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DESCRIPCION
Técnica para la deteccion de imagenes tomografica
Ambito técnico

La invencion se refiere, en general, a una técnica para la deteccion de una imagen seccional o de una imagen
tridimensional. En particular, la invencion se refiere a un dispositivo para la deteccion de imagenes tomografica de
un objeto espacial.

Trasfondo técnico

Resolucion y contraste de técnicas existentes para la deteccion de imagenes espacial, en particular, para la
microscopia de organismos vivos, se han mejorado recientemente de manera considerable. Técnicas frecuentes con
alta resolucion, como la microscopia confocal descrita en el documento DE 43 26 473, se basan en la deteccién con
resolucion local de una superposicion de volumen de iluminaciéon y volumen de deteccion. El volumen de la
superposicion determina la resolucién. Procedimientos alternativos, como la microscopia de coherencia optica
(“Optical Coherence Microscopy”, OCM) y la tomografia de coherencia éptica (“Optical Coherence Tomography”,
OCT), determinan interferométricamente, por medio de luz con longitud de coherencia, la profundidad axial.
Técnicas mas recientes, como la tomografia de proyeccion optica (“Optical Projection Tomography”, OPT), descrita
en Science 296, 541 (2002) por J. Sharpe et al., radian el volumen de muestra bajo una pluralidad de diferentes
angulos y logran una resolucion dependiente de 1 a 5 pm.

El documento WO 2004/020997 A1, describe un dispositivo con una platina portaespécimen giratoria, para el giro de
la muestra a ser proyectada. Un detector principal detecta solo luz, que sale de la muestra paralela con respecto a la
direccion de incidencia de luz. En otras formas de realizacion, un detector principal y una pluralidad de detectores de
ayuda estan dispuestos detras de la muestra en una matriz de una o de dos dimensiones en direccion del haz, para
la deteccion de luz con resolucion angular, detectandose por los detectores de ayuda luz desviada por la muestra.

El documento US 2008/0277567 A1, describe un dispositivo para la deteccién reticular de una propiedad 6ptica de
una muestra. Por medio de dos espejos planos giratorios y dos espejos parabdlicos se dirige un rayo laser sobre la
muestra, siempre paralelo con respecto al eje optico. Una proyeccion bidimensional se obtiene, respectivamente, en
un proceso de escaneo. Las proyecciones de bidimensionales de varios procesos de escaneo se componen a una
imagen tridimensional mediante cromatografia computarizada.

El documento US 2007/0109633 A1, describe un microscopio, que transilumina un plano en el volumen de muestra
con un conjunto de haces de luz paralelos. El plano de iluminacion asi formado se detecta con resolucion local por
una camara de CCD bajo un angulo recto con respecto al plano de iluminacién en sus dos dimensiones. En ofra
forma de realizacién, se radian dos planos de iluminacion. Mediante superposicion de dos planos de iluminacion
coherentes, la distribucion de intensidad en el plano de iluminacién superpuesto se estructura mediante patrones de
interferencia para la mejora de la resolucion local en el plano de iluminaciéon. Para la deteccion de imagenes
espacial, el plano de iluminacién y la muestra se mueven entre ellos. Otra forma de realizacion ilumina la muestra
esencialmente en una dimensién y detecta la muestra en esa dimensién con resolucion local con una cantidad lineal
aumentada de puntos de imagen.

El documento US 2007/0274580 A1, describe una técnica para la tomografia optica. Proteinas fluorescentes en una
muestra se excitan mediante luz radiada. La luz de excitacion en la muestra y la luz fluorescente son difusas. Se
detecta y se procesa una imagen con resolucion local.

La publicacion cientifica “Forward and Inverse Calculations for 3-D Frequency-Domain Diffuse Optical Tomography”
de B. W. Pogue et al., SPIE vol. 2389, paginas 328-339, describe un procedimiento de la tomografia dptica difusiva
(DOT). Para una simulacion del procedimiento, se asume que una pluralidad de detectores esta dispuesta en un
circulo alrededor de un objeto.

Las técnicas conocidas para la deteccion de imagenes espacial pueden, a causa de una intensidad de radiacion que
influye sobre la muestra, falsear la deteccion de imagenes, modificar la muestra de forma incontrolada o, en
particular, en caso de microscopia en vivo, destruir la muestra. También puede aumentar considerablemente el costo
técnico, para reducir con las técnicas existentes la intensidad de radiacion con resultados de imagen comparables.

Sumario de la invenciéon

La invencion tiene la misién subyacente de proporcionar un dispositivo mejorado para la deteccion de imagenes
tomografica.

La mision se resuelve mediante un dispositivo para la deteccion de imagenes tomografica con las caracteristicas de
la reivindicacion 1.

El dispositivo de acuerdo con la invencion para la deteccion de imagenes tomografica comprende:
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- un soporte de muestras,

- una fuente de luz, que esta configurada para la generacién de un haz en forma de aguja que atraviesa el soporte
de muestras con una direccion del haz, y que presenta un elemento de regulacion optico, que es capaz de desplazar
el haz en forma de aguja, que atraviesa el soporte de muestras, transversal con respecto a la direccion del haz con
direccion del haz esencialmente inalterada, y

- una unidad de detector, que esta configurada para la deteccidn sin resolucion local de al menos una proporcion de
una radiacion dispersa que se escapa del soporte de muestras dentro de una seccion del haz en forma de aguja.

El soporte de muestras prevé un volumen de muestra para la aceptacion de una muestra. El haz en forma de aguja
puede atravesar el soporte de muestras, el volumen de muestra y/o la muestra.

El dispositivo puede detectar, a causa de un haz en forma de aguja individual, la radiacién dispersa que se escapa
(transversal con respecto a la direccion del haz). En comparacién con las técnicas convencionales, de esta manera,
mediante la unidad de detector, es detectable una proporcidon considerablemente mayor de la radiacion dispersa. Por
consiguiente, se puede mejorar significativamente la relacion de sefial a ruido de la deteccién. También, se puede
reducir una intensidad de radiacion (con calidad de imagen igual o mejorada) introducida mediante el haz en forma
de aguja. Ademas, se puede descartar una mezcla de sefiales de haces en forma de aguja (es decir, diferentes
posiciones de medicion) desplazados (paralelos) entre ellos. También se puede detectar el volumen de muestra con
una sensibilidad uniforme, siempre que la misma unidad de detector detecte todas las posiciones de medicién. En
particular, se pueden evitar artefactos anulares (como se producen a menudo en la reconstruccion tomografica de
una deteccion con resolucion local). En comparacion con las técnicas convencionales de deteccion con resolucion
local, la detecciéon mediante la unidad de detector puede considerarse como “cero dimensional”. Ademas, se puede
lograr una iluminacion mas homogénea (en efecto) del volumen de muestra, en particular, transversal con respecto a
la direccion del haz, en comparacion con una iluminacion (que, por ejemplo, utiliza un difusor) simultanea. De
manera ventajosa, la fuente de luz comprende un laser estable como fuente de radiacion, para una excitacion lo mas
homogénea posible de la radiacién dispersa (a través de un tiempo de deteccidon de imagen).

En general, la fuente de radiacion puede ser, esencialmente, coherente espacialmente, en particular, puntiforme.
Una fuente de radiacion preferida es un laser. Por ejemplo, la fuente de radiacion puede ser una fuente de luz
fluorescente, preferiblemente, un diodo superluminiscente (SLD) con abertura de salida pequefia. Un diametro de la
abertura de salida puede estar determinado tan pequeno, que la abertura de salida es al menos, esencialmente, de
difraccion limitada. Preferiblemente, el diametro de la abertura de salida corresponde (como mucho) al doble del
limite de difraccion.

“Radiacion dispersa” comprende cualquier radiacion producida mediante efecto reciproco (electromagnético, de
fisica cuantica o térmico) del haz en forma de aguja con una muestra (en particular, con sus pigmentos, centros de
difusiéon, moléculas o atomos) aceptada en el soporte de muestras. En particular, la radiacién dispersa comprende
radiacion producida mediante fluorescencia, dispersion Raman, dispersion Rayleigh y difusion de Mie. Ademas, la
radiacion dispersa puede estar determinada por una direccién de dispersion que se desvia de la direccién del haz en
forma de aguja, una caracteristica de radiacion dispersa (de acuerdo con una seccidn transversal de dispersion
diferencial) o una longitud de onda diferente del haz en forma de aguja.

La “radiacion dispersa que se escapa” del haz en forma de aguja puede comprender (exclusivamente) radiacion
dispersa que se dispersa fuera de la direcciéon del haz. Mediante un filtro dicroico, en el caso de radiacion
fluorescente, también puede detectarse radiacién dispersa en direccion del haz.

En el caso de radiacion fluorescente como radiacion dispersa, comprende “fluorescencia no resonante” el caso de
una longitud de onda de fluorescencia (de la radiacion fluorescente emitida como radiacion dispersa) mayor en
comparacion con la longitud de onda de excitacion (del haz en forma de aguja radiado para la excitacion).

La deteccion sin resolucion local puede ser sin resolucion local en direccion del haz. La deteccién sin resolucion
local puede, ademas, ser sin resolucion direccional. Preferiblemente, la deteccion sin resolucién direccional es sin
resolucion direccional con respecto a una direccion de salia de la muestra.

El soporte de muestras puede ser transparente a radiacion, al menos en una seccidon (también denominada
“ventana”) del soporte de muestras.

La deteccion de imagenes puede repetirse (mediante giro en torno al eje de giro) en diferentes posiciones de giro (es
decir, diferentes direcciones de incidencia) del haz en forma de aguja (con respecto al soporte de muestras). Con
complejidad mas baja (de un objeto de muestra a ser representado), una cantidad de las diferentes posiciones de
giro puede ser mas baja. De esta manera, con un objeto de muestra bidimensional (como maximo), pueden
detectarse dos diferentes posiciones de giro (y reconstruirse una imagen de la muestra mediante triangulacion). El
eje de giro puede discurrir a través del soporte de muestras. Esto incluye el caso, de que solo una prolongacion
lineal imaginaria de un eje de giro estructural discurre a través del soporte de muestras.
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La fuente de luz puede ser estacionaria y el soporte de muestras puede ser giratorio en torno al eje de giro.
Alternativamente, el soporte de muestras puede ser estacionario y la fuente de luz giratoria en torno al eje de giro.

El haz en forma de aguja puede presentar una abertura de haz definida dentro del soporte de muestras. El haz en
forma de aguja puede ser, esencialmente, exento de divergencia dentro del soporte de muestras. El haz en forma de
aguja puede presentar un tamafio de haz dentro del soporte de muestras con una longitud de Rayleigh, que es
esencialmente igual o mayor que la longitud (la mitad) de la seccion detectada.

La longitud de la seccion detectada puede ser mayor en un multiplo que la abertura de haz. La abertura de haz
puede ser menor en un multiplo que una o todas las dimensiones interiores del soporte de muestras, transversal con
respecto a la direccion del haz. La seccion detectada puede comprender todo el haz en forma de aguja que
atraviesa el soporte de muestras.

La fuente de luz puede, ademas, estar configurada para generar el haz en forma de aguja en el espectro visible, en
el espectro ultravioleta o en el espectro infrarrojo. En general, el haz en forma de aguja puede encontrarse en el
espectro electromagnético con longitudes de onda (en el vacio) de 300 nm a 2000 nm. Este espectro es adecuado
para la deteccion de imagenes no destructiva de una muestra con acido desoxirribonucleico (ADN). Una region
espectral preferida del haz en forma de aguja comprende 323 nm a 750 nm o 355 nm a 850 nm (en el caso de
radiacion fluorescente como radiacion dispersa). En conexion con tomografia de absorcion (por medio de un
fotodetector de transmision), el haz en forma de aguja puede (adicionalmente) presentar radiacion de 200 nm a 323
nm (o bien, de 200 nm a 355 nm). Ademas, el haz en forma de aguja puede excitar, al menos parcialmente, en el
espectro ultravioleta extremo (XUV) o en el espectro infrarrojo lejano (FIR) de la radiacion dispersa. En el caso de
muestras anhidricas, el haz en forma de aguja puede presentar (adicionalmente) radiacion en la regiéon por encima
de 2000 nm. Para la excitacion de multifotones de la radiacion fluorescente (abreviado: “fluorescencia de
multifotones”), cada una de las indicaciones de longitud de onda anteriores (de un limite de area espectral) puede
multiplicarse con un factor de 2 (en el caso de una excitacion de dos fotones), un factor de 3 (en el caso de una
excitacion de tres fotones), etc. Para la excitacion de multifotones, la fuente de luz puede emitir pulsos intensivos
cortos. Un laser de femtosegundos o un laser (con conmutacion de Q) con duraciones de pulso de pocos
picosegundos, puede utilizarse como fuente de radiaciéon para la excitacion de multifotones. La fluorescencia de
multifotones puede posibilitar la deteccién de una mayor profundidad (en direccion del haz).

Alternativa o adicionalmente, la fuente de luz puede estar configurada para, por medio del haz en forma de aguja,
generar segundos armonicos (es decir, duplicacion de frecuencia) o arménicos altos, que aqui se denominan, en
general, “armonicos mas altos”, en el soporte de muestras (es decir, en la muestra dado el caso utilizada). Este
proceso (en el lenguaje técnico, normalmente, denominado “Higher Harmonic Generation” o “HHG”) puede
transformar varios (dos, tres o mas) fotones (del haz en forma de aguja) a un fotdon coherente. La “radiacion
dispersa” resultante de ello, puede (aproximadamente) presentar una frecuencia (y correspondiente longitud de onda
mas corta) mas alta en un multiplo entero que el haz en forma de aguja. La direccion de la “radiacion dispersa” del
HHG puede, fundamentalmente, ser en la direccion del haz (del haz en forma de aguja) u opuesta a la direccion del
haz. La “radiacién dispersa” del HHG es generable a lo largo de la seccion del haz en forma de aguja dentro del
soporte de muestras (y no solo en un punto focal). EIl HHG puede producirse también sin adicién de denominados
“marcadores” (a la muestra). Preferiblemente, para el HHG la fuente de luz para la generacion del haz en forma de
aguja es con polarizacion circular. La “radiacion dispersa” del HHG puede, ademas, generar radiacion dispersa
(secundaria) en centros de dispersion dentro del soporte de muestras (es decir, en la muestra dado el caso
utilizada). De manera ventajosa, mediante el haz en forma de aguja polarizado circular, es generable la radiacion
dispersa (secundaria) en los centros de dispersion, independiente de una orientacion espacial de los centros de
dispersion.

La unidad de detector comprende al menos un colector de radiaciéon dispersa, que esta configurado para, o que
estan configurados juntos para, detectar la radiacion dispersa en un angulo sélido en torno al soporte de muestras
de al menos 0,12 1 sr (0, al menos, 1/8 sr), a modo de ejemplo, aproximadamente 0,4 1t sr, y, preferiblemente, al
menos 21 sr. El angulo sélido detectado de 0,12 1 sr puede corresponder a una eficiencia de fotones (maxima) del 3
%. Ademas, el angulo sdlido detectado de 0,12 1 sr de una apertura numérica de aproximadamente NA = 0,5 (con
utilizacion de un fluido de inmersion). En el aire, una apertura numérica de NA = 0,5 puede corresponder a un angulo
solido detectado de 0,28 11 sr (o una eficiencia de fotones maxima del 7 %). La radiacion dispersa detectada de esta
manera dentro del angulo sélido, puede detectarse de manera coherente o incoherente. De manera ventajosa, no es
necesario (pero posible), detectar la radiacion dispersa de manera coherente. En particular, los recorridos de
radiacion de la radiacion dispersa detectada también pueden presentar diferentes longitudes de onda dpticas, que
difieren en mas de una longitud de coherencia.

La unidad de detector puede comprender, ademas, como un emisor de sefales, un detector semiconductor y/o un
multiplicador de fotoelectrones (“Photomultiplier Tube”, PMT). El detector semiconductor puede ser un fototransistor
o un fotodiodo, preferiblemente, un fotodiodo de avalanchas (“Avalanche Photodiode”, APD).

El soporte de muestras puede estar configurado para la aceptacion de un medio de muestras liquido (viscoso). El
soporte de muestras y/o un medio de muestras liquido (viscoso) dentro del soporte de muestras, pueden presentar
un indice de refraccion adaptado a la muestra.
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Un primer colimador del colector de radiacion dispersa puede comprender una lente fuertemente refractiva o una
lente condensadora, que esta configurada para la colimacion de la radiacion dispersa detectada. Alternativa o
adicionalmente, el colector de radiacion dispersa puede presentar, como primer colimador, un conductor de luz que
se estrecha (“Tapered Light Pipe”, TLP), que esta configurado para la colimacion de la radiacion dispersa detectada.
El conductor de luz puede ser una guia de onda de luz revestida con reflexion (del lado interior). Alternativamente, el
conductor de luz puede ser una probeta maciza de vidrio, de modo que la radiaciéon dispersa se guia mediante
reflexion total (por ejemplo, al aire ambiente de la probeta maciza de vidrio). Alternativa o adicionalmente, la probeta
maciza de vidrio puede estar metalizada por alto vacio con una capa dicroica. La capa dicroica puede reflejar la
radiacion dispersa para angulos de incidencia agudos (es decir, angulos de incidencia pequefios hacia la normal de
superficie interior de la guia de onda de luz). Esto puede posibilitar, que para angulos agudos entre reflexion (en la
capa dicroica) y para angulos planos (es decir, para angulos de incidencia grandes con la normal de superficie
interior de la guia de onda de luz) entre reflexion total.

La unidad de detector puede, ademas, presentar uno o varios filiros fluorescentes intercambiables, que son
esencialmente transparentes para la radiacion fluorescente (como radiacion dispersa). El o los filtros fluorescentes
pueden ser esencialmente impenetrables en la gama del haz en forma de aguja. El filtro fluorescente puede ser un
filtro cromatico o un filtro dicroico.

Una unidad de seleccion de filtro puede comprender los multiples filtros fluorescentes intercambiables. La unidad de
seleccion de filtro puede estar configurada para disponer los filtros fluorescentes, opcionalmente (individuales), entre
el primer colimador y el emisor de sefiales. De esta manera, la unidad de seleccion de filtro puede comprender un
disco de rueda giratorio, en el que estan enmarcados circunferencialmente los mdltiples filtros fluorescentes. El filtro
fluorescente intercambiable puede ser seleccionable mediante el giro. Alternativamente, la unidad de seleccion de
filtros puede ser una corredera desplazable, a lo largo de la que estan enmarcados los multiples filtros fluorescentes.
El filtro fluorescente intercambiable puede ser seleccionable mediante desplazamiento.

La unidad de detector puede presentar un segundo colimador, que esta dispuesto entre el filiro fluorescente y el
emisor de sefales para el agrupamiento de la radiacion dispersa detectada.

La unidad de detector puede comprender varios colectores de radiacion dispersa. La unidad de detector puede
comprender, ademas, un emisor de sefales asociado a todos los colectores de radiacién dispersa, o varios emisores
de sefales asociados, respectivamente, a uno de los colectores de radiacion dispersa. Las salidas de sefal de los
multiples emisores de sefiales pueden totalizarse. Las salidas de sefial pueden totalizarse analdgicamente,
preferiblemente, al interconectarse las salidas de sefal. Alternativa o adicionalmente, las salidas de sefial pueden
totalizarse digitalmente, de manera preferida, al estar conectado o ser conectable un convertidor de analégico a
digital con cada una de las salidas de sefial para a digitalizacion separada, y una unidad de célculo esta conectada o
es conectable con el convertidor de analégico a digital para la adicion de las salidas de sefial digitalizadas.

El colector de radiacion dispersa puede, ademas, presentar al menos un integrador que envuelve esencialmente al
soporte de muestras. Una superficie interior (orientada hacia el soporte de muestras) del integrador puede ser una
superficie interior que refleja difusivamente. La superficie interior del integrador puede presentar una forma de
paralelepipedo. Alternativamente, el integrador puede ser una esfera de Ulbricht. Una dimension lineal del
integrador, preferiblemente, una longitud de arista o un diametro del integrador, puede estar dimensionado tan
pequefio que un tiempo de propagacion de luz, correspondiente a la dimension lineal, es mas corto que un periodo
de desintegracion de la radiacion fluorescente excitada mediante el haz en forma de aguja. En este caso, la
dimension lineal puede estar ademas multiplicada con una cantidad (media) de reflexiones o dispersiones (dentro
del integrador). El periodo de desintegracion de la radiacion fluorescente (es decir, un tiempo de vida fluorescente)
puede ser detectable de esta manera, en particular, cuando la propagacion (de una sefial) temporal de la radiacion
dispersa a través de las distancias recorridas de luz diferentemente largas, es pequefia en comparacion con el
periodo de desintegracion. El primer colimador puede estar dispuesto para absorber radiacion dispersa en una
abertura de medicion en el integrador, dispuesta esencialmente perpendicular con respecto a la direccion del haz

El elemento de regulacion optico de la fuente de luz puede comprender:

- al menos un espejo reticulado y

- uno o varios actuadores acoplados con el al menos un espejo reticulado para el movimiento del espejo reticulado.
En particular, el elemento de regulacion 6ptico puede estar configurado como 6ptica de relé con:

- un primer espejo reticulado accionado por un primer actuador para el desplazamiento del haz en forma de agua en
una primera direccion reticulada,

- un segundo espejo reticulado accionado por un segundo actuador para el desplazamiento del haz en forma de
aguja en una segunda direccion reticulada esencialmente perpendicular con respecto a la primera direccion
reticulada y
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- una lente, dos lentes o un sistema de lentes (entre el primer espejo reticulado y el segundo espejo reticulado), que
esta configurado para proyectar el primer espejo reticulado sobre el segundo espejo reticulado.

El elemento de regulacion optico puede ser accionable controlado por tension, preferiblemente, de manera
piezoeléctrica. De esta manera, se puede utilizar un cristal piezoeléctrico como actuador. Alternativamente, el
elemento de regulacion optico puede estar controlador por electricidad, preferiblemente, por medio de un
galvanémetro de electroiman de giro o un galvanémetro de bobina de giro. De esta manera, como actuador se
puede utilizar un galvanémetro (también denominado galvo-escaner). Alternativamente, el elemento de regulacion
optica (para cada una de las dos direcciones reticuladas) puede presentar un escaner de poligono. El escaner de
poligono comprende un poligono de espejo y un motor, sobre cuyo eje esta dispuesto rotatorio el poligono de
espejo. El poligono de espejo es un cilindro con un poligono regular como superficie base, cuyas superficies
laterales estan reflejadas. Ademas, el elemento de regulacion Optico (para cada una de las dos direcciones
reticuladas o para una direccion reticulada de collar) puede presentar un modulador acustico-6ptico (AOM). Como
elemento de regulacion optico, el AOM también se denomina “Acousto Optic Deflector” (AOD). EIl AOM comprende
un cuerpo solido transparente a haz de rayos, en el que un piezoelemento dispuesto transversal con respecto a la
direccion del haz, es capaz de crear una onda sonora continua con una frecuencia ultrasénica. Para el reticulado
rapido (es decir, para el desplazamiento del haz en forma de aguja), la frecuencia ultrasoénica es variable.

El uno o los varios actuadores pueden estar configurados para mover los espejos reticulados esencialmente
perpendiculares con respecto a la direccion del haz o para pivotarlos en torno a un eje pivotante esencialmente
perpendicular con respecto a la direccion del haz. Para el desplazamiento del haz en forma de aguja en una primera
direccion reticulada y en una segunda direccion reticulada no paralela con respecto a la primera direccion reticulada,
puede estar previsto un primer actuador o bien un segun actuador de los multiples actuadores. La primera direccion
reticulada es, de manera preferida (esencialmente) paralela con respecto al eje de giro.

La fuente de luz puede presentar, ademas, una fuente de radiacion y una 6ptica de conformacion de haces, que esta
dispuesta entre la fuente de radiacion y el elemento de regulacién éptico. La dptica de conformacion de haces puede
comprender una éptica de telescopio para la ampliacién del haz. Ademas, la 6ptica de conformacion de haces puede
comprender un diafragma circular y un axicén para la generacion de un haz de Bessel como haz en forma de aguja.
Alternativa o adicionalmente, la 6ptica de conformaciéon de haces puede comprender una lamina de fase espiral
(“Spiral Phase Plate” o “Vortex Phase Plate”) para la generacion del haz en forma de aguja con vortice 6ptico o
modo Laguerre-Gaussiano (“Doughnut Mode”).

La fuente de luz puede presentar, ademas, una 6ptica de focalizaciéon, que esta dispuesta entre el elemento de
regulacion optico y el soporte de muestras. La dptica de focalizacion puede comprender una lente de focalizacion o
un sistema de lentes de focalizacion para la creacion del rayo del haz en forma de aguja (con una abertura de haz
definida dentro del soporte de muestras). Preferiblemente, la optica de focalizacion presenta una Optica de
telescopio y una lente de focalizacion. Para la ventaja de una mayor resolucion, la 6ptica de focalizacion puede
ensanchar el haz (después de los espejos reticulados). De esta manera, una abertura de los espejos reticulados
puede ser menor que la abertura de haz. La lente de focalizacién puede radiar el haz en forma de aguja en el
soporte de muestras con una apertura numéricamente mayor. De esta manera, es alcanzable una apertura numérica
radiada de NAg = 0,2. (La apertura numérica radiada, NAg, no debe confundirse con la apertura numérica detectada,
NA.) Un primer plan focal de la lente de focalizacion puede comprender (esencialmente) una posicion del espejo
reticulado. Un segundo plano focal de la dptica de focalizacion puede comprender (esencialmente) una posicion
dentro del soporte de muestras, preferiblemente, una posicion del tamafio de haz o del eje de giro dentro del soporte
de muestras.

El dispositivo puede comprender, ademas, una unidad de calculo, que esta conectada o es conectable con el emisor
de sefiales de la unidad de detector, para la transmisiéon de un conjunto de datos con datos de intensidad desde el
emisor de sefales a la unidad de calculo. Los datos de intensidad pueden representar intensidades de la radiacién
dispersa detectada. El elemento de regulaciéon éptico puede estar configurado para (controlado mediante la unidad
de calculo) desplazar el haz en forma de aguja (gradualmente o continuado) en una pluralidad de diferentes
posiciones de medicion. El conjunto de datos puede ser un conjunto de datos reticulado, que comprende datos de
intensidad de cada una de la pluralidad de posiciones de medicion.

El dispositivo puede comprender, ademas, un motor (controlado mediante la unidad de calculo) para el giro (gradual
o continuo) del soporte de muestras y de la fuente de luz uno con respecto al otro en una pluralidad de diferentes
posiciones de giro. El conjunto de datos puede ser un conjunto de datos tomografico, que comprende un conjunto de
datos reticulado para cada una de la pluralidad de posiciones de giro.

La unidad de calculo puede estar, ademas, configurada para, en base al conjunto de datos tomografico, reconstruir
una imagen seccional o una imagen espacial. La imagen reconstruida puede representar un coeficiente de
dispersion (de una muestra en el soporte de muestras) y/o (adicionalmente) un coeficiente de extincion (de la
muestra en el soporte de muestras). La reconstruccion puede comprender una transformacién de Radon inversa.
Alternativa o adicionalmente, la reconstruccion puede comprender una reconstruccion iterativa. La unidad de calculo
puede, ademas, estar configurada para corregir una extincion del haz en forma de aguja de acuerdo con la ley de
Lambert-Beer o tenerla en cuenta durante la reconstruccion.
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La mision se resuelve, ademas, mediante un procedimiento para la deteccion de imagenes tomografica con los
pasos de procedimiento de la reivindicacion 14.

Breve descripcion de los dibujos

Otras ventajas y caracteristicas de la invencion resultan de los siguientes ejemplos de realizacion descritos mediante
dibujos esquematicos. Muestran:

la Fig. 1, una vista en planta de un primer ejemplo de realizacién del dispositivo para la deteccion de
imagenes tomografica con un integrador,

la Fig. 2ay 2b, una vista en planta o bien una vista lateral de un segundo ejemplo de realizacion del dispositivo
para la detecciéon de imagenes tomografica con un recipiente de muestras reflectante,

la Fig. 3, una vista en planta de un tercer ejemplo de realizaciéon del dispositivo para la deteccion de
imagenes tomografica con un reflector,

la Fig. 4, una vista en planta de un cuarto ejemplo de realizacion del dispositivo para la deteccion de
imagenes tomografica con varios colectores con varios colectores de radiacion dispersa,

la Fig. 5, una vista en planta de un quinto ejemplo de realizacion del dispositivo para la deteccion de
imagenes tomografica con una escotadura del colimador y

la Fig. 6, un diagrama de flujo de un procedimiento para la deteccion de imagenes tomografica.
Descripcion detallada

Los simbolos de referencia de diferentes ejemplos de realizacion con dos cifras finales iguales se refieren a
elementos funcionales del mismo tipo (e intercambiables entre los ejemplos de realizacion).

La Fig. 1 muestra un dispositivo, referenciado en general con 10, para la deteccidon de imagenes tomografica. El
dispositivo 10 comprende una fuente 12 de luz, un soporte 14 de muestras y una unidad 16 de detector.

La fuente 12 de luz comprende una fuente 18 de radiacion, que emite al menos un haz 20 en bruto esencialmente
coherente espacialmente. En el ejemplo de realizaciéon mostrado, la fuente 18 de radiacién es un laser. En caso de
que una amplitud w del haz 20 en bruto proporcionado por la fuente 18 de radiacion sea muy pequefia, una optica 22
de conformacion de haces comprende una 6ptica 24 de telescopio que ensancha el haz 20 en bruto.

Independientemente de la fuente 18 de radiacidn utilizada, la 6ptica 22 de conformacion de haces comprende
diferentes filtros y mascaras 26 de fase, que modifican el haz 20 en bruto a un haz 28 conformado. La 6ptica 22 de
conformaciéon de haces posibilita variar las propiedades de imagen del dispositivo 10. De esta manera, una
resolucion lograda con el dispositivo 10 puede aumentarse y adaptarse continua, en particular, bajo consideracion
de una intensidad de haz maxima dependiente de la muestra. Ademas, los filtros o mascaras 26 de fase proyectan el
haz 28 conformado sobre un elemento 30 de regulacién o6ptico de la fuente 12 de luz subordinado en la trayectoria
de los rayos.

Opcionalmente, entre la optica 22 de conformacion de haces y el elemento 30 de regulacion optico, puede estar
montado un divisor 32 de haz, que separa un haz 34 parcial del haz 28 conformado en un detector 36 de referencia.
En el ejemplo de realizacion mostrado, como detector 36 de referencia se utiliza un fotodiodo. El detector 36 de
referencia supervisa, por un lado, la estabilidad del laser de la fuente 18 de radiacién. Por otro lado, el detector 36 de
referencia funciona (como emisor de sefiales de un circuito de control no mostrado) para la modulaciéon de
intensidad apropiada de la fuente 18 de radiacion. En la modulacién de intensidad se parte, basicamente, de una
intensidad aumentada para la iluminaciéon de muestras. Un rango dinamico (de cada uno de los detectores descritos
a continuacion, en particular, la unidad 16 de detector) del lado del detector esta vacio, en caso de que la fuente 18
de radiacién provoque una sobreexcitacion o saturacion de senal. La intensidad de la fuente 18 de radiacion se
reduce tanto de manera apropiada para detecciones parciales individuales (de manera ideal, para cada una de las
posiciones de medicion descritas a continuacion del elemento 30 de regulacion optico), hasta que no exista una
sobreexcitacion del lado del detector. Mediante la modulacién de intensidad, se multiplica un (determinado por la
fuente 18 de radiacion y el detector 36 de referencia) rango dinamico del lado de la generacién con el rango
dinamico del lado del detector a un (ampliado y de ruido débil) rango dinamico de la deteccion.

El elemento 30 de regulacion optico posibilita desplazar el recorrido de un haz 38 en forma de aguja a través del
soporte 14 de muestras esencialmente paralelo con respecto a la direccion 40 del haz. Una posicion de mediciéon
(transversal) del elemento 30 de regulacion o6ptico se describe en un sistema de coordenadas rectangular (o
perpendicular) con respecto a la direccion 40 del haz mediante un desplazamiento-x y un desplazamiento-y. En una
realizacion simplificada, el elemento 30 de regulacion 6ptico comprende solo un elemento 42 de regulacion-x con un
actuador-x 44 que inclina un espejo 46 reticulado-x. Un eje pivotante-x de la inclinacidon-x, corresponde al eje-y del
sistema de coordenadas transversal (y esta, por lo tanto, perpendicular con respecto a la direccion 40 del haz). En el
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ejemplo de realizacion mostrado, el elemento 30 de regulacion optico comprende, ademas, un elemento 48 de
regulaciéon-y con un actuador-y 50, que inclina un espejo 52 reticulado-y en torno a un eje pivotante-y (que
corresponde al eje-x del sistema de coordenadas transversal). En una realizacion alternativa (no mostrada) del
elemento 30 de regulacién o6ptico, un unico espejo reticulado se inclina mediante el actuador-x 44 y el actuador-y 50
en torno al eje pivotante-x o bien al eje pivotante-y. Como actuadores 44, 50 se utilizan galvanémetros (también
denominados “galvos” o “galvo-escaner”). Los actuadores 44 y 50 comprenden, respectivamente una regulacion
automatica, que detecta una posicién de giro de los espejos 46 o bien 52 reticulados y regula una corriente para
lograr el desplazamiento deseado.

El elemento 30 de regulacion 6ptico, mas concretamente, el Ultimo de los dos espejos 46, 52 reticulados en el
recorrido del haz, se encuentra en un primer plano focal trasero de una 6ptica 54 de focalizacién de la fuente 12 de
luz. El elemento 30 de regulacion éptico deflecta (mediante reflexion) el recorrido del haz alrededor de un eje 6ptico
de la optica 54 de focalizacion. La optica 54 de focalizacion, esta configurada para proyectar el haz 38 en forma de
aguja en el soporte 14 de muestras, con un tamafio de haz en el centro de una seccion del haz 38 en forma de aguja
dentro del soporte de muestras (correspondiente a un segundo plano focal de la dptica 54 de focalizacion). Mediante
deflexién (por medio del ultimo espejo 52 reticulado en el recorrido del haz) en el primer plano focal de la 6ptica 54
de focalizacién, se logra una proyeccion telecéntrica del haz 38 en forma de aguja (en el soporte 14 de muestras).
Esta permite un desplazamiento paralelo también para angulos de deflexion grandes (correspondientes a un angulo
de inclinacion duplicado de los espejos 46, 52 reticulados). Desviaciones de un desplazamiento del haz paralelo (con
respecto a la direccion 40 del haz) podrian complicar una posterior reconstruccion de imagen. El desplazamiento
paralelo del haz en forma de aguja posibilita una rapida reconstruccion de imagen (tomografica) mediante inversion
de una transformacion de Radon. Alternativo a la inclinacion del al menos un espejo 46, 52 reticulado, la fuente de
luz puede desfasarse (con respecto al soporte 14 de muestras).

En una realizacion no mostrada de la fuente 12 de luz sin disposicion telecéntrica (del elemento 30 de regulacion
optico y de la dptica 54 de focalizacion), también es alcanzable una deteccién de imagenes tomografica. En este
caso, el desplazamiento provocado por el elemento 30 de regulacién optico del haz 38 en forma de aguja, obtiene la
direccion 40 del haz, al menos en la medida que, como el desplazamiento (transversal) (en el soporte 14 de
muestras) es pequefio en comparacion con la longitud de onda (6ptica) entre el elemento 30 de regulacion optico y
el soporte 14 de muestras. Con otras palabras: el paralelismo del desplazamiento del haz en forma de aguja en el
soporte de muestras esta dado (aproximadamente) para angulos de inclinacion pequefios del elemento 30 de
regulacion éptico. Ademas, también con apilamiento mayor del haz 38 en forma de aguja (en el lugar del soporte de
muestras, alrededor de la direccion 40 del haz ideal en diferentes posiciones de medicidon) mediante procedimientos
directos o iterativos adaptados, es reconstruible una imagen (tomografica).

Una primera realizacion (no mostrada) del soporte 14 de muestras esta configurada para posicionar directamente
una muestra. Para ello, el soporte 14 de muestras puede presentar una fijacion con grapas para la muestra, un
tornillo tensor para sujetar la muestra o una superficie adhesiva para adherir la muestra. De esta manera, se pueden
girar (lentamente) muestras grandes. Una segunda realizacién (no mostrada) del soporte 14 de muestras, esta
configurada para el posicionamiento de un volumen de gel (preferiblemente gel de agarosa). La muestra puede
encerrarse en el volumen de gel (mediante fundicion y gelificacion). La tercera realizacién mostrada del soporte 14
de muestras, comprende tubo de vidrio pequefio lleno con un liquido con indice de refraccién adaptado, en el que se
puede infiltrar la muestra. Basicamente, se puede adaptar un indice de refraccién de la muestra, alternativa o
adicionalmente a una adaptacion (toda descrita en el presente documento) del indice de refraccion del medio de la
muestra. Para técnicas para la adaptacion del indice de refraccion de la muestra, se hace referencia al documento
EP 1520173 B1 (y, en particular, a los parrafos [0013] y siguientes dentro).

El soporte 14 de muestras esta dispuesto giratorio en un recipiente 56 de muestras, preferiblemente en una cubeta.
Un liquido (que en el caso de la tercera realizacion del recipiente 14 de muestras coincide al menos con respecto a
su indice de refraccion con el liquido mencionado anteriormente) adaptado al indice de refraccion en la muestra, se
encuentra entre el soporte 14 de muestras y el recipiente 56 de muestras. El giro se refiere a un giro relativo entre,
por un lado, soporte 14 de muestras y, por otro lado, al menos de la fuente 12 de luz y el recipiente 56 de muestras.
Basicamente, un “limite” o “interseccion” del giro discurre entre el soporte 14 de muestras y el recipiente 56 de
muestras (en particular, dado que el recipiente 56 de muestras puede presentar ventanas de entrada y de salida
descritas anteriormente para el haz 38 en forma de aguja, cuya posicidon para la reconstruccion simplificada no
deberia girarse con respecto al haz 38 en forma de aguja). Un eje del giro es vertical (perpendicular con respecto al
plano del dibujo de la Fig. 1, correspondiente a la direccion-y). El eje de giro (imaginario) del giro discurre a través
del soporte 14 de muestras. En el ejemplo de realizacion mostrado en la Fig. 1, el soporte 14 de muestras el
cilindrico y el eje de giro coincide con el eje del cilindro. En una primera variante, esta previsto un érgano motor
eléctrico, preferiblemente, un motor paso a paso (correspondiente al motor paso a paso referenciado con 88 en el
ejemplo de realizacion de la Fig. 2), para el giro del soporte 14 de muestras. La fuente 12 de luz y la unidad 16 de
detector son estacionarias. En una segunda variante el drgano motor eléctrico esta configurado para el giro de todos
los demas elementos funcionales del dispositivo 10 con respecto al soporte 14 de muestras inmévil.

En particular, para un dispositivo 10 mévil, todos los elementos funcionales, excepto el espejo 46, 52 reticulado y el
soporte 14 de muestras, estan unidos fijos entre si. Ademas, en la segunda variante se puede examinar una muestra
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fija o inmovil, por ejemplo, una planta crecida, girandose el recipiente 56 de muestras y toda la fuente 12 de luz en
torno a la muestra. En este caso, para la examinacion de muestras mas grandes se puede renunciar al recipiente 56
muestras (y con muestras fijas incluso al soporte 14 de muestras).

Con el dispositivo 10, también puede detectarse tomograficamente una muestra opaca. La luz dispersa detectada
sin resolucion local puede, en este caso, reflejarse esencialmente en la superficie de la muestra opaca o dispersarse
mediante cualquier otro efecto. La muestra opaca puede tener una estructura superficial detectable
tomograficamente. Por ejemplo, la superficie de la muestra puede presentar al menos un revestimiento parcialmente
trasparente. La luz dispersa puede comprender proporciones dispersas y proporciones reflectantes. La proporcion
dispersa puede estar provocada mediante dispersion del haz en forma de aguja en el revestimiento. La proporcion
reflectante puede estar provocada mediante reflexion del haz en forma de aguja o del haz en forma de aguja
disperso hacia delante en la superficie de la muestra opaca. Un tornillo es un ejemplo para la muestra opaca.

Para el posicionamiento espacial de la muestra, en otra primera variante o la variante mencionada previamente, el
soporte 14 de muestras (y sincrono a ello, el recipiente 56 de muestras) es desplazable, por medio de una mesa de
desplazamiento de micrometros, en todas las tres direcciones (es decir, en direccion-x, direccion-y y direccion 40 del
haz). En otra segunda variante o la segunda variante mencionada previamente, el soporte 14 de muestras (y el
recipiente 56 de muestras) es estacionario, y la fuente 12 de luz y la unidad 16 de detector (o todos los demas
elementos funcionales, excepto el soporte 14 de muestras y el recipiente 56 de muestras) son desplazables en todas
las tres direcciones. En un ejemplo de realizacion simplificado (de la primera variante o de la segunda variante), la
desplazabilidad esta limitada a la direccion vertical (es decir, la direccion-y).

Existe una inclinacion del eje de giro, en caso de que
(A) el eje de giro no esté perpendicular con respecto a la direccion 40 del haz o
(B) el eje de giro no esté perpendicular con respecto a la direcciéon-x del elemento 30 de regulacion optico.

En general, existe la inclinacién de los casos (A) y (B) combinados. Con otras palabras: existe una inclinacion,
cuando el eje de giro no es paralelo espacialmente con respecto al eje-y.

La inclinacion puede complicar la posterior reconstruccion de imagen o causar artefactos inclinados en la imagen
reconstruida. Para el ajuste del dispositivo 10, en particular, para la compensacion de la inclinacion, estan previstos
mecanismos de ajuste, que posibilitan un pivotaje del eje de giro (y, con ello, también del soporte 14 de muestras)
con respecto a la direccion 40 del haz. Objetivo de los mecanismos de ajuste, es orientar el eje de giro paralelo con
respecto al eje-y como direccion espacial.

Con respecto a la inclinacién del caso (A), el elemento 30 de regulacion 6ptico y la optica 54 de focalizacion, son
desplazables uno con respecto al otro mediante un primer mecanismo de ajuste. De esta manera, la éptica 54 de
focalizacion puede desplazarse perpendicular con respecto al eje optico de la optica 54 de focalizacion.
Alternativamente, el elemento 30 de regulacion éptico puede desplazarse perpendicular con respecto al eje éptico de
la dptica 54 de focalizacion. (Basicamente, también es posible desplazar toda la fuente de luz hasta la optica 54 de
focalizacion.) Mediante el desplazamiento en direccidon-y, un recorrido del haz en forma de aguja es ajustable
ascendente o descendente con respecto a la direcciéon-y. De esta manera, es ajustable un angulo recto entre el eje
de giro y la direccion 40 del haz (en el plano tendido por la direccién 40 del haz y la direccion-y). Alternativa o
adicionalmente al desplazamiento, el primer mecanismo de ajuste posibilita pivotar el eje de giro en torno al eje-x.
También, con ello, es ajustable (en el plano tendido por la direccién 40 del haz y la direccion-y) un recorrido
perpendicular del haz en forma de aguja con respecto al eje de giro.

Con respecto a la inclinacion del caso (B), un segundo mecanismo de ajuste posibilita pivotar el eje de giro (y, con
ello, también el soporte 14 de muestras) en torno al eje dptico de la optica 54 de focalizacion. Alternativamente,
también puede pivotarse el elemento 30 de regulacion éptico en torno al eje 6ptico de la 6ptica 54 de focalizacion. A
causa de esto, se puede llevar a cubrir el eje de giro con la direccién-y. Ademas, la inclinacién del caso (B) (a
diferencia de la inclinacion del caso (A)) también es compensable mediante un giro numérico de los datos en bruto
detectados (en una posicion de giro) en el plano-xy.

Al evitarse la inclinacién en la construccion éptica, una posterior reconstruccion puede desacoplarse por capas. Una
“capa” comprende todas las detecciones en posiciones de medicidon con la misma posicion en direccion-y (es decir,
en la misma “altura”). La reconstruccion de la detecciéon de imagenes tomografica puede paralelizarse para
diferentes capas. Siempre que exista la inclinacion, se producen dependencias (entre detecciones con diferentes
posiciones en direccion-y), que basicamente no impiden una reconstruccion de imagen tomografica. Sin embargo, la
consideracion de las dependencias puede aumentar la complejidad de un algoritmo de reconstruccion.

Siempre que se utilicen dos espejos 46, 52 reticulados en el elemento 30 de regulacion 6ptico, en una realizacion

sencilla (del elemento de regulacion 6ptico), el elemento 30 de regulacion optico puede estar dispuesto con respecto

a la optica 54 de focalizacion, de modo que el primer plano focal de la 6ptica 54 de focalizacion se encuentre entre

los espejos 46 y 52 reticulados. De esta manera, se puede minimizar un apilamiento del haz 38 en forma de aguja

(es decir, una desviacion de la direccion 40 del haz uniforme de manera ideal). Alternativamente, en el primer plano
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focal de la dptica 54 de focalizacion puede estar dispuesto, bien, el espejo 46 reticulado-x o el espejo 52 reticulado-
y. De esta manera, puede limitarse el apilamiento a la reticulacién en direccion-y o bien en direccion-x (y tenerse en
cuenta por el algoritmo de reconstruccion). Esta previsto otro mecanismo de ajuste, que es capaz de desplazar los
dos espejos 46 y 52 reticulados (en direccion-x o bien en direccién 40 del haz). Otra realizacion ampliada del
elemento 30 de regulacion 6ptico comprende la éptica de relé mencionada al principio. Por medio de la éptica de
relé, se puede disponer tanto el espejo 46 reticulado-x al igual que también el espejo 52 reticulado-y en,
respectivamente, un plano focal (de la optica de relé). El ultimo espejo 52 reticulado en el recorrido del haz, se
encuentra, ademas, en el primer plano focal de la éptica 54 de focalizacion. De esta manera, es minimizable un
apilamiento en direccidn-x y en direccion-y. Para formas de realizacion simplificadas, se renuncia a mecanismos de
ajuste individuales o a todos.

El volumen entre el soporte 14 de muestras y el recipiente 56 de muestras, esta lleno con un liquido 58 (a la altura
del haz 38 en forma de aguja) aproximado al indice de refraccion del soporte 14 de muestras (y de la muestra a ser
examinada dentro). El liquido 58 sirve como fluido de inmersién. Al humedecer el liquido 58 el soporte 14 de
muestras, la superficie (en general, curvada) del soporte 14 de muestras se elimina practicamente como superficie
limite 6ptica (con respecto a refraccion o dispersion no deseada). El haz focalizado en general débil a través de la
optica 54 de focalizacion, se proyecta en el recipiente 56 de muestras mediante una superficie 59 de vidrio lisa del
recipiente 56 de muestras. “Lisa” significa, que la superficie 59 de vidrio es plana (es decir, no curvada). Ademas,
“lisa” puede comprender una rugosidad superficial reducida (lo mas posible).

La radiacién transmitida a través de la muestra, se proyecta por una segunda 6ptica 60 de focalizacion sobre un
fotodetector 62 de transmision. Un primer plano focal de la segunda éptica 60 de focalizacion, coincide con el
segundo plano focal de la primera éptica 54 de focalizacion. Un segundo plano focal trasero de la segunda 6ptica 60
de focalizacion, coincide con una posicion del fotodetector 62 de transmisién. En este caso, no es necesario un
posicionamiento exacto de los planos focales de la segunda optica 60 de focalizacion. Los requisitos de las
propiedades de proyeccion de la segunda 6ptica 60 de focalizacion son menores que las de la primera 6ptica 54 de
focalizacion.

Para la ventaja de un mayor rango dinamico cubierto por el fotodetector 62 de transmision y para la mejora del rango
dinamico de deteccion (sin pérdidas de velocidad en la deteccion de imagenes), el fotodetector 62 de transmision
posee un comportamiento de respuesta no lineal, preferiblemente, un comportamiento de respuesta logaritmico. La
“velocidad” de la deteccion de imagenes se refiere, en particular, a la duracién de iluminaciéon por posicion de
medicion. Ademas, el logaritmo de intensidades son datos de salida mas ventajosos (dado que son transformables
directamente) para la reconstruccion asistida por computadora.

En conexién con la unidad 60, 62 de detector de transmisiéon, ademas, son realizables microscopia de campo
oscuro, microscopia de polarizacién, microscopia con contraste de interferencia (que también se denomina
“Differential Interference Contrast Microscopy” o “DIC Microscopy”) o microscopia con contraste de fase.

En un ejemplo de realizacion simplificado, se renuncia a la segunda 6ptica 60 de focalizacion y al fotodetector 62 de
transmision. En un ejemplo de realizacién adicional, esta previsto, ademas, un filtro entre la segunda 6ptica 60 de
focalizacion y el fotodetector 62 de transmision para la limitacion de la dispersion hacia delante. Al estar dispuesto el
filtro (en lugar del fotodetector 62 de transmision) en el segundo plano focal (trasero) de la segunda optica 60 de
focalizacion, es detectable por separado la dispersion hacia delante, que sale de la seccién total del haz en forma de
aguja en el soporte 14 de muestras. En el caso de fluorescencia no resonante, la transmision y la dispersiéon hacia
delante pueden separarse, ademas, mediante un filtro dicroico.

De la muestra sale radiacion 64 dispersa a causa del haz 38 en forma de aguja que incide. A menudo, la radiacion
64 dispersa que se emite por la muestra esta distribuida practicamente isotropa (es decir, esencialmente regular en
todas direcciones). En el caso de radiacion fluorescente como radiaciéon 64 dispersa, la fuente 18 de radiacion esta
configurada para generar un haz 38 en forma de aguja, que excita una o varias transiciones seleccionadas de un
fluéforo (que marca funcional o estructuralmente la muestra) en la muestra. La intensidad de la radiacion 64 dispersa
reemitida, se detecta en forma de una distribucion de intensidad dispersa, I(x, y, ), detectada, en diferentes
posiciones de medicién en las direcciones x e y, asi como diferentes posiciones 1 de giro. En general, la distribucion
de intensidad dispersa detectada (mediante reconstruccion tomografica accesible), incluye informaciones acerca de
la concentracion de fluéforo, p(x, y, z), en la muestra (en el caso de la radiacion fluorescente) o del coeficiente de
dispersion, o(x, y, z), de la muestra (en el caso de otro mecanismo de dispersion). Para una posicion 1T de giro dada,
la distribucion I(x, y, 1) de intensidad dispersa (integral), es una informacion de 2 dimensiones, que resulta a partir
de la intensidad o(x, y, z) de dispersion de 3 dimensiones (esencialmente, mediante proyeccion en la direccion 40
del haz o totalizacioén a lo largo del haz 38 en forma de aguja).

La radiacion 64 dispersa se detecta integralmente por medio de la unidad 16 de detector. La deteccion integral de la
radiacion 64 dispersa comprende la deteccion sin resolucion local y sin resolucion direccional de la radiacion 64
dispersa provocada mediante el haz 38 en forma de aguja.

La unidad 16 de detector comprende un colector 66 de radiacion dispersa para la deteccion integral de la radiacion
64 dispersa en un angulo solido lo mas grande posible en torno al soporte 14 de muestras. El angulo solido
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detectado corresponde a una (normalizada al indice de refraccion) apertura numérica NA/n. Para la deteccion
integral de la radiacion 64 dispersa, el soporte 14 de muestras (y el recipiente 56 de muestras) esta dispuesto en el
centro de un integrador 68 del colector 66 de radiacion dispersa. El integrador 68 comprende una capsula altamente
reflectante en el interior y que dispersa luz intensamente. Una superficie 69 interior del integrador 68 esta revestida
con sulfato de bario (u otro medio que disperse). En una realizaciéon mas sencilla del integrador 68, la superficie 69
interior presenta una superficie base rugosa, sobre la que esta depositada en fase de vapor una capa metalica
(preferiblemente, de plata). El ejemplo de realizacion mostrado en la Fig. 1, utiliza una esfera de Ulbricht como
integrador 68. Mediante la (multiple) reflexion dispersa, la radiacion dispersa (que sale de la muestra) se distribuye
de forma homogénea en el interior del integrador 68. La homogeneidad tiene (con reflexion dispersa practicamente
sin pérdidas) como consecuencia varios aspectos técnicos. Por un lado, en la construccion y produccion del
dispositivo 10, no es necesario un posicionamiento exacto del soporte 14 de muestras (y del recipiente 56 de
muestras) en el centro del integrador 68. De esta manera, como integrador 68 son adecuados los cuerpos huecos
que se desvian de una forma esférica. En una realizacion compacta, el integrador 68 esta realizado mediante el
recipiente 56 de muestras revestido correspondientemente. Por otro lado, la intensidad de la radiacion dispersa es
esencialmente igual de grande en otras las aberturas 70, 72, 74 del integrador 68.

La proporcién de la radiacion 64 dispersa que sale en la abertura 72 de medicién, corresponde, en relacién con toda
la radiacion 64 dispersa de acuerdo con un comportamiento de abertura de la abertura 72 de mediciéon a una
superficie de abertura (que comprende las aberturas 70, 72 y 74) completa del integrador 68. De esta manera, para
la deteccion integral de la radiacion 64 dispersa, toda la radiacion 64 dispersa es determinable mediante deteccion
de la radiacion dispersa que sale en la abertura 72 de medicion.

Para una relacion de sefial al ruido alta, la abertura 72 de medicion del integrador 68 se elige lo mas grande posible,
y todas las demas aberturas 70, 74 en el integrador 68 se eligen lo mas pequefias posibles. Para mejorar el
comportamiento de abertura, en una variante optimizada del ejemplo de realizacién, esta previsto Unicamente un
elemento 42 de regulacién-x (como se ha descrito anteriormente) y la abertura 70 de iluminacién es una ranura lo
mas estrecha posible en direccion-y (y que discurre en direccion-x). De manera similar, la abertura 74 de transmision
es una ranura (lo mas estrecha posible en direccion-y) en direccion-x. Una altura Ay de ranura asciende del 100 % al
500 %, preferiblemente, aproximadamente el 200 %, de una abertura del haz 38 en forma de aguja en la ranura. En
una realizacion a modo de ejemplo, la abertura 70 de iluminacion y la abertura 74 de transmision son,
respectivamente, una ranura Ay = 0,5 mm mas alta y Ax = 12 mm mas ancha, y la abertura 72 de medicion es
cuadrada con una longitud de arista de 10 mm. Por lo tanto, para la realizacion a modo de ejemplo, una eficiencia
ideal, correspondiente al comportamiento de abertura, asciende a 100/112 = 89,3 %.

Para, con el comportamiento de abertura mejorado mediante la forma de ranura, detectar también posiciones de
medicion con diferente desplazamiento-y, se utiliza (alternativamente al elemento 48 de regulacion-y con el espejo
52 reticulado-y) un actuador-y, que desplaza el soporte 14 de muestras (preferiblemente, sincrono con el recipiente
56 de muestras) en direccion-y correspondiente al desplazamiento-y (arriba o abajo) deseado. En una variante
alternativa del ejemplo de realizacion, el soporte 14 de muestras (y el recipiente 56 de muestras) es estacionario en
direccion-y, siendo la fuente 12 de luz y la unidad 16 de detector (o todos los demas elementos funcionales, excepto
el soporte 14 de muestras y el recipiente 56 de muestras) desplazables arriba y abajo en direccion-y.

Por motivos técnicos, es preferible un integrador 68 dimensionado lo mas pequefio posible ante un integrador 68
mas grande, a cuyas ventajas pueden pertenecer menores pérdidas de reflexion dispersa en la superficie 69 interior
mas pequefia y ranuras mas estrechas en la abertura 70 de iluminacion y la abertura 74 de transmision.

La abertura 72 de medicion deberia ser igual de grande o mas grande que la muestra, el soporte 14 de muestras o
el recipiente 56 de muestras. (Un tamafio de la muestra posible puede ascender, aproximadamente, a 2 mm. Con
muestras de mayor dimension, la abertura 72 de medicién también puede ser mas pequefia que el tamafio de la
muestra.) Mas concretamente, la longitud de arista de la abertura 72 de medicién cuadrada, deberia ser mas grande
que una longitud del soporte 14 de muestras en la direccion 40 del haz. Dado que la radiacién 64 dispersa
homogenizada en el integrador 68 también cae sobre el soporte 14 de muestras, de esta manera, se puede atenuar
una proporcién de radiacion dispersa multiples veces en la abertura 72 de medicién (y una correspondiente sefial de
trasfondo no deseada). En el caso de radiacion fluorescente no resonante, el desplazamiento de longitud de onda
atenua, ademas, que la radiacion fluorescente siga excitando fluorescencia.

En un perfeccionamiento del ejemplo de realizacién, es variable una anchura de ranura de la abertura 70 de
iluminacion y de la abertura 74 de transmision. Ademas, instalaciones 6pticas en el integrador 68 u 6pticas en las
aberturas 70, 72, 74 estan configuradas para reducir ain mas pérdidas en las aberturas 70, 72, 74.

El colector 66 de radiaciéon dispersa comprende, ademas, un primer colimador 76, el cual es capaz de reducir la
divergencia de la radiacion dispersa que sale de la abertura 72 de medicion. El primer colimador 76 comprende,
bien, un conductor 76a de luz (“Tapered Light Pipe”) que se estrecha; una lente 76b fuertemente refractiva, en
particular, una lente condensadora; un espejo céoncavo (no mostrado) con abertura central; o una combinacion que
comprende dos o mas de estos elementos. Como conductor de luz, es utilizable una guia de onda de luz (reflejada)
revestida reflectiva o una guia de onda de luz (que aprovecha la reflexion total) dieléctrica. El primer colimador 76
mostrado en el ejemplo de realizacion de la Fig. 1 comprende la guia 76a de onda de luz y la lente 76b. La
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divergencia de la radiacion 78’ dispersa colimada parcialmente en la salida de la guia 76a de onda de luz se reduce
aun mas por la lente 76b a la radiacion 78 dispersa colimada.

En una alternativa (no mostrada), la abertura 72 de medicién y el conductor 76a de luz estan reemplazados por un
haz de cables de fibra de vidrio. El haz de cables de fibra de vidrio comprende una pluralidad de fibras de vidrio, que
discurren en forma de estrella (es decir, radiales), desde una esfera (que reemplaza, en este sentido, al integrador
68). Los extremos de las fibras de vidrio que absorben la radiacién 64 dispersa del soporte 14 de muestras, estan
distribuidos de manera uniforme a través de la superficie 69 interior de la esfera. Las fibras de vidrio estan
configuradas para agrupar la radiacion 64 dispersa en un plano. También en esta alternativa, se obtiene la radiacion
78’ dispersa colimada parcialmente, que, mediante los elementos mencionados anteriormente del colimador 76, se
proyecta a radiacion 78 dispersa colimada.

La radiacién 78 dispersa colimada presenta una divergencia reducida con una divergencia residual. Una divergencia
residual suficientemente reducida posibilita aplicar un filtro dicroico sobre la radiacion 78 colimada. La mayoria de los
filtros son aplicables después de un primer colimador 76, que logra una divergencia residual por debajo de +/- 30 °.
Con utilizacién de filtros de vidrio coloreado, la radiacién 64 dispersa no esta sujeta a limitaciones de divergencia
significativas. De esta manera, en un ejemplo de realizacion simplificado con filtros de vidrio coloreado, esta previsto
un primer colimador 76 sencillo (solo con uno de los elementos) o ningun primer colimador 76.

La radiacion 78 dispersa colimada atraviesa, opcionalmente, un filtro de varios filtros, que estan recopilados en una
unidad 80 de seleccion de filtro configurada como rueda de filtros o corredera de filtros de la unidad 16 de detector.
En el caso de radiacién fluorescente, las zonas espectrales con alta transparencia de los filtros estan adaptadas,
respectivamente, a una transicion de fluorescencia de uno o de diferentes fluéforos. Una radiacién 82 dispersa
filtrada resultante presenta la intensidad ser medida.

En ejemplos de realizacion adicionales, se utilizan espejos dicroicos (no mostrados) para la desintegracion de
diferentes componentes de color en diferentes caminos del haz. Los espejos dicroicos estan dispuestos
adicionalmente en o en lugar de la unidad 80 de seleccion de filtro. Esto posibilita una deteccion simultanea de los
diferentes componentes de color incluidos en la radiacion 64 dispersa.

La unidad 16 de detector comprende, ademas, un segundo colimador 84 y un emisor 86 de sefiales (dispuesto en un
plano focal trasero del segundo colimador 84) para la fotodeteccion. En el ejemplo de realizacién mostrado en la Fig.
1, el segundo colimador 84 es una lente convergente, preferiblemente, una lente condensadora. Para la optimizacion
de un rendimiento cuantico, el segundo colimador 84 focaliza la radiacion 82 dispersa filtrada sobre el emisor 86 de
sefiales, sin sobrepasar su apertura numérica. En el ejemplo de realizaciéon mostrado en la Fig. 1, el emisor 86 de
sefales es un multiplicador de fotoelectrones. Para una intensidad del haz lo mas reducida posible provocada sobre
la muestra, el multiplicador de fotoelectrones presenta una alta sensibilidad de reaccion (y rendimiento cuantico).

Ademas, el emisor 86 de sefiales es desplazable (transversal con respecto a la direccion de la radiacion 82 dispersa
filtrada) para iluminar de forma 6ptima una superficie dpticamente sensible (superficie de detector) del emisor 86 de
sefales. De esta manera, la unidad 16 de detector puede conducir la radiaciéon 64 dispersa de la abertura 72 de
medicién de forma eficiente sobre la superficie de detector.

Los siguientes procedimientos son realizables con el dispositivo 10 descrito: FLIM (“Fluorescence Liftetime
Microscopy”), estando el tiempo de vida fluorescente y el tiempo de propagacion de luz armonizados entre si en el
integrador 68 para la evitacion de limitaciones mediante la dispersion difusa en el integrador 68; MPM (Multi-
Photonen Microscopy); FRET (“Fluorescence Resonance Energy Transfer’); FRAP (“Fluorescence Recovery after
Photobleaching”); STED (“Stimulated Emission Depletion”), radiandose, después del haz 38 en forma de aguja,
como haz de excitacién un “haz de tubos” como haz de desconexion con distribucion de intensidad esencialmente
cilindrosimétrica; FLIP (“Fluorescence Loss in Photobleaching”); denominada “Superresolution Microscopy”;
microscopia de luz dispersa; eventualmente también pueden ser realizables: STORM (“Stochastic Optical
Reconstruction Microscopy”) y FCS (“Fluorescence Correlation Spectroscopy”).

La Fig. 2 muestra un segundo ejemplo de realizaciéon de un dispositivo 210 para la deteccion de imagenes
tomografica. Para los elementos funcionales del segundo ejemplo de realizacién con mismo simbolo de referencia
que en el primer ejemplo de realizacién es valido, en particular, con respecto a sus propiedades, naturaleza, funcion
y su cooperacion, lo correspondiente descrito anteriormente.

El segundo ejemplo de realizacion se diferencia del primer ejemplo de realizacion, dado que no esta previsto un
integrador 68 separado para la integracion y homogenizacion de la radiacion 64 dispersa detectada. Con otras
palabras: para la deteccion integral de la radiacion 64 dispersa, un colector 266 de radiacion dispersa no comprende
un integrador 68. El recipiente 256 de muestras transparente al haz, presenta en todas las superficies laterales (es
decir, todas las superficies, excepto una superficie 272 de fondo transparente) una superficie 269 de reflexion. La
superficie 269 de reflexion asume la funcion y el efecto de la superficie 69 interior (reflectante difusiva). De esta
manera, el recipiente 256 de muestras también puede asumir la funcion y el efecto del integrador 68.
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Una primera realizacion sencilla del recipiente 256 de muestras, es una cubeta de vidrio sin revestir. La radiacion 64
dispersa, que tendencialmente se radia hacia la superficie 272 de fondo de la cubeta sin revestir, se conduce
mediante reflexion total en la capa limite de aire de la cubeta hasta la superficie 272 de fondo. De esta manera, es
detectable una proporcién de aproximadamente 12,5 % de la radiacion 64 dispersa. La proporcion resulta mediante
el angulo de la reflexion total en la pared del recipiente 256 de muestras (es decir, de la superficie limite de cubeta a
aire). En una segunda realizacion del recipiente 256 de muestras, un cuerpo base de vidrio (del lado exterior o del
lado interior) presenta una capa de sulfato de bario o una capa metalica como superficie 269 de reflexién, como
anteriormente descrito en relacién con la superficie 69 interior. En una tercera realizacion del recipiente 256 de
muestras, las superficies laterales de un cuerpo base metalico funcionan como superficie 269 de reflexién. En una
cuarta realizacion del recipiente 256 de muestras, éste coincide con el recipiente 56 de muestras y esta enmarcado
de manera precisa en una caja de espejos (no mostrada) con superficies 269 de reflexion.

Para la radiacién incidente del haz 38 en forma de aguja y, opcionalmente, para la detecciéon de transmision, el
recipiente 256 de muestras presenta una abertura 270 de iluminacién o bien una abertura 274 de transmision. La
abertura 270 de iluminacion y, dado el caso, la abertura 274 de transmision corresponden (funcionalmente) a la
abertura 70 o bien a la abertura 74. Como se ha descrito antes en relaciéon con las aberturas 70, 72, 74, para la
minimizacion de pérdidas de radiacion, las aberturas 270 y 274 estan configuradas como ranuras estrechas en
direccion-x y el elemento 30 de regulacion éptico reticula el haz 38 en forma de aguja solo en direcciéon-x. Para la
posicion de medicion con desplazamiento-y, el soporte 14 de muestras es desplazable en direccién-y con respecto a
todos los demas elementos funcionales, siendo el soporte 14 de muestras o los demas elementos funcionales
estacionarios, como se ha descrito anteriormente para el primer ejemplo de realizacion. La superficie 269 de
reflexion presenta ranuras transparentes al haz opuestas como ranuras 270 y 274. En el caso del cuerpo base de
vidrio, las aberturas 270, 274 estan sin revestir. En el caso del cuerpo base metdlico, las aberturas 270, 274
comprenden ventanas planoparalelas. En el caso de radiacién fluorescente como radiaciéon dispersa, las ventanas
presentan, para la reduccién adicional de pérdidas de radiacién, una capa dicroica que transmite la radiacién de
excitacion (del haz 38 en forma de aguja) y que refleja la radiacion fluorescente, o estan compuestas de un cristal
(con tales propiedades) de doble refraccion planoparalelo. En la cuarta realizacion con la caja de espejos, las
aberturas 270, 274 son escotaduras de paso de la caja de espejos.

La superficie 272 de fondo es transparente para la radiacion 64 dispersa. En el caso del cuerpo base de vidrio, la
superficie 272 de fondo no esta revestida. En el caso del cuerpo base metdlico, la superficie 272 de fondo
comprende una ventana planoparalela. En la cuarta realizacién con la caja de espejos, la caja de espejos esta
abierta en la superficie 272 de fondo.

La quinta realizacion del recipiente 256 de muestras mostrada en la Fig. 2 para radiacion fluorescente como
radiacion dispersa, comprende un cuerpo base transparente, que en las superficies laterales presenta una capa
dicroica. Alternativa o adicionalmente, las superficies laterales del recipiente de muestras estan compuestas por un
filtro dicroico o un filtro de interferencia. De esta manera, las superficies laterales del recipiente 256 de muestras
estan configuradas para transmitir la radiacion de excitacion (del haz 38 en forma de aguja) y reflectar la radiacion
fluorescente. De esta manera, es detectable una proporcion de la radiacién 64 dispersa de aproximadamente el 50
% o mas. Con respecto a la radiacion fluorescente (es decir, la radiacion 64 dispersa), las superficies laterales
funcionan como superficie 269 de reflexion. Dado que las superficies laterales, con respecto a la radiaciéon de
excitacion (del haz 38 en forma de aguja), son transparentes, las superficies laterales posibilitan, ademas, la entrada
y la salida del haz 38 en forma de aguja. Es decir, todas las superficies laterales estan a disposicion como abertura
270 de iluminacioén o abertura 274 de transmision. El elemento 30 de regulacion esta configurado para la reticulacion
(es decir, desplazamiento) del haz en forma de aguja en la direccidon-x y la direccion-y. Sin pérdidas de radiacion, se
puede renunciar a ventanas (en particular, ranuras). No es necesaria una desplazabilidad del soporte 14 de
muestras en direccion-y.

En todas las realizaciones del recipiente 256 de muestras, mediante reflexion (o reflexion total) de la radiacion 64
dispersa en la superficie 269 de reflexion, se conduce la radiacion 64 dispersa hacia la superficie 272 de fondo. Para
la deteccion integral de la radiacion 64 dispersa, se detecta una proporcion de la radiacion dispersa que sale a
través de la superficie 272 de fondo. La superficie 272 de fondo corresponde (funcionalmente) a la abertura 72 de
medicién. La proporcion de la radiacion dispersa de la radiacion dispersa total que sale a través de la superficie 272
de fondo es determinable, como se ha descrito anteriormente en relacion con la abertura 72 de medicion. Ademas,
la proporcién de la radiacion dispersa que sale a través de la superficie 272 de fondo, es determinable mediante un
angulo de reflexion, bajo el que la radiacion dispersa se refleja por la superficie 269 de reflexion. Siempre que la
reflexion en las superficies 269 de reflexion comprenda reflexion total (como en la primera y quinta realizacion del
recipiente 256 de muestras), el angulo de reflexion para la determinacion de proporcion es un angulo de reflexion
total en la superficie 269 de reflexion.

La Fig. 2b muestra, ademas, una segunda unidad 16’ de detector opcional, que, a continuacion, esta descrita
detallada en relacion con un cuarto ejemplo de realizacién de un dispositivo 410. Para la ampliacion del angulo
solido detectado, las unidades 16, 16’ de detector de los diferentes ejemplos de realizacion son combinables.

Para (con cada una de las realizaciones del recipiente 256 de muestras) desacoplar mas del 12,5 % de la radiacién
dispersa del recipiente 256 de muestras, el primer colimador 76 del colector 266 de radiacion dispersa esta en
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contacto dptico (adaptado al indice de refraccion) directo con la superficie 272 de fondo. Como se ha descrito
anteriormente, el primer colimador 76 comprende, del lado de la muestra, un conductor 76a de luz que se estrecha.

Todas las demas caracteristicas del segundo ejemplo de realizacion corresponden a aquellas del primer ejemplo de
realizacion. En particular, los correspondientes subgrupos 12, 14, 16 y sus elementos funcionales poseen los
mismos grados de libertad.

Los siguiente procedimientos son realizables con el dispositivo 210 descrito: FLIM (“Fluorescence Liftetime
Microscopy”); MPM (Multi-Photonen Microscopy); FRET (“Fluorescence Resonance Energy Transfer’); FRAP
(“Fluorescence Recovery after Photobleaching”); STED (“Stimulated Emission Depletion”), radiandose, después del
haz 38 en forma de aguja, como haz de excitacion un “haz de tubos” como haz de desconexién con distribucion de
intensidad esencialmente cilindrosimétrica; FLIP (“Fluorescence Loss in Photobleaching”); denominada
“Superresolution Microscopy”; microscopia de luz dispersa; eventualmente también pueden ser realizables: STORM
(“Stochastic Optical Reconstruction Microscopy”) y FCS (“Fluorescence Correlation Spectroscopy”).

La Fig.3 muestra un tercer ejemplo de realizacion de un dispositivo 310 para la deteccion de imagenes tomografica.
Para elementos funcionales del tercer ejemplo de realizaciéon con el mismo simbolo de referencia que en el primer o
segundo ejemplo de realizacién es valido, en particular, con respecto a sus propiedades, naturaleza, funcion y su
cooperacion, lo correspondiente descrito anteriormente.

El tercer ejemplo de realizacion se diferencia de uno de los ejemplos de realizacion anteriores, dado que la radiacion
64 dispersa se recolecta (es decir, se integra) directamente con un primer colimador. Con otras palabras: para la
deteccion integral de la radiacion 64 dispersa, un colector 366 de radiacion dispersa no comprende un conductor 76a
de luz. El colector 366 de radiacion dispersa comprende, como primer colimador, una lente 76b, como se ha descrito
anteriormente. Adicionalmente, el colector 366 de radiacién dispersa comprende un reflector 390. El soporte 14 de
muestras y el recipiente 56 de muestras estan dispuestos entre el reflector 390 y la lente 76b. El soporte 14 de
muestras, mas concretamente, el eje de giro, se encuentra en el plano focal de la lente 76b. Como reflector 390, se
utiliza un espejo concavo esférico o una pluralidad de retrorreflectores (también denominada “ojo de gato”). El ultimo
caso, el dispositivo 310 es particularmente facil de ajustar. En el caso del espejo cdncavo esférico, un punto central
de la esfera se encuentra en el soporte 14 de muestras, mas concretamente, en el eje de giro. De esta manera, el
reflector 390 (en ambos casos) refleja la radiacion 64 dispersa capturada en el angulo sélido del reflector 390 a su
origen. De esta manera, son detectables hasta el doble de fotones de la radiacion 64 dispersa. Para una forma de
realizacion, en la que la radiacion 64 dispersa reflejada (como haz de rayos casi paralelo) pasa por delante del
recipiente 56 de muestras, se hace referencia al ejemplo de realizacion del dispositivo 510 descrito a continuacion.

Alternativamente, para un aumento de la sensibilidad o bien reduccién de la intensidad comparable del haz 38 en
forma de aguja radiado, en lugar de un reflector 390, también pueden estar dispuestos dos o0 mas segmentos de
reflector en torno al soporte 14 de muestras.

Todas las otras caracteristicas del tercer ejemplo de realizacién corresponden a aquellas del primer o segundo
ejemplo de realizacion. En particular, los correspondientes subgrupos 12, 14, 16 y sus elementos funcionales
poseen los mismos grados de libertad.

Los siguiente procedimientos son realizables con el dispositivo 310 descrito: FLIM (“Fluorescence Liftetime
Microscopy”); MPM (Multi-Photonen Microscopy); FRET (“Fluorescence Resonance Energy Transfer’); FRAP
(“Fluorescence Recovery after Photobleaching”); STED (“Stimulated Emission Depletion”), radiandose, después del
haz 38 en forma de aguja, como haz de excitacion un “haz de tubos” como haz de desconexion con distribucion de
intensidad esencialmente cilindrosimétrica; FLIP (“Fluorescence Loss in Photobleaching”); denominada
“Superresolution Microscopy”; microscopia de luz dispersa; eventualmente también pueden ser realizables: STORM
(“Stochastic Optical Reconstruction Microscopy”) y FCS (“Fluorescence Correlation Spectroscopy”).

La Fig. 4 muestra un cuarto ejemplo de realizacién de un dispositivo 410 para la deteccion de imagenes tomografica.
Para elementos funcionales del cuarto ejemplo de realizaciéon con el mismo simbolo de referencia que en los
ejemplos de realizacion anteriores, es valido, en particular, con respecto a sus propiedades, naturaleza, funcion y su
cooperacion, lo correspondiente descrito anteriormente.

El cuarto ejemplo de realizacion se diferencia de uno de los ejemplos de realizacion anteriores, dado que (en lugar
de un colector 66; 266; 366 de radiacion dispersa) estan dispuestos dos o mas colectores 366, 366’ (o, también, 66;
266) de radiacion dispersa en torno al soporte 14 de muestras. Con otras palabras: la unidad 16 de detector
comprende dos o mas colectores 366, 366’ (0, también, 66; 266) de radiacion dispersa.

En ejemplos de realizacion (no mostrados), con un tnico emisor 86 de sefiales, estan dispuestos prismas o espejos
para concentrar diferentes caminos del haz de la radiacion 78, 78’ dispersa colimada de cada uno de los dos o mas
colectores 366, 366’ de radiacion dispersa. La radiacién dispersa colimada concentrada, se proyecta entonces, como
se ha descrito anteriormente, sobre el Unico emisor 86 de sefiales para la ampliaciéon de un angulo sélido detectado.

En el ejemplo de realizacion mostrado en la Fig. 4, esta dispuesta, respectivamente, una unidad 80; 80’ de seleccion
de filtro, un segundo colimador 84, 84’ y un emisor 86; 86’ de sefiales en asociacién con cada uno de los dos o0 mas
14
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colectores 366, 366’ (0, también, 66; 266) de radiacion dispersa. En una variante, una seleccion de filtro comun esta
sincronizada por medio de las unidades 80, 80’ de seleccion de filtro, y sefiales parciales de los emisores 86, 86’ de
sefiales se totalizan a una sefial para la ampliacion del angulo sélido detectado. En una variante alternativa, la
seleccion de filtro, por medio de las unidades 80, 80’ de seleccion de filtro, es independiente y las dos o mas sefiales
de los emisores 86, 86’ de sefales se detectan de manera sincrona. De esta manera, son detectables
simultaneamente varias sefiales, que corresponden a diferentes componentes de color en la radiacion 64, 64’
dispersa. Esto posibilita, en particular, en el caso de radiacion fluorescente, una rapida deteccion (y reconstruccion)
de imagenes de color marcadas funcionales.

Todas las demas caracteristicas del cuarto ejemplo de realizacion corresponden a aquellas de los ejemplos de
realizacion anteriores. En particular, los correspondientes subgrupos 12, 14, 16 y sus elementos funcionales poseen
los mismos grados de libertad.

Los siguiente procedimientos son realizables con el dispositivo 410 descrito: FLIM (“Fluorescence Liftetime
Microscopy”); MPM (Multi-Photonen Microscopy); FRET (“Fluorescence Resonance Energy Transfer’); FRAP
(“Fluorescence Recovery after Photobleaching”); STED (“Stimulated Emission Depletion”), radiandose, después del
haz 38 en forma de aguja, como haz de excitacion un “haz de tubos” como haz de desconexién con distribucion de
intensidad esencialmente cilindrosimétrica; FLIP (“Fluorescence Loss in Photobleaching”); denominada
“Superresolution Microscopy”; microscopia de luz dispersa; eventualmente también pueden ser realizables: STORM
(“Stochastic Optical Reconstruction Microscopy”) y FCS (“Fluorescence Correlation Spectroscopy”).

La Fig. 5 muestra un quinto ejemplo de realizacion de un dispositivo 510 para la deteccion de imagenes tomografica.
Para elementos funcionales del quinto ejemplo de realizacién con el mismo simbolo de referencia que en los
ejemplos de realizacion anteriores, es valido, en particular, con respecto a sus propiedades, naturaleza, funcion y su
cooperacion, lo correspondiente descrito anteriormente.

El quinto ejemplo de realizacion se diferencia de uno de los ejemplos de realizacion anteriores, dado que la radiacion
64 dispersa se crea directamente en el primer colimado 76, en particular, en uno de sus elementos 76a, 76b
funcionales. Con otras palabras: el primer colimador 76 comprende (funcionalmente) el recipiente 56 de muestras.

En el ejemplo de realizaciéon mostrado en la Fig. 5, un primer colimador 576 comprende un cuerpo 576a de vidrio
con (aproximadamente) la forma de un elipsoide semirotatorio alargado. El primer colimador 576 presenta, en su
extremo redondeado, un reflector 590 a través de aproximadamente un tercio de su longitud axial. El reflector 590 es
realizable como revestimiento reflectante sobre el cuerpo 576a de vidrio, o comprende la pluralidad de
retrorreflectores (descritos en relacion con el reflector 390).

Todavia dentro de ese tercio, aproximadamente con un cuarto de la longitud axial, esta prevista una escotadura 556
del colimador cuadrada alargada. El eje longitudinal de la escotadura 556 del colimador coincide con el eje de giro
(vertical) del dispositivo 510 y corta perpendicular el eje 594 de simetria del primer colimador 576. La escotadura 556
del colimador se extiende casi por completo a través de la seccion transversal del primer colimador 576, de modo
que la escotadura 556 del colimador esta cerrada de un lado (abajo). La escotadura 556 del colimador esta
dimensionada, de modo que el soporte 14 de muestras dispuesto (a través de una longitud que envuelve la muestra)
en la escotadura 556 del colimador, es rotatorio sin contacto. De esta manera, la escotadura 556 del colimador
funciona como recipiente 56 de muestras, como se ha descrito anteriormente. En particular, el volumen entre el
soporte 14 de muestras y la escotadura 556 del colimador incluye el liquido 58 adaptado al indice de refraccion.

Siempre que una escotadura 556 del colimador no cuadrada no presente ya superficies laterales planas para la
entrada y la salida del haz 38 en forma de aguja, estan previstas correspondientes ventanas planas en las
superficies laterales. Mediante la ventana de entrada plana, el haz 38 en forma de aguja se focaliza en el soporte de
muestras.

En el extremo del primero colimador 576 opuesto al reflector 590, en una escotadura conica, esta dispuesta una
lente 576b sobre el eje 594 de simetria. La lente 576b esta configurada similar a la lente 76b descrita anteriormente.

Los elementos 576a, 590 y 576b opticos estan dispuestos para desviar, practicamente, toda la radiacion 64 dispersa
que sale del soporte 14 de muestras, con una divergencia residual reducida en direccion del emisor 86 de sefiales
de la unidad 16 de detector. La radiacién dispersa reflejada a través del reflector 590 en el soporte 14 de muestras,
junto con la radiacion 64 dispersa detectada directamente, se coliman mediante el primer colimador 576, tanto que la
radiacion detectada, como se ha descrito anteriormente, se puede filtrar y detectar.

Todas las demas caracteristicas del quinto ejemplo de realizacién corresponden a aquellas de los ejemplos de
realizacion anteriores. En particular, los correspondientes subgrupos 12, 14, 16 y sus elementos funcionales poseen
los mismos grados de libertad.

Los siguiente procedimientos son realizables con el dispositivo 510 descrito: FLIM (“Fluorescence Liftetime

Microscopy”); MPM (Multi-Photonen Microscopy); FRET (“Fluorescence Resonance Energy Transfer’); FRAP

(“Fluorescence Recovery after Photobleaching”); STED (“Stimulated Emission Depletion”), radiandose, después del

haz 38 en forma de aguja, como haz de excitacién un “haz de tubos” como haz de desconexién con distribucion de
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intensidad esencialmente cilindrosimétrica; FLIP (“Fluorescence Loss in Photobleaching”); denominada
“Superresolution Microscopy”; microscopia de luz dispersa; eventualmente también pueden ser realizables: STORM
(“Stochastic Optical Reconstruction Microscopy”) y FCS (“Fluorescence Correlation Spectroscopy”).

En todos los ejemplos de realizacion con solo un elemento 42 de regulacion-x, una superficie fotosensible del emisor
86 de seriales es considerablemente reducible (en la direcciéon-y). Como se ha descrito anteriormente, esto también
es posible con desplazamiento-y variable, mediante un procedimiento sincrono en direccion-y, bien, de soporte 14
de muestras y recipiente 56; 256 de muestras, o de fuente 12 de luz y unidad 16 de detector.

La Fig. 6 muestra un diagrama de flujo simplificado de un procedimiento 600 para la deteccién de imagenes
tomografica. El procedimiento 600 es realizable por medio de cada uno de los ejemplos de realizaciéon descritos
anteriormente del dispositivo 10; 210; 310; 410; 510 para la deteccion de imagenes tomografica.

El procedimiento 600 para la deteccidon de imagenes tomografica comprende los pasos:

- radiar 602 un haz 38 en forma de aguja con una direccion 40 del haz en un soporte 14 de muestras (giratorio) para
la excitacion de radiacion 64 dispersa,

- deteccién 604 sin resolucién local de la radiacion 64 dispersa excitada a lo largo de una seccion del haz 38 en
forma de aguja,

- desplazar 606 esencialmente paralelo el haz 38 en forma de aguja transversal con respecto a la direccion 40 del
haz 38 en forma de aguja a una pluralidad de posiciones de medicidon con una direccion reticulada rapida y una
direccion reticulada lenta,

- giro 608 del soporte 14 de muestras a una pluralidad de posiciones de giro para cada una de la pluralidad de
posiciones de medicion y

- reconstruir 610 tomograficamente una imagen (en particular, una imagen seccional o una imagen espacial) en base
a (una intensidad de) la radiacién 64 dispersa detectada.

La direccion reticulada rapida esta, preferiblemente, perpendicular sobre la direccion reticulada lenta. La direccion
reticulada lenta puede coincidir con el eje de giro. En relacion con uno de los dispositivos descritos anteriormente, la
direccion-x puede ser la direccion reticulada rapida y/o la direccion-y puede ser la direccion reticulada lenta. El
desplazamiento a las posiciones de medicion también se denomina reticular. El desplazamiento puede tener lugar
por medio del elemento 30 de regulacién 6ptico descrito anteriormente. El haz 38 en forma de aguja puede
desplazarse en un plano-xy (perpendicular con respecto a la direccion 40 del haz) correspondiente a un recorrido de
meandro. Alternativamente, el desplazamiento puede presentar un recorrido en forma de espiral o tener lugar a lo
largo de circulos concéntricos.

La direccion reticulada lenta y el giro son intercambiables en el procedimiento 600. Es decir, conmutar (al menos) el
movimiento de la direccion reticulada lenta y el giro. Esto puede posibilitar una minimizacion del tiempo de deteccion
total.

Siempre que el eje de giro esté paralelo con respecto a la direccion-y, la reconstruccion puede comenzar ya antes
de la finalizacion de una deteccion de imagen completa. Preferiblemente, después de completarse una deteccion
parcial con respecto a la direccion reticulada rapida y al giro (es decir, cuando el giro tiene lugar “antes” de la
direccion reticulada lenta), se reconstruye un plano de seccion (perpendicular con respecto a la direccion reticulada
lenta). De esta manera, después de cada giro completo puede comenzar una reconstruccion parcial.

Un procedimiento de control (para la deteccion de la radiacion 64 dispersa), puede comprender el desplazamiento
en la direccién reticulada rapida como “bucle iterativo mas interior”, el giro como “bucle iterativo del medio” y el
desplazamiento en la direcciéon reticulada lenta como “bucle iterativo exterior”. La reconstrucciéon parcial puede
comenzar tras finalizar cada uno de los “bucles iterativos del medio”. Cada una de las reconstrucciones parciales es
realizable independiente de otra deteccion parcial e independiente de otra reconstrucciéon parcial. De esta manera,
las reconstrucciones parciales se pueden paralelizar de manera eficaz.

Como se ha hecho evidente a partir de la descripcion de los diferentes ejemplos de realizacion, el dispositivo 10;
210; 310; 410; 510 y el procedimiento 600 posibilitan una deteccion de imagenes tomografica de una muestra al
menos parcialmente transparente, que esta suspendida en una sustancia que compensa el indice de refraccion. La
fuente 18 de radiacién también puede comprender varios laser, cuyos haces en bruto parciales estan superpuestos
al haz 20 en bruto. De esta manera, es realizable un espectro del haz 38 en forma de aguja, que esta adaptado a
varias transiciones de los fluéforos (es decir, varios colores) incorporados en la muestra.

La técnica descrita puede, segin cada ejemplo de realizacion, ofrecer una o varias de las siguientes ventajas: se
evitan artefactos anulares, como pueden aparecer en tomografia de proyeccion optica (OPT). La sensibilidad de la
fluorescencia (en muestras con una dimensién de mas de un milimetro) es significantemente mayor que en técnicas
conocidas. Por lo tanto, también es posible un rendimiento de muestras mas alto, o bien, existe un potencial de
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funcionales disponibles econdémicos.

Lista de simbolos de referencia

(Las ultimas dos cifras se refieren a la caracteristica funcional. En caso de simbolos de referencia de tres cifras, la

cifra lider corresponde a la figura.)

10, 210, 310, 410, 510
12

14

16

18

20

22

24

26

28

30

32

34

36

38

40

42

44

46

48

50

52

54

56, 256; 556
58

59

60

62

64, 64’
66, 266, 366, 366
68

69; 269

dispositivo para la deteccion de imagenes tomografica

fuente de luz

soporte de muestras

unidad de detector

fuente de radiacion

haz en bruto

6ptica de conformacion de haces
6ptica de telescopio

filtros y mascaras de fase

haz conformado

elemento de regulacion optico
divisor del haz

haz parcial

detector de referencia

haz en forma de aguja
direccion del haz

elemento de regulacién-x
actuador-x

espejo reticulado-x

elemento de regulacién-y
actuador-y

espejo reticulado-y

(primera) optica de focalizacion
recipiente de muestras, escotadura del colimador
liquido

superficie de vidrio

segunda 6ptica de focalizacion
fotodetector de transmision
radiacion dispersa

colector de radiacién dispersa
integrador

superficie interior; superficie de reflexion
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72; 272
74,274
76, 576
576a
76a, 576a
76b, 576b
78

78

80, 80’
82

84

86; 86

88

390, 590
594
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abertura de iluminacion

abertura de medicion; abertura de fondo transparente
abertura de transmision

primer colimador

cuerpo de vidrio

conductor de luz, en particular, guia de onda de luz
lente

radiacion dispersa parcialmente colimada

radiacion dispersa colimada

unidad de seleccion de filtro

radiacion dispersa filtrada

segundo colimador

emisor de sefales

motor paso a paso

reflector

eje de simetria
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REIVINDICACIONES
1. Dispositivo (10; 210; 310; 410; 510) para la deteccién de imagenes tomografica, que comprende:
- un soporte (14) de muestras,

- una fuente (12) de luz, que esta configurada para la generacion de un haz (38) en forma de aguja que atraviesa
con una direccién (40) del haz un volumen de muestra del soporte (14) de muestras previsto para la aceptacion de
una muestra, y que presenta un elemento (30) de regulacién optico, que es capaz de desplazar el haz (38) en forma
de aguja, que atraviesa el volumen de muestra del soporte (14) de muestras, transversal con respecto a la direccion
(40) del haz, con direccion (40) del haz esencialmente inalterada y

- una unidad (16) de detector, que esta configurada para la deteccién sin resolucién local de al menos una
proporcion de una radiacion (64, 64’) dispersa que se escapa de una seccion del haz (38) en forma de aguja dentro
del volumen de muestra del soporte (14) de muestras, comprendiendo la radiacion (64, 64’) dispersa, radiacion
dispersa que se dispersa fuera de la direccion del haz, caracterizado por que la unidad (16) de detector presenta al
menos un colector (66; 266; 366; 366’) de radiacion dispersa que esta configurado, o que juntos estan configurados,
para detectar integralmente la radiacion (64, 64’) dispersa en un angulo sélido en torno al volumen de muestra o del
soporte (14) de muestras de al menos 0,12 11 sr.

2. Dispositivo segun la reivindicacioén 1, atravesando el haz en forma de aguja el soporte de muestras y/o la muestra.

3. Dispositivo segun la reivindicacion 1 o 2, siendo el soporte (14) de muestras y la fuente (12) de luz giratorios uno
con respecto al otro en torno a un eje de giro, siendo la direccion (40) del haz esencialmente perpendicular con
respecto al eje de giro.

4. Dispositivo segun una de las reivindicaciones anteriores, presentando el haz (38) en forma de aguja un tamario de
haz dentro del volumen de muestra o del soporte (14) de muestras con una longitud de Rayleigh que es
esencialmente igual o mayor que la mitad de la longitud de la seccion detectada.

5. Dispositivo segin una de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo la seccion detectada el haz (38) en
forma de aguja completo que atraviesa el volumen de muestra o el soporte (14) de muestras.

6. Dispositivo segun una de las reivindicaciones anteriores, siendo la radiacion (64; 64’) dispersa una radiacion
dispersa de Raman, preferiblemente, una dispersién de Stokes-Raman, o radiacién fluorescente, preferiblemente, de
una fluorescencia no resonante, excitada mediante el haz (38) en forma de aguja.

7. Dispositivo segun una de las reivindicaciones anteriores, estando la fuente (12) de luz configurada, ademas, para
generar el haz (38) en forma de aguja en el espectro visible, en el espectro ultravioleta o en el espectro infrarrojo.

8. Dispositivo segun una de las reivindicaciones anteriores, estando la fuente (12) de luz configurada, ademas, para
generar el haz (38) en forma de aguja en pulsos intensivos para la excitacion de varios fotones.

9. Dispositivo segun una de las reivindicaciones anteriores, estando la fuente (12) de luz configurada, ademas, para
generar el haz (38) en forma de aguja con una gama limitada, preferiblemente, mediante radiacion laser
monocromatica.

10. Dispositivo segun la reivindicacion 9, estando la unidad (16) de detector configurada, ademas, para detectar la
radiacion (64; 64’) dispersa esencialmente solo en una longitud de onda o un rango de longitudes de onda fuera de
la gama limitada.

11. Dispositivo seguin una de las reivindicaciones anteriores, presentando la unidad de detector un emisor (86; 86’)
de sefales con un detector semiconductor o un multiplicador de fotoelectrones, y comprendiendo el colector (66;
266; 366; 366’) de radiacion dispersa un primer colimador (76), que esta dispuesto entre el volumen de muestra o el
soporte (14) de muestras y el emisor (86; 86’) de sefiales.

12. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende, ademas, un primer colimador (576),
presentando el primer colimador (576) como recipiente (56; 256; 556) de muestras, una escotadura (556) del
colimador que corta su eje 6ptico.

13. Dispositivo segun la reivindicacion 12, comprendiendo el primer colimador (576) un reflector (590),
preferiblemente, un espejo concavo o una pluralidad de retrorreflectores, que esta configurado para reflejar una
parte de la radiacion (64; 64’) en el volumen de muestra o el soporte (14) de muestras.

14. Procedimiento (600) para la deteccion de imagenes tomografica, que comprende:

- radiacion (602) de un haz (38) en forma de aguja con una direccion (40) del haz en un volumen de muestra,
previsto para la aceptacion de una muestra, de un soporte (14) de muestras para la excitacion de radiacion (64; 64°)
dispersa,
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- deteccion (604) sin resolucion local de la radiacion (64; 64’) dispersa excitada a lo largo de una seccién del haz
(38) en forma de aguja, comprendiendo la radiacion (64; 64’) dispersa, radiacion dispersa dispersada fuera de la
direccion del haz, detectandose integralmente la radiacion (64; 64’) dispersa en un angulo sélido en torno al volumen
de muestra o al soporte (14) de muestras de al menos 0,12 17 sr,

- desplazamiento (606) esencialmente paralelo del haz (38) en forma de aguja, transversal con respecto a la
direccion (40) del haz (38) en forma de aguja a una pluralidad de posiciones de medicion, presentando el
desplazamiento una direccion reticulada rapida y una direccion reticulada lenta,

- giro (608) del soporte (14) de muestras a una pluralidad de posiciones de giro y

- reconstruccion (610) tomografica de una imagen en base a la radiacion (64; 64’) dispersa detectada.

20
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