del
meétodo de correccion comparando la nitidez visual entre las imagenes originales y
las corregidas, complementandolo con el analisis del perfil de intensidades y/o la
distribucién en la posicion de los pixeles en histogramas de color. Logramos
extender estos estudios ya que mostramos el efecto localizado de la correccion y a
su vez presentamos el efecto total en el campo visual de la imagen, lo que
proporciona una descripcion mas completa del efecto de la ACL y su correccion.
También logramos desarrollar una prueba cuantitativa real al utilizar un patron
milimétrico con una resolucién de 0.01 mm y determinar la tendencia del error en la
cuantificacion de variables de posicion, como la distancia entre objetos de las

imagenes.

En el caso del uso de histogramas de color para evaluar la ACL proponemos un
nuevo modelo de referencia que, si bien no corresponde a una imagen libre de
aberracidon cromatica, posee un contenido de color que se acerca al modelo ideal,
por lo que el analisis comparativo de los histogramas de color es mas confiable. En
la practica real del analisis asistido por computadora los colores falsos producto de
la ACL alteran el proceso de segmentacion por color provocando errores al clasificar
los conjuntos o grupos de interés e inducir ruido en los mismos. Al aplicar nuestro
meétodo de correccion a la imagen de una muestra de granos de polen mixtos y con
tinciones diferentes los errores fueron disminuidos significativamente recuperando
aproximadamente la morfologia real de los granos (redondez) y a su vez logrando

una mejor clasificacion de los conjuntos por color.

Otros aspectos positivos de nuestro método es su facil implementacion y de bajo

costo. De igual manera, el programa de correccion es relativamente corto
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(aproximadamente 10 lineas de codigo), por lo que su portabilidad a distintas
plataformas de programacioén es sencilla. Considerando que los sistemas opticos de
microscopia tienen una respuesta similar respecto al modelo de transformacion de
esta propuesta, es posible que este modelo pueda replicarse en la mayoria de los

sistemas de microscopia de campo claro.

También se resalta en este trabajo que la implementacion del sistema del
multiplexor 6ptico en el microscopio abre la posibilidad de que se realicen estudios
de microscopia donde el factor predominante en el analisis sea la iluminacién con
longitudes de onda especificas. Ademas, se transformdé un sistema de microscopia
que tradicionalmente se utiliza sélo para visualizar muestras, en un sistema analitico

y cuantitativo de microscopia.

Como parte de una extension de este trabajo consideramos la compensacion de
la aberracién cromatica axial. Ademas seria deseable estudiar los efectos de la
deriva mecanica de la platina del microscopio, su alineacién respecto al plano de la

muestra (tilf), y los efectos ambientales como la temperatura.
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