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DESCRIPCION
Procedimiento para la determinacion de la altura de un objeto

La presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar la altura de un objeto en una primera ubicacion
lateral del objeto mediante un microscopio, el cual representa el objeto con una funcién de borrosidad de imagenes
de puntos a lo largo de una direccion z que coincide con la direccion de la altura. Asimismo, la presente invencion se
refiere a un microscopio para la generacion de una representacion parcialmente confocal y de una representacion en
el campo amplio de un objeto, donde el microscopio comprende un equipo detector, un equipo estenopeico para la
representacion parcialmente confocal y para la toma en el campo amplio, un equipo de enfoque, el cual esta
configurado para ajustar una posicion z de un foco de la representacion parcialmente confocal, y un equipo de
control para dirigir el equipo estenopeico, el cual esta conectado con el equipo detector.

Por el estado de la técnica, son conocidos procedimientos mediante los cuales se puede determinar la topografia de
un objeto mediante microscopios 6pticos. Para ello, se utilizan en particular microscopios confocales. En estos
procedimientos conocidos, el foco de una representacion parcialmente confocal es modificado en una direccién z, es
decir, en la direccidon de la altura de la topografia, y en cada posicion z se toma una representacion parcialmente
confocal. Generalmente, la representacion parcialmente confocal se escoge de tal modo que la imagen comprende
un porcentaje meramente confocal y un porcentaje de un campo amplio. Para cada una de estas imagenes en la
direccion z, que en resumen se denominan también pila, se determina la intensidad y se calcula la evolucion de la
intensidad en la direccién z. Por medio de esta evolucién de la intensidad calculada, se puede determinar la
intensidad maxima cuya coordenada z coincide con la altura del objeto en el punto medido. Con el fin de determinar
en plano la altura del objeto, se repite el procedimiento descrito anteriormente en diferentes ubicaciones.

Para determinar la intensidad maxima, generalmente es necesario efectuar muchas mediciones a lo largo de la
direccioén z con el fin de determinar con la exactitud correspondiente el maximo de la intensidad y, con ello, la altura
del objeto. Por lo tanto, al procedimiento puede ir aunada una gran inversion de tiempo.

El documento US 2004/0008515 A1 aborda la mejora de la iluminacion fluorescente para la microscopia de
resolucion tridimensional. La publicacion Hiraoka Y. y otros., Revista de Biofisica, Vol. 57, febrero 1990, pag. 325-
333, describe la determinacion de las propiedades de representacion tridimensional en un microscopio 6ptico.
McNally J. y otros, SPIE, Vol. 2.984, 1997, pag. 52-63, compara varios procedimientos de microscopia en 3D
mediante un objeto de prueba conocido con exactitud.

El objetivo de la invencion es proporcionar un sistema para determinar con rapidez la altura de un objeto.

Este objetivo se consigue mediante el procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 y mediante el microscopio de
acuerdo con la reivindicacién 12. Las reivindicaciones dependientes contienen formas de realizacién preferidas de la
invencion.

En un procedimiento para determinar la altura de un objeto en una primera ubicacion lateral del objeto mediante un
microscopio, el cual representa el objeto con una funciéon de borrosidad de imagenes de puntos a lo largo de una
direccion z que coincide con la direccion de la altura, se efectian las siguientes etapas: representar el objeto con el
microscopio en el campo amplio y determinar la intensidad del campo amplio, calcular la intensidad maxima,
esperada en la primera ubicacién, mediante la multiplicaciéon de la intensidad del campo amplio con un factor de
escala predeterminado, representar de manera parcialmente confocal el objeto en la primera ubicacion con el foco
en una posicidon de medicion en la direcciéon z, donde, para la toma parcialmente confocal, se utiliza un equipo
estenopeico con una abertura que es mayor que el limite de difraccion, y donde la representacion parcialmente
confocal fija un rango de profundidad de campo y el foco se encuentra en el rango de profundidad de campo, asi
como determinar una intensidad parcialmente confocal de la representacién parcialmente confocal en la primera
ubicacion, calcular la intensidad correspondiente a la funcion de borrosidad de imagenes de puntos en la primera
ubicacion mediante la determinacion de la diferencia entre la intensidad parcialmente confocal y el producto de la
intensidad del campo amplio con un factor de enlace predeterminado, calcular la coordenada z del foco en la
direccién z en la que la funcién de borrosidad de imagenes de puntos es maxima, utilizandose una forma conocida
previamente de la funcion de borrosidad de imagenes de puntos, de la intensidad correspondiente a la funcion de
borrosidad de imagenes de puntos calculada, y de la intensidad maxima esperada calculada, y utilizar la coordenada
z como altura del objeto en la primera ubicacion.

El procedimiento se utiliza preferentemente para determinar la topografia de un objeto extendido lateralmente. Para
ello, se puede determinar la altura en varias primeras ubicaciones, donde las primeras ubicaciones estan
distanciadas entre si lateralmente. Por lo tanto, las primeras ubicaciones hacen referencia en particular a la
extension lateral del objeto. Las primeras ubicaciones estan distanciadas de manera preferente perpendicularmente
con respecto a la direccion z.

Preferiblemente, el procedimiento se utiliza escaneando, donde, en cada punto de escaneado que pueda
corresponderse con la primera ubicacion, se ejecute el procedimiento reivindicado o partes del mismo. A partir de las
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alturas de las primeras ubicaciones individuales, se puede determinar la topografia del objeto.

El microscopio esta configurado para representar el objeto de manera parcialmente confocal. La expresion «de
manera parcialmente confocal» significa en este contexto que la representacion esta limitada mediante un estenopo
en la direccion z, pero su difraccién no esta limitada aun. A este respecto, el tamafio del estenopo determina el area
de la primera ubicacioén en la direcciéon z, que se representa mediante la representacion parcialmente confocal. Tal y
como es conocido en general, la resolucion en direccion z es mayor cuanto menor sea el estenopo.

La expresidon «representacion confocal» significa en este contexto que el estenopo tiene una extensién que se
corresponde con el limite de difraccion de la representacién. Una representacion parcialmente confocal presenta en
particular fracciones de una representacion meramente confocal y de la imagen amplia. El estenopo para una
representacion parcialmente confocal es mayor que el estenopo para una representacion confocal. La
representacion parcialmente confocal sirve en particular para la deteccion de una llamada imagen compuesta.

El microscopio, en particular, su optica y el tamafio del estenopo, determina el rango de profundidad de campo en la
direcciéon z. Por lo tanto, el rango de profundidad de campo es una propiedad del microscopio que puede
determinarse de antemano con procedimientos conocidos.

El objeto presenta en particular una topografia que se encuentra en una modificacion de la altura del orden de entre
los nano y los milimetros. El objeto puede ser cualquier muestra que pueda ser representada Opticamente. En
particular, el objeto puede ser también una muestra bioldgica.

La representacion parcialmente confocal define el rango de profundidad de campo. El rango de profundidad de
campo depende del tamafio del estenopo, donde el rango de profundidad de campo en la direccion z es mayor
cuanto mayor sea el estenopo. Por lo tanto, una representacion confocal tiene un menor rango de profundidad de
campo en la direccion z que la representacion parcialmente confocal. Asimismo, el rango de profundidad de campo
de una representacion parcialmente confocal es menor que el rango de profundidad de campo de una
representacion de campo amplio. Si en una representacion confocal se reduce mas el estenopo, el rango de
profundidad de campo no varia, sino que Unicamente se reduce la intensidad de la representacion confocal.

Una representacion en el campo amplio ha de ser en particular una representacion del objeto que no tenga o que
tenga poca resolucion espacial en la direccion z. Esto puede suceder a través de que en una trayectoria de haces de
la representacion, que constituya la trayectoria de haces de la luz emitida o reflejada desde la primera ubicacion
hacia un equipo detector del microscopio, no esté previsto ningun estenopo o un estenopo con un gran diametro.
Tras la realizacion de la representacion en el campo amplio, se determina su intensidad, la cual se corresponde con
la intensidad del campo amplio.

La representacion en el campo amplio puede realizarse en la primera ubicacion o en cualquier otra ubicacion del
objeto y sirve preferentemente para detectar las propiedades opticas como, por ejemplo, la reflectividad, de la
muestra. Preferentemente, la intensidad del campo amplio se determina Unicamente una vez, de modo que, si se
repite el procedimiento, se utiliza la intensidad del campo amplio de una mediciéon anterior. La determinacion
Unicamente una vez de la intensidad del campo amplio funciona en particular si hay presente un objeto cuyas
propiedades opticas, en particular, la reflectividad, son constantes o practicamente constantes por la extension del
objeto, o varian en menos del 10 %, 20 % o 50 %. Por consiguiente, en el caso de una repeticiéon del procedimiento
descrito aqui, preferentemente se efectla Unicamente una representaciéon en el campo amplio de la primera
ubicacion.

Como siguiente etapa del procedimiento, se calcula la intensidad maxima esperada en la primera ubicacion, la cual
se corresponde con la intensidad maxima que se obtiene en una representacion parcialmente confocal o en una
representacion confocal. Este cdlculo se basa en el conocimiento de los inventores relativo a que la intensidad
maxima de una representacion confocal o parcialmente confocal sea proporcional a la intensidad del campo amplio.
Esta relacion se corresponde con el factor de escala, el cual es determinado preferentemente de antemano en el
microscopio, y en particular en el objeto. El calculo de la intensidad maxima esperada en la primera ubicacion se
puede efectuar Unicamente una vez si la determinaciéon de la intensidad del campo amplio también se efectlua
Unicamente una vez. Por lo tanto, la determinacién de la intensidad maxima esperada no tiene que realizarse de
nuevo al repetirse el procedimiento.

La representacion parcialmente confocal del objeto en la primera ubicacion se lleva a cabo en cada una de las
primeras ubicaciones en el caso de repetirse el procedimiento. El foco de esta representacion se prevé en una
posicion de medicidon z que se encuentra en el rango de profundidad de campo de la representacion parcialmente
confocal del microscopio. En particular, la posicién de mediciéon z se encuentra en un rango de profundidad de
campo que esta fijado por una representacion confocal. La eleccién de la posicion de medicion z se realiza
preferiblemente de manera aleatoria, o para la representacion parcialmente confocal se utiliza en cada una de las
primeras ubicaciones la misma posicién de medicion z. La fijacion de la posicion de medicion z puede efectuarse
manualmente mediante un procedimiento prueba- error de tal modo que se encuentre en el rango de profundidad de
campo de la representacion parcialmente confocal. En particular, para la fijacion del rango de profundidad de campo
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de la representacion parcialmente confocal, se puede recurrir a otros parametros conocidos del objeto o del
microscopio. La intensidad parcialmente confocal determinada a partir de la representacion parcialmente confocal
puede utilizarse preferentemente para averiguar si la posicion de medicion z se encuentra en el rango de
profundidad de campo. Si no es éste el caso, se puede repetir esta etapa del procedimiento hasta que conste que la
posicion de medicion z se encuentra en el rango de profundidad de campo de la representacion parcialmente
confocal.

La representacion parcialmente confocal se produce a través de que en la trayectoria de haces de la representacion
esté previsto un estenopo. Por consiguiente, la representacion parcialmente confocal presenta a diferencia de la
representacion en campo amplio una mejor resolucion en la direccion z. A través de que para el microscopio se
pueda determinar la funcién de borrosidad de imagenes de puntos, su evolucion exacta es conocida, por ejemplo, la
divergencia de la funcion de borrosidad de imagenes de puntos con respecto a una curva gaussiana y a su amplitud
estandar. Una representacion meramente confocal representa el objeto con la funcién de borrosidad de imagenes de
puntos.

La intensidad maxima de la funcién de borrosidad de imagenes de puntos se denomina en particular la intensidad
correspondiente a la funcién de borrosidad de imagenes de puntos. La posicion de medicion z en la direccion z, que
coincide con la intensidad maxima de la funcién de borrosidad de imagenes de puntos, se puede calcular gracias a
la asuncién relativa a que la intensidad de una representacion parcialmente confocal en la primera ubicacion se
corresponda con la suma de la intensidad de una representacion confocal en la primera ubicacion y la intensidad del
campo amplio multiplicada por un factor de enlace. El factor de enlace se determina preferiblemente antes de la
realizacion del procedimiento, por ejemplo, para el objeto observado o en general para el microscopio. Partiendo de
este contexto, a partir de las magnitudes medidas, esto es, la intensidad parcialmente confocal y la intensidad del
campo amplio, se puede calcular la intensidad correspondiente a la funcién de borrosidad de imagenes de puntos en
la primera ubicacién. Esta etapa del procedimiento se realiza preferentemente durante la determinacion de la
topografia para cada primera ubicacion.

La coordenada z buscada es la posicion del foco en la direccidn z en la que la intensidad de la funcién de borrosidad
de imagenes de puntos es maxima. Aquélla es calculada utilizandose la informacién de la forma de la funcion de
borrosidad de imagenes de puntos y de dos puntos que son conocidos por la funcion de borrosidad de imagenes de
puntos. Esto se consigue ya que la funcién de borrosidad de imagenes de puntos en la direccion z coincide con la
evolucion de la intensidad de una representacion confocal. El calculo de la posicién en la que la funcién de
borrosidad de imagenes de puntos es maxima puede realizarse, por ejemplo, mediante el vinculo de la funcién de
borrosidad de imagenes de puntos a los dos puntos conocidos.

Estos dos puntos conocidos se corresponden con la intensidad, correspondiente a la funciéon de borrosidad de
imagenes de puntos, de la representacion parcialmente confocal, asi como con la intensidad maxima esperada, la
cual fue determinada previamente, como se describié anteriormente. La coordenada z del foco en la que la evolucion
de la intensidad de la funcion de borrosidad de imagenes de puntos es maxima coincide con la altura de la primera
ubicacion del objeto.

Al determinarse la posicion para la que la funcion de borrosidad de imagenes de puntos es maxima, puede darse
una ambigiiedad. Esta puede resolverse como se describe a continuaciéon. De manera opcional, este problema
puede resolverse a través de que la coordenada z determinada del foco sea comparada con coordenadas z
determinadas anteriormente, por ejemplo, utilizandose como posicion verdadera aquélla de las dos coordenadas z
determinadas que se encuentre mas cerca de la medicidon anterior. Asimismo, es posible que se recurra a otra
informacién conocida por el objeto para la resolucion de la ambigliedad.

Preferentemente, para la determinacion de la altura del objeto en la primera ubicacion, se realiza s6lo una Unica
representacion parcialmente confocal. Puesto que en los procedimientos conocidos para la determinacion éptica de
la topografia de un objeto se deben tomar pilas z generalmente con diez o mas representaciones parcialmente
confocales con focos distanciados entre si en la direccion z, y estas mediciones se llevan a cabo secuencialmente, la
invencion reduce la duracién del procedimiento para la determinacion de la altura de un punto del objeto en hasta el
10% en comparacion con procedimientos conocidos. En particular, con el procedimiento es posible tomar para cada
primera ubicacién sélo una Unica representacion parcialmente confocal, de modo que con procedimientos conocidos
de representacion confocal se puede generar no solo una imagen bidimensional, sino también una imagen
tridimensional del objeto.

Preferentemente, para la toma parcialmente confocal, se utiliza un equipo estenopeico con una abertura que sea
mayor que el limite de difraccion, de modo que la intensidad de la toma parcialmente confocal presenta fracciones
de una representacion de campo amplio.

En esta forma de realizacion es una ventaja que la evolucion de la intensidad de la representacion parcialmente
confocal presente en dependencia de la posicion de medicion z un mayor rango de profundidad de campo en
comparacién con una representacion meramente confocal, esto es, una representacion en la que el estenopo
presenta una abertura que sea mayor que el limite de difraccion. Por lo tanto, el rango de profundidad de campo esta
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ampliado en esta forma de realizacion y puede ser ajustado con mayor facilidad. Asimismo, se pueden determinar
mayores diferentes de altura.

Preferentemente, el factor de escala se determina a través de las siguientes etapas: generar una pila z mediante la
representacion parcialmente confocal repetida de una primera ubicacién de calibracion lateral de un primer objeto de
calibracion o del objeto con diferentes focos, desplazados en la direccion z, y determinar las intensidades
parcialmente confocales para cada una de las representaciones parcialmente confocales; calcular la evolucion de la
intensidad en la direccion z en la primera ubicacion de calibracion y determinar la intensidad de calibracién maxima
de la evolucion de la intensidad en la primera ubicacién de calibracién; representar la primera ubicacién de
calibracion con el microscopio en el campo amplio y determinar una primera intensidad de calibracion del campo
amplio en la primera ubicacién de calibracion; y calcular el factor de escala como relaciéon entre la intensidad de
calibracion maxima y la primera intensidad de calibracién del campo amplio.

El factor de escala puede ser determinado en un primer objeto de calibracion distinto del objeto o en el propio objeto.
El primer objeto de calibracion presenta preferentemente propiedades Opticas similares, especialmente en lo
referente a la reflexion y a la dispersion de la luz, como el objeto a medir. El objeto y el primer objeto de calibracion
difieren en cuanto a sus propiedades opticas en menos del 10 %, 20 % o 50 %. La utilizacion de un primer objeto de
calibracion tiene la ventaja de que no se tenga que realizar la determinacion del factor de escala cada vez antes del
procedimiento. Por el contrario, la determinacion del factor de escala en el propio objeto a medir tiene la ventaja de
que el factor de escala pueda ser determinado con una exactitud particularmente elevada. Tal y como se ha descrito
anteriormente, la determinacion del factor de escala se efectia antes de la realizacion del procedimiento.

La primera ubicacion de calibracion puede ser una ubicacion seleccionada cualquiera del primer objeto de
calibracion o del objeto. A modo de ejemplo, es posible que la primera ubicacion de calibraciéon coincida con la
primera ubicacion, por ejemplo, si la determinacion del factor de escala se lleva a cabo directamente antes de la
realizaciéon del procedimiento descrito.

Para la determinacién del factor de escala, se determina la evolucién de la intensidad de la representacion
parcialmente confocal en la direccion z. A este respecto, en la trayectoria de haces de la representacion se prevé un
estenopo cuya abertura tiene un tamafio como se utiliza a continuacion en el procedimiento descrito. En particular,
para la representacion parcialmente confocal, se utiliza un estenopo que es empleado tanto para la determinacion
del factor de escala como para la determinacion de la altura del objeto en la primera ubicacion.

Las diversas representaciones parcialmente confocales, cuyos focos estan desplazados en la direccion z, forman
una pila z, a partir de la cual se determina en cada caso la intensidad parcialmente confocal, de modo que a partir de
ello se puede determinar la evolucion de la intensidad en la direccién z. Por medio de esta evolucion de la
intensidad, se calcula la intensidad de calibracion maxima y se establece su relacion con respecto a la intensidad de
calibracion del campo amplio ya detectada, que ha sido determinada en la primera ubicacién de calibracion. En
particular, el factor de escala es la relacion de la intensidad de calibracion maxima con respecto a la intensidad de
calibracion del campo amplio. La intensidad de calibracién del campo amplio se determina en particular como la
intensidad del campo amplio determinada anteriormente.

Preferentemente, el factor de enlace se determina a través de las siguientes etapas: representar de manera
parcialmente confocal una segunda ubicacion de calibracién lateral de un segundo objeto de calibracién o del objeto
con el foco en una posicién de medicion de calibracion en la direccion z, que se encuentra en el rango de
profundidad de campo, y determinar la intensidad de calibracion parcialmente confocal de la representacion
parcialmente confocal en la segunda ubicacion de calibracion; representar de manera confocal la segunda ubicacién
de calibracion con el foco en la posicion de medicion de calibracion y determinar una intensidad de calibracion
confocal de la representacion confocal en la segunda ubicacion de calibracion; representar la segunda ubicacion de
calibracion con el microscopio en el campo amplio y determinar una segunda intensidad de calibraciéon del campo
amplio en la segunda ubicacién de calibracion; y calcular el factor de enlace como relacion entre la diferencia entre
la intensidad de calibracion parcialmente confocal y la intensidad de calibracion confocal con respecto a la segunda
intensidad de calibracién del campo amplio.

El segundo objeto de calibracion puede coincidir con el primer objeto de calibraciéon. En particular, el segundo objeto
de calibracion esta configurado de manera similar al objeto en cuanto a su reflexion y a la dispersion de la luz, por
ejemplo, los parametros 6pticos se diferencian en menos del 10 %, 20 % o 50 %. Sin embargo, la determinacion del
factor de enlace se efectia preferentemente en el propio objeto. Para ello, en una segunda ubicacion de calibracion
escogida de manera arbitraria, que puede coincidir con la primera ubicacién de calibracién o con la primera
ubicacion, se genera una representacion parcialmente confocal. En particular, el tamafio del estenopo en la
trayectoria de haces de la representacion es el mismo que en el procedimiento descrito anteriormente.
Preferentemente, el estenopo es idéntico al del procedimiento descrito anteriormente y realizado a continuacion del
calculo del factor de enlace.

La representacion confocal se realiza con un estenopo cuyo diametro se corresponde con el limite de difraccion de la
representacion. Por lo tanto, el estenopo para la representacion parcialmente confocal es mayor que el estenopo
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para la representacion parcialmente confocal. La intensidad de calibracion confocal, determinada en la segunda
ubicacion de calibracién, de la representacion confocal se corresponde con la intensidad de -calibracion
correspondiente a la funcién de borrosidad de imagenes de puntos, ya que la funcién de borrosidad de imagenes de
puntos se consigue con la representacion confocal.

La segunda intensidad de calibracién del campo amplio puede coincidir con la primera intensidad de calibracion del
campo amplio si aquélla se determina en la misma ubicaciéon que la primera intensidad de calibracion del campo
amplio. En particular, se puede omitir la etapa representar la segunda ubicacién de calibracion con el microscopio en
el campo amplio y determinar una segunda intensidad de calibracion del campo amplio en la segunda ubicacion de
calibracion si la primera ubicacion de calibracién coincide con la segunda ubicacion de calibracion.

El calculo del factor de enlace se produce a la inversa con respecto a la determinaciéon de la intensidad
correspondiente a la funcion de borrosidad de imagenes de puntos por medio de la relaciéon descrita anteriormente
entre la intensidad de la representacion parcialmente confocal, la intensidad de la representacion confocal y la
intensidad del campo amplio.

Preferentemente, la primera ubicacion se representa con el microscopio en el campo amplio y la intensidad del
campo amplio actual se determina en la primera ubicacion.

En particular, en el caso de repeticion del procedimiento descrito anteriormente, en cada una de las primeras
ubicaciones se toma una imagen de campo amplio y, por lo tanto, se determina la intensidad del campo amplio en
cada primera ubicacion. Este modus operandi tiene la ventaja consistente en que, si el objeto varia en gran medida
en cuanto a las propiedades Opticas, especialmente la reflectividad o la dispersion de la luz, a lo largo de la
extension del objeto, se utiliza la intensidad del campo amplio adecuada en cada caso. Por consiguiente, se puede
aumentar la exactitud del procedimiento mediante la determinacién de la intensidad del campo amplio en cada
primera ubicacion.

Preferentemente, el procedimiento presenta ademas las siguientes etapas: representar de manera parcialmente
confocal la primera ubicacién con el foco en al menos dos posiciones de medicién z, distanciadas en la direccion z,
que se encuentran en cada caso en el rango de profundidad de campo, y determinar intensidades parcialmente
confocales para cada representacion parcialmente confocal en la primera ubicacién; calcular las intensidades,
correspondientes a la funcion de borrosidad de imagenes de puntos, en la primera ubicacion mediante la
determinacion respectiva de la diferencia entre la intensidad parcialmente confocal respectiva y el producto de la
intensidad del campo amplio con el factor de enlace predeterminado; calcular la coordenada z del foco en la
direccion z en la que la funcion de borrosidad de imagenes de puntos es maxima, utilizandose la forma de la funcion
de borrosidad de imagenes de puntos, de las intensidades calculadas, correspondientes a la funciéon de borrosidad
de imagenes de puntos, y la intensidad maxima esperada calculada.

En esta forma de realizacion preferida, se determinan dos o mas representaciones parcialmente confocales de la
ubicacién, donde los focos de las representaciones parcialmente confocales estan distanciados en la direccion z. El
tamafo del estenopo es preferentemente el mismo para cada una de las representaciones parcialmente confocales.
Dos representaciones parcialmente confocales y la determinacion correspondiente de las intensidades parcialmente
confocales permiten que la determinacion de la posicion en la que la funcidon de borrosidad de imagenes de puntos
es maxima se realice por medio de tres puntos, a saber, las dos intensidades correspondientes a la funcion de
borrosidad de imagenes de puntos, y la intensidad maxima de la funcién de borrosidad de imagenes de puntos.
Gracias a ello, es posible resolver de forma fiable la ambigiiedad del procedimiento descrito anteriormente.

Preferentemente, para la generacion de una determinacion en vivo de la altura del objeto en una segunda ubicacion
lateral del objeto, diferente con respecto a la primera ubicacién, se representa la segunda ubicacion de manera
parcialmente confocal y, para calcular la coordenada z del foco en la direccién z en la segunda ubicacion, se tiene en
cuenta la coordenada z del foco en la direccién z en la primera ubicacion.

En esta forma de realizacion, se utiliza la informacion de la altura del objeto en un punto anterior para resolver la
ambiguedad del procedimiento descrito anteriormente. En particular, esta previsto que se utilice como coordenada z
verdadera aquella coordenada z que se encuentre mas cerca de la medicién anterior. La segunda ubicacion puede
ser cualquier ubicacion sobre el objeto que esté distanciada de la primera ubicacion. En particular, la segunda
ubicacién puede ser seleccionada por el usuario del microscopio.

Puesto que para esta forma de realizacion soélo se efectiia una representacion parcialmente confocal de la segunda
ubicacion, esta forma de realizacién es particularmente rapida, de modo que también se pueden mostrar al
observador imagenes en vivo de la altura del objeto. Esto es util en particular si el usuario puede dirigir manualmente
la segunda ubicacion. También es posible que las segundas ubicaciones dirigidas manualmente sean vinculadas
entre si en una imagen topografica del objeto.

Preferentemente, el procedimiento comprende ademas las etapas: representar de manera parcialmente confocal la
primera ubicacion con al menos dos estenopos diferentes y con el foco en una posicién de medicion z en la direccion
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z, que se encuentra en el rango de profundidad de campo, y determinar otra intensidad parcialmente confocal para la
representacion parcialmente confocal con el otro estenopo; y calcular la coordenada z utilizandose la funcion de
borrosidad de imagenes de puntos, la intensidad calculada, correspondiente a la funciéon de borrosidad de imagenes
de puntos, la otra intensidad parcialmente confocal y la intensidad maxima esperada calculada.

En esta forma de realizacion, que se puede utilizar de manera adicional o alternativa a las formas de realizacién
mencionadas anteriormente, se toman dos representaciones parcialmente confocales en la primera ubicacién, donde
las representaciones parcialmente confocales se producen en cada caso con estenopos de diferente tamano.
Preferentemente, sélo para una de las representaciones parcialmente confocales, se calcula la intensidad
correspondiente a la funcion de borrosidad de imagenes de puntos, tal y como se ha expuesto anteriormente. La otra
intensidad parcialmente confocal se utiliza en particular para resolver la ambigliedad descrita anteriormente. La otra
intensidad parcialmente confocal puede utilizarse en particular para determinar el lado de la funcién de borrosidad de
imagenes de puntos en el que se encuentra la intensidad correspondiente a la funcién de borrosidad de imagenes de
puntos.

En esta forma de realizacion es una ventaja que, para la determinacion de la altura del objeto en la primera
ubicacion, no se tenga que modificar el foco de la representacion parcialmente confocal, sino Unicamente el tamario
del estenopo.

Preferentemente, como microscopio se utiliza un microscopio de escaneo por laser, donde, para representar de
manera parcialmente confocal y representar en el campo amplio, se modifica el tamafio del estenopo mediante el
ajuste o la sustitucion del estenopo.

El microscopio de escaneo por laser utilizado presenta un equipo estenopeico en el que el tamaino del estenopo
puede ser ajustado manual o automaticamente. Esta forma de realizacion del procedimiento utiliza en particular un
microscopio de escaneo por laser con soélo un detector, el cual toma tanto la representacion parcialmente confocal
como la representacién en el campo amplio. Asimismo, en esta forma de realizaciéon es posible determinar la
ambigliedad de la determinacion de la altura del objeto en la primera ubicacién mediante dos tomas con estenopos
de diferente tamafio.

Preferentemente, como microscopio se utiliza un microscopio de escaneo por laser, donde, para representar de
manera parcialmente confocal y representar en el campo amplio, se prevén dos detectores detras de un estenopo de
diferente tamanio.

Esta forma de realizacion puede estar implementada de manera alternativa o adicional a la forma de realizacién
descrita anteriormente. Para los dos detectores que pueden ser parte de un equipo detector, esta previsto en cada
caso un estenopo de diferente tamafio. Los dos estenopos forman en particular un equipo estenopeico. El mayor de
los dos estenopos esta previsto especificamente para la generacion de una representacion en el campo amplio,
donde el estenopo pequefio se puede utilizar para la generacién de la representacion parcialmente confocal.

Una ventaja preferida de esta forma de realizacion es que la imagen de campo amplio y la representacion
parcialmente confocal pueden generarse simultdneamente, por ejemplo, previéndose un divisor de haz. Por
consiguiente, en esta forma de realizacion, en cada determinacion de la altura en la primera ubicacion, se puede
determinar la intensidad del campo amplio simultaneamente a la intensidad parcialmente confocal, de modo que el
procedimiento es particularmente rapido en esta forma de realizacién del microscopio.

Preferentemente, como microscopio se utiliza un microscopio de escaneo por laser, donde para representar en el
campo amplio se utiliza una camara de campo amplio.

En este disefio, el microscopio de escaneo por laser es provisto de una camara de campo amplio, hacia la cual, por
ejemplo, mediante un divisor de haz, se dirige un porcentaje de la radiacion de la trayectoria de haces de la
representacion. La representacion en el campo amplio y la representacion parcialmente confocal se superponen aqui
preferentemente de manera lateral y vertical. En este disefio, es posible en particular tomar simultaneamente la
representacion parcialmente confocal y la representacion en el campo amplio.

Preferentemente, como microscopio se utiliza un microscopio topografico confocal, en el que se utiliza una reticula
como estenopo, donde, para representar de manera parcialmente confocal, se utiliza una primera camara con la
reticula y, para representar en el campo amplio, se utiliza una segunda camara.

Los microscopios topograficos confocales sirven en particular para la determinacion de la topografia de un objeto,
donde el objeto se representa en un amplio rango de longitudes de onda. Los microscopios topograficos confocales
son conocidos por el estado de la técnica. A diferencia de ello, en la trayectoria de haces de la representacion de
acuerdo con esta forma de realizacion se incorpora un divisor de haz, el cual dirige la radiacion de la representacion
hacia la primera camara y la segunda camara. Mediante la primera camara y la reticula prevista delante de ella, se
puede generar una representacion parcialmente confocal del objeto, mientras que con la segunda camara se puede
representar una imagen de campo amplio del objeto. También en este caso, es ventajoso de nuevo que se puedan
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tomar simultaneamente la representacion parcialmente confocal y la representacion en el campo amplio. La reticula
puede ser parte de un equipo estenopeico, mientras que la primera camara y la segunda camara pueden ser parte
de un equipo detector.

Preferentemente, como microscopio se utiliza un microscopio de Airy confocal, en el que el objeto es representado
sobre un equipo detector que presenta varios pixeles y que resuelve una estructura de difraccion de la
representacion parcialmente confocal, donde la intensidad del campo amplio y la intensidad parcialmente confocal se
determinan a partir de una toma.

Los microscopios de Airy permiten representar la primera ubicacion del objeto de tal modo que la estructura de
difraccién de la representacion puede ser resuelta mediante los pixeles del equipo detector. Puesto que en el
detector se representa la evolucion de la difraccion de la representacion, en el equipo detector se pueden detectar
simultaneamente la intensidad parcialmente confocal y la intensidad en representaciéon de campo amplio. Por lo
tanto, es posible tomar simultaneamente la representacion parcialmente confocal y la representacién en el campo
amplio.

Preferentemente, como microscopio se utiliza un microscopio de Airy confocal, en el que el objeto es representado
sobre un equipo detector que presenta varios pixeles y que resuelve una estructura de difraccion de la
representacion parcialmente confocal, donde para representar en el campo amplio se utiliza una camara de campo
amplio.

En este disefio, el microscopio de Airy es provisto de una camara de campo amplio hacia la cual se dirige, por
ejemplo, mediante un divisor de haz, un porcentaje de la radiacion de la trayectoria de haces de la representacion.
La representacion en el campo amplio y la representacién parcialmente confocal se superponen aqui
preferentemente de manera lateral y vertical. En este disefio, es posible en particular tomar simultaneamente la
representacion parcialmente confocal y la representacion en el campo amplio.

La presente invencion se refiere ademas a un microscopio para la generacion de una representacion parcialmente
confocal y de una representacion en el campo amplio de un objeto, donde el microscopio comprende un equipo
detector para detectar la representacion del objeto, un equipo estenopeico para proporcionar una representacion
parcialmente confocal y una toma en el campo amplio, un equipo de enfoque, el cual esta configurado para ajustar
un foco de la representacion parcialmente confocal, y un equipo de control para dirigir el equipo estenopeico, el cual
esta conectado con el equipo detector. El microscopio representa el objeto a lo largo de una direccién z, que
coincide con la direccion de la altura del objeto, con una funcién de borrosidad de imagenes de puntos. El equipo de
control esta configurado para ejecutar el procedimiento, tal y como se ha descrito anteriormente.

El microscopio puede ser un microscopio de escaneo por laser, un microscopio de Airy, 0 un microscopio topografico
confocal. El microscopio puede comprender una fuente de luz que proporcione luz blanca o luz de una longitud de
onda determinada, dependiendo de cdmo sea ésta necesaria para la representacion del objeto. El equipo detector
presenta detectores mediante los cuales la radiacién incidente puede ser transformada en sefiales eléctricas, donde
estas sefiales eléctricas son transmitidas al equipo de control.

El equipo estenopeico presenta preferentemente un estenopo mediante el cual el objeto puede ser representado de
manera parcialmente confocal en el equipo detector. Se puede ajustar el tamafio del estenopo, de modo que
mediante el equipo estenopeico también se puede generar una representacion en el campo amplio. De manera
alternativa, el estenopo puede ser retirado de la trayectoria de haces de la representacion, por lo que de este modo
se puede representar una representacion en el campo amplio. En el microscopio topografico, estan previstos
preferentemente varios estenopos o reticulas, los cuales estan dispuestos sobre una plantilla que es movible
lateralmente a través de la trayectoria de haces de la representacion. A este respecto, los estenopos presentan
diferentes diametros, o bien, las reticulas presentan diferentes constantes de reticula.

El equipo de enfoque esta configurado para ajustar el foco de la representacién parcialmente confocal. Para ello, el
equipo de enfoque puede presentar una 6ptica mediante la cual se pueda modificar la posicién del plano focal sobre
el objeto. Como alternativa, el equipo de enfoque puede mover el objeto en la direccion z y modificar asi la posicion
del plano focal de la representacién. Por ultimo, depende Unicamente de un desplazamiento relativo entre el plano
focal y el objeto.

El microscopio puede presentar ademas un equipo de posicionamiento, el cual esta configurado para desplazar
lateralmente la primera ubicacién con respecto al equipo detector. El equipo de posicionamiento puede estar
realizado como un escaner mediante el cual el objeto pueda ser movido con respecto al equipo detector. De manera
alternativa, la trayectoria de haces puede ser modulada para la iluminacion del objeto de tal modo que asi se pueda
modificar la primera ubicacion con respecto al equipo detector; esto estd implementado, por ejemplo, en un
microscopio de escaneo por laser.

Preferentemente, el equipo detector comprende un primer detector para la representacion parcialmente confocal y
un segundo detector para la representacion en el campo amplio.
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El equipo de control sirve en particular para dirigir los equipos mencionados anteriormente y para realizar el
procedimiento descrito anteriormente. En particular, las ideas, formas de realizacion preferidas y las ventajas
expuestas para el procedimiento son de aplicacion analogamente en lo referente al microscopio.

Como es obvio, las caracteristicas mencionadas anteriormente y las que aun se han de explicar a continuacion son
utilizables no sélo en las combinaciones indicadas, sino también en otras combinaciones o por separado, sin
abandonar el contexto de la presente invencion.

A continuacion, la invencion se explica ain mas detalladamente a modo de ejemplo por medio de los dibujos
adjuntos, que también divulgan caracteristicas esenciales para la invencion. Muestran:

Fig. 1 un microscopio de escaneo por laser como primera forma de realizacion de un microscopio para la
realizacién de un procedimiento para la determinacion de la altura de un objeto;

Fig. 2 una representacion de bloques para ilustrar las etapas del procedimiento;
Fig. 3 una grafica para representar la calibracion del procedimiento;
Fig. 4 una grafica para representar las intensidades utilizadas, determinadas y medidas para el procedimiento;

Fig. 5 un microscopio de Airy como segunda forma de realizaciéon de un microscopio para la realizaciéon del
procedimiento; y

Fig. 6 un microscopio topografico confocal como tercera forma de realizacion de un microscopio para la
realizacién del procedimiento.

Un microscopio de escaneo por laser 10 sirve para representar por escaneo un objeto 12, donde en el microscopio
de escaneo por laser 10 se puede realizar un procedimiento descrito a continuacién para determinar la altura del
objeto 12.

El microscopio de escaneo por laser 10 presenta una fuente de luz 14, un equipo detector 16, un equipo estenopeico
18, un equipo de enfoque 20, un equipo de posicionamiento 22, un equipo de control 24 y un divisor de haz 26.

La fuente de luz 14 es, por ejemplo, un laser, un diodo emisor de luz (LED) u otra fuente de luz monocromatica, la
cual emite luz de una longitud de onda que en el objeto 12 excita pigmentos fluorescentes para la emision de luz
fluorescente. La radiacion generada por la fuente de luz 14 de una trayectoria de haces de iluminacion 28 es dirigida
hacia un divisor de haz 26, que esta realizado como espejo dicroico. El divisor de haz 26 refleja la luz de la
trayectoria de haces de iluminacién 28 sobre el equipo de posicionamiento 22.

El equipo de posicionamiento 22 presenta un escaner, por ejemplo, dos espejos colgados de manera movil, que no
aparecen representados en la figura 1. Mediante el escaner, el equipo de posicionamiento 22 puede dirigir la
trayectoria de haces de iluminacion 28 hacia diferentes ubicaciones del objeto 12. La desviacion de la radiacion de
iluminacion es dirigida por el equipo de control 24, el cual esta conectado con el equipo de posicionamiento 22. En
particular, el equipo de posicionamiento 22 dirige la trayectoria de haces de iluminacién 28 escaneando a través del
objeto 12. Como alternativa, se ajusta una mesa de pruebas que soporte el objeto 12.

Desde el equipo de posicionamiento 22, la radiacién de iluminacion 28 llega al equipo de enfoque 20, que esta
realizado como objetivo. Mediante el equipo de enfoque 20, el foco de la trayectoria de haces de iluminacion 28
sobre el objeto 12 es modificado en la direccion z. La direccidon z coincide con la altura del objeto 12 y yace
perpendicularmente a la direccion lateral del objeto 12, que esta definida por la direccion x e y. El equipo de enfoque
20 presenta varias lentes moviles unas respecto de ofras, que son accionadas, por ejemplo, mediante un
electromotor. El equipo de enfoque 20 también esta conectado con el equipo de control 24, de modo que el equipo
de control 24 puede modificar el foco del microscopio de escaneo por laser 10. El foco coincide con una posicion de
medicion z del microscopio de escaneo por laser 10. Desde el equipo de enfoque 20, la trayectoria de haces de
iluminacion 28 discurre hacia el objeto 12, que esta fijado a un soporte de muestra 30.

Mediante el equipo de enfoque 20, el foco puede ser modificado a lo largo de la direccion z. Mediante el equipo de
posicionamiento 22, el foco de la trayectoria de haces de iluminacion 28 puede ser desplazado lateralmente en una
direccion x y en una direccion vy, las cuales son perpendiculares a la direccion z.

En el objeto 12 estan previstos pigmentos fluorescentes, que son excitados mediante la radiacién de iluminacion y
emiten luz en una trayectoria de haces de la representacion 32. Si en el objeto 12 no hay presentes pigmentos
fluorescentes, la radiacion de iluminacion es reflejada parcialmente del objeto 12 a la trayectoria de haces de la
representacion 32. La trayectoria de haces de la representacion 32 se extiende en el trayecto inverso a la trayectoria
de haces de iluminacion 28 hasta el divisor de haz 26. Debido al hecho de que la luz fluorescente tiene una longitud
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de onda diferente a la de la radiacion de iluminacion, la radiacion de la trayectoria de haces de la representacion 32
puede atravesar el divisor de haz 26 dicroico y llega al equipo estenopeico 18, el cual presenta un estenopo cuyo
tamano puede ajustarse. Como alternativa, en lugar del divisor de haz 26 dicroico, puede estar previsto un divisor de
haz parcialmente reflectivo, en particular si la radiacion de iluminacion es reflejada por el objeto 12. En particular, el
equipo estenopeico tiene un electromotor que modifica el tamafio del estenopo de manera continua o gradual. El
equipo estenopeico 18 esta conectado con el equipo de control 24, de modo que el equipo de control 24 ajusta el
tamarno del estenopo.

El estenopo se encuentra en un plano de imagen intermedio de la trayectoria de haces de la representacion 32.
Pospuesto a él esta el equipo detector 16, el cual presenta un detector para transformar la radiacién de la trayectoria
de haces de la representaciéon 32 en sefales eléctricas. Las sefiales eléctricas son transmitidas al equipo de control
24, el cual puede determinar a partir de ellas la intensidad de la radiacién en la trayectoria de haces de la
representacion 32.

El microscopio de escaneo por laser 10 genera una representacion parcialmente confocal a través de que el
estenopo del equipo estenopeico 18 sea ajustado con un tamafno pequefo, por ejemplo, 50-300 % mayor que un
estenopo que represente el objeto 12 con difraccion limitada. Para la generacién de una representacién en el campo
amplio, el estenopo del equipo estenopeico 18 es ampliado en mayor medida en comparacion con la representacion
parcialmente confocal, de modo que la representacion presenta principalmente proporciones en el campo amplio.

El procedimiento para accionar el microscopio de escaneo por laser 10 se expone mediante la representacion de
bloques de la figura 2. El procedimiento sirve para determinar la altura del objeto 12 en una primera ubicacién del
objeto 12. La primera ubicacion puede ser una ubicacion cualquiera del objeto 12. En particular, el procedimiento se
repite en varias primeras ubicaciones, de modo que se podrian determinar varias alturas del objeto 12, a partir de lo
cual se puede deducir la topografia del objeto 12.

El procedimiento comprende tres etapas esenciales: la etapa S1 sirve para la calibracién de un factor de escala Sk,
la etapa S2 sirve para la calibracién de un factor de enlace Vk y la etapa S3 sirve para el calculo de la altura de la
primera ubicacién.

En primer lugar, se explica la calibracion del factor de escala Sk en la etapa S1. La calibracion del factor de escala
Sk puede producirse en el objeto 12 o0 en un objeto de calibraciéon que presente en particular propiedades similares
al objeto 12 en cuanto a la reflexién y a la dispersién de la luz. En el siguiente ejemplo de realizacién, se expone la
calibracion del factor de escala Sk en el objeto 12 en una ubicacién de calibracion que es un punto sobre el objeto
12. La ubicacioén de calibracién es un ejemplo para la primera ubicacion de calibracién.

En la etapa S1.1, se toma una pila z a partir de varias representaciones parcialmente confocales de la ubicacién de
calibracion. Las representaciones se realizan en el rango de profundidad de campo de la representacion
parcialmente confocal, donde el equipo estenopeico 18 ajusta un primer tamafio para el estenopo. Para cada
representacion parcialmente confocal se determina la intensidad, de modo que en la etapa S1.2 se obtiene una
evolucion de la intensidad Ik (z) en dependencia de la posicion de medicion z del foco. Esto se representa en la figura
3 a modo de ejemplo. Por medio de la evolucién de la intensidad Ik (z), se puede determinar la intensidad de
calibracion méaxima lkmax que se da en la posicién del foco Zkmax.

En la etapa S1.3, se determina la intensidad de calibracion del campo amplio lkwi, ajustdndose el equipo estenopeico
18 en un segundo tamano para el estenopo que es mayor que el primer tamafo. El segundo tamaro del estenopo es
tal que domina la intensidad de la representacion de campo amplio con la intensidad de la representacion. El
segundo tamario es, por ejemplo, 5-10 veces mayor que el primer tamafno. En la etapa S1.4, se calcula el factor de
escala Sk, que cumple la siguiente ecuacion:

1
Sk = kmax (1)

Tewn

En la etapa parcial S2.1 de la etapa S2, se determina una funcién de borrosidad de imagenes de puntos PSF(z) en
la direccion z del microscopio de escaneo por laser 10. Esta etapa no es necesaria si la funcién de borrosidad de
imagenes de puntos PSF(z) ya es conocida para el microscopio de escaneo por laser 10. En la etapa S2.2, se lleva
a cabo una representacion parcialmente confocal de la segunda ubicacion de calibracion en un segundo objeto de
calibracion, que puede coincidir con el primer objeto de calibracidn, o en el objeto 12 en una segunda ubicacion de
calibracion, que puede coincidir con la primera ubicaciéon de calibracion. El tamafio del estenopo se ajusta en el
primer tamano. El foco de la representacion parcialmente confocal se encuentra en una posicion de medicién de
calibracion Zki, la cual se encuentra en el rango de profundidad de campo de la representacion parcialmente
confocal. Acto seguido, se determina una intensidad de calibracion k1 parcialmente confocal de la representacion
parcialmente confocal de la segunda ubicacién de calibracion en la posicién de medicién de calibracién zxi.

En la etapa S2.3, se efectia una representacion confocal de la segunda ubicacion de calibracién. El foco de la
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representacion confocal se encuentra también en la posicion de medicién de calibracion zxi. A continuacion, se
determina una intensidad de calibracion Iki* confocal de la representacion confocal de la segunda ubicaciéon de
calibracion en la posicién de medicion de calibracion zx1. La representacion confocal se produce a través de que el
tamano del estenopo del equipo estenopeico 18 sea ajustado de tal modo que coincida con el limite de difraccién de
la representacion. La intensidad de calibracién Iki* confocal coincide con la intensidad de la funcion de borrosidad de
imagenes de puntos PSF(z) en la posicion de medicion de calibracion Zi.

En la etapa S2.4, también se determina la intensidad de calibracién del campo amplio lkw2. Esto se realiza de manera
analoga a la determinacion de la intensidad de calibraciéon del campo amplio lww1 en la etapa S1.3.

El factor de enlace Vk se determina en la etapa S2.5 a partir de la intensidad de calibraciéon ki parcialmente
confocal, de la intensidad de calibracion Ik1* confocal y de la intensidad de calibracion del campo amplio lkwz de
acuerdo con la siguiente ecuacion:

Iy = gy + VEk X Dy (2)

A continuacion, se explica como en la etapa S3 se determina la topografia en el microscopio de escaneo por laser 10
calibrado. Para ello, en la etapa S3.1 se representa la primera ubicacién del microscopio de escaneo por laser 10 de
manera parcialmente confocal, encontrandose el foco en una posicién de medicién z z1, que se encuentra en el
rango de profundidad de campo. A este respecto, el estenopo es ajustado en el primer tamafno. Acto seguido, se
determina la intensidad |1 parcialmente confocal. A partir de la intensidad parcialmente |1 confocal, en la etapa S3.2
se calcula la intensidad |1* parcialmente confocal correspondiente a la funcién de borrosidad de imagenes de puntos
PSF mediante el factor de enlace Vk y la ecuacion (2) descrita anteriormente. La intensidad |1* correspondiente a la
funcion de borrosidad de imagenes de puntos PSF se corresponde con la intensidad de la funcion de borrosidad de
imagenes de puntos PSF en la posicion de medicion z zi.

En la posicién de medicion z z1, en la etapa S3.3 se realiza otra representacion parcialmente confocal en la que el
estenopo estd modificado con respecto a la primera representacion parcialmente confocal realizada. Para ello, el
estenopo estd realizado siendo ajustable su tamafo o se recambian los estenopos. A partir de esta otra
representacion parcialmente confocal con estenopo modificado, se puede calcular otra intensidad |1 pin parcialmente
confocal.

Como se describié anteriormente, mediante el aumento del estenopo del equipo estenopeico 18, en la etapa S3.4 se
genera una representacién de la primera ubicacién en el campo amplio y a partir de ella se determina la intensidad
del campo amplio lw. Mediante la ecuacion (1) y el factor de escala Sk, se calcula la intensidad maxima Imax* de la
funcion de borrosidad de imagenes de puntos PSF.

A partir del factor de enlace VK, de la intensidad méaxima Imax™ esperada y de la intensidad |+* correspondiente a la
funcion de borrosidad de imagenes de puntos PSF, en la etapa S3.5 se determina mediante la ecuacién (2) una
coordenada z zn del foco, la cual coincide con la coordenada z de la intensidad maxima Imax* de la funcion de
borrosidad de imagenes de puntos PSF. Puesto que sélo se utilizan dos valores para la determinacién, la
determinacion no es siempre univoca, tal y como se indica en la figura 4 mediante las dos areas en la direccién z Azs
y Az+'. Mediante la otra intensidad l1pin parcialmente confocal, se puede determinar ahora cémo es la evolucién de la
funcion de borrosidad de imagenes de puntos PSF, de modo que se puede fijar cudl de las distancias Az1 y Az1' es la
correcta, por lo que la posicion de medicién z Zn puede ser determinada de manera univoca. La coordenada z Zn del
foco se corresponde con la altura del objeto 12 en la primera ubicacion. Las etapas S3.1 a S3.5 se repiten en cada
una de las ubicaciones a medir, mientras que las etapas S1 a S2 sélo se efectian una vez.

En la figura 5, se representa esquematicamente una segunda forma de realizacién de un microscopio para la
realizacién del procedimiento. En este caso, se utiliza un microscopio de Airy 100 cuya estructura esquematica
coincide con el microscopio de escaneo por laser 10, a excepcion de las siguientes diferencias representadas:

Un equipo de posicionamiento 122 del microscopio de Airy 100 no funciona mediante la desviacién de la radiacion
de la trayectoria de haces de iluminacién 28, sino mediante el movimiento del objeto 12 con respecto a la trayectoria
de haces de iluminacién 28 mediante un escaner, que forma el equipo de posicionamiento 122. El escaner mueve el
soporte de muestra 30. No obstante, también se puede utilizar un equipo de posicionamiento 122 como el descrito
con el microscopio de escaneo por laser 10. En este caso, el equipo de posicionamiento 122 también esté conectado
con el equipo de control 24, de modo que el equipo de control 24 puede ajustar el posicionamiento del objeto 12 con
respecto a la trayectoria de haces de iluminacion 28.

Un equipo detector 116 presenta varios pixeles que resuelven la estructura de difraccién de la representacion
parcialmente confocal.

El modo de funcionamiento del microscopio de Airy 100 no difiere del modo de funcionamiento del microscopio de
escaneo por laser 10 en lo referente al principio de determinacién de la altura en la primera ubicacién del objeto 12.
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Unicamente difieren entre si las generaciones de la representacion parcialmente confocal y de la representacion en
el campo amplio.

Puesto que mediante el equipo detector 116 se puede resolver la estructura de difraccién, las intensidades medidas
por los pixeles de una Unica representacion parcialmente confocal presentan la intensidad |1 parcialmente confocal y
la intensidad del campo amplio lw. Por lo tanto, es posible determinar con una Unica representacién parcialmente
confocal las dos intensidades |1 y lw necesarias para el célculo de la altura de la primera ubicacion.

El procedimiento descrito anteriormente para la determinacion de la intensidad |1 parcialmente confocal (etapa S3.1)
y de la intensidad |+* parcialmente confocal (etapa S3.2) correspondiente a la funcioén de borrosidad de imagenes de
puntos PSF se repite en una segunda posicion de medicion Zz, a partir de lo cual se obtiene la intensidad Iz
parcialmente confocal y una intensidad |2* parcialmente confocal correspondiente a la funcion de borrosidad de
imagenes de puntos PSF. Otra representacion parcialmente confocal con tamafio modificado del estenopo (etapa
S3.3) no se efectua en el microscopio de Airy 100, sino que la etapa S3.5 experimenta la siguiente modificacion.

Se tienen sélo tres puntos de la funcion de borrosidad de imagenes de puntos PSF, esto es, las intensidades I1* y I2*
correspondientes a la funcion de borrosidad de imagenes de puntos PSF y el valor maximo de la funcion de
borrosidad de imagenes de puntos PSF, la intensidad Imax*. Por medio de estos valores, se puede ajustar la PSF,
cuya forma es conocida, de modo que se puede determinar la coordenada z Zn de la intensidad maxima Imax*. Esta
coordenada z Zn se corresponde con la altura del objeto 12 en la primera ubicacién, de forma que la primera
ubicacion puede determinarse a partir de las dos representaciones parcialmente confocales en las posiciones de
medicién z1 y Z2.

Por medio de la figura 6, se expone otra forma de realizacién de un microscopio. En la figura 6, se representa
esguematicamente un microscopio topografico confocal 200, el cual difiere del microscopio de escaneo por laser 10
y del microscopio de Airy 100 Unicamente en las siguientes diferencias:

El microscopio topografico confocal 200 presenta analogamente al microscopio de Airy 100 un equipo de
posicionamiento 222, que comprende también como escaner para el movimiento del soporte de muestra 30. En este
caso, tampoco es decisivo el disefio del equipo de posicionamiento. Una fuente de luz 214 puede estar realizada
como diodo emisor de luz (LED) o cualquier otra fuente de luz monocromatica, pero también es posible la utilizacién
de una fuente de luz blanca que genere luz en todo el rango visible, de modo que se ilumina el objeto 12 con
radiacion de iluminacion en el rango de longitudes de onda visible.

Un equipo detector 216 presenta una primera camara 216a, una segunda camara 216b y un segundo divisor de haz
216c¢. El segundo divisor de haz 216¢ esta realizado como espejo parcialmente reflectivo, el cual dirige el 50 % de la
radiacion de la trayectoria de haces de la representacion 32 a la primera camara 216a y el 50 % de la radiacion de la
trayectoria de haces de la representacién 32 a la segunda camara 216b. Un equipo estenopeico 218 esta realizado
como plantilla con varias reticulas de diferente distancia de reticula, la cual es movible lateralmente a través de la
trayectoria de haces de la representacion 32.

Mediante el microscopio topografico confocal 200, gracias al segundo divisor de haz 216¢ se puede generar
simultaneamente una imagen en el campo amplio mediante la segunda camara 216b, delante de la cual no hay
dispuesto ningun estenopo, y una representacion parcialmente confocal mediante la primera camara 216a. En este
sentido, el modo de funcionamiento coincide con el modo de funcionamiento del microscopio de Airy 100, ya que
también en este caso se generan simultdneamente una representacion parcialmente confocal y una representacion
en el campo amplio.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2741 809 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para determinar la altura de un objeto (12) en una primera ubicacion lateral del objeto (12)
mediante un microscopio (10, 100, 200), el cual representa el objeto (12) con una funcién de borrosidad de imagenes
de puntos (PSF) a lo largo de una direccién z que coincide con la direccion de la altura, el cual comprende las etapas

- representar el objeto (12) con el microscopio (10, 100, 200) en el campo amplio y determinar la intensidad
del campo amplio (Iw),

- calcular la intensidad maxima (Imax*), €esperada en la primera ubicacion, mediante la multiplicacion de la
intensidad del campo amplio (lw) con un factor de escala (Sk) predeterminado,

- representar de manera parcialmente confocal el objeto (12) en la primera ubicacion con el foco en una
posicion de medicion (z4) en la direccion z, donde, para la toma parcialmente confocal, se utiliza un equipo
estenopeico (18, 118, 218) con una abertura que es mayor que el limite de difraccién, y donde la representacion
parcialmente confocal fija un rango de profundidad de campo y el foco se encuentra en el rango de profundidad de
campo, y determinar una intensidad parcialmente confocal (I1) de la representacion parcialmente confocal en la
primera ubicacion,

- calcular la intensidad (I1*) correspondiente a la funciéon de borrosidad de imagenes de puntos (PSF) en la
primera ubicacion mediante la determinacion de la diferencia entre la intensidad parcialmente confocal (11) y el
producto de la intensidad del campo amplio (lw) con un factor de enlace (Vk) predeterminado,

- calcular la coordenada z (z,) del foco en la que la funcion de borrosidad de imagenes de puntos (PSF) es
maxima, utilizandose una forma conocida previamente de la

- funciéon de borrosidad de imagenes de puntos (PSF), de la intensidad (11*) calculada, correspondiente a la
funcion de borrosidad de imagenes de puntos (PSF), y de la intensidad maxima (lnax*) esperada calculada, y

- utilizar la coordenada z (Zh) como altura del objeto (12) en la primera ubicacion.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el factor de escala (Sk) se determina a través de
las siguientes etapas:

- generar una pila z mediante la representacion parcialmente confocal repetida de una primera ubicacion de
calibracion lateral de un primer objeto de calibracion o del objeto (12) con diferentes focos, desplazados en la
direccion z, y determinar las intensidades parcialmente confocales para cada una de las representaciones
parcialmente confocales,

- calcular la evolucion de la intensidad en la direccidn z en la primera ubicacién de calibracion y determinar la
intensidad de calibracion (lkmax) maxima de la evolucion de la intensidad en la primera ubicacion de calibracion,

- representar la primera ubicacion de calibracion con el microscopio (10, 100, 200) en el campo amplio y
determinar una primera intensidad de calibracion del campo amplio (Ikw1) €n la primera ubicacion de calibracion, y

- calcular el factor de escala (Sk) como relacion entre la intensidad de calibracion (lkmax) maxima y la primera
intensidad de calibracion del campo amplio (lw1).

3. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el factor de enlace (Vk) se
determina a través de las siguientes etapas:

- representar de manera parcialmente confocal una segunda ubicacién de calibracion lateral de un segundo
objeto de calibracion o del objeto (12) con el foco en una posicién de medicién de calibracién (Z«+) en la direccion z,
que se encuentra en el rango de profundidad de campo, y determinar la intensidad de calibracion (k) de la
representacion parcialmente confocal en la segunda ubicacion de calibracion,

- representar de manera confocal la segunda ubicacién de calibracién con el foco en la posicion de medicion
de calibracion (Zx1) y determinar una intensidad de calibracién (I1*) confocal de la representacion confocal en la
segunda ubicacioén de calibracion,

- representar la segunda ubicacion de calibracidon con el microscopio (10, 100, 200) en el campo amplio y
determinar una segunda intensidad de calibracion del campo amplio (lw2) en la segunda ubicaciéon de calibracion, y

- calcular el factor de enlace (Vk) como relacion entre la diferencia entre la intensidad de calibracion (lk1)
parcialmente confocal y la intensidad de calibracién (lk1*) confocal con respecto a la segunda segunda intensidad de
calibracion del campo amplio (lkwz).

4. Procedimiento segin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la primera ubicacion se
representa con el microscopio (10, 100, 200) en el campo amplio y por que la intensidad del campo amplio (lw)
actual se determina en la primera ubicacion.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por las etapas:
- representar de manera parcialmente confocal la primera ubicacién con el foco en al menos dos posiciones
de medicion (z4, z2), distanciadas en la direcciéon z, que se encuentran en cada caso en el rango de profundidad de

campo, y determinar intensidades parcialmente confocales (l1,l2) para cada representacion parcialmente confocal en
la primera ubicacion,
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- calcular las intensidades (I1*, 1.*), correspondientes a la funcidon de borrosidad de imagenes de puntos
(PSF), en la primera ubicacion mediante la determinacion respectiva de la diferencia entre la intensidad parcialmente
confocal (l1, I2) respectiva y el producto de la intensidad del campo amplio (lw) con el factor de enlace (Vk)
predeterminado,

- calcular la coordenada z utilizandose la forma de la funcidn de borrosidad de imagenes de puntos (PSF), de
las intensidades (I1*, 12*) calculadas, correspondientes a la funcion de borrosidad de imagenes de puntos (PSF), y de
la intensidad maxima (Imax*) maxima esperada calculada.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que, para la generaciéon de una
determinacion en vivo de la altura del objeto (12) en una segunda ubicacion lateral del objeto (12), diferente con
respecto a la primera ubicacion, se representa la segunda ubicacion de manera parcialmente confocal y por que,
para calcular la coordenada z en la segunda ubicacién, se tiene en cuenta la coordenada z (Z) del foco en la
primera ubicacion.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por las etapas:

- representar de manera parcialmente confocal la primera ubicacién con al menos dos estenopos diferentes y
con el foco en una posicién de medicidon (z1) en la direccidon z, que se encuentra en el rango de profundidad de
campo, y determinar otra intensidad parcialmente confocal (l1,5in) para la representacion parcialmente confocal con el
otro estenopo,

- calcular la coordenada z utilizandose la forma de la funciéon de borrosidad de imagenes de puntos, de la
intensidad (l1*) calculada, correspondiente a la funcion de borrosidad de imagenes de puntos (PSF), de la otra
intensidad parcialmente confocal (I1,pin) y de la intensidad maxima (Imax*) esperada calculada.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que como microscopio (10, 100,
200) se utiliza un microscopio de escaneo por laser (10), donde, para representar de manera parcialmente confocal y
representar en el campo amplio, se modifica el tamafio del estenopo.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado por que como microscopio (10, 100, 200) se
utiliza un microscopio de escaneo por laser (10), donde, para representar de manera parcialmente confocal y
representar en el campo amplio, se prevén dos detectores detras de un estenopo de diferente tamafo o donde, para
representar en el campo amplio, se utiliza una camara de campo amplio.

10. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que como microscopio (10, 100, 200)
se utiliza un microscopio topografico confocal (200), en el que se utiliza una reticula como estenopo, donde, para
representar de manera parcialmente confocal, se utiliza una primera camara con la reticula y, para representar en el
campo amplio, se utiliza una segunda camara.

11. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que como microscopio (10, 100, 200)
se utiliza un microscopio de Airy confocal (100), en el que el objeto (12) es representado sobre un equipo detector
(116) que presenta varios pixeles y que resuelve una estructura de difraccion de la representacion parcialmente
confocal, donde la intensidad del campo amplio (lw) y la intensidad parcialmente confocal (l1) se determinan a partir
de una toma, o donde, para representar en el campo amplio, se utiliza una camara de campo amplio.

12. Microscopio para la generacion de una representacion parcialmente confocal de un objeto (12) y de una
representacion del objeto (12) en el campo amplio, que comprende

- un equipo detector (16, 116, 216),

- un equipo estenopeico (18, 118, 218) para la representacion parcialmente confocal y para la toma en el
campo amplio,

- un equipo de enfoque (20), el cual estd configurado para ajustar una posicién z de un foco de la
representacion parcialmente confocal, y

- un equipo de control (24) para dirigir el equipo estenopeico (18, 118, 218), el cual esta conectado con el
equipo detector (16, 116, 216),

- donde el microscopio (10, 100, 200) representa el objeto (12) a lo largo de una direccién z, que coincide con
la direccion de la altura del objeto (12), con una funcion de borrosidad de imagenes de puntos (PSF),

- donde el equipo de control (24) esta configurado para ejecutar el procedimiento segun una de las
reivindicaciones 1 a 8.

13. Microscopio segun la reivindicacion 12, caracterizado por que el tamafio de un estenopo del equipo estenopeico
(18) es ajustable.

14. Microscopio segun la reivindicacion 12, caracterizado por que el equipo detector (216) comprende un primer

detector (216a) para la representacion parcialmente confocal y un segundo detector (216b) para la representacion en
el campo amplio.

14



ES 2741 809 T3

Fig. 1

IIIIIIIII

|
i
i <
|
|
o I
0 N !
i i ™ |
(4]
A N
| |
|
N i
ol |
M N “

|||||||||

llllllllllllll

Fig. 2



ES 2741 809 T3

h

Liwts Tkw2

,max

Fig. 3

Zy

L

I

S

Z4 Az, Z,

AZ),

Fig. 4

16



T Ty ———

ES 2741 809 T3

0 \
b

122

30\

8 .
e 4

222




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

