
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
 FACULTAD DE CIENCIAS FÍSICAS

TESIS DOCTORAL

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

 PRESENTADA POR 

 Margarita Chevalier del Río

Madrid, 2015

© Margarita Chevalier del Río, 1988

Análisis difraccional de objetos microscópicos : aplicación a 

la extracción de los parámetros morfológicos que 

caracterizan a una célula biológica 

 Departamento de Óptica y Estructura de la Materia



C - H S

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 

Facultad de Ciencias FIsicas 

Departamento de Optica y Estructura de la Materia

ANALiSIS DIFRACCIONAL DE OBJETOS 
MICROSCOPICOS: APLICACION A LA 
EXTRACCION DE LOS PARAMETROS 

MORFOLOGICOS QUE CARACTERIZAN A UNA 
CELULA BIOLOGICA

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

5319780807

Margarita Chevalier del Rio 

Madrid, 1988



Colecciôn Tests Doctorales. N.= 208/88

@ Margarita Chevalier de! Rio

Edita e imprime la Editorial de la Universidad 
Complutense de Madrid. Servicio de Reprografia 
Noviciado, 3 - 28015 Madrid 
Madrid. 1988 
Ricoh 3700
Depôsito Legal: M-7970-1988



D E P A R T A M E N T O  DE OPTICA Y ESTRUC T U R A  DE LA MATERIA 
F A C U L T A D  DE CIENCIAS FISICAS 
UNIVERSIDAD COM P L U T E N S E

ANALISIS DIFRACCIONAL D E  OBJETOS MICROSCOPICOS: 
APLICACION A  LA EXTRACCION D E  LOS P A R A M E T R O S  MORFOLOGICOS 

Q U E  CARACTERIZAN A  U N A  C E L U L A  BIOLOGICA

DIRECTORS
Drâ.D*. M» LUISA C A L V O  PADILLA

MEMORIA PRESENTADA P O R  M A R G A R I T A  CHEVALIER DEL RIO 
PA R A  O P T A R  AL G R A D O  DE D O C T O R  EN CIENCIAS FISICAS

MADRID, 1985



AGRADECIMIENTOS

Lt te.ma de. iA.ai.ajo de e4>ia Le^i^ doctoeai. ha 
.^ido 4ugeAido poe Haeia Lul^a CaLvo P a d H i a ,  A eiLa 
ie deio pué.A, ei haiee de/>peAiado mi inquieiud ha 
cia an campo de inue^iigaeiôn de tanio iniené/)> 
ta/i maeha.it hona/t que me ha dedieado, £.ait macha.6 
^ageAencia.A qae ha aponiado at inaLajo g, en de4-i_ 
nltiva ia cotaLonaeién.

ItJ. e^tancia en ei depaniamenio de Tiitica de 
ia LLniuemtidad de Bnemen me p e e m i H à  conccen ai 
peoieitOA Botheck. Li ^a£ qaien me intnodujo en iah 
ticnicaA de f-iitnado dinàmico g en oinait iicnlcait 
de pAOce^ado igaaimente inteAe^anieit. Hi paho poA 
i>a DepaAtamenio iaé de gean inieAé.A tanto cientJ.- 
f.ieo como humano. "Ich itoiie dem pAof.ei>^tOA Bo.ieck 
IhAe fiii/.e danken’.

La eiaioAaciôn de eitie iAaiajo no haiiena 
iido po.ii.iie itin Canmen CannenaA g, no héio poA 
ia impoAtancia qae tiene paea mi ia coiaioAacién, 
iino poA ia enoAme paciencia qae ha demoiteado ai 
mecanogeaf-iaA eite teKto: 52 taiiai, 52 gAd^-icai 
g 250 paginai. Ho exiiten paiainai pana expneiaA 
mi agnadecimiento.



A Hanuei. yuiie te ageadezco iui uatioiai apoe- 
iacionei ianio denti^icai como idcnicai de indu- 
daiie uaioA en ta etaionaciàn de eiie iexio.

Con Paito Héndez he podido mantenen vatioiai 
diicuiionei en ia inienpAetaciôn de muchoi xeiui-' 
tadoi. Le agnadezco iu enteafiaiie amiitad.

No quLiiena oividan a todoi mip compafienoi 
dei Depantamento de Optica g de ia Cdtedna de Ti- 
iica f^édica pon iu ineiiimaiie amiitad y ayuda.

Lite tnaLajo ha iido neatizado en ei manco 
dei acuendo de coiaicxacién exiitente entne ei 
Depaxtamento de Optica y ia Cdtedna de Tiiica ni.~ 
dica de ia Univemidad Compiuteme. Lite acuendo 
ie iixmd iiendo ei pnoieiox Daxdn Dinecton dei De 
paxtanento de Optica. A ii y ai pnoieion Vaflé 
quiexo agnadecexiei ia apoyo y con^-ianza.

n.Chevaiien



— I —

INDICE Pag.

INTRODUCCKM»........................................................  1

Capitule ^ : "TRANSMISION Y ABSORCION DE RADIACION POR
UNA CELULA BIOLOGICA: FUNDAMENTOS TEORICOS":

1.1.- Introducciôn................................................. I
1.2.- Aproximaciôn eikonal.......................................  8
1.3.- Funcién de transmlsiôn ôptica...........................  11
1.4.- Funciôn de transmlsiôn ôptica asociada a

una célula biolôgica.......................................  18
1.5.- Amplitud de scattering tridimensional y

aproximaciôn eikonal.......................................  22
1.5.1.- Secciôn eficaz total: Intensidad difractada.. 26

Bibliografîa del Capitule 1 ...................................  29

Capitule 2 : "ANALISIS DIFRACCIONAL: RESPUESTA EN EL 
PLANO DE FOURIER":

2.1.- Introducciôn.................................................  30
2.2.- Respuesta en el plane de Fourier........................  31
2.3.- Efecto del desplazamiento del nûcleo sobre la 

respuesta en el plane de Fourier........................  38
2.4.- Particularidades en la funciôn de transmlsiôn:

Variaciones de la respuesta en el plane de Fourier... 41
2.4.1.- La célula como objeto de fase..................  42

2.4.1.1.- Efecto del desplazamiento
del nûcleo.............................  45

2.4.2.- La célula como objeto de ampli tud.............  46
2.4.2.1.- Efecto del desplazamiento

del nûcleo.............................  48
2.5.- Aproximaciones para va lores de fase pegueûos...........  4 9

2.5.1.- Caso general.......................................  4 9
2.5.2.- Caso de fase.............    52

Bibliografla del Capitule 2 ...................................  55

Capitule 3 : "ANALISIS NüMERICO":
3.1.- Introducciôn................................................. 56
3.2. - Condiciones générales......................................  57



Pag.
3.3.- Caso general............................................... 58

3.3.1.- Nûcleo centrado................................... 58
3.3.2.- Efecto debido al desplazamiento del

nûcleo respecte del centre de simetrîa  76
3.4.- Caso de fase............................................... 100

3.4.1.- Nûcleo centrado................................... 100
3.4.2.- Efecto del desplazamiento del nûcleo

respecte del centre de simetrîa................  117
3.5.- Caso de amplitud.......................................... 1 30

3.5.1 . - Nûcleo centrado.................................  1 30
3.5.2.- Efecto del desplazamiento del nûcleo

con respecte al centre de simetrîa..........  141
3.6.- Aproximaciones para valores de fase peguenos.........  150

3.6.1.- Caso general.....................................  150
3.6.2.- Caso de fase.....................................  176

3.7.- Conclusiones générales sobre el analisis nuroerico... 184 
Bibliografîa del Capitule 3 ..................................... 187

- Capitule 4 ; "DISPOSITIVOS Y RESULTADOS EXPERIMENTALES.
COMPARACION CON EL MODELO TEORICO":

4.1.- Introducciôn...............    188
4.2.- Descripciôn del dispositive experimental.............. 190
4.3.- Descripciôn del objeto.................................... 190
4.4.- Descripciôn de les resultados expérimentales.........  191
4.5.- Comparéeiôn con les resultados teôricos...............  201

4.5.1.- Calcule de la funciôn de transmisiôn 
asociada a una transparencia..................  201

4.5.2.- Resultados numéricos...........................  204
Bibliografla del Capitule 4 ..................................... 209

- Capitule 5 ; "FILTRADO ESPACIAL DINAMICO. INTERPRETACIGN
Y APLICACIONES";

5.1.- Introducciôn................................................ 210
5.2.- Técnicas de filtrado estâtico. Discusiôn y resul­

tados expérimentales...................................... 211
5.3.- Filtrado de frecuencias espaciales dinâmico.

Descripciôn matemâtica...................................  217



- Ill

Pag.
5.3.1.- Registre coherente.................    217
5.3.2.- Registre incohérente......................  218
5.3.3.- Expresiôn final del termine de inter-

ferencia de la Eg. (5.13)........................ 220
5.3.4.- Resultados expérimentales......................  221

5.4.- Conclusiones.................................................  225
Bibliografla del Capitule 5 ...................................... 227
CONCLUSIONES GENERALES............................................  228

APENDICE A ........................................................... 230

APENDICE B ........................................................... 233

APENDICE C ........................................................... 236

APENDICE D ........................................................... 239
APENDICE E ........................................................... 242



INTRODUCCION.

La complejidad de los problemas que presentan muchas de 
las investigaciones actuales reguieren de la participaclôn de es- 
pecialistas en diverses campes, que aporten sus conocimientos en 
la bûsgueda de soluciones.

En la actualidad, es innegable el éxito de investigacio 
nés donde la interdisciplinariedad ha jugado un papel déterminan­
te. Tanto es asî, que cada vez son mas los temas de trabajo que 
se abordan bajo esta perspectiva.

El estudio de células biolôgicas es una muestra de este 
tipo de investigaciones. En los ultimes anos, biôlogos, materaati- 
cos, quîmicos, fîsicos, medicos, etc, han aportado sus experien- 
cias en el desarrollo de técnicas que han permitido profundizar 
en el conocimiento de las estructuras biolôgicas.

En la determinaciôn de la morfologla celular se han usa 
do técnicas de Microscopia electrônica (Boseck, S., 1981), que re 
quieren grandes esfuerzos de investigaciôn punta, para conseguir 
elevar el poder de resoluciôn hasta limites convenientes de anal^ 
sis. Las imâgenes obtenidas con estas técnicas pueden ser digita- 
lizadas y analizadas numericamente. En estes cases, es necesaria 
la aplicaciôn de modernes técnicas de tratamiento de informaciôn 
(Santisteban, A. et al., 1981) tanto digitales como analôgicas, y 
el use de avanzados resultados matematicos en el procesado de los 
dates.

Los esfuerzos que se realizan en este campo no sôlo tie 
nen per objeto profundizar en la morfologla celular, sine que, 
también, pretenden conocer las variaciones que sufren las células 
cuando son atacadas per agentes patôgenos o fîsicos. Los resulta­
dos de estes trabajos son de interés en el campo del diagnôstico, 
y han dado lugar al desarrollo de complejas técnicas fisicas, qu^ 
micas y matemâticas. Es claro que tanto la aportaciôn inicial de 
elementos de estudio, como la explotaciôn de los resultados, ha 
de hacerse desde la Biologîa o la Medicine (Catsimpoolas, N . , 
1982).
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Muchas de estas técnicas presentan la desventaja de te- 
ner que manipuler el objeto para su analisis. Por ejemplo, la ut^ 
lizaciôn de la Microscopia electrônica con1leva la preparaciôn 
adecuada de las muestras para que puedan ser observadas. Por otra 
parte, la interacciôn del haz de electrones con el especimen bio- 
lôgico produce alteraciones estructurales en el mismo que son 
irréversibles en el proceso del analisis. Otras técnicas, como 
son las derivadas de las medidas eléctricas, inducen modificacio 
nés en la estructura celular. Este hecho dériva de las propieda- 
des conductoras que présenta la membrana celular, dando lugar a 
un campo eléctrico parasito que viene a modificar el analisis de 
la sehal eléctrica (Grover, N.B. et al, 1969, 1972).

La utilizaciôn de técnicas de inmunofluorescencia esté 
siendo utilizada en la actualidad para el estudio de variaciones 
estructurales localizadas en determinadas zonas de una célula asi 
como de diferenciaciôn celular (Hardy, R.R. et al., 1982). Si 
bien es una técnica de resultados satisfactorios se necesitan pro 
cedimientos de experimentaciôn altamente sofisticados. Es, pues, 
importante la bûsqueda de técnicas expérimentales no tan comple­
jas y que requieran métodos de analisis que puedan ser abordados 
con modelos matematicos de mas sencillo tratamiento. En este sen- 
tido, los métodos ôpticos no destructivos parecen ser los que dan 
lugar a una alteraciôn minima y, por tanto, son una alternativa 
importante en la aplicaciôn a métodos de diferenciaciôn morfolôgj^ 
ca (Almeida, S.P. et a l . , 1977).

Entre los métodos ôpticos, el scattering de luz ha sido 
recientemente desarrollado como técnica muy sensible al tamano, 
forma e indice de refracciôn de objetos cuyas diroensiones sean 
comparables a la de la longitud de onda de la radiaciôn inciden­
te, como es el caso de los objetos biolôgicos (Ishiroaru, A., 1978). 
La teoria de Mie describe la intensidad total del campo de scatter 
ing, en el cual esta contenida la informaciôn sobre el tamano e in 
dice de refracciôn del objeto (Kericer, M., 1969). La aplicaciôn al 
estudio de células biolôgicas requiers la introducciôn de un modè­
le matematico que se establece al considerar que éstas son asimila 
bles a una esfera constituida por dos capas concéntricas, la mas
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interna representarla al nûcleo, y la mas externa, al citoplasma. 
Este raodelo teôrico (Wyatt, P.F., 1968; Mullaney, P.F. et al., 
1969) ha sido utilizado como test permitiendo el diseno de deteç 
tores especîficos. Experimentalmente, el ângulo bajo el cual se 
realize la detecciôn es el paramètre del cual depends la informa 
ciôn. Asî, en el scattering hacia delante (0° g 8 & 20°) esta téç 
nica es sensible a objetos cuyos diâmetros estan comprendidos en 
tre 8 y 20 um y a variaciones en el indice de refracciôn del nû­
cleo y del citoplasma. En el scattering hacia atrâs (6 = 180°) se 
obtiens informaciôn sobre la membrana de la célula, siendo ésta 
una zona de maxima sensibilidad a pequenos carabios en la morfolo 
gia del objeto (Meyer, R.A., 1977). En la detecciôn a 90° se ob­
tiens informaciôn de objetos cuyas dimensiones estan comprendidas 
entre 3 y 30 um. La respuesta que se obtiens es très ôrdenes de 
magnitud inferior a la obtenida en la direcciôn hacia delante. 
Junto a las ventajas que este método présenta, debido a su alta
sensibilidad, existe una dificultad en la detecciôn de la senal
por ser ésta muy débil. Como consecuencia, la interpretaciôn de 
los resultados presents graves inconvenientes al hacerse impor­
tante la seûal de ruido de fondo del fotomultiplicador.

El procesado ôptico lineal de la imagen es otro método 
que presents la ventaja de ser no destructivo, permitiendo hacer 
estudios "in vivo" de las células biolôgicas. A esto hay que ana 
dir la rapides operative asi como la obtenciôn directs de la re^ 
puesta en forma de imagen ôptica, detectable por muy diversos mé 
todos. En el estudio "in vivo" se obtiens informaciôn del espec^ 
men biolôgico en tiempo real, mientras que del estudio de répli- 
cas fotogréficas se conoce la informaciôn de cierto tipo de ima­
gen del objeto. Las técnicas de difractometria y filtrado ôptico 
de frecuencias espaciales, ampliamente aplicadas en la actuali­
dad a otros campos de la Fisica (Bescôs, J. y Santamaria, J . ,
1982), se presentan como prometedoras en este nuevo campo de la 
Bio-ôptica y aparecen de gran interés si se conjugan con process 
dos adicionales de la senal.

En particular, el analisis de la distribuciôn de inten
sidad de difracciôn permits obtener informaciôn del objeto difraç
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tante. Cuando este es heterogéneo, el estudio del patron de di­
fracciôn se hace mas complejo. Sin embargo, cuando los distintos 
componentes del objeto presentan la misma simetrîa, se facilita 
la obtenciôn de informaciôn del mismo a partir de la distribuciôn 
de intensidad de difracciôn.

En este trabajo de investigaciôn se ha aboradado el ana
lisis de células biolôgicas por técnicas de difractometria y pro­
cesado ôptico lineal de la imagen. Esta constituido por cinco Ca- 
pitulos cuyo contenido pasamos a describir:

En el Capitule 1 se establece un régimen de transiciôn 
entre el scattering tridimensional y el bidimensional que permits 
demostrar que cuando el piano sobre el cual se obtiens la respues^ 
ta se aleja suficientemente, ésta es interprétable como una di­
fracciôn en régimen de Fraunhofer. Asi mismo, se define un modelo 
teôrico para la funciôn de transmisiôn asociada a una célula bio­
lôgica individual.

En el Capitule 2 se estudia la respuesta en el piano de 
Fourier considerando en la funciôn de transmisiôn diversas apro­
ximaciones que suponen diferentes comportamientos ôpticos de la 
célula (objeto de fase, objeto de amplitud, etc), obteniéndose 
en cada caso la correspondiente respuesta analitica.

En el Capitule 3 se analizan numericamente todos los
comportamientos anteriormente estudiados, dada la dificultad de 
obtener mas informaciôn de las expresiones analiticas. Se estu­
dia la influencia de los paramétrés ôpticos asignados a la célu­
la sobre su respuesta en el piano de Fourier. Este minucioso es­
tudio, en el que se han considerado un amplio range de valores 
para los paramétrés, permitiré, una vez obtenida la figura de d^ 
fracciôn, conocer y asociar valores a los paramétrés que caracte 
rizan la célula.

En el Capitule 4 se detallan los resultados expérimen­
tales que se obtienen cuando se estudia el patrôn de difracciôn 
de una transparencia de una célula biolôgica obtenida a través 
de un microscopio ôptico con la técnica de contraste de fase. Los 
resultados obtenidos mediante el procesado analôgico de la senal
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se comparan con los teôricos estudiados en el Capitule 3.

En el Capitule 5 se desarrolla una innovadora técnica 
de filtrado especial dinâmico, estudiândose su interpretaciôn ma 
tematica. A través de elle se obtiene informaciôn diferenciada 
de cada parte de la célula, discutiéndose el range de aplicabil^ 
dad del método y su comparaciôn con un régimen convencional esta 
tico.

Al final de este trabajo, se incluyen cinco Apéndices 
que explican de forma detallada las aproximaciones mas importan­
tes utilizadas en los desarrollos teôricos, asi como un diagrams 
de los programas de calcule numérico utilizados.

Por ultime, notese que al final de cada Capitule se in 
cluye la bibliografia correspondiente.
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CAPITULO 1

TRANSMISION Y ABSORCION DE RADIACION POR UNA CELULA BIOLOGICA: 
FUNDAMENTOS TEORICOS.

1.1.- INTRODUCCION

En este capitule abordaremos el fenfimeno de la propaga- 
cidn del campo electromagnétlco a través de un medio caracteriza- 
do opticamente por su funciôn permeabilidad dleléctrica e(r). Es­
tâmes considerando, por tanto, medlos opticamente inhomogêneos, 
con la particularidad, ademés, de que una de sus dimensiones espa 
claies es mucho més pequena que las otras d o s .y por elle podemos 
pr&ctlcamente conslderarlos como objetos bldlmenslonales. Este es 
el caso de los especimenes biolôgicos.

Las caracteristlcas de estes medlos permlten en el 11ml 
te hacer una serie de aproximaciones que slmpllflean la expresiôn 
amalltlca del campo eléctrico transmltldo y puesto que, se estu­
dia este fenômeno en el range de las frecuencias ôptlcas, se pue 
de hacer una aproximaciôn de tipo eikonal. Los resultados obte­
nidos son conslstentes con otros ya conocldos para medlos optlca 
mente Inhomogêneos.

A partir de la aproximaciôn eikonal para el campo trans 
mltldo se Introduce la funciôn de transmlsiôn ôptica. Al conside­
rar el medlo como ed>sorbente, es declr, con un coeflelente de ate 
nuaclôn no despreclable, se obtiene dlcha funciôn de transmlsiôn 
como el producto de dos térmlnos, uno de amplitud y otro de fase. 
Se apllca al caso concrete de una célula biolôgica.

Por flltlmo, a partir de la amplitud de dlsperslôn trldl
menslonal en aproximaciôn eikonal se obtiene una expresiôn expli­
cita para la secciôn eficaz total de scattering, que como se de-
mue stra coïncide con el comportamlento matemâtico de la intensi­
dad difractada.



1.2.- APROXIMACION EIKONAL

Supongamos un objeto tridimensional tal como se muestra 
en la Figura 1, en êl que el espesor à segûn el eje z es mucho 
mas pequeno que las dimensiones x e y.

Sobre dlcho objeto inclde un campo eléctrico paralelo 
al eje z, en forma de onda plana monocrométlca y llnealmente pola 
rlzada que deslgnamos por E^.

El problème que se plantea es determiner el czunpo esca- 
lar transmltldo por el objeto en la direcciôn del eje z.

El campo Incidente E^ seré segûn hemos supuesto de la
forma:

E^Cr) - e^^* r » (x,y,z) (1.1)

y por tanto solo depends de la coordenada z.

El campo escalar tramsmltldo E^(r) dependeré en general 
de las très coordenadas:

E « E^(r) (1.2)

Supondremos que el campo total E(r) en la direcciôn del 
eje z puede expresarse en cualquler punto c<xno:

E(r) » E^(z) E"(r) (1.3)

donde E*(r) es una funciôn que cumple las sigulentes condiciones:

a) Para valores de z superlores al espesor à , el campo 
total colncldlrâ con el campo transmltldo:

E(r) » E^(r) para z > û (1.4)
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b) Cueuido z -► -<*>, E* (r) tenderà a 1, y asi tendremos
que:

E(r) = E^Cr) si z -► - «

c) Por ûltiiDO, el campo E (r) debe cumplir la ecuaciôn 
de ondas escalar:

(7^ + k^) E(r) = -k^(e(r) - 1) E(r) (1.5)

2 a2 .2 .2
donde: V es el operador laplaciana (— y + — «- + — *•) ,

3x 3y 3z
c(r) représenta la permeabilidad dleléctrica del objeto en estu­
dio y, k = 2tt/X es la components segûn el eje z del vector de on 
da, siendo X la longitud de onda de la radiaciôn incidente.

Como ya se enunciô al principlo, nuestro problems es en 
contrar el campo escalar transmltldo. La ec. (1.3) nos permits ob 
tener dicho campo una vez que tengeunos determlnada la funciôn 
E'(r). Para ello vamos a partir de la tercera condiciôn aplicândo 
la a la ec. (1.3)

Aplicândo el operador gradients 7 a esta expresiôn ten­
dremos :

7E = (VE^)E' + (7E')E^ (1.6)

de forma que para 7^E, se obtiene:

V^E = 7( 7E) = E" + (7^E0 E^ + 2(7e I)(7E') (1.7)

De acuerdo con (1.1):

7^E^ - -k^E^

y por tanto:
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V^E = -k^E^E' + E^V^E* + 2ikE^ (1.8)

que sustituida en (1.5) y después de dividir por E^ conduce a la 
expresiôn:

V^E' + 2ik ||2 = - k^(e(r) - l) E' (1.9)

que es la ecuaciôn diferencial buscada para E'(r).
En el tratamiento que sigue supondremos que la longitud 

de onda X es mucho mâs pequena que la longitud tîpica del objeto 
à. Por otra parte, supondremos que para desplazamientos inferio- 
res a la longitud de onda X la permeabilidad dieléctrica c(r) es 
prScticamente constante. Estamos, por tanto, en aproximaciôn eiko 
nal y de acuerdo con ella podemos establecer que:

- Para desplazamientos inferiores a X, E' varia lenta- 
r tanto 7^E' es despreclable frente a 3E'/Sz.
- Para desplazamientos superiores a X se tiene que:

i#:| >

3 ,3E’

3 -3E’

3 ,3E'
3z

(1.10)

con lo cual el término V^E' es despreclable frente a los otros 
dos y, por tanto, la ecuaciôn diferencial que debe cumplir E '(r) 
en aproximaciôn eikonal es:

—  — - YY “ 1 )e ' (1.11)

La integraciôn de esta ecuaciôn para valores fijos de x 
e y conduce a :

k- ; dz ' (e (x,y, z ' ) - 1 i
E' (r) = e ^   ̂0 (1.12)
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al imponer que E' (r) tiende a 1 cuando z

Esta expresiôn de E*(r) en aproximaciôn eikonal coincide 
con otros resultados ya conocldos para medlos con permeabilidad 
dleléctrica variable, como ocurre en una red hologréflca, en cuyo 
caso se denomlna aproximaciôn de Raman-Nath (Solymar, L. and Cooke, 
D., 1981).

Flnalmente, el campo total E(r) en aproximaciôn eikonal
es :

E(r) ■ e I(z ) e^^/^ “ I) (1.13)

que para z > A coïncide con el campo transmltldo.

1.3.- FUNCION DE TRANSMISION OPTICA.

A partir de la expresiôn del campo total E(r) en aproxl- 
maclôn eikonal se puede obtener la funciôn de transmlsiôn Ôptica 
eikonal.

El factor de transmlsiôn o coefIclente de transmlsiôn 
de un determlnado medlo cuya permeabilidad dleléctrica es distlnta 
de la del vaclo se define segûn la teoria electromagnétlca de la 
radiaciôn como la relaclôn entre las amplitudes del caunpo eléctri­
co transmltldo por el medlo y el campo eléctrico Incidente (Born & 
Wolf, 1975).

E^ (r)
t » -n  (1.14)

E^(r)

cuando la radiaciôn inclde perpendlcularmente al piano que contle- 
na al objeto, tal como aparece en la Flg. 1. En este caso, dado
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que se esta desarrollando un tratamiento escalar, nos estamos ref^ 
riendo a una sola components del campo: = (0,0,E^), que désigna
remos como onda TM (transversal magnêtica) incidente. En consecuen 
cia de la ec. (1.13) se deduce que:

t(x,y) » (e(x,y,z') - 1) (1.15)

Cuando el medio es inhomogêneo la funciôn de transmisiôn 
présenta igualmente una dependencia en la posiciôn. En general, la 
relaciôn entre esta funciôn y la permeabilidad dieléctrica sigue - 
una ley exponencial. Si designeunos por:

(A
* e i k « k/2j^d2 '(e(x,y,z') - 1) (1.16)

la ec. (1.15) es:

t(x,y) - e^*eik(*'y) (1.17)

y la funciôn de transmisiôn viene expresada en têrminos de la fase 
eikonal.

En el caso en que el medio transmisor de la radiaciôn - 
tenga una permeabilidad dieléctrica prôxima a la del vacio,
(e(r) -1 es un valor pequeno) se puede obtener una ley simplifica 
da al desarrollar en serie el término exponencial de la e c . (1.17):

t(x,y) = 1 + ^  l^dz*(c(x,y,z-) - l) (1.18)

Si ademés el medio es tal que t varia muy poco en la di­
recciôn z: e(x,y,z) = c(x,y). En este caso obtenemos:

t(x,y) = 1 + ^  (e(x,y) - l) (1.19)
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Para longitud de onda \ y espesor 6 fijos, la funciôn de 
transmisiôn optica depends linealmente de la permeabilidad dieléc­
trica e(x,y).

Nôtese que para espesores L pequenos pero no desprecia- 
bles, como es nuestro caso, t(x,y) es distinta de la unidad debido 
al factor kA/2(e(x,y) - 1) que actûa sobre la fase de la onda trans 
mitida. Este interesante resultado se tendré en cuenta més adelante.

Medio aibsorbente;

El caso més general supone considerar el medio transmisor 
como medio absorbents. La permeabilidad dieléctrica es entonces una 
funciôn compleja de la forma:

e(x,y,z) = Rec(x,y,z) + ilme(x,y,z) (1.20)

La ec. (1.17) se expresa ahora como:

t(x,y) » A(x,y) e^*eik^*'^^ (1.21)

A  partir de la ec. (1.15) podemos expresar t(x,y) en for 
ma explicita como:

t(x,y) - - 1).

g-k/2j dz'Ime(x,y,z’) (1.22)

Identificando con la ec. (1.21):

(à
-k/2 dz'Imc(x,y,z'A(x,y) « e ' (1.23)
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que es el coefIciente de atenuaciôn o término de amplitud en aprô- 
ximaciôn eikonal expresada en funciôn de la parte imaginaria de t, 
Im(x,y) > 0, y:

*(x,y) = Y  j dz*(Ree(x,y,z') - l) (1.24)

que es la fase eikonal expresada en funciôn de la parte real de c.
Si de nuevo suponemos que: e(x,y,z) = e(x,y), las ecs.

(1.23) y (1.24) se expresan como:

A(x,y) - lme(x,y) (1.25)

*(x,y) - ^  (Ree(x,y) - 1) (1.26)

En el caso més general el coeficiente de atenuaciôn del 
medio no varia linealmente con Imc(x,y), puesto que segdn la ec. 
(1.25):

Imc(x,y) = - In A(x,y) (1.27)

Sin embargo, si el medio absorbe sôlo debilmente la ra­
diaciôn, puede suponerse que Ime es un yalor pequeno, pudiéndose
desarrollar en serie la ec. (1.25):

A(x,y) = 1 - ^  Imc(x,y) (1.28)

Obtenemos en este caso una dependencia lineal del coef1 
ciente de atenuaciôn con Imc(x,y). Nôtese que si, para A fijo, - 
Imc(x,y) es pequeno, van a obtenerse siempre valores para A(x,y), 
muy prôximos pero distintos de uno. Este es otro importante resul­
tado que utilizaremos posteriormente.
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1 . 4 -  FUNCION DE TRANSMISION OPTICA ASOCIADA A UNA CELULA BIOLOGICA.

Una cëlula biolôgica puede considerarse como un objeto 
inhomogêneo bidimensional. Su inhomogeneidad proviens de las varia 
clones en el Indice de refracciôn debidas a las diferentes estruc 
turas quimicas que delimitam su anatomla (nûcleo, citoplasma, va- 
cuolas, Aparato de Golgi, etc.).

De forma simplificada supondremos a la célula como un ob 
jeto con simetrîa circular, considerando fundzunentalmente très re 
giones diferenciadas: nûcleo, citoplasma y membrana. (Fig. 2). Es 
te modelo représenta células cuya morfologla corresponde a estruc 
turas bien diferenciadas como es el caso de células parabasales. 
(Fig. 3).

Los trabajos publicados que abordan bien el problema de 
scattering o bien el de difracciôn (Pernick et al. 1978; Meyer - 
1977; Turke et al. 1978), solamente distinguen entre dos zonas: 
nûcleo y citoplasma.

El interés que tiene el incluir la membrama como una - 
parte diferenciada radica en las importantes reacciones quimicas 
que en ella tienen lugar (fenômenos de transporte, intercambio de 
iones Na^, K , etc.), y que se ven alterados cuando la célula es 
atacada por agentes patôgenos. Estas modificaciones alteran la - 
distribuciôn de energla en el espectro y por tanto modifican la - 
respuesta en el piano de difracciôn. Desde el punto de vista ôpti 
co las variaciones en los componentes quîmicos de la membrana ce­
lular suponen variaciones en sus propledades ôpticas: se produce 
una variaciôn en el Indice de refracciôn y por tanto, como se ha 
discutido en la secciôn 1.2, se produce una variaciôn en el coef^ 
ciente de transmisiôn, pudiendo considerarse entre ambos una de­
pendencia lineal.

Como situaciôn més general, se puede suponer que la cé­
lula biolôgica tiene un coeficiente de atenuaciôn distinto de la 
unidad. Este coeficiente,debido a la geometrla asignada, depende 
de la variable radial: A = A( r ) , suponiendo que dicho coeficiente 
varia de una regiôn a otra de la célula. Por otra parte, se tienen
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en cuenta las varlaciones en el espesor de la célula. Esta gueda 
conslderada como un objeto con varlaciones en el perfil, depend!en 
do de las distintas regiones y suponiendo siempre que las variaclo 
nes de espesor son peguenas, es decir, el tërmino de fase eikonal 
es :

Con estas consideraclones, y de acuerdo con la ec. (1.21), 
la funcidn de transmisI6n dptica asociada a la célula seré en gene­
ral una funcidn compleja de la forma (Chevalier, M . , Calvo, M.L. y 
Carreras, C . , 1983):

t(r) = A(r) (1.29)

donde r es la varieüsle radial.

El tërmino de amplitud A(r) tiene la forma gue aparece 
en la Fig. 2 y se define como:

A(r) = djj/2 < r 4 dç/2 (1.30)^C
t%(r) d^/2 < r ^ d^/Z

siendo t^ y t^ los factores de atenuacidn asociados al nûcleo y al 
citoplasma. Se supone gue ëstos son constantes y menores gue la un^ 
dad, tal como se ha discutido en la seccidn 1.2. Los parâmetros d^, 
d^ y d,p representan respectiveunente los diëmetros del nûcleo, cito­
plasma y total de la cëlula.

La informacidn adicional correspondiente a la membrana 
vendrla expresada por la funcidn t^(r). Si considérâmes gue en ella 
hay una variacidn gradual en su composicidn guimica, lo gue se ma- 
nifiesta en un gradiente en el Indice de refracciën desde la fron- 
tera citoplasma-membrana hasta la capa mâs externa de la membrana,
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la funciôn mâs sencilla que representarîa este comportamiento es 
una funcifin parabëlica. Por tanto, asociaremos a la funciôn de - 
transmisidn de la membrana celular una variacidn de tipo parabôli 
co. (Volkenshtein, M.V., 19 83).

AsI pues, t^(r) serâ:

t„(r) = ar^ + br + c (1.31)

con las siguientes condiciones en la frontera:

t^(r = d^/2) = tç, (1.32)

tj^(r = d^/2) = t^ (1.33)

donde t^ es una constante.

dr dg/2
= 0 (1.34)

La condicidn (1.34) expresa que entre citoplasma y mem­
brana no existe discontinuidad. Por el contrario la condicidn - 
(1.33) implica una discontinuidad fuerte entre la parte mâs exter 
na de la membrana celular y el medio exterior a la célula.

La funcién de transmisién asociada a la membrana con es­
tas condiciones de contorno es:

t_(r) = — ^ ^  (2r - d-)^ + t_ (1.35)” ( d ^ T d ^  C C

La parte compleja de la funcidn de transmisidn asociada 
a la célula en la ec. (1.29) da cuenta del retraso que sufre la
onda incidente como consecuencia del espesor no despreciable de
la célula.
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Segûn los postulados de la Optica Geomëtrica y de acuer­
do con la ec. (1.26), la fase asociada a la célula, 4i(r), esta de- 
finida como:

*(r) = ^  A(n(x,y) - 1) (1.36)

donde:

6 = A(n(x,y) - 1) (1.37)

représenta el camino ôptico y n(x,y) = (e(x,y))^^^, es el indice 
de refracciôn del medio.

En nuestro caso particular suponemos gue cada parte de 
la célula (nûcleo, citoplasma y membrana) tiene asociada un Indice 
de refracciôn y espesor constantes, de forma que la ec. (1.36) se 
puede expresar como:

3
$(r) = k 6^ (1.38)

donde el subindice i dénota cada parte de la célula. En la prâct^ 
ca esto supone asignar un valor distinto para la fase a cada zona 
considerada, y por tanto:

(P (r) =

0 < r < d^/2

dj,/2 < r < dg/2 (1.39)

"M d^/2 < r < d ^ 2

donde (pç y <Pf̂ son las fases asociadas a cada zona y las consi­
der amos constantes.
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La funciôn de transmisidn ôptica, ec. (1.29), quedarâ 
por tanto en la forma:

' t^ 0 < r < d^/2

t (r) = t. e ^ C dj^/2 < r < d^/2 (1.40)

tjj(r) e^"^M d^,/2 < r < d ^ 2

1.5.- AMPLITUD DE SCATTERING TRIDIMENSIONAL Y APROXIMACION EIKONAL.

Definida la funciôn de transmisiôn ôptica, queda por ca- 
racterizar el campo transmitido en têrminos de dicha funciôn.

En general, se supone que la cëlula biolôgica es un obje 
to inhomogéneo tridimensional que actûa como centro de scattering 
(*). Es decir, el campo emergente de la célula es un campo elêctr^ 
co de scattering cuya fôrmula general de representaciôn es una 
ecuaciôn escalar integral asociada a la ecuaciôn diferencial de on 
das, ec. (1.5) (Newton, R.G., 1966):

ECr) = E^(r)- ^  [ d^r' — — ---— )c^(e(r’)- l)]E(r') (1.41)
h  i; - F'I

donde V désigna el volumen total de la célula y r' el vector de 
posiciôn de un punto (x',y',z') de la misma (ver Fig. i ).

A partir de esta ecuaciôn la amplitud de dispersiôn o 
amplitud de scattering se puede obtener en têrminos del campo de 
scattering en aproximaciôn asintôtica. Para ello vêunos a sustituir 
el propagador del nûcleo de la integral por su comportamiento a lar 
gas distancias, es decir, veunos a pasar de una onda esférica a una 
onda plana cuando |r |

(*): Têunbién se puede utilizer el tërmino esparcimiento y en algu- 
nos casos dispersiôn. Por ello se ha elegido el tërmino anglo 
sajôn.
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En esta aproximaciôn podemos hacer las siguientes consi- 
deraciones:

e ik r - r' ,ik|r|g-iicj.r'

donde k^ = k — ^  , es el vector de propagaciôn en la direcciôn r. 

Nôtese, que por tanto, |k^[ = k.

Sustituyendo en la ec. (1.41) tenemos:

_iklrI
E(r) = E^(r) + f (k^,k) (1.42)

expresiôn aproximada para el campo total de scattering a largas - 
distancias, donde f(k^, k) représenta la amplitud para el scatte­
ring desde la direcciôn k a la direcciôn k^. De aqui en adelante 
llamaremos k' al vector k^ utilizando asî una notaciôn mâs general. 
La expresiôn de la amplitud de scattering serâ;

f(k',k) = - ^  d^r* exp{-ik’r'} (-k^ (e (r')-1) ) E ( r ’) (1.43)

Teniendo en cuenta que la longitud de onda es pequena - 
frente a las dimensiones del objeto, es decir, que podemos utili­
zer la aproximaciôn eikonal, sustituimos en (1.43) la expresiôn ob 
tenida del campo transmitido en dicha aproximaciôn, ec. (1.13):
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f(k',k) = - ^  j dx'dy'dz' exp{-ik’r'}(-k^ (e (r') - 1))

ikr' f Z '• e exp{ik/2| dz" (e(x*,y',z") - l]} (1.44)
JQ

La integral sobre el volumen total podemos desglosarla 
en dos: una sobre el piano xy, y otra a lo largo del espesor A de 
la célula:

f(it',ic) = - ^  f dx'dy'f dz'exp{ir'(k-k')}(-k:^(e(r')-l)) 
-’Sixy ^0

fZ'
exp{ik/2 dz" (e(x* ,y,z") - 1 ] }  (1.45)

■’o

Si ahora hacemos dentro del nûcleo de la integral la si- 
guiente aproximaciôn:

^iJ'(k-k‘) = g-ir'k' (1.46)

donde r ' = (x',y') y k* = (k^, k ^ ) , ya que los têrminos

exp{i(z'k^- z'kg)} y exp{i(x'k^ + y ’k^)} tienden a la unidad debi-

do a que k^ = k^ y k^ = k̂ , = 0, por ser estas ûltimas las componen

tes del vector de onda k de la onda incidente que hablamos supues- 
to en la direcciôn del eje z.

Se considéra, por tanto, que las oscilaciones propias - 
del término exponencial debido a la fase (r* (it - it')) son origina- 
das fundaunentalmente en la propagaciôn de la onda hacla adelante en 
el piano xy. Esta suposiciôn es vâlida siempre que A sea suficien- 
temente pequeno, caso de la célula biolôgica en estudio, y que el 
fenômeno de scattering hacia adelante sea importante.
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Todo esto équivale a expresar f(k',k) en aproximaciôn 
eikonal tal como ha sido desarrollado por Glauber (Glauber, R.J., 
1959) .

Asl:

f (k" ,k) = - ^  j dx' dy' J (1.47)

donde:

(•A _ fZ'
J = j dz' (-k‘̂ (e(r') - 1) exp {ik/2 J dz" ( e (x',y ' , z " ) - 1) } (1.46

0

Manipulando convenientemente J puede tambiên formularse
como:

J = - ^  l^dz' { e x p ( i k / 2 d z "  (e(x',y',z") - 1))} (1.49)

obteniéndose la expresiôn explicita para J cuando realizeunos la in 
tegraciôn:

J = - T T  {exp {ik/2 f d z ’ (e(x',y',z") - 1)} - 1} (1.50)
^ J n

que sustituida en la ec. (1.47) nos da la amplitud de scattering:

f(k',k) = (k/2TTi)f d x ’dy' e"^-'-' ,y' ,z")-1 ]_  ̂|
■'s

(1.51 )

De acuerdo con la Eq. (1.15), f(k’,k) puede formularse 
en termines de la funciôn de transmisiôn t (x ',y '):
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f (k* ,k) = - y j dx'dy* e^^'^'(t(x',y') - l) (1.52)

gue représenta la eunplitud de scattering tridimensional en aproxi 
maciôn eikonal. Esta aproximaciôn coincide con la aproximaciôn de 
la teorla de la difracciôn de Sommerfeld-Rayleigh (Cathey, W. T., 
1974). Aqui, (t(x',y')-l) représenta la amplitud compleja en un 
punto (x',y') del piano que contiene a la célula biolôgica. El ter 
mino exp(-ik'r') représenta al propagador que, en principio, es un 
frente generalizado al que se le puede asignar una geometrla arbi- 
traria.

Es de destacar que este resultado demuestra como, a tra- 
vés de una aproximaciôn eikonal, el fenômeno de scattering tridi­
mensional se hace équivalente a un fenômeno de difracciôn bidimen- 
sional.

Imponiendo las condiciones de frente cuadrâtico al propa 
gador, se obtiene f(k',k) en têrminos de una transformaciôn de Fou 
rier. Este interesante resultado permite introducir en la secciôn 
siguiente la respuesta en el piano de Fourier asociada a la célula 
biolôgica y su posterior anâlisis difraccional.

Esta aproximaciôn supone que z >> x,y; x ',y', y: 
exp{-ik'r'} - exp{-ik r r'/z} = exp{-2iri(xf^ + yfy) } siendo f^=x'/lz 
y fy=y'/Iz las frecuencias espaciales.

Nôtese que la aproximaciôn a régimen de Fraunhofer se ha 
realizado al considerar el comportamiento asintôtico del propaga­
dor en la ec. (1.41) y tomar la aproximaciôn de Glauber.

1.5.1.- Secciôn eficaz total; Intensidad Difractada

La secciôn eficaz total de scattering puede definirse en 
têrminos de la amplitud de dispersion (Newton, R.G., l'966) :
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0 = I d£2jj, if (k',k) 1^ (1.53)

es el ângulo sôlido total determlnado por la direcciôn de pro 
pagaciôn k ’.

De acuerdo con la ec. (1.52), la secciôn eficaz total - 
puede ser expresada como:

= J d x ’dy' | d x " d y " ( t ( x * , y ' ) - l)(t*(x",y") - 

1 dDj-, e^-' (1.54)
n ^

teniendo en cuenta que d O r , = i  d^k', donde el elemento diferen- 
2cial d k* es la superficie elemental perpendicular a la direcciôn

Por lo tanto:

• iilii - r') (1.55)
k^ -

donde 6^^^(r" - r ') es la 6-Dirac bidimensional. Entonces sust^ 
tuyendo en la ec. (1.54) tenemos:

0 = 1 dr'j dr"(t(x',y')-l) ( t * ( x " , y " ) - l ) Ô ^ ^ M r " - r ' )  (1.56)

y, finalmente:

o = I d \ '  |t(x’ ,y') - 1|^ (1.57)
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Esta expresiôn nos indica que la secciôn eficaz total de 
scattering es équivalente a la intensidad total difractada.

Este resultado ya ha sido obtenido para objetos inhomo- 
gëneos con geometrla cilîndrica como es el caso de una fibra ôpti 
ca (Calvo, M.L. y Juncos, P., 1979)» en el sentido de interpreter 
el fenômeno de scattering como un fenômeno de difracciôn.
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CAPITULO 2

ANALISIS DIFRACCIONAL: RESPUESTA EN EL PLANO DE FOURIER.

2.1.- INTRODUCCION.

Como vimos en el capitulo anterior, el fenômeno de es­
parcimiento o scattering producido por un objeto tridimensional 
de espesor muy pequeno pero no despreciable es équivalente a un 
fenômeno de difracciôn, cuando la observaciôn se realiza en un pla 
no suficientemente alejado del objeto, siendo la formulaeiôn anâlo 
ga a una transformaciôn de Fourier.

Por ello, en este capitulo, se aborda el estudio de la 
respuesta analitica en el piano de Fourier asociada al objeto di- 
fractante en cuestiôn, la cëlula biolôgica.

Utilizando la funciôn de transmisiôn que caractérisa a 
la célula biolôgica y que quedô definida en el capitulo anterior, 
se obtiene la cunplitud total de difracciôn y la intensidad difrac 
tada en têrminos de la transformada de Fourier de esta funciôn de 
transmisiôn. Asi mismo cada una de las contribuciones de las dis­
tintas partes de la célula a la amplitud total de difracciôn son 
tambiên estudiadas.

Al tener en cuenta las posibles caracteristicas ôpticas 
de las células biolôgicas, se han hecho distintas consideraciones 
en el comportamiento de la funciôn de transmisiôn, estudiândose 
en todos los casos la amplitud total de difracciôn. Entre ellas 
cad)e destacar la consideraciôn de la célula como objeto de fase, 
siendo los valores de las fases asociadas pequenas y menores que 
la unidad, por ser ê 'sta una situaciôn cercana a la realidad para 
una amplia clase de células biolôgicas. No obstante, y con objeto 
de obtener una informaciôn mâs compléta de la estructura maternât! 
ca asl como del comportamiento numérico de las respuestas en el 
piano de Fourier, se estudia igualmente el caso de una célula bio 
lôgica considerada como simple objeto de aunplitud.
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2.2.- RESPUESTA EN EL PIANO DE FOURIER.

La dlstrlbuciôn de la amplitud compleja para el campo 
difractado, ÿ CXq j Y q ), en aproximaciôn de Fraunhofer se expresa en 
têrminos de la transformada de Fourier de la funciôn de transmi­
siôn, tCx',y'), asociada a un objeto bidimensional, cuando el pla 
no que lo contiens es iluminado normalroente por una onda plana mo 
nocromâtica, como:

Y(Xo,y()) *
(2.1)

| p ( x ' , y ' )  dx' dy'

donde (Xg,yg) y (x’,y') son las coordenadas cartesianas asociadas 
respectivaunente al piano de difracciôn y al piano objeto, X es la 
longitud de onda de la radiaciôn incidente y z es la distancia en 
tre el piano objeto y el piano de observaciôn (Cathey, W.T., 1974)

Consideremos ahora un frente de onda piano y monocromâ- 
tico que incide sobre un objeto situado en el piano E^ (Fig. 4) 
que se encuentra situado a una distancia d^ < |f|. Se puede demos- 
trar (Cathey, W.T., 1974) que en el piano focal posterior de la 
lente obtenemos la aunplitud de difracciôn asociada al objeto. Esta 
distribuciôn de la amplitud esté asimisroo expresada por la ec. 
(2.1), sustituyendo z por la distancia focal de la lente. En todo 
el desarrollo posterior serâ esta situaciôn fisica la considerada.

Asl pues, la amplitud de difracciôn asociada al objeto 
se calcula sustituyendo en la ec. (2.1) la funciôn definida en la 
e c . (1.40). Por presenter esta funciôn simetria circular es conve- 
niente expresar la amplitud de difracciôn en coordenadas polares. 
Esto supone realizar una transformaciôn de Bessel-Fourier o tran£ 
formada de Hankel de orden cero. La ec. (2.1) serâ ahora:



E
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ctén de ta nej!>pue.ùta en et ptano de Tounten.
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V(rQ) = Y &  2tt f r' t(r') J q (2irr'rg/Xf ) d r ’ (2.2)
 ̂0

siendo:
2it

J,l.l . ^  I e-i> '« - ♦> de (2.3)
0

la funciôn de Bessel de primera clase y orden cero (Papoulis, A., 
1968).

Por tanto, si sustituimos en la ec. (2.2) la funciôn de 
transmisiôn asociada a la célula biolôgica tendremos:

2 V 2_ikf ikr-/2f r f -î *
y (tg) =     2ïï I j r ’ t^ e (2irr ' p) dr'

ié+ r' t- e J. (2Trr'p) dr* +

• V 2
+ [ r ’ t_ ( r ’) e^*M J. (2iTr’p) dr' 1 (2.4)

Jd^/2 ** ° J

Considerando la siguiente igualdad:

j iP ^ Jp(Ç) dC - xP ^ Jp ^ i(x) (2.5)

(Abramowitz & Stegun, 1972) y desdoblando convenientemente los in 
tervalos de integraciôn, se resuelven las dos primeras intégrales 
que aparecen en la igualdad (2.4):
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nr„, . 3, f ^  .
° iXf  ̂ 4 ^  TTpdjj

tç, e^'^C 2 Ji(^Pdc^ ^C C ,2
^C+   - —     ^irpd^ 4 TTpd^

ié 1r' t„(r') e^’M  J.(2irr'p) dr* (2.6)
Jd /2 ** ° = r /Xf

El cuarto tërmino del lado derecho de la ec. (2.6) es 
una integral cuyo resultado contiene informaciôn de la eunplitud 
de difracciôn asociada a la membrana celular cuya funciôn de tran£ 
misiôn ha sido definida como:

t^(r-) = — --- —  _ (2r* - d-,)^ + t
^  ( d ^ - d ^ ) 2  C C

Llevando esta ûltima relaciôn a la integral se obtiene:

id. t - t_ . .
r' t_Cr') e^^M J.(2ïïr'p) dr' = — ----   _ e^^M

'dg/2 “  ° (d^ - d(,)2

d ^ 2  d^/2f [ 4r ' ̂  J-(2Trr'p) dr' - 4 dp [ r ’^ (2Trr ' p) dr' +
I Jdp/2 ° ^ Jdp/2 °

.-•2
' C  "

2 1 i*+ dp r' J.(2irr'p) dr' + tp e r' J-(2Trr'p) dr'
^ U ^ / 2  ° J U ^ / 2  ^ °

(2.7)
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Considerando la ley de recurrencia de las funciones de 
Bessel (Abramowitz & Stegun, 1972):

y desdoblemdo el intervalo de integraciôn, se puede resolver la 
primera integral gue aparece a la derecha de la igualdad (2.7).
La segunda integral se resuelve teniendo en cuenta la definiciôn 
general de la integral de las funciones de Bessel con dependencia 
polinômica en la variable (Abraunowitz & Stegun, 1972):

z + ^) -
lo‘ “

siendo F (a) la funciôn gamma.

En nuestro caso p = 2 y v = 0, que sustituidas en la ex 
presiôn anterior dan lugar a una serie de funciones de Bessel. La 
convergencia de la serie obtenida se discute en el Apéndice A. Por 
tanto, la segunda integral de la derecha de la ec. (2.7) quedarla, 
considerando los intervalos de integraciôn adecuados, en la forma:

r ’^ jQ(2irr'p) dr' = —  (-0.25) E (2k+l) F ()t-V2) j (irpd )
%  ° 8 Tip k=0 F(k+5/2) ^

2 
T

8 Tip k=0 F(k+5/2)

(2.8)

Las dos ûltimas intégrales de la expresiôn (2.7) se re­
suelven aplicando la relaciôn (2.5).



- 36 -

Finalmente la distribuciôn de la amplitud de difracciôn 
puede escribirse como:

Ÿtr.) = —  e^^^ gikrQ/2f  ̂ ^ (p)
" iXf i=l ^

(2.9)

P = r^/Xf

donde A^(p) représenta las contribuciones de cada paurte de la cê- 
lula (nûcleo, citoplasma y membrana) a la amplitud total de difrac 
ciôn. Asi, la contribuciôn nuclear serâ:

A, («1 • (t^ - t. e‘-*C) ^  (2.10)

Se puede apreciar cdmo este resultado es anâlogo al que 
se obtiene cuando la funciôn de transmisiôn corresponde a la de 
una abertura circular. La respuesta es proporcional a la funciôn 
de Airy cuyo argumento depende del diâmetro nuclear. Teniendo en 
cuenta la Propiedad de Similaridad de la Transformada de Fourier 
(*), esta contribuciôn serâ la mâs extendida en el piano de Fou­
rier. Los factores complejos que multiplican a la funciôn de Airy 
son consecuencia de la discontinuidad existante en la funciôn de 
transmisiôn al pasar del nûcleo al citoplasma, que se mamifiesta 
como la diferencia entre los factores de transmisiôn asociados a 
estas dos regiones de la célula(Calvo, M.L. et a l . , 1984).

t*) ; g Car) = l/a G(p/a)



- 37 -

La contribuciôn asociada al citoplasma es:

X,(p) . t. C.‘*C - e^*M) ^  h c j ç
^ ^ 4 irpdj, (d,p - dç)^

 ̂ d^ J^lTTpd^) d^ (:rpd^) d^ J^(:rpd^) ^

4 irpd^ 2irp irpd^ 4 irpd^

- (- 0.25)
(d^ - dp)^ 2TTP

. Z J- (TTpd ) (2.11)
k=0 r (k+5/2) ^

El primer término de (.2.11) es équivalente al obtenido 
en la contribuciôn nuclear, y de igual manera, depende de la fun­
ciôn de Airy, que ahora tiene el argumento proporcional al diâme­
tro asociado al citoplasma. Los factores que multiplican a la fun 
ciôn de Airy son resultado de la discontinuidad que presentan las 
fases asociadas a cada zona, que hacen que la funciôn de transmi­
siôn no sea continua al pasar de una zona a otra. Es, pues, esta 
diferencia de fases la que da lugar al fenômeno de difracciôn en 
el borde citoplasma-membrana.

Los têrminos segundo y tercero de la expresiôn (2.11) 
son consecuencia de la definiciôn dada para el factor de transmi­
siôn de la membrana celular. Como se recordarâ este factor respon 
dîa a una funciôn parabôlica y continua que hace que el factor de 
transmisiôn varie de t^ a t^ de forma muy suave. Por esta razon 
no existe una discontinuidad en el borde que sea responsable del 
fenômeno de difracciôn, sino que existirân infinites bordes ya que



toma un valor distinto para cada r ' comprendido entre d^/2
y V 2 *

La contribuciôn de la membrana es:

A,(p, . V  Û  ,
4 TTpd^ (d^ - d^)^

^d^ d^ J^Cïïpd^) d^ (?pd^) d^ (irpd^) ̂

4 TTpd̂ j, 2:ip rpd^ 4 Tpdp

+ e^*M ^ î L l i Ç  (- 0.25) .
(d_, - dp) 2ttp

. I (2)(+l)rik2 l/2)_ J (TTpd ) (2.12)
k=0 r (k+5/2) ^

El primer sumando de esta contribuciôn es consecuencia 
de la difracciôn asociada al borde mâs exterior de la cëlula. Al 
igual que en los casos cmteriores depende de la funciôn de Airy de 
argumento proporcional al diâmetro total celular. Los demâs têrmi­
nos que aparecen en la expresiôn (2.12) tienen una interpretaciôn 
anâloga a la realizada en la contribuciôn del citoplasma.

2.3.- EFECTO DEL DESPLAZAMIENTO DEL NUCLEO SOBRE LA RESPUESTA EN 
EL PLANO DE FOURIER.

Un amplio porcentaje de las células biolôgicas presen­
tan su nûcleo desplazado con respecto al centro de simetria. La 
posiciôn del nûcleo varia de unas células a otras, dentro incluso 
de especimenes biolôgicos que pertenecen a un mismo grupo. Debien
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do suponerse, como norma general, que dicha posiciôn es aleatoria; 
esta situaciôn fuerza a redéfinir la funciôn de transmisiôn, ec. 
(1.40), de forma que se tenga en cuenta este fenômeno. En la Fig.
5 se représenta la nueva funciôn, siendo E el vector desplazamien 
to del nûcleo. En esta figura puede apreciarse cômo la funciôn de 
transmisiôn pierde la simetria circular pasando a depender de las 
variables radial y angular (Chevalier, M. et a l . , 1983). Asl tendre 
mos que:

t (r ' ) -► t Cr ' , 0 )

y la expresiôn de la funciôn de transmisiôn serâ en coordenadas 
polares:

t(r',8) =

t^ e'-'̂ N - t^

te

t^(r') e^^M

(r'2- E(r',8)) s. (d^/2)^

0 s r' < d_/2 (2.1:

<3^/2 <r' < d^/2

donde E ( r ’,0) représenta la funciôn desplazamiento. En el Apéndice 
B se calcula la transformada de Fourier asociada a esta funciôn, 
obteniéndose que la distribuciôn de amplitud es:

Y (r^) = —  e^*^^ E A^(p)
iXf i=l p = r^/Xf

(2.14

siendo la contribuciôn nuclear:

A,(p) = - t. e^*C, ^
4 TTpdjj

[2.15

Este resultado es anâlogo al obtenido en el apartado 2.2 
diferenciândose unicamente en el factor de fase que depende del 
desplazeuniento asociado al nûcleo.
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Las contribuciones del citoplasma, (p), y de la mem­
brana, AgIp), coinciden con las obtenidas cuando el nûcleo no esta 
desplazado (ecs. (2.11) y (2.12)), razôn por la cual no se inclu- 
yen aqui.

Como conclusi6n podemos decir que la ûnica modificaciôn 
que sufre la distribuciôn de amplitud en el piano de Fourier es 
la apariciôn de un tërmino de fase adicional, proporcional al de£ 
plazamiento y que afecta unicamente a la contribuciôn nucleau:.

La distribuciôn de intensidad se calcula como:

I(r.) = y(r„)')'*(r„) = {A?(r„) + A?(r„) + A^(r.) +"O' ^0' P P  " 2 '"O'

+ 2 Re [cAp^) + ( A p p  + (Ap*)]} (2.16)

Esta distribuciôn présenta factores interferenciales 
que dependen del desplazcuniento asociado al nûcleo.

2.4.- PARTICULARIDADES EN LA FUNCION DE TRANSMISION: VARIACIONES 
DE LA RESPUESTA EN EL PLANO DE FOURIER.

En el apartado 2.2 se ha estudiado la respuesta en el 
piano de Fourier cuando se asociaüsa a la cëlula biolôgica una fun 
ciôn de transmisiôn compleja en la forma:

t ( r ’) = A(r') e^^ ^

que implica suponer que la célula es un objeto que ad)sorbe radia­
ciôn y que tiene un espesor no despreciable (ver Secciôn 1.3). A 
continuaciôn estudiaremos ciertas particularidades en la funciôn 
de transmisiôn que estan relacionadas con comportamientos mâs prô
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xinos a la morfologla real de una célula bloldgica, por lo que a 
su descripciôn macroscôpica se refiere.

2.4.1.- La célula como obieto de fase.

Considerar a la célula como un objeto exclusiveunente de 
fase signifies matematicanente que:

= 1

Sustituyendo estos valores en el factor de transmisidn 
asociado a la membrana (ec. C1.35)), obteneroos que t^(r') = 1, per 
diêndose el caracter de continuidad existente entre los factores 
de transmisiôn del citoplasma y de la membrana.

Bajo estas condiciones la funciôn de transmisiôn serâ
ahora:

(r-) = =

re^*N 0 < r < djj/2

ei*C d^/2 < r < d^/2 (2.17)

< r < d^/2

y por tanto | t ( r ' ) = 1 en cualquiera de las regiones de la célu 
la. FisiCcunente, esto signifies que la célula es un objeto trans­
parente siendo ésta la situaciôn més comûn a la mayorfa de las 
células bioldgicas. Por ello, el estudio de las mismas requiere, 
en la mayorla de los casos, la utilizacién de técnicas especiales 
que permitan su observacidn. Tal es el caso, por ejemplo, de las 
técnicas de observaciôn por contraste de fase para el estudio de 
células inmersas en preparaciones cuyas propiedades dpticas es tan 
rouy prdximas a las de la célula. Como es seü?ido este método tiene 
la ventaja de no tener que someter a los especfmenes bioldgicos a 
procesos de tincidn, que siempre conllevan modificaciones en sus 
propiedades.
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Interesa comentar que si bien el coeficiente de atenua- 
cidn de la célula se hace igual a la unidad, la seccidn eficaz to
tal no se anula. En efecto, volviendo a la ec. (1.57) se obtiene 
en este caso:

a = i j d ^ r ' d  - Re [t(x',y')j} (2.18)

Es decir, de acuerdo con (2.13):

0 = Zjd^r'(1 - cos $ (x',y ')} (2.19)

lo cual implies fisicaunente que el fendmeno de scattering se si-
gue produciendo y, por tanto, puede ser estudiado por las técnicas
de anélisis difraccional.

Ndtese que a solo se anularla para valores de la fase ta 
les que (J>(x',y') = 0, lo cual, a su vez, significarfa la no exis- 
tencia de centros de scattering.

En la ec. (2.17) 4»̂  y son los factores de fase
asociados a cada parte de la célula. Asumimos que éstas tienen un
espesor no despreciable y por tanto, las fases son constantes y 
mayores que la unidad.

La eunplitud de difraccidn serâ, al igual que en el caso
anterior:

Ÿ(rQ) - —  e^^^ ï A.(p) (2.20)
" iXf i=l ^

siendo A^(p) la contribucidn de cada parte de la célula a la eun- 
plitud total de difraccidn. Cada una de ellas se calcula poniendo 
tjj = t^ = tjj = 1 en su ecuacidn correspondiente (ecs. (2.10), 
(2.11) y (2.12)). Asi tendremos que:
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L.WI - (.^♦h - el*CI V ü V  12.21)
4 upd^

AgLp) = le^*C - ei*M) —  ^ (2.22)
4 irpd-

A, (.p) = e^*M —  (2.23)
4 1TP*T

Asl, pues, la contribucidn debida al nûcleo es anâloga 
a la obtenida en el caso general. Se obtiene una funcidn de Airy 
multiplicada por la diferencia entre los factores de transmisidn 
del ndcleo y del citoplasma. Ndtese, que en este caso, el fendme- 
no de difraccidn se produce como consecuencia de la diferencia que 
existe entre las fases.

Las contribuciones del citoplasma (ec. (2.22)) y de la 
membrana (ec. (2.23)) quedem mucho mds simplifiesdas debido a que 
los factores de transmisidn asociados al citoplasma y a la membra 
na, tj, y t^, son constantes e iguales a la unidad, perdiëndose la 
contribucidn originsda por la variacidn parabdlica asociada a la 
membrana. En este caso, A 2 (p) y A^(p) dependen exclusivamente de 
la funcidn de Airy cuyo argumente es mûltiplo de los diâmetros del 
citoplasma y total de la célula. En A^(p) el factor que multiplies 
a la funcidn de Airy tiene dependencia unicamente con debido a 
que la difraccidn esté originada en este caso por el salto brusco 
que se produce entre la parte més externa de la célula y el medio 
que la contiene, cuya fase asociada es nuls.

La distribucidn de la intensidad en el piano de difrac­
cidn se obtiene como:
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ICTq I = 'J'(rQ) y*CrQl (2.24)

2.4.1.1.- Efecto del desplazamiento del nûcleo.

La funcidn de transmisidn en este caso se obtiene susti­
tuyendo en la ec. (2.13) los factores de transmisidn por la unidad, 
teniendo entonces que:

e—  —  "       - 2

t(r' ,6) =

- e^*C 0 < (r'2_ E(r',8)) < (d%/2)

0 < r ’ < d^/2

0 < r' < dm/2 (2.25)

La distribucidn de zunplitud, al igual que en los casos 
êuiteriores, vuelve a obtenerse como suma de très têrminos que co- 
rresponden a las contribuciones del nûcleo, citoplasma y membrana 
respectiveunente.

Como ya se apuntd en el Apartado 2.4 el desplazamiento 
del nûcleo sdlo afecta a la contribucidn nuclear que est& multipli 
cada por un têrmino de fase que depende del desplazaunient o . Asf 
pues, la contribucidn nuclear se expresarâ en este caso como:

A. (p) = e" P ^ (e^^N - e^*C) —  (2.26)
4

Como consecuencia la aunplitud total estarà afectada de 
un factor de fase, y la distribucidn de intensidad, tambien expre 
sada en este caso por la ec. (2.16), presentarâ têrminos interfe- 
renciales dependientes del desplazamiento.
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2.4.2.- La célula como objeto de aunplitud.

Considerar a la célula como un objeto de amplitud supo- 
ne despreciar los posibles efectos en la difraccidn derivados de 
las fases. Se supone pues:

= 0 (2.27)

Esto impiica que en la ec. (1,21) el término de fase ei- 
konal se hace igual a la unidad y, por tanto, la funcidn de trans^ 
misidn es real y depende unicamente del coeficiente de atenuacidn 
A ( x ',y '). Como consecuencia, si considérâmes la ec. (1.24) tendre 
mos que Re e(x',y') = 1, y considerando la ec. (1.23),
Im e(x',y') > 0. Asf pues, la presencia de la célula no modifica- 
ré la fase de la onda incidente pero, a diferencia del caso ante­
rior, absorberé energla.

La funcidn de transmisidn definida en la ec. (1.39) se 
expreseuré ahora como:

^ S  0 < r < <y/2

t ( r ’) = A(r') = t^ d^/2 < r < d^/2

t^(r') d^/2 < r < d,^/2 (2.28)

La seccidn eficaz definida en la ec. (1.57) depende de 
una funcidn que es estricteunente real.

La respuesta en el piano de Fourier seré:

Y(r_) = —  e^’̂ ^ gikrg/2f ^ a  (p) 1 (2.29)
I p . r ^ / X f

Sustituyendo la condicidn expresada por la ec. (2.21) en 
las expresiones (2.10), (2.11) y (2.12) obtendremos las très con-
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tribuclones a la amplitud total. La contribucidn del nûcleo serâ:

df J,Cirpd^)
A, Cp ) - lt« - t_) ^  --- —  (2.30)
^ ^  4 xpd„

La contribucidn del citoplasma:

t ^  -  t -  dp J . (irpdp) dp J-(iTpdp)
A (p) - 2!---- Ç  {_ -1-----Ç------ 9_  Ç- +

ld.j, - dg) 4 irpdg. 2irp irpd^

^ 4  (-0.25) .
4 dg (dr - dg)" 4

. z -  ̂  ~ "^2k+l(^P^c) (2.31)k«0 r(k + 5/2) ^

y finalmente, la contribucidn de la membrana celular: 

,2 ----------  . . .2dl J, (irp<!L.) t - t d‘ d; J,(irp<L)
A,(p) - tp - i  -±--- ^  +---2---- £ { _ £ _ 2  _i--- +

4 irpdm (dm - d^)-^ 4 irpd̂

d

T ""C

C- 0.25) Z — -■ "^2k+l(^P4")2itp k-0 r(k + 5/2)

(2.32)
En este caso las tres contribuciones son reales. Cabe re 

saltar cdmo ahora, en la contribucidn asociada al citoplasma, no 
aparece el término que dependla de la funcidn de Airy. Esto se de- 
be a que la funcidn de transmisidn (2.28) es continua y no existe
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borde deflnido entre el citoplasma y la membrana que origine un 
fendmeno de difraccidn. La interpretacidn de estas tres expresio­
nes es anâloga a la realizada en el caso general.

La intensidad en el piano de Fourier se obtiene como:

I(p) - Y(p) Y*(p) - 2 (ne 'J'(p)]^ (2.33)

de cuya interpretacidn numérica se podré obtener las posibles va- 
riaciones del patrdn de difraccidn respecte del obtenido al supo- 
ner la célula como objeto de fase puro o como objeto de fase y am 
plitud. Aspectos que seran comentados en posteriores capitules.

2.4.2.1.- Efecto del desplazeuniento del nûcleo.

Al sustituir en la ec. (2.13) los factores de fase por 
cero obtenemos la siguiente expresidn para la funcidn de transmi­
sidn:

' tjj - tj, 0 < (r'^ - E(r‘,6)) < (d^/2)^

t(r' ,6) t(. 0 < r* < d(,/2

t^(r') 0 < r' < d ^ 2  (2.34)

Al igual que en los anteriores casos estudiados, la ûni 
ca contribucidn que sufre modificaciones es la contribucidn nu­
clear cuya expresidn seré ahora:

. t.) ^  ‘2.35)
*

Las distribuciones de amplitud e intensidad se ven afee 
tadas por el término de fase dependiente del desplazeuniento en 
igual forma que en los apartados 2.3 y 2.1.1.
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2.5.- APROXIMACIONES PARA VALORES DE FASE PEQDESOS.

En todos los casos hasta ahora estudiados hemos supuesto 
que las fases asociadas a cada parte de la célula, y
eran constantes no despreciables. Recuérdese que segûn la Optica 
Geométrica la fase asociada a un objeto depende del espesor A y 
del Indice de refraccidn (* » 2s/X A(n^ - 1)). En este apartado va 
BIOS a considerar que A es nuy pequeno y que, por ello, las fases 
tomarén valores menores que la unidad (Chevalier, M. et a l . , 1985).

2.5.1.- Caso general.

Teniendo en cuenta la hipdtesis anterior, la funcidn de 
transmisidn definida como:

t(r') - Air') 

puede ahora escribirse como:

t(r') « A ( r ’) U  + i$(r')) (2.36)

al considerar que la fase toma valores menores que la unidad. En e^ 
ta aproximaciôn puede hacerse uso del desarrollo en serie de Taylor 
obtenlendo la expresiôn arriba indicada para la_ funcion de transmisiôn.

En la ec. (2.36) el primer término del lado derecho re­
presents la atenuacidn que sufre el haz incidente al atravesar la 
célula. El segundo término represents el haz propiamente difracta 
do por el objeto tal y como se ha constatado en la ec. (2.19).

La respuesta en el piano de Fourier asociada a esta fun 
cidn de transmisidn serâ ahora:

i(r.) « —  e^^^ gikrg/2f g 
" iXf

(tir-,)

I I I  I
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donde ACr') y ÿCr'l son las funclones deflnidas en las ecs. (1.30) 
y a . 31).

La parte real de la transformada de Bessel-Four1er serâ:

efACr')] - 2tt r A. (p) I (2.38)
' p - V A f

donde A ^ (p), AgIp) y A^(p) (partes reales de las contribucioxes 
del nûcleo, citoplasma y mexnbrana respectlvamente) colnciden con 
las expresiones (2.30), (2.31) y (2.32) obtenidas en el caso de 
amplitud.

La parte imaginaria de la transformada de Bessel-Four 1er
serâ:

gfA(r') *(r')1 - 2tt Z B, (p) I (2.39)
 ̂  ̂ i-1 ^ I p -rg/Xf

donde la parte imaginaria de la contribucidn nuclear es:

Bi(p) * (tj, - t^ $(.) 4  (2.40)
4 irpdj,

La parte imaginaria de la contribucidn citoplasmâtica es 
tâ expresada por:

dp J,(wpd ) t - t
B (p) » t ($p - V  —  —  —  + — ----   2 •

 ̂ dp (irpdp) dp Jg (updp) dp (updp) ^

4 irpdp 2?p ?pdp 4 irpdp

t„ - t„ d?
-  ^  2 T T  (-0.25)^ ■̂ 2)c+1^'^pV

(2 .4 1 )

(d.j. -  d p )“ 2ttp k»0 r ( k + 5 /2 )
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Por Ultimo, la parte imaginaria de la contribucidn aso­
ciada a la membrana e s :

4  lTpd_) t» - t
Bjtp) tp ^ * *** (d, - dp)^ ‘

 ̂ d^ <4 J^(irpdy) <4 4  j ^
4 TTpd̂ j, 2irp irpd^ 4 itpd,j,

+ ♦„ — --- —  2 (-0.25) I ĵ-̂ '*'^^X (JSl.V i l  J2j.+n(iipc
"  (d^ - dp)^ 2irp )t-0 r()c+5/2)

(2.42)

Si comparâmes estas expresiones con las obtenidas en el 
caso general (ecs. (2.10), (2.11) y (2.12)) observâmes que se di- 
ferenzian en la dependencia con las fases asociadas a cada zona 
de la célula. Mi entras que en el caso general ésta era exponencial, 
cuand) se consideran fases mucho menores que la unidad la dependen 
cia es lineal. La interpretacidn de estas tres expresiones es ané- 
loga i la hecha en el Apartado 2.2.

La distribucidn de la amplitud de difraccidn seré:

Y(r_) - -22- e^^^ gikr^/2f f j » (p) + i Z B^(p)| (2.43) 
° iXf U « 1  ^ i-1 ^ J

y la distribuci&i de intensidad en el piano de Fourier 
seré )or tanto:

, , 2  f 3 f 3
I(r„) - V(r„) y*(r„) -

(2.44)
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2.5.2.- Caso de fase.

Si la funcidn de transmisidn euiteriormente definida p -  
ra un objeto de fase era:

t C r ’) - (2.45

al considerar fases mucho menores que la unidad, puede desarroLar 
se la expresidn en serie de Taylor, como se hizo en el caso ants- 
rior, obteniéndose:

t(r') = 1 + i $(r') (2.46

Ndtese que el mddulo de la funcidn de transmisidn d e £ n ^  
da en (2.45) es:

It ( r ' ) 1 ^ = 1

mientras que en la funcidn aproximada toma el valor:

|t(r') = 1

si se desprecian têrminos de segundo grado (4>^(r*)).

La expresidn (2.46) se puede emalizar consider«mdo que 
el primer sumando del lado derecho représenta el haz incidente gue 
no sufre modificaciones debidas a la presencia del objeto, y el se 
gundo représenta el haz propiamente difractado por el objeto, ü l  
como se constatd en la ec. (2.19).

En este caso particular la amplitud de difraccidn se :al
cula como:

Ÿ(rg) » —  e^^^ g[t(r')]
iXf

Sustituyendo t(r') por la ec. (2.46) tenemos que:
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Y(r.) - —  {$11) ♦ i $l*lr')))
° iXf

Para calculer 6(1) partîmes de la expresiôn general de 
la troisformada de Bessel-Fourier:

6[gCr)| « 2s I r Jg I2srp) g(r) dr

que ei el caso en que g (r) » e**^^ se resuelve obtenlendo (Oberhet- 
tinge:. P., 1972):

[ r e"P^ Jo(ar) dr » — a \y, ; Re(p) > 0
Jq ° (a^ + p^)^/^

en nuetro caso p ■ 0, y por temto:

r Jft(2srp)
P 0 

p * 0

Es decir:

6(1) * 2s 6 (p)

AsI la distribucidn de amplitud seré: 

.2
7(ro) 1_ gikf gikrg/2f 2s|6(p) + i 6(*(r'))I (2.47)

iXf

La funcidn * (r') esté definida en la ec. (1.39) y su 
trans£>rmada de Bessel-Fourier seré:
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- 2s A j Ĉp )

donde la contribucidn nuclear es:

Aj^(p) = (4>jj - —4
TTpd^ p » r_/Xf

(2.481

La contribucidn citoplasmâtica es:

d^ J.Cspd )
A j Cp ) - ( V  - 4>„) — -----—^ c M 4

P = r./Xf
(2.49

Y por ûltimo, la contribucidn de la membrana es:

d„ J.(spd„) 
A3(p) = ^  ^

Ttpd.1, IP = r^/Xf
(2.50

Estas expresiones son équivalentes a las obtenidas en el 
caso de fase. Al igual que en el apartado anterior, la dependencia 
con la fase es zdiora lineal.

La distribucidn de la intensidad en el piano de Fourier 
se calcnila como:

{ 6(p).6(0) + } (2.51)

donde 6 (p). 6(0) implica la existencia de un spot luminoso en e. 
centro de la figura de difracciôn superpuesto con la distribuciên 
de intensidad debida al segundo sumando que aparece en la expre­
siôn (2.51).
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CAPITULO 3 

ANALISIS NUMERICO

3.1.- INTRODUCCION.

Una vez estudiada analîticamente la respuesta en el pla 
no de Fourier, en este capitulo se lleva a cabc el anâlisis numé- 
rico de las expresiones obtenidas para las distribuciones de am­
plitud compleja asi como para la distribuciôn de intensidad difraç 
tada.

Este analisis nos permitirâ obtener resultados cuantita 
tivos pudiendo, ademâs, determinar cômo influyen los distintos pa 
râmetros en el patron de difracciôn asociado a la funciôn de trans 
misiôn definida en el capitulo anterior (Gatsimpoolas, N., 1982).

La complejidad de las expresiones anallticas no permite, 
en la mayorla de los casos, determinar la influencia de cada una 
de las partes de la célula en el patrôn de difracciôn. El estudio 
numérico, sin embargo, nos proporciona esta informaciôn. Este es­
tudio se ha llevado a cabo dando valores particulares a los dife- 
rentes parâmetros que caracterizan ôpticamente a la célula (Cap.
1, Secciôn 4). Con el fin de que el comportamiento ôptico de nues 
tro modelo sea de la mayor utilidad, se han asignado valores a los 
parametros prôximos a los presumidos para una célula viva, inmersa 
en su entorno biolôgico real (Volkenshtein, M.V., 1983).

La potencla del método de calculo ha permitido obtener 
una enorme cantidad de resultados, que corresponden a células con 
diferentes funciones de transmisiôn. La coroparaciôn de los distin 
tos patrônes de difracciôn con los que puedan ser obtenidos expe- 
rimentalmente, conducira a un conocimiento bastante exacte del 
comportamiento ôptico de la célula real en cuestiôn.

En el Capitulo 4 se discutirén, a titulo de ejemplo, 
gunos resultados de este tipo.



-  57 -

3.2.- CONDICIONES GENERALES.
De entre los parametros que caracterizan una célula bio 

lôgica, bay una serie de ello» a los que asignaremos siempre los 
mismos valores, Independientemente de la situaciôn concrets que 
se esté analizandb. Estos son:

- Diametro del nucleo: d^ ■ 2 x 10”^ m.
- Diametro del citoplasma: d^ * 7.9 x 10~^ m.
- Diametro total de la célula: d,p <• 8 x 10~^ m.

que corresponden a tamaAos promedio de las células parabasales 
utilizadas en el estudio experimental. Estos valores fueron obte­
nidos con un microscopic Zeiss Universal por el método de contras
te interferencial.

- Factor de transmisiôn del nûcleo: t^ « 0.8
- Factor de transmisiôn de la membrana: t^ > 1.0

que implica suponer al nûcleo de la célula como la parte que ab­
sorbe mayor cantidad de energla y al borde mas exterior, como la 
zona mas transparente. En cualquier caso, estos valores indican 
que la célula es un objeto que absorbe débilmente la radiaciôn.

Como se apreciara, al factor de transmisiôn del citoplas^ 
ma no se le da ningûn valor fijo, consideréndole como variable en 
el estudio.

Si los valores arriba indicados se sustituyen en la Eq. 
(1.28), que relaciona el factor de atenuaciôn con la permeabili- 
dad dieléctrica c(x',y’) para medios que aborben débilmente la ra 
diaciôn, se obtiene:

- para el nûcleo: kA/2 Imc(x',y') « 0.2
- para el borde mas exterior de la membrana:

kA/2 Ifflc(x',y') « 0.0

Las constantes del sistema ôptico son:

- Longitud de onda de la radiaciôn incidente: X « 632.8 
nm, que corresponde a un laser de He-Ne.
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- Distancia focal: f * 1.8 x 10~^ m, que corresponde a 
un objet!VO de microscopio de lOOx.

La elecciôn de un objetivo de microscopio como lente 
transformadora équivale a realizar el anâlisis de Fourier de la 
célula "in vivo" (Seger, G. et al., 1977).

Hay que senalar, sin embargo, que la obtenciôn anallt^ 
ca de la Transformada de Fourier se ha realizado sin considérer 
la apertura finita de la lente transformadora. En condiciones rea 
les, la respuesta de Fourier que se obtendria estarîa convolucio- 
nada con la funciôn pupila de la lente (Hutzler, P.I.S., 1977).

En todos los casos se evalûan las amplitudes de difrac­
ciôn asociadas a cada zona de la célula, la amplitud total y la 
distribuciôn de intensidad. En los resultados grâficos hay que se 
nalar que, cuando se trata de amplitudes, se representan las par­
tes reales sobre el eje de ordenadas, sin considerar el factor de 
fase asociado a la onda que multiplica a la amplitud total, Eq. 
(2.2), salvo el factor 1/iAf, lo que implica un desfase de tt/2 en 
la parte real de las amplitudes. Si se considéra el factor de fa­
se asociado a la onda, las amplitudes que se obtienen presentan 
una fuerte oscilaciôn, como puede verse en la Graf. la, que a su 
vez estarîa modulada por la amplitud de la Transformada de Fou­
rier de que se tratase. Esta oscilaciôn enmascara la amplitud de 
la contribuciôn en estudio (Graf. 1b). En abcisas, la variable 
es, en todos los casos, la frecuencia espacial radial, p, que to 
ma valores en el intervalo comprendido entre 0 y 50 m m ~ ^ . (Lot 
intervalos indicados en las grâficas corresponden a 5 m m ~ ^ ; la eŝ  
cala de las ordenadas se adapta de manera que su totalidad corres 
ponde a la diferencia entre los valores mâximo y mînimo de la fun 
ciôn que se represents).

El estudio numérico se ha realizado en un microordeia- 
dor SHARP MZ-80B en lenguaje BASIC. Los programas utilizados en 
el câlculo se muestran en el Apéndice D.

3.3.- CASO GENERAL.

3.3.1.- Nûcleo centrado.

Se han evaluado las partes reales de las Eqs. (2.10),
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Graf. 1.- PaA-te. Ae.ai de. la ampiltud a*oc2ada a las contellu' 
clones de cada una de las zonas de la célula:
( a) Consldenando el f.acton de f.ase asociado a la 

onda (ezp (Ik^J ezp (lkn^/24JJ 
( C.J Sin consldenanlo,
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(2.11) y (2.12), que son, respectlvamente, las contribuciones aso 
ciadas al nûcleo, citoplasma y membrana, asi como la Eq. (2.9) 
que représenta la amplitud total. La distribuciôn de intensidad 
en el piano de Fourier se obtiene a partir de esta ultima segûn 
la relaciôn:

I(r^) - il»(r̂ ) \j»*(r^)

En las expresiones (2.11) y (2.12) puede observarse la 
dependencia de las contribuciones del citoplasma y de la membrana 
con una serie de funciones de Bessel de orden impar y argumentes 
proporcionales a los diâmetros asociados a cada una de estas par­
tes. Un primer paso en su estudio numérico lo ha constituido el 
définir una cota al numéro de termines que tomamos en la serie 
(en el Apéndice A se discute su convergencia), con la condiciôn 
extra de que la cota que se tome sea tal que tanto la amplitud to 
tal como la intensidad de difracciôn (que también dependen de es­
tas series) respondan a las caracter!sticas de un objeto que pré­
senta simetria circular. Este primer estudio se ha trasladado al 
Apéndice C.

a ) Anâlisis de la contribuciôn del nûcleo;

La expresiôn analitica estudiada es:

Re A^(r^) » (2x/lf) (tjj sen - t^ sen d)̂ ) —
d^ J^(TTpd^)

4 Trpdj,

y los resultados obtenidos son los siguientes:

- En el intervalo de frecuencias espaciales sobre el que 
se ha realizado el estudio, la contribuciôn del nûcleo toma siem­
pre valores positivos. La primera frecuencia de corte aparecerla 
en 61 mm~^ (d^ * 0.02 mm) que cae fuera de la regiôn estudiada; 
esta contribuciôn toma su valor mâximo en el origen, Graf. 2.

Las variaciones con los parâmetros de los que depende 
se pueden resumir como sigue:

- Esta contribuciôn se mantiene constante cuando varia 
el factor de transmisiôn del citoplasma, Graf. 2a.

- Aumenta con la fase del nûcleo, Graf. 2b.



(a)
• 1.05 KO.d.

1.55

P
(b)

Tg . 0.999

Graf. 2.- KepAe'te.iuCa.c^onti con juntas de to. paxte Aeet de te 
emplÂtud CAoctede et ndcteo.
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b) Analisis de la contribuciôn del citoplasma;

La expresiôn estudiada, en este caso, es la parte real 
de la Eq. (2.11), que puede escribirse en la forma:

t»-t_
Re AjCr^) * (2n/Xf){(sen $^-sen C^(r^) + )   2 ^en

(dx-dc)
(3.3.1)

donde y Cg son funciones independientes de las fases y de los 
factores de transmisiôn.

El predofflinio de uno de los dos sumandos sobre el otro 
es el factor que rige el comportamiento de esta contribuciôn, y 
este predominio va a depender del valor que tome el factor de tran^ 
misiôn asociado al citoplasma, t^. Para pequenas variaciones de 
este, en torno a la unidad, el factor que multiplica al segundo su 
mando puede tomar valores que difieren en varios ôrdenes de magni- 
tud. De acuerdo con esto, los resultados son:

- Cuando t„ = t„ (t- = 0.999999), el factor 
(tjj - t^)/(d^ - dg) vale 1 mm" , y como consecuencia, prédomina 
el primer sumando (funciôn de Airy). Los resultados muestran un 
comportamiento oscilatorio, Graf. 3a, independientemente del valor 
que tome la fase asociada a la membrana, como corresponde a la 
amplitud de difracciôn asociada a un objeto con simetria circular. 
Los valores a los que aparecen las frecuencias de corte estân re- 
lacionados con el diametro del citoplasma, d^. En la Tabla I se 
indican estos valores.

TABLA I

Frecuencias de corte de la parte real de la amplitud 
asociada a la contribuciôn del citoplasma para 

tç, - 0.999999

Frecuencias espaciales de corte Diâmetros 
p (mra~^) dg (mm)

15.45 0.079
28.27 0.078
41.00 0.079
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En la Graf. 3a pueden apreciarse dos minimos y dos mâx^ 
mos en el intervalo estudiado. El minimo mas importante se produ­
ce en el origen de frecuencias.

- Cuando t^ = 0.999, el factor (t^ - t^,)/(dx~ d^)^ vale 
10^ mm~^, se comienza a perder el caracter oscilatorio de esta 
contribuciôn y la funciôn toma valores negativos para p <43.8 mm~^. 
En la Graf. 3b se muestran estos resultados.

- Cuando t̂ . < 0.999, dicho factor toma valores del orden 
de 10^ mm~^, con lo cual la influencia del segundo sumando es muy 
importante y hace que la funciôn crezca ahora muy suavemente des- 
de el origen, donde toma su valor mînimo, Graf. 3c.

La dependencia de la contribuciôn del citoplasma con t^

- Cuando t^ disminuye, la funciôn toma valores mas pe- 
quenos, Graf. 3d.

- Cuando aumenta, la amplitud de la oscilaciôn se ha 
ce mas negative. Este comportamiento aparece en las 
Grafs. 3a, 3b y 3c, en las que se represents conjunta 
mente esta contribuciôn para distintos valores de
en tres casos diferentes. La primera de ellas corres­
ponde a tç * 0.999999, la segunda a t^ » 0.999 y la 
tercera, a t̂ . ■ 0.9, y ponen de manifiesto que los fe 
nômenos mas arriba analizados son independientes de 
la fase asociada a la membrana.

b) Anâlisis de la contribuciôn de la membrana;

La parte real de la contribuciôn de la membrana, Eq.
(2.12), puede expresarse, al igual que en el caso anterior, de 
la siguiente forma:

tu “ t_
Re A,(r„) » (27r/Xf) sen {M. (r^) + M,(r„) — ------  _) (3.3.2)3 0 M 1 o 2 o _ j^)2
donde y Mg son funciones definidas con el mismo criterio que
C^ y C 2 en la Eq. (3.3.1).

Las consideraciones hechas en el estudio de la contri­
buciôn del citoplasma sobre la influencia del factor
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(tĵ  - t^)/(d.p - son validas para el analisis de esta contri­
buciôn, por lo que los resultados son similares:

- Para t^ = tĵ  (t^ = 0.999999) el comportamiento asocia 
do a esta funciôn es oscilatorio. En el intervalo estudiado apare 
cen dos maximos y dos minimos, produciéndose el mâximo mas impor­
tante, a diferencia con el citoplasma, en el origen de frecuencias. 
Ambas contribuciones se encuentran, pues, en oposiciôn de fase.
En la Tabla II aparecen los valores de las frecuencias espaciales
de corte correspondientes a la Graf. 4c.

TABLA II

Frecuencias de corte asociadas a la parte real de la
amplitud de la contribuciôn de la membrana para

tj, = 0.999999
Frecuencias espaciales de corte Diâmetros

p (mm~^ ) d.p(mm)

15.26 0.0799
27.91 0.0799
40.48 0.0800

- Para t^ = 0.999 comienza a desaparecer este compor­
tamiento, obteniéndose que, en el intervalo de frecuencias estu­
diado, la funciôn toma valores positivos siempre que p < 42.59.
Por tanto, para valores de t^ que supongan un 99.9% de t^, la am­
plitud de difracciôn asociada a esta contribuciôn ya no es identi 
ficable con la que se obtendria para un objeto de geometria circu 
lar. Obsérvese la Graf. 4d.

- Para t^ < 0.999 la funciôn decrece desde el origen, 
donde toma su mâximo valor, hasta anularse sin presentar valores 
negativos. Este resultado aparece en la Graf. 4e.

La dependencia de la parte real de la amplitud de di­
fracciôn de la membrana con las variables t^ y se puede resu­
mir en los siguientes aspectos:

- Estando fija la fase de la membrana, esta contr^ 
buciôn aumenta cuando t^ decrece. En las Grafs. 4a y
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4b se representan conjuntamente las partes reales de 
la amplitud asociada a la membrana para distintos va 
lores de t^. La primera de ellas para = 0.05 rad. 
y la segunda para 4»̂  = 1.55 rad.

- Esta contribuciôn aumenta con 4)̂ , estando fijo el fac 
tor de transmisiôn del citoplasma. Este fenomeno apa- 
rece en las Grafs. 4c, 4d y 4e, en las que se repre­
sentan las contribuciones de la membrana para distin­
tos valores de 4)̂ .

Conclusiones générales sobre las très contribuciones;
- La contribuciôn del nucleo es la mas extendida, Grafs. 

5a y 5b.
- Tanto la contribuciôn del citoplasma como la de la 
membrana presentan un comportamiento desigual, segun 
los valores que tome t^. Asl, valores de t^ prôximos 
a tĵj hacen que sea importante la contribuciôn que co 
rresponde a la amplitud de difracciôn de un objeto 
circular, mientrâs que valores mas pequenos de t^, 
que supone en la prâctica dar mayor importancia al 
comportamiento parabôlico definido para la membrana, 
hacen que estas dos contribuciones se comporten como 
si no existiera un borde difractante.

- Como se puede apreciar en las Grafs. 5a, 5b y 5c, am 
bas contribuciones aparecen como si fueran simétricas 
respecto al eje de frecuencias, aunque los valores nu 
méricos que toman son, en valor absoluto, ligeramente 
diferentes.

d) Anâlisis de la distribuciôn de amplitud;
Como expresa la Eq. (2.9) la distribuciôn de amplitud 

en el piano de Fourier se obtiene como suma de las amplitudes aso 
ciadas a cada parte de la célula, lo que nos permite realizar una 
evaluaciôn numérica de la misma, como suma de las partes reales 
de cada una de las contribuciones.
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For esta razôn, la amplitud total de difracciôn, refle- 
jarâ la mayor o menor influencia que tiene cada una de las regio- 
nes consideradas en la célula. Asî, se puede ver que:

- Cuando t^ = t^ y la fase asociada a la membrana es 
pequena, la contribuciôn del nucleo prédomina sobre las otras dos, 
salvo en el origen, Graf. 5a. Este predominio aumenta con la fase 
asociada al nucleo. Como consecuencia, la distribuciôn de amplitud 
responde a una funciôn que oscila muy suavemente, decreciendo en 
el intervalo estudiado sin tomar ningûn valor negativo, Graf. 6a.

- El hecho ya mencionado de que los valores que toman 
las contribuciones del citoplasma y de la membrana sean muy simi- 
lares en valor absoluto, pero de distinto signo, hace que, aunque 
los correspondientes al nucleo sean muy pequenos frente a ellos, 
la amplitud total oscile solamente de manera suave (dependiendo 
del valor de 0̂ )̂ y sea positiva en todo el intervalo estudiado. 
Este resultado es independiente del valor de t^, Graf. 6.

- La parte real de la amplitud total solamente se mani- 
fiesta cômo una funciôn oscilante, coïi puntos de corte o ceros, 
cuando la fase del nucleo es muy pequena ( =  0.05 rad.) indepen 
dientemente del valor que tome el factor de transmisiôn asociado 
al citoplasma, Graf. 7a. Estas oscilaciones se hacen mayores cuan 
do aumenta la fase asociada a la membrana (excepte cuando y 
valen 0.05 rad), Graf. 7c. La amplitud total, présenta, en este 
caso, dos mâximos y dos minimos, estando en el origen el maximo 
mas importante. La anchura de los mâximos y minimos varia con los 
valores de t^ y 4)̂  de forma que, cuando t^ y aumentan, el mâx^ 
mo principal y el segundo mâximo son mas estrechos, mientras que 
los dos minimos se ensanchan. En la Tabla III aparecen las fre­
cuencias de corte para distintos valores de y y se puede ver 
cômo en ningûn caso corresponden a las frecuencias caracterlsticas 
asociadas a las dimensiones del objeto difractante, sino a dimen- 
siones mayores.
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TABLA III

Frecuencias espaciales de corte asociadas a 
la parte real de la amplitud total

Frecuencias 
p(mm~^)

Diamètres Frecuencias Diamètres
d (mm)

t^ = 0.999999
p(mm~^) d (mm)

te = 0.9

0.55
12.361 
21.901 
36.351

0.099
0.102
0.089

12.421 
21.721 
36.391

0.098
0.103
0.089

0.55

11 .241 0.108 11.261 0.108
1 .55 21.991 0.102 21.901 0.102 1 .55

35.561 0.091 31.571 0.103

En resumen, la parte real de la amplitud total présenta 
las siguientes dependencias con los paramétrés:

- Para 4> y <t>ĵ fijos, el comportamiento de la amplitud
de difracciôn es independiente de te» Graf. 7a.

- Para te y fijos, la distribuciôn de amplitud toma 
valores mayores cuanto mayor es haciéndose, al 
mismo tiempo, menos oscilante, Graf. 7b.

M- Para te y fijos, se aprecia cômo al aumentar $ 
aumentan las oscilaciones, Grafs. 7c y 7d.

e ) Anâlisis de la distribuciôn de intensidad:
La distribuciôn de intensidad ha side evaluada como se 

indica al principle de este apartado. Los resultados muestran que 
esta distribuciôn présenta siempre un mâximo central y très mâxi­
mos secundarios. Con objeto de realizar un estudio cuantitativo 
de estes mâximos secundarios, se ha suprimido la representaciôn 
del mâximo central, aumentando considerablemente la magnitud de 
los secundarios para, de esta forma, poder estudiar su evoluciôn
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con los distintos parametros. La dependencia que présenta la di£ 
tribuciôn de intensidad con éstos es la siguiente:

- Para y t^ fijos, a medida que aumenta la fase aso 
ciada a la membrana, los mâximos secundarios toman valores lige­
ramente mas pequenos, de forma que la distribuciôn de energla, 
independientemente del valor de es la siguiente: El primer 
mâximo contiene el 2% de la energia, el segundo, el 0.3% y el ter 
cero el 0.2%. En la Graf. 8a se muestra este resultado.

- Para y fijos, cuando disminuye t^ se observa que 
los valores que toman los mâximos secundarios son mâs pequenos. 
Este es un resultado lôgico ya que cuanto menor es t̂ ,, el citoplas 
ma de la célula (que es la parte mâs extensa) absorbe un mayor por 
centaje de la energla incidente. El valor que toma el mâximo cen­
tral, por ejemplo, para t̂ , = 0.9, es el 80% del que toma para t^
= 0.999999. En la Graf. 8b se representan conjuntamente las distri 
buciones de intensidad asociadas a diferentes valores de t^.

- Para t^ y fijos, se puede apreciar cômo a medida
que aumenta la fase del nucleo, , hay una redistribueion de la 
energla de forma que el mâximo central se hace mâs pequeno, el 
primer mâximo secundario aumenta, el segundo disminuye y el ter- 
cero crece, de tal suerte que para ciertos valores de los parâme 
tros este tercer mâximo secundario se hace mayor que el segundo. 
En la Tabla IV aparecen los valores que ponen de manifiesto este 
fenômeno y en la Graf. 8c se muestra su comportamiento.

Las frecuencias a las que aparecen los minimos varlan 
con los valores que toman los parâmetros, siendo la variaciôn mâs 
importante la debida a Tabla V, modificândose las anchuras de 
los mâximos secundarios de la siguiente manera: Cuando aumenta 
se ensancha el primero y el tercero y se estrecha el segundo.
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TABLA IV
Valores normalizados de los mâximos de la 

distribuciôn de intensidad

"c = 0.999999 0.999 0.9

Max. pal. 1 . 1 . 1 .
1®^ max. 
2 2 max.

0.3913 
0.0019

0.0391
0.0020

0.0399
0.0022 4>M = 0.05 rad

3®^ max. 0.0037 0.0038 0.0040

Max. pal. 1 . 1 . 1 .
1 max. 
2 2 max.

0.0024
0.0020

0.0392
0.0020

0.0394
0.0023

(Dm = 1.55 rad

3®^ max. 0.0037 0.0036 0.0036

TABLA V
Variaciôn de los valores de las frecuencias espaciales 

asociadas a los minimos con para

(rad.)
'-C
0.05

N
0.999999 y <»)„ = 0.05 rad.

0.55 1.05 1.55

1®^ min. 14.95 14.95 14.7 14.2
2» min. 28.2 28.45 29.2 30.2
3®^ min. 40.2 39.95 39.45 38.7

Los valores de los parâmetros para los cuales se obtie- 
nen las frecuencias asociadas a las dimensiones del objeto son 
(recuérdese que estas permancen constantes en todo el câlculo):
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- Para = 0.05 rad. y cualquier valor que tome el fac 
tor de transmisiôn de t^ o la fase asociada a la mem­
brana, los valores de las frecuencias se corresponden 
con el diâmetro total de la célula.

- Para valores de mayores, las frecuencias correspon 
den a dimensiones mayores.

De estos dos ûltimos resultados se deduce una importan­
te consecuencia, pues se pone de manifiesto que el patrôn de di­
fracciôn contiene informaciôn relative a las propiedades ôpticas 
de una célula biolôgica, siendo sensible a la variaciôn de los pa 
rametros que rigen su comportamiento como objeto de amplitud y fa 
se difractante: t^, t^, tĵ  y y i(î. Este resultado implica
la validez del método difraccional para extraer informaciôn de 
una célula. La calidad de la informaciôn obtenida estara, conse- 
cuentemente, relacionada con la sensibilidad del detector utilize 
do en el registro. Sobre este punto se volverâ mas adelante.

3.3.2.- Efecto debldo al desplazamiento del nucleo respecto al 
centro de simetrîa.

Como se dedujo en el Capîtulo 2, Secciôn 2.3, cuando el 
nucleo se encuentra desplazado con respecto al centro de simetrîa 
de la célula, aparece un factor de fase que depende del producto 
escalar del vector desplazamiento Ê por el vector de la variable 
radial asociada al piano de difracciôn. Este factor aparece mult^ 
plicando a la amplitud de difracciôn asociada a la contribuciôn 
del nucleo.

Las amplitudes de difracciôn correspondientes a las con 
tribuciones del citoplasma y de la membrana permanecen sin modify 
carse, razôn por la cual, en este apartado, solo serân analizadas 
las partes reales de la Eq. (2.15), que corresponde a la amplitud 
asociada a la contribuciôn del nucleo, y de la Eq. (2.14), que co 
rresponde a la amplitud total. Asimismo, se estudia la distribu­
ciôn de intensidad de difracciôn, Eq. (2.16).

Este estudio se lia realizado para cinco valores distin­
tos del môdulo del vector desplazamiento, que corresponden a cinco
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posiciones diferentes del nucleo. Dichos valores son: 0.005 mm,
0.01 mm, 0.015 mm, 0.02 mm y 0.025 mm, el ultimo de los cuales 
represents la posiciôn en la cual el borde del nucleo coincide 
con el borde del citoplasma-membrana. Los resultados se comparan 
con los del Caso General, que corresponden a |Ë | = 0  mm.

a) Anâlisis de la contribuciôn del nucleo.
La expresiôn analizada es la parte real de la Eq. (2.15),

es decir:

Re A^(r^) = (2ir/Xf) (t^ sen ($^ - 2irpË) - t^ sen i<t>̂ - 2n pË)) 
d^ J, (TTpd̂ )
—    = I A. ( r ) I COS ( 2irpÊ - ç)

donde - 2ttpË es el factor de fase debido al desplazamiento y ç 
es la fase de la amplitud asociada a la contribuciôn del nucleo 
cuando no estâ desplazado, independiente de p. Las frecuencia de 
oscilaciôn de las funciones sinusoïdales son, en ambos casos, 
iguales a |Ê|.

Cuando el nucleo se encuentra centrado, la amplitud 
asociada a su contribuciôn es positiva en todo el intervalo, to- 
mando su mâximo valor en el origen. En el caso présente, y como 
puede observarse en la expresiôn de Re A^(r^), la fase de la am­
plitud depende ahora de p y de |Ë| y, como consecuencia, el mâxi^ 
mo de la funciôn no corresponde al origen de frecuencias espacia 
les. En la Graf. 9 se represents |Ê| en funciôn del valor de la 
frecuencia espacial asociada al mâximo de la funciôn. Se observa 
que la frecuencia a la que aparece el mâximo central, primero au 
menta con Ë hasta que este alcanza el valor de 0.003 mm, y deŝ  
pués, disminuye.

En la Tabla VI se dan los valores de las frecuencias 
espaciales a los que aparecen los mâximos, minimos y ceros, para 
los distintos desplazamientos, en el intervalo comprendido entre 
0 y 50 mm~^. En ella se observa cômo la funciôn se hace oscilato 
ria, debido al factor de fase introducido. Las frecuencias de
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TABLA VI
Variaciôn de las frecuencias a las que aparecen los mâximos, 

minimos y ceros de la parte real de la amplitud de la 
contribuciôn del nucleo para t^ = 0.999

p (mm~^)
IËI (mm) = 0.05 rad. = 1.55 rad.

0.00001 Max. 0.45 0.00
0.00005 Max. 2.2 0.45
0.0005 Max. 15.45 3.95
0.005 Max. 23.45 1 4.45

Max. 1 7.95 11.45
0.01 Cero 47.7 39.2

Min. - 48.45
Max. 13.45 8.45

0.01 5 Cero 31 .7 26.2
Min. 42.2 37.7
Max. 10.7 6.7
Cero 23.7 19.7
Min. 33.7 29.95
Cero 48.7 44.7
Max. 8.7 5.45
Cero 18.95 17.7

0.025 Min. 27.7 24.7
Cero 38.95 35.7
Max. - 43.2
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Corte y los mâximos y minimos secundarios, aparecen para valores 
tanto menores de p cuanto mayor es la fase del nucleo.

Ante estos resultados parece interesante ampliar el in 
tervalo de estudio a la region de las frecuencias negativas, con 
el fin de estudiar la simetrîa de la funciôn con respecto al ori 
gen de frecuencias. El intervalo examinado va ahora desde - 25 
mm~^ a 25 mm \  En la Graf. 10 se han representado las partes 
reales de la amplitud asociada a esta contribuciôn, para cada 
uno de los valores dados del desplazamiento. En todas las figu­
ras se puede comprobar cômo la parte real de la amplitud del nu­
cleo pierde la simetrîa respecto al eje de ordenadas. Estos fenô 
menos se producen independientemente de los valores que tengan 
el factor de transmisiôn del citoplasma, t^, y la fase del nu­
cleo.

En la Graf. lia se representan conjuntamente las ampli 
tudes de la contribuciôn del nucleo para distintos valores del 
parâmetro t^ y dos valores fijos del desplazamiento: 0.005 mm y 
0.025 mm, y en ambas se observa cômo los valores absolutos de 
los mâximos y mînimos aumentan cuando aumenta t^, para un valor 
fijo de De la misma forma, fijando t^, se observa cômo estos 
valores absolutos aumentan con la fase del nucleo, Graf. 11b. En 
la Graf. 11c se representan conjuntamente las amplitudes de la 
contribuciôn del nucleo para distintos valores del desplazamien­
to. En ellas se muestra cômo la amplitud asociada a esta contri­
buciôn aumenta en oscilaciôn cuanto mayor es el desplazamiento, 
asî como que el mâximo principal aumenta con |Ê|. En las Tablas 
VII y VIII aparecen las variaciones relativas de mâximos y mîni­
mos con la fase del nucleo y con t^, respectivamente.
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TABLA VII
Variaciôn relativa de los valores de los mâximos y mînimos 

de la parte real de la amplitud de la contribuciôn del nucleo 
con para |Ë| = 0.015 mm y t^ = 0.999

(rad) 0.05 0.55 1 .05 1 .55

Mâximos
Minimos

0.1507 
- 0.1166

0.4174
0.4619

0.7326
0.7900

1 .0 00 0  

1. 000 0

TABLA VIII
Variaciôn relativa de los valores de los mâximos y mînimos 

de la parte real de la amplitud de la contribuciôn del nucleo 
con t„ para 4>„ = 1.05 rad. y |Ê| = 0.015-C P®""® 

0.999999 0.999 0.99 0.95 0.9

Mâximos
Mînimos

1 .0 00 0  

-  1 . 0 0 0 0

0.9993 
1.0000

0.9936
0.9969

0.9682 
- 0.9862

0.9377 
- 0.9739

Nota; Los valores de los mâximos y mînimos estan normalizados se 
paradamente.

b) Anâlisis de la distribuciôn de la amplitud total de di­
fracciôn.
Las conclusiones obtenidas al analizar la parte real 

de la distribuciôn de amplitud total cuando el nucleo estâ cen­
trado ponîan de manifiesto la fuerte influencia de la contribu­
ciôn del nucleo. Asî, como consecuencia de que esta contribuciôn 
no se presentaba como una funciôn oscilatoria en el intervalo es 
tudiado, la distribuciôn de amplitud se comportaba como una fun­
ciôn que oscilaba suavemente en ese mismo intervalo. Para este
comportamiento habîa una excepciôn: 
rad. (Apartado 3.3.1.d).

= 0.05 rad. y > 0.55
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En el caso que aqui estudiamos, la influencia de la con 
tribuciôn del nucleo sigue siendo muy importante sobre todo cuan­
do es pequeno f rente a Como consecuencia, para |£| igual a 
0.01 mm y 0.015 mm, valores del desplazamiento para losque la am­
plitud asociada al nucleo présenta una sola frecuencia de corte, 
la distribuciôn de amplitud total présenta, también, una sola fre 
cuencia de corte. Para |Ê|igual a 0.02 mm y 0.025 mm, la contribu 
ciôn del nucleo présenta dos frecuencias de corte e, igualmente, 
la distribuciôn de amplitud total.

En la Tabla IX aparecen las frecuencias asociadas a mâ­
ximos y minimos y los valores de las frecuencias de corte para
|Ê|> 0.005 mm. En la misma Tabla, aparecen también los valores de 
las frecuencias asociados a estos puntos, para la amplitud total 
en el caso en que el nucleo estâ centrado, al objeto de poder corn 
parar el comportamiento de ambas funciones. En esta Tabla es posî  
ble observer cômo Re es tanto mâs oscilatoria cuanto mayor es 

y menor es 4)̂ . Este comportamiento es el mismo cualquiera que 
sea el valor que tome el factor de transmisiôn t^.

En la Graf. 12, se han representado las partes reales
de la amplitud, Re 'l* ' , para el desplazamiento arriba indicado, con
juntamente con las amplitudes correspondientes al caso en que el 
nucleo no estâ desplazado, Re considerando los valores de los 
parâmetros que aparecen en la Tabla IX, en el intervalo comprend^ 
do entre - 25 mm~^ y 25 ram~^. Todas ellas ponen en evidencia la 
pérdida de simetrîa de la funciôn respecto al origen de coordena- 
das, asî como que la amplitud asociada al caso en que el nucleo 
estâ desplazado es mayor que la asociada al nucleo sin desplazar, 
en la zona de frecuencias positivas, mientras que es menor en la 
de frecuencias negativas.

La parte real de la amplitud asociada a este desplaza­
miento sôlo se comporta como una funciôn muy oscilante cuando 
4)jj * 0.05 rad. y 4)̂  > 1.05 rad., tal y como puede observarse en la 
Tabla IX. En este caso, la amplitud présenta dos mâximos, dos mî­
nimos y cuatro ceros en el intervalo comprendido entre 0 y 50 mm~^.
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TABLA IX
Variaciôn de las frecuencias espaciales a las que aparecen 

los maximes, mînimos y ceros de la parte real de la 
distribuciôn de amplitud con y 0̂  ̂para 

|Ê| = 0.005 mm y t^ = 0.999999

0.05 
Re m'

(rad. ) 
Re $

1.55 (rad.)
Re $' Re $

Max. pal. 2.20 0.00 Max. pal. 0.45 0.00
Min. 18.45 20.45 Cero 12.70 11 .20
Max. 29.70 33.45 Min. 15.95 16.20

0.05 Min. - 46.20 Cero 19.20 21 .95
(rad.) Max. 28.20 28.45

Cero 38.70 35.45
Min. 41 .70 41 .20
Cero 44.95 47.20

Max. pal. 7.45 0.00 Max. pal. 1 .95 0.00
1 .55 Min. 16.45 17.20
(rad.) Max. 25.45 26.45

Min. - 44.20

La Tabla IX muestra también cômo se modifican las fre­
cuencias de corte (ceros). En consecuencia, los mînimos de la 
distribuciôn de amplitud asociada al nucleo desplazado se estre- 
chan, mientras que el maximo se ensancha. En el resto de los ca­
sos, la parte real de la distribuciôn de amplitud oscila suave­
mente tomando valores positives en el intervalo comprendido en­
tre 0 y 50 mm"^.

La frecuencia espacial a la que se desplaza el mâximo 
principal es tanto mayor cuanto mayor es la fase del nucleo y me 
nor es la de la membrana.

En la Tabla X se indican las frecuencias espaciales a 
las que aparecen los mâximos, mînimos y ceros de la parte real 
de la distribuciôn de amplitud para |Ê| = 0.01 mm. Estos resul­
tados son totalmente équivalentes para |Ë| = 0.015 mm, ya que en 
ambos casos, la amplitud tiene un solo punto de corte. Para es-
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tos dos desplazamientos la parte real de la amplitud présenta en 
la mayorîa de los casos un mâximo, un cero y un minimo, en el in 
tervalo comprendido entre 0 y 50 mm~\ Al igual que antes, la 
frecuencia espacial a la que aparece el mâximo principal no se 
corresponde con el origen sino que estâ desplazada. El despla 
zamiento de esta frecuencia espacial se rige por los mismos cri- 
terios que los senalados mâs arriba. En la Graf. 13 se hace una 
representaciôn anâloga a la de la Graf. 12.

Al igual que cuando el desplazamiento es |Ê| = 0.005mm 
la amplitud es fuertemente oscilatoria para = 0.05 rad. y

> 0.55 rad. Pero a diferencia del caso anterior, la excepciôn 
sôlo se présenta cuando t̂ , < 0.99.

TABLA X
Variaciôn de las frecuencias espaciales a las que aparecen 

los mâximos, minimos y ceros de la parte real de la 
distribuciôn de amplitud con y para 

|Ë| = 0.01 mm y t̂ , = 0.999999

♦n 0.05 (rad.) 1 .55 (rad.)
Re $ ' Re vl) Re $' Re $

Max. pal. 4.2 0.00 Max. pal. 8,7 0.00
Cero 45.45 - Cero 39.2 11.2
Min. 20.45 Min. 47.95 16.2

0.05 Max. 33.45 Cero 21 .95
(rad. ) Min. 46.2 Max. 28.45

Cero 35.45
Min. 41.2
Cero 47.2

Max. pal. 0.95 0.00 Max. pal. 3.45 0.00
Min. 15.95 Min. - 17.2

1 .55 Max. 27.7 Max. - 26.45
(rad. ) Cero 37.2 Cero - 37.45

Min. 41 .95 Min. 43.95 44.2
Cero 47.45

En la Tabla XI se da una relaciôn de los mâximos, mini 
mos y ceros para ]Ë| = 0.02 mm. Con este desplazamiento para el 
nucleo, la amplitud présenta un mâximo, un minimo y dos ceros.
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El primer cero aparece a frecuencias mayores cuando aumenta y 
disminuye mientras que el segundo, aparece a frecuencias ma­
yores cuando aumenta siendo el comportamiento con respecto a 
(bjj dificil de generalizar. La frecuencia espacial a la que se de£ 
plaza el mâximo principal es menor cuando aumentan y siem­
pre que esta ultima sea menor que 1.05 rad.

En este caso, la coincidencia de la amplitud total con 
la amplitud de la contribuciôn del nucleo es muy notable. En la 
Graf. 14 se hace una representaciôn anâloga a las de las Grafs.
12 y 13.

Como en todos los casos estudiados, la excepciôn se pre 
senta para = 0.05 rad. y d>„>0.55 rad., y en este caso, paraM
todo valor de t^. La funciôn présenta dos mâximos, dos mînimos y 
très frecuencias de corte. El mâximo principal se présenta para 
frecuencias muy prôximas al origen.

TABLA XI
Variaciôn de las frecuencias espaciales a las que aparecen 

los mâximos, mînimos y ceros de la parte real de la 
distribuciôn de amplitud con d)̂  y d)̂  para 

|Ë| = 0.02 mm y tç, = 0.999999

0.05
Re

(rad.)
Re $

^M 1.55 (rad.)
Re \p' Re $

Max. pal. 5.95 0.00 Max. pal. 1.7 0.00
Cero 22.95 - Cero 15.2 11.2
Min. 34.7 20.45 Min. 17.95 16.2

0.05 Cero 49.45 - Cero 21 .2 21 .95
(rad.) Max. 33.45 Max. 26.45 28.45

Min. 46.2 Cero 31 .2 35.7
Min. 39.7 41 .2
Cero 47.2

Max. pal. 5.95 0.00 Max. pal. 4.2 0.00
Cero 19.45 Cero 18.7 -

1.55 Min. 29.7 Min. - 17,2
(rad.) Cero 44.7 Max. - 26.4

Min. 31 .45 44.2
Cero 45.7
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En la Tabla XII aparecen los valores de las frecuencias 
espaciales de los mâximos, mînimos y ceros de la parte real de la 
amplitud total para |Ë| = 0.025 mro. En este caso la amplitud pré­
senta dos mâximos, un mînimo y dos ceros, como consecuencia de la 
fuerte influencia de la contribuciôn del nucleo. El mâximo princ^ 
pal también aparece desplazado hacia frecuencias que evolucionan 
tal y como se indicé para |Ê| = 0.02 mm. La frecuencia asociada al 
primer cero aumenta cuando aumenta 0^, si esta fase es mayor que 
0.55 rad., y cuando es menor, disminuye. Cuando aumenta toma 
valores menores si es menor que 0.55 rad.

En la Graf. 15 se ha hecho una representaciôn anâloga 
a la de los casos anteriores.

TABLA XII

Variaciôn de las frecuencias espaciales a las que aparecen 
los mâximos, minimos y ceros de la parte real de la 

distribuciôn de amplitud con y para
0.025 mm y t^ = 0.999999

0.05 (rad.) *M 1 .55 (rad.)
Re 0' Re 0 Re 0' Re 0

Max. pal. 5.7 0.00 Max. pal. 4.95 0.00
Cero 18.2 - Cero 15.7 11.2
Min. 26.7 20.45 Min. 24.45 16.20

0.05 Cero 39.2 - Cero 35.7 21 .95
(rad. ) Max. 46.7 33.45 Max. 42.95 28.45

Min. 46.2 Cero 35.45
Min. 41 .2
Cero 47.2

Max. pal. 1 .95 0.00 Max. pal. 3.95 0.00
Cero 13.95 Cero 14.95 -

1 .55 Min. 18.95 Min. 23.2 17.2
(rad.) Max. 29.2 Max. - 26.45

Min. 38.95 Cero 35.95 -

Cero 45.45 Max. 44.95 44.2

La excepciôn en el comportamiento descrito aparece para 
0^ = 0.05 rad., 0^ > 0.05 rad. y t^ < 0.99. En estos casos, la dis­
tribuciôn de amplitud présenta dos mâximos, dos mînimos y très ce 
ros.
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c ) Anâlisis de la distribuciôn de intensidad total de difrac- 
cî6n.

Los resultados obtenidos en el anâlisis de la distribu­
ciôn de intensidad se resumen en les siguientes aspectos:

- El patron de difracciôn présenta en el intervalo com- 
prendido entre 0 y 50 nun~^ un mâximo principal y très maximos se- 
cundarios para cualguier valor del desplazamiento. La excepciôn se 
présenta cuando este es 0.025 mm y el valor de la fase del nucleo 
es 1.55 rad., caso en que desaparece el segundo mâximo secundario 
y, por tanto, la distribuciôn de intensidad présenta un mâximo 
principal y dos mâximos secundarios.

En la Tabla XIII aparecen los valores normalizados de 
los mâximos para diferentes desplazamientos y distintos valores de 

Estos valores se mantienen aproximadamente constantes cuando 
varian y t^. Puede apreciarse cômo, para valores elevados de 4)̂ , 
al aumentar el desplazamiento ( |Ê|>0.015 mm), el segundo mâximo es 
mayor que el primero y que el tercero. NÔtese que para fases peque- 
nas las variaciones del desplazamiento no afectan sensiblemente al 
patrôn de difracciôn. Sin embargo, para 0^ grandes (1.55 rad.) 
aquellas variaciones dan lugar a redistribuciones de energia en di 
cho patrôn.

- Para valores fijos de los parâmetros 4)̂ , 4»̂  y del des^ 
plazamiento |Ë|,los valores de los mâximos disminuyen cuando lo ha 
ce t^. Estos resultados se ponen de manifiesto en las Grafs. 16a y 
16b, donde se representan conjuntamente las distribuciones de in­
tensidad para distintos valores de t^ manteniendo fijos los restan 
tes parâmetros.

- Fijados 4)jg, t^ y |Ë|,tanto el mâximo principal como 
los mâximos secundarios disminuyen cuando aumenta aun cuando 
la disminuciôn no es muy acusada. Este resultado se pone de mani­
fiesto en las Grafs. 16c y 16d en las que se representan conj unta 
mente las distribuciones de intensidad asociadas a distintos valo 
res del parâmetro 4)|̂ . Las frecuancias a las que aparecen los min^ 
^os permanecen aproximadamente constantes cuando la fase de la 
membrana varia.
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TABLA XIII

Valores normalizados de los maximos

|Ë| (nun)
0.05 *N (rad.)

1.55
Max. pal. 1 .000 1 .000

0.005 1®^ max. 0.020 0.030
2“ max. 0.004 0.008
3®^ max. 0.002 0.001

Max. pal. 1 .000 1 .000
0.010 1®^ m a x . 0.020 0.020

20 max. 0.005 0.010
3®^ max. 0.001 0.001

Max. pal. 1 .000 1 .000
0.015 1®^ max. 0.020 0.008

20 max. 0.005 0.010 ,
3®^ max. 0.002 0.003

Max. pal. 1 .000 1 .000
0.020 1®^ max. 

20 max.
0.020
0.005

0.005
0.006

3®^ max. 0.002 0.004

Max. pal. 1.000 1 .000
0.025 1®^ max. 

20 max.
0.020
0.004

0.010

3®^ max. 0.002 0.002
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- Por ultimo, puede observarse en la Graf. 17 que, para 
valores fijos de los parâmetros (bĵ , t^ y |Ë|;

a) El mâximo principal disminuye cuando aumenta

b) El primer mâximo secundario disminuye cuando aumenta 
<bjj salvo para | Ê | = 0.005 mm, en que para inferio 
res a 1.05 rad. aumenta y superiores disminuye.

c) El segundo mâximo aumenta cuando aumenta 6^ siempre 
que IË I <0.02 mm. Para desplazamientos superiores 
disminuye.

d) El tercer maximo disminuye cuando aumenta si el 
desplazamiento es menor que 0.015 mm y mayor que 
0.02 mm.

e) Para desplazamientos pequenos, el primer mlnimo apa-
rece a frecuencias espaciales mâs bajas cuando aumen
ta (bjj y IË I es pequeno (\. 0.005 mm). Para valores su 
periores ocurre lo contrario.

f) El comportamiento del segundo mlnimo es el siguiente: 
Para valores de |Ë | inferiores a 0.02 mm, aparece a 
frecuencias mâs bajas cuando aumenta, mientras que 
para desplazamientos mayores, aparece a frecuencias 
superiores.

Comparando estos resultados con los obtenidos en el Caso 
General ( |Ê| = 0.0 mm), se observa que el comportamiento de la di£
tribuciôn de intensidad con respecto a (b̂  es anâlogo cuando los
desplazamientos son pequenos; pero présenta un comportamiento opues 
to si los desplazamientos son grandes (Pernick, B. et al., 1978).
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Comparacion con el Caso General (IEI= 0 mm).
Un estudio comparative de la distribuciôn de intensidad 

asociada al caso en que el nucleo esta centrado con el caso en 
que esta desplazado, pone de manifiesto los siguientes fenômenos:

- El maximo principal y el de segundo orden, son mayo­
res en la distribuciôn asociada al nucleo desplazado, a excepciôn 
del caso en que |Ë | = 0.025 mm, en el cual el segundo maximo es 
menor, llegando incluso a desaparecer para 4)̂  = 1.55 rad. Esto 
puede apreciarse en la Graf. 18, donde se representan de forma 
conjunta la distribuciôn de intensidad ligada al caso en que el 
nucleo no esta desplazado y las distribuciones de intensidad aso­
ciadas a los desplazamientos 0.010, 0.020 y 0.025 mm, respectiva- 
mente. En la Graf. 18a, se representan el maximo principal y el 
segundo maximo secundario, pudiendo observarse cômo este ultimo 
desaparece para |Ë| = 0.025 mm.

- El primer y tercer maximos secundarios son menores 
que sus correspondientes en la distribuciôn de intensidad asocia­
da al nûcleo centrado. En la Graf. 18b estan representados el pr^ 
mer y tercer mâximos secundarios.

- Las frecuencias espaciales asociadas al primer y ter­
cer minimes, se presentan siempre a valores mayores. Los desplaza 
mientos de estas frecuencias espaciales son muy acusados cuando 
la fase del nûcleo es grande. La frecuencia espacial asociada al 
segundo mlnimo se présenta, en la mayorla de los casos, a valores 
menores.

- El mâximo principal aparece desplazado en los casos 
siguientes: |Ê| >0.015 mm y > 0,55 rad. Para jÊ| = 0.015 mm, 
este desplazamiento se produce si = 1.55 rad. Esto puede apre 
ciarse en las Grafs. 21 y 22. En ellas se han representado con­
juntamente ambas intensidades (la asociada al nûcleo centrado, I, 
y la asociada al nûcleo desplazado, I') para diferentes valores 
de las fases del nûcleo y de la membrana en el intervalo compren- 
dido entre - 25 mm~^ y 25 m m " ^ . El mâximo principal se desplaza 
en todos los casos a 0.45 m m ~ \  salvo para |Ê| = 0.025 mm y

= 1.55 rad, en que se présenta a 0.7 m m " \
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- Las frecuencias espaciales a las que aparecen los m a ­
ximes secundarios también sufren modificaciones, que pueden gene- 
ralizarse como sigue: Para |Ê|<0.020 mm, las frecuencias asocia­
das al primer y segundo maximos son menores cuando el nucleo esta 
desplazado, mientras que la asociada al tercer mâximo es mayor. 
Para desplazamientos superiores o iguales a 0.020 mm, la frecuen­
cia del primer maximo es mayor.

- En las Grafs. 19, 20, 21 y 22, puede observarse la 
perdida de simetrla de la figura de difracciôn para valores gran­
des de la fase del nucleo.

Como conclusion, podemos decir que la parte real de la 
amplitud asociada a la contribuciôn del nucleo y la de la asocia­
da a la amplitud total, pierden la simetria para todo valor de |Ê| 
y de mientras que en la distribuciôn de intensidad ésto sôlo 
ocurre cuando y |Ê|son grandes.

3.4.- CASO DE FA S E .

3.4.1.- Nucleo centrado.

Las expresiones estudiadas en este apartado corresponden 
a las partes reales de las Eqs. (2.21), (2.22) y (2.23) que son, 
respectivamente, las amplitudes de las contribuciones del nûcleo, 
citoplasma y membrana. Al igual que en el caso anterior, se anal^ 
zan la parte real de la amplitud total, Eq. (2.20), y la distribu 
ciôn de intensidad en el piano de Fourier, Eq. (2.24).

a ) Anâlisis de la parte real de la amplitud asociada a la con­
tribuciôn del nûcleo:

La parte real de la Eq. (2.21) se analiza considerando 
que la fase del citoplasma es ahora variable.

Los resultados obtenidos para ella se concretan en los 
siguientes puntos:

- Es nula cuando las fases del nûcleo y del citoplasma 
son iguales.
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- Cuando son diferentes, se presents como una funcion 
que no oscila en el intervalo estudiado ya que, al igual que en 
el caso anterior (Apartado 3.3.1.a), el primer cero aparece a 61 
m m ~ ^ , que se situa fuera de la zona analizada del espectro.

- Si la fase del nûcleo es mayor que la del citoplasma, 
la contribuciôn es positiva y decreciente, tomando su valor mâxi­
mo en el origen. Por el contrario, si es negative y cre-
ciente, presentando un mlnimo en el origen.

- El intercambio entre los valores de las fases del nû­
cleo y del citoplasma, conduce a la misma funciôn cambiada de si£ 
no. Por tanto, la amplitud asociada a esta contribuciôn es antis^ 
metrics con respecto a y

- Cuando aumenta la fase del nûcleo, aumentan los valo­
res que toma la funciôn, como se muestra en la Graf. 23a.

- Cuando aumenta la fase asociada al citoplasma, la fun 
ciôn disminuye como se muestra en la Graf. 23b.

En la Tabla XIV se muestran las variaciones relatives 
del mâximo o mlnimo segûn varian respectivamente o

TABLA XIV

Variaciones relatives de los mâximos/minimos de la 
parte real de la amplitud de la contribuciôn del nûcleo

S « 1.55 rad. ; ♦c - 0.05 0.55 1 .05 1 .55 (rad.)

Re ^1 (<t.ç)/|Re A., (0.05) 1 1 .00 0.45 0.12 0.00

*C - 1.55 rad. ; 0.05 0.55 1 .05 1 .55 (rad. )

Re (4>^)/lRe A^ (0.05) 1 - 1.00 - 0.50 - 0.14 0.00
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b) Anâlisis de la parte real de la amplitud asociada a la con- 
tribucion del citoplasma;

La expresiôn analizada en este caso corresponde a la par 
te real de la Eq. (2.22).

Los resultados obtenidos se concretan en los siguientes
puntos:

- La contribuciôn es nula cuando las fases asociadas al
citoplasma y a la membrana son iguales.

- Cuando son diferentes, es una funciôn oscilatoria en 
el intervalo estudiado. Las très frecuencias de corte que aparecen
se mantienen constantes cuando varian las fases de la membrana y
del citoplasma. En la Tabla XV se muestran los valores de estas 
frecuencias, asi como las dimensiones a las que estan asociadas:

TABLA XV

Valores de las frecuencias de corte de la parte real de 
la amplitud del citoplasma

Frecuencias de corte Dimensiones
p (mm~^) (mm)

15.45 0.079
28.20 0.079
40.95 0.079

Como se puede observer las dimensiones obtenidas corres^ 
ponden a la asignada al citoplasma (ver Apartado 3.2).

- Cuando la fase del citoplasma es mayor que la de la 
membrana, esta funciôn présenta un mâximo principal, un mâximo se 
cundario y dos minimos. Las frecuencias a las que aparecen se man 
tienen constantes cuando varian las fases. Los valores absolutos 
de las amplitudes de los mâximos y de los minimos aumentan cuando 
lo hacen las fases del citoplasma y de la membrana (Graf. 23c).
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- Cuando la fase de la membrana es mayor que la del c i ­
toplasma, la funcion présenta un mlnimo en el origen, un mlnimo 
secundario y dos maximos secundarios. Las frecuencias a las que 
aparecen los maximos y minimos se mantienen constantes cuando va­
rian las fases. Los valores absolutos de las amplitudes de los ma 
ximos y minimos aumentan con y (Graf. 23d).

- La amplitud de esta contribuciôn es antisimétrica res 
pecto a los valores de las fases del citoplasma y de la membrana, 
es decir, cuando se intercambian dichos valores se invierte la 
forma de la funciôn, convirtiéndose los mâximos en minimos y vice 
versa.

En la Tabla XVI se muestran los valores normalizados al 
valor mâximo correspondiente en cada caso.

TABLA XVI

Valores normalizados de los mâximos y minimos de la parte 
real de la amplitud del citoplasma

*
♦m  -

0.05
0.55

rad.
rad.

* 0.55 
= 0.05

rad. 
rad.

Min . pal - 1.00 Max. pal. 1 .00
max. 0.13 1®^ min. - 0.13
min. - 0.06 1®^ max. 0.06

2° max. 0.04 2° min. - 0.04

c) Anâlisis de la parte real de la amplitud asociada a la con­
tribuciôn de la membrana;

La expresiôn analizada en este caso es la parte real de 
la Eq. (2.23), que sôlo depende de la fase de la membrana. Los re 
sultados obtenidos son los siguientes:

- Es una funciôn oscilante en el intervalo estudiado pre 
sentando un mâximo principal en el origen, un mâximo secundario y 
dos minimos. Las frecuencias a las que aparecen éstos, asI como
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las frecuencias de corte, son independientes de la fase de la mem­
brana . En la Tabla XVII se details una relaciôn de las mismas.

TABLA XVII

Frecuencias de corte de la parte real de 
la amplitud de la membrana

P (mm~^) d^ (mm)

15.20 0.080
27.95 0.080
40.45 0.080

- La parte real de la amplitud asociada a esta contribu 
cion aumenta en valor absoluto cuando lo hace la fase de la mem­
brana (Graf. 23e).

Conclusiones sobre las tres contribuciones;

- Cuando se considéra la célula como un objeto de fase 
puro, las tres contribuciones dependen ûnica y exclu- 
sivamente de la funciôn de Airy, cuyo argumente es pro 
porcional a los diâmetros de cada una de las regiones 
en las que se lia dividido la célula. En consecuencia, 
todas las funciones son oscilatorias y las frecuencias 
de corte estan directamente relacionadas con las dimen 
siones de cada una de las zonas consideradas.

- Es de destacar la antisimetria que caractérisa a las 
contribuciones del nûcleo y el citoplasma, como conse­
cuencia de la forma analîtica que presentan los respeç 
tivos factores que m u l t i p l i c a n a la funciôn de Airy.

d ) Anâlisis de la parte real de la amplitud total:

Del anâlisis de la parte real de la amplitud total se
pueden extraer las siguientes conclusiones:

- Cuando las fases del nûcleo, citoplasma y membrana son
iguales, la parte real de la amplitud total coincide con la parte
real de la amplitud de la membrana.
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- Cuando las fases del nucleo y del citoplasma son igua 
les, la parte real de la amplitud de la contribuciôn del nucleo es 
nula y, por tanto, la eunplitud se obtiene como suma de las contri­
buciones del citoplasma y de la membrana. En esta situaciôn, la in 
fluencia del citoplasma es importante cuando es grande trente a 

y, por el contrario, la influencia de la contribuciôn de la mem 
brana es importante cuando es grande trente a

En la Tabla XVIII aparece una relaciôn de las trecuen- 
cias espaciales de corte asociadas a estos dos casos, que compara 
das con las de las Tablas XV y XVII ponen de manifiesto cuâl de 
las dos contribuciones es la mâs importante en cada caso.

TABLA XVIII

Frecuencias espaciales de corte asociadas a la parte real de 
la amplitud total, cuando la contribuciôn del nûcleo es nula

0.55 rad 
0.05 rad

0.55 rad. 
1.55 rad.

15.45 mm

- Cuando las fases del citoplasma y de la membrana son 
iguales, la contribuciôn del citoplasma es nula y, por tanto, la 
amplitud total se obtiene como suma de las amplitudes del nûcleo 
y de la membrana. En este caso, la influencia del nûcleo es gran­
de cuando la fase de la membrana es peguena trente a la fase del 
nûcleo ( >  0.05 rad.). Para valores superiores de la fase de la 
membrana la influencia de la amplitud asociada a la misma es ma­
yor. Como consecuencia, en el primer caso, la parte real de la am 
plitud total oscila muy suavemente, mientras que en el segundo, 
su oscilaciôn es muy pronunciada, presentando un mâximo principal 
en el origen, un mâximo secundario y dos minimos. En la Tabla XIX 
se relacionan las frecuencias espaciales asociadas a los mismos.
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TABLA XIX

Relaciôn de las frecuencias espaciales asociadas a mâximos, 
minimos y ceros, cuando la contribuciôn del citoplasma es nula

♦jj » 0.55 rad. 
« 0.05 rad.

■ 0.55 rad.
■ 1.55 rad.

Max. pal. 0.00 mm”^ Max. pal. 0.00 mm"
Cero 14.70 mm"

1®^ min. 21.45 mm“^ 1®^ min. 20.45 mm"^
Cero 28.95 mm"

1®^ max. 27.45 mm"^ 1®^ max. 33.70 mm”^
Cero 39.45 mm"
2° min. 45.95 mm"^

Ademâs de estas tres situaciones especiales se pone de 
manifiesto que:

- La contribuciôn del nûcleo es importante siempre que 
la fase del citoplasma sea pequena (4)̂  > 0.05 rad.) trente a la 
fase del nûcleo. En consecuencia, la parte real de la amplitud to 
tal oscila muy suavemente tomando siempre valores positives.

- La contribuciôn del citoplasma es importante siempre
que la fase de la membrana sea pequena trente a la del citoplasma.

- La contribuciôn de la membrana es importante cuando:
= 0.05 rad. y > 0.05 rad.

En estos dos ûltimos casos, la parte real de la amplitud 
total présenta un mâximo en el origen, un mâximo secundario y dos 
minimos.

Los valores que toma la parte real de la amplitud total 
de difracciôn son mayores cuanto mayores son las fases asociadas 
a las tres zonas consideradas en la célula, como se pone de mani­
fiesto en la Graf. 24. La figura 24a corresponde a la representa- 
ciôn conjunta de las partes reales de la amplitud total para dite
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rentes valores de la fase del nûcleo. En la figura 24b, las fases 
que se mantienen fijas son las del nûcleo y la membrana. En las 
figuras 24c y 24d, cada curva corresponde a un valor diferente de
la fase de la membrana. Con estas dos ûltimas representaciones se
pone de manifiesto que la variaciôn de la fase de la membrana sô­
lo produce cambios importantes en la parte real de la amplitud to
tal cuando la fase del citoplasma es pequena.

e ) Anâlisis de la distribuciôn de intensidad total;
La distribuciôn de la intensidad total de difracciôn pre 

senta, al igual que en el caso precedents, un mâximo principal, 
tres mâximos secundarios y tres minimos, en el intervalo estudiado.

Cuando las fases asociadas a cada regiôn de la célula 
son iguales, la distribuciôn de intensidad viene definida por la 
expresiôn analîtica:

TTpd^

2

que es independiente de las fases. Los valores de las frecuencias 
espaciales a los que aparece los mâximos y minimos estân indicados 
en la Tabla XX.

TABLA XX

Valores de las frecuencias espaciales a las que aparecen 
los mâximos y minimos cuando las tres fases son iguales

(mm~^)

Max. pal. 0.00
1®^ min. 15.20
1®^ max. 20.45
2= min. 27.95
2» max. 33.45
3®^ min. 40.45
3®^ max. 46.20
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Estos valores de las frecuencias coinciden con los obte­
nidos para la parte real de la amplitud asociada a la contribuciôn 
de la membrana (vease Tabla XVII).

- Cuando las fases de la membrana y del citoplasma son 
iguales » $ ^ ) , caso en que no existe contribuciôn del cito­
plasma, la influencia de la contribuciôn del nûcleo sobre la figu­
ra de difracciôn, hace que el primer y tercer minimos se presenten 
a frecuencias inferiores a las especificadas en la Tabla XX, mien­
tras que el segundo mlnimo aparece a frecuencias superiores. Esto 
sucede siempre que ~  ̂ r a d .

- Cuando las fases del nûcleo y del citoplasma son igua 
les (4)jj » itç,) y, por lo tanto, la contribuciôn del nûcleo es nula, 
la influencia de la contribuciôn del citoplasma es importante cuan 
do rad.

Es de destacar que cuando la célula se considéra como un 
objeto de fase puro, la distribuciôn de intensidad total asociada 
a la misma no esta relacionada de forma biunivoca con un ûnico trio 
de valores de las fases definidas para cada zona. Por el contrario, 
dado un trio de valores ( $ ^ ) , los trios de fases que veri- 
fiquen que:

' ^C 

* *C

(3.4.1)

donde 6 es un parâmetro que puede tomar cualquier valor real, tie­
nen asociada la misma distribuciôn de intensidad. Cuando las tres 
fases son iguales, estas expresiones se reducen a:

“ ‘‘’c * ®
de forma que, si se definiese un sistema de ejes triedro trirrec- 
tângulo, y asociasemos a cada uno de los ejes las fases del nûcleo, 
citoplasma y membrana, respectivamente, estas ûltimas ecuaciones 
corresponderian a la diagonal principal, mientras que las (3.4.1) 
definirian dos rectas paralelas a la misma y equidistantes de ella, 
que contendrian a todos los posibles trios de valores de las fases
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que dan lugar a una misma distribuciôn de intensidad de difracciôn. 
Esta es simétrica con respecto al origen de coordenadas de este si£ 
teroa; es decir:

(3.4.2)

En la Graf. 25a se representan conjuntamente las distri­
buciones de intensidad total, para diferentes valores de la fase 
del nûcleo. Como en casos anteriores, con objeto de poner de mani­
fiesto las variaciones relatives de los maximos secundarios, se lian 
representado éstos a una escala lo suficientemente ampliada, de for 
ma que permita observer pequenas variaciones de la intensidad. Los 
factores multiplicativos son: 100 para el primer mâximo y 1000 pa­
ra el segundo y tercero. Sobre ellas se puede ver cômo el mâximo 
principal y el segundo mâximo secundario aumentan con la fase del 
nûcleo, siempre que ésta ûltima sea menor que la fase del citoplas 
ma; cuando es mayor, las amplitudes asociadas a estos dos mâximos 
disminuyen. El primer y tercer mâximos secundarios presentan el 
comportamiento contrario.

En la Graf. 25b, se hace una representaciôn anâloga a la 
anterior, pero ahora cada curva tiene un valor diferente de la fa­
se del citoplasma. Sobre ella se puede ver cômo el mâximo principal 
y el segundo mâximo secundario disminuyen cuando aumenta si

mientras que el primer y tercer mâximos secundarios tienen 
el comportamiento opuesto. Esto supone que, para la misma cantidad 
de energîa neta contenida en el patrôn de difracciôn, se produce 
una redistribuciôn de la misma; sin embargo, la pérdida relativa de 
energîa del mâximo central de la mancha de difracciôn es muy peque­
na.

En la Graf. 25c, cada distribuciôn de intensidad corres­
ponde a un valor distinto de la fase de la membrana. Puede observer 
se cômo el mâximo principal y el segundo mâximo secundario aumentan 
con $1̂, siempre que ésta sea menor o igual que la fase del citoplas 
ma. El primer y tercer mâximos secundarios presentan el comportamien 
to contrario. Es de destacar que las variaciones en los valores de 
la fase de la membrana celular no dan lugar a cambios drâsticos de 
comportamiento en la distribuciôn de intensidad del patrôn de di­
fracciôn. NÔtese que las variaciones de los niveles de intensidad 
son minimas.
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3.4.2.- Efecto del desplazamiento del nucleo respecto del centro 
de simetrla.

A1 Igual que en el Caso General, el desplazamiento del 
nucleo con respecto al centro de simetrla solamente afecta a la 
amplitud de su contribuciôn. For ello, en este Apartado se estu- 
dian numericamente la parte real de la Eq. (2.26), que es la ex- 
presiôn analîtica de dicha contribuciôn, la amplitud total de di- 
fracciôn y la distribuciôn de intensidad en el piano de Fourier.

a ) Anâlisis de la parte real de la amplitud asociada a la 
contribuciôn del nucleo;

La parte real de la amplitud de la contribuciôn del nû- 
cleo es, en este caso:

d^ J (Ttpd )
Re A^(p) . (2ir/Af) (sen($^ - 2irpÊ) - sen(<tij, - 2xpÊ))J: ._____ __

4

» |A^{p)| cos(2irpÈ - ç)

Como se puede observer, la dependencia con el desplaza­
miento es analogs a la obtenida en el Caso General. For tanto, la 
interpretaciôn de esta expresiôn es équivalente a la que se indi­
ce en el Apartado 3.3.2.a.

Las conclusiones a las que se llega en este estudio son 
las siguientes:

- El comportamiento de esta contribuciôn con respecto a 
las fases del nucleo y citoplasma no varia por ester el nucleo 
desplazado (vease Apartado 3.4.1.a).

- El desplazamiento del nucleo altera la forma de la 
parte real de su contribuciôn, haciendo que esta ses ahora une 
funciôn oscilatoria en el mismo intervalo. La frecuencia de la oŝ  
cilaciôn aumenta con el desplazamiento. Asî, para |Ë| • 0.0)0 mm 
y 0.015 mm, la funciôn presents un mâximo, un mînimo y un cero. 
Fera |£| » 0.020 mm y 0.025 mm, se obtienen dos mâximos, un mînimo 
y dos ceros.
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- La parte real de la amplitud del nucleo pierde su si­
metrla con respecto al eje de ordenadas, presentando el mâximo o 
mînimo ( segûn sea o viceversa) desplazado del origen. En
la Graf. 26 se representan las partes reales de las amplitudes de 
la contribuciôn del nucleo, para distintos valores del desplaza­
miento. Las figuras correspondientes a 26a ponen de manifiesto eŝ  
te fenômeno para y las de la 26b, para En todas
ellas el intervalo representado es el comprendido entre - 25 mm~^ 
y 25 mm”^ . Si comparamos estos resultados con los obtenidos en el 
Caso General (Graf. 10) se observa cômo ahora los desplazamientos 
del mâximo principal son mucho menos acusados. En la Tabla XXI 
aparecen los valores de las frecuencias espaciales a las que se 
producen los mâximos, mînimos y ceros, en funciôn del desplazamien 
to. Al intercambiar los valores de las fases del nucleo y del cito 
plasma, los valores de las frecuencias que aparecen en la Tabla no 
varîan; sin embargo, la distribuciôn de amplitud cambia: donde ha- 
bîa un mînimo aparece un mâximo y viceversa.

- El desplazamiento del mâximo/mînimo central es tanto 
mayor cuanto mayores son las fases del nucleo y del citoplasma. Lo 
mismo ocurre para los valores de las frecuencias espaciales a las 
cuales aparecen los mâximos, mînimos y ceros.

- El desplazamiento del mînimo central (o del mâximo, en 
su caso) y de los valores de las frecuencias espaciales asociadas 
al resto de los puntos crîticos, es tanto menor cuanto mayor es |Ê| 
(ver Tabla XXI).

En la Graf. 27 se representan conjuntamente las partes 
reales de la contribuciôn del nucleo para distintos valores del 
desplazamiento. En la figura 27a, es mayor que y en la 27b, 
es menor. Puede observerse cômo cuanto mayor es |Ë|, mayor es la 
amplitud de la oscilaciôn.
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TABLA XXI

Valores de las frecuencias espaciales asociadas a los mâximos.
mînimos y ceros de la amplitud de la contribuciôn del nucleo.

en funciôn del desplazamiento, para
♦jj ■ 0.05 rad. y r 0.55 rad.

|Ë| (mm) (mm~^)

0.0005 Min. pal. 0.00

0.005 Min. pal. 4.70

Min. pal. 3.70
0.010 Cero 29.70

Max. 42.20
Min. pal. 2.95

0.015 Cero 19.95
Max. 32.20
Min. pal. 2.20
Cero 14.95

0.020 Max. 25.70
Cero 39.95
Min. 47.45
Min. pal. 1 .95
Cero 11 .95

0.025 Max. 20.95
Cero 31 .95
Min. 39.70

b) Anâlisis de la parte real de la amplitud total;

Los resultados obtenidos en el anâlisis de la parte real 
de la amplitud total cuando el nucleo permanecîa centrado (Aparta­
do 3.4.1.d), ponîan de manifiesto que esta funciôn presentaba siem 
pre un mâximo en el origen, un mâximo secundario y dos mînimos. La 
excepciôn se producîa cuando la fase del citoplasma era pequena 
frente a la fase del nucleo (<t>^>ÿ^). En este caso, esta funciôn 
oscilaba suavemente sin tomar valores negativos en el intervalo es 
tudiado, debido a la fuerte influencia de la contribuciôn del nu- 
cleo.
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Las modificaciones mas Importantes que sufre la parte 
real de la amplitud total cuando el nucleo se desplaza del centro 
de simetrla, se producen fundeunentalmente en este ultimo caso. A s I , 
cuando » 0.05 rad. y > 0.05 rad., el comportamiento de las 
partes reales de la amplitud total y de la contribuciôn del nucleo 
son équivalentes; tanto mas cuanto mayores son el môdulo del des­
plazamiento y la fase del nucleo. En la Tabla XXII aparecen los va 
lores de las frecuencias espaciales a los que se producen mâximos, 
mînimos y ceros, para distintos valores de |Ê|.

TABLA XXII
Valores de las frecuencias espaciales a las que aparecen los 

mâximos, mînimos y ceros de la parte real de la amplitud 
total en funciôn del desplazamiento, para 

4)̂  ■ 0.05 rad. y 4)̂  = 1.05 rad.

|Ë| (mm)
<ti„ * 0.05 rad. 

-1 (mm )
» 1.55 rad. 

-1 (mm )

0.005
Max. pal. 
Min.
Max.
Min.

1 .20 0.70
18.95
27.20
45.45

Max. pal. 1 .95 1 .20
0.010 Cero 35.20 34.95

Min. 45.45 42.95

Max. pal. 2.20 1 .45
0.015 Cero 20.95 20.20

Min. 35.70 38.95

Max. pal. 2.20 1 .70
0 020 Cero 16.45 15.45

Min. 25.95 23.95
Cero 42.20 44.45
Max. pal. 2.20 1 .70
Cero 13.95 13.20

0.025 Min. 21 .95 20.70
Cero 32.95 32.20
Max. 40.20 39.70
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En esta Tabla se observa como el desplazamiento del m â ­
ximo principal es mayor cuanto mayor es |Ë| y menor es El au-
mento de la fase asociada al nucleo hace que los valores de las 
frecuencias espaciales a los que aparecen estos puntos crîticos 
aumente.

En la Graf. 28 se representan conjuntamente las partes 
reales de la amplitud total en el caso en que el nucleo esta cen­
trado (Re il») y en el caso en que esta desplazado (Reili'), para los
valores de |Ê| que aparecen en la Tabla XXII. Se observa cômo la
parte real de la amplitud asociada al caso en que el nucleo esté 
desplazado, pierde su simetrîa con respecto al eje de ordenadas.
El intervalo de representaciôn es, en todas ellas, el que va de 
- 25 m m ”  ̂ a 25 mm ~ ^ .

El comportamiento de esta funciôn con respecto a las fa 
ses de la membrana y del nucleo es anâlogo al que se produce cuan 
do el nucleo esté centrado (ver Apartado 3.3.1.d).

Para valores superiores de 4)̂  (4>ç>4)j^), la parte real 
de la amplitud total présenta siempre el mâximo principal en el 
origen, dos mînimos secundarios y un mâximo secundario, coincidien 
do con el resultado obtenido cuando el nucleo no esté desplazado. 
Las alteraciones se producen en los valores de las frecuencias es­
paciales a las que aprecen los mâximos, mînimos y ceros.

Comparaciôn entre Re 4> v Re 4>';

Los resultados que se obtienen comparando con la parte 
real de la amplitud cuando el nucleo no esté desplazado, se mues- 
tran en la Graf. 29 y se pueden resumir de la siguiente manera:

i) < 4ig (Graf. 29a):

- Para |Ê| « 0.005 mm, el mâximo principal y el mâximo 
secundario se estrechan, mientras que el primer mînimo se ensan- 
cha. El primer y segundo mînimos se producen a frecuencias meno- 
res y el segundo mâximo, a mayores. En este caso, la parte real 
de la amplitud total se desplaza hacia valores mâs negativos, con 
lo cual las amplitudes de los dos mînimos aumentan, mientras que 
la del mâximo secundario disminuye.
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- Para |E| « 0.010 mm y 0.015 mm, el maximo principal se 
estrecha y el primer mînimo se ensancha. Las amplitudes asociadas 
al primer mînimo y al mâximo secundario aumentan, mientras que la 
asociada al segundo mînimo disminuye.

- Para |Ë| = 0.020 mm y 0.025 mm, el mâximo principal y 
el segundo mâximo se ensanchan, mientras que el primer mînimo se 
estrecha. Las amplitudes asociadas al primer y segundo mînimos son 
menores para |Ê| = 0.020 mm. La amplitud del segundo mînimo aumen­
ta si el desplazamiento es 0.025 mm. La amplitud del mâximo secun­
dario aumenta en los dos casos.

ii) (Graf. 29b);
En este caso, los resultados que se obtienen son, en lî-

neas générales, contraries a los indicados en el Apartado i)

c) Anâlisis de la distribuciôn de intensidad total de difrac-
cion:

La distribuciôn de intensidad total de difracciôn sigue 
presentando un mâximo principal y très mâximos secundarios para 
cualquier valor de |Ë| . Solo hay una excepciôn a este comporta­
miento que se présenta para |Ê| * 0.025 mm y = 0.05 rad., inde- 
pendientemente de los valores que tomen las fases del nucleo y la 
membrana. Esta distribuciôn de intensidad présenta un mâximo prin­
cipal y dos mâximos secundarios.

El mâximo principal aparece desplazado del origen para 
IEI >0.010 mm, 4)̂  » 0.05 rad. y 4i|q > 0.55 rad. Por tanto, sobre 
la distribuciôn de intensidad total el efecto del desplazamiento 
del nucleo es menos importante que sobre la amplitud total. El mâ­
ximo principal se présenta, en este caso, a 0.45 m m ”  ̂ y solamente 
aparece a 0.70 mm~^ cuando |È| >0.015 mm y 4)̂  = 1.55 rad. Para 
|Ë| * 0.020 mm debe cumplirse, ademâs, que 4>|̂ > 0.55 rad., para 
que haya desplazamiento del mâximo principal. En la Graf. 30 se re 
presentan conjuntamente la distribuciôn de intensidad asociada al 
caso en que el nucleo estâ centrado, I, y la asociada al caso en 
que estâ desplazado, 1'. Todas las figuras muestran cômo I' presen 
ta el mâximo central desplazado y la pérdida de simetrîa con res-
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pecto al eje de ordenadas. En la Graf. 30a el primer mâximo secun­
dario asociado a I', en la zona de las frecuencias espaciales po­
sitivas, es menor que su correspondiente para I, mientras que en 
la zona de frecuencias negativas es mayor. Se observa que segûn 
aumentan el môdulo del desplazamiento y la fase de la membrana, la 
amplitud de este mâximo va disminuyendo.

Las modificaciones que sufre el patrôn de difracciôn son 
dificilmente generalizables, y solamente es posible describir un 
comportamiento global para el primer mâximo. Asî, cuando ♦jj ̂  
el primer mâximo secundario se estrecha y aumenta su amplitud, 
mientras que cuando ^ se ensancha y su amplitud disminuye. 
Esto ocurre en general siempre que |Ë| < 0.020 mm, como se muestra 
en las Grafs. 31a y 31b.

En la Tabla XXIII aparecen los valores normalizados del 
primer mâximo para poner de manifiesto cuantitativamente las modi- 
ficaciones del mismo.

TAaLA XXIII
Valores relativos del primer mâximo secundario de la . ' i c t r j ô r  

de intensidad total del caso del nucleo desplazado, I', 
con respecto al caso del nucleo sin desplazar, I, 

para ■ 1.55 rad.

|Ê| l'/I
(mm)

0.005 0.79 1 .18
0.010 0.62 1 .25
0.015 0.59 1.19
0.020 0.68 1 .03
0.025 0.88 0.82

En el Apartado 3.4.1.e se hizo notar que aquellos valo­
res de las fases, 4iĵ, 4,̂  y 4»̂ , que cumpliesen la Eq. (3.4.1.) daban 
lugar al mismo patrôn de difracciôn. Asî mismo se viô que la dis-
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tribuciôn de intensidad era simétrica respecto a las fases:

♦c' ♦n ' * *̂ C' ■

Cuando el nucleo estâ desplazado esta ultima relaciôn no 
se verifica. En consecuencia, los valores de las fases que dan lu­
gar a una misma distribuciôn de intensidad se restringen, a dife- 
rencia de lo obtenido en el Apartado 3.4.1.e, a una recta.

Sin embargo, si consideramos el môdulo del desplazamien­
to se obtiene que:

«fcjnj» IÊI ) « I(- - IËI )

y el conjunto de valores (t̂ , que da lugar a una misma dis­
tribuciôn de intensidad estarîa ahora representado por dos rectas 
paralelas a la diagonal principal.

Si comparamos estos resultados con los obtenidos en el 
Caso General (Apartado 3.2.), se puede concluir que el desplaza­
miento del nucleo provoca alteraciones mayores en la figura de di­
fracciôn cuando la fase del citoplasma es pequena frente a la fa­
se del nucleo. En el Caso General el estudio numérico se realizô 
dando a la fase del citoplasma el valor 0.01 rad., fijo en todo 
el câlculo. Los resultados ponlan de manifiesto que cuando el de^ 
plazamiento tomaba su mâximo valor se perdra el segundo mâximo se­
cundario en la distribuciôn de intensidad. Este resultado coincide 
con el obtenido en este Apartado cuando toma el valor de 0.05 
rad. De igual manera los desplazamientos del mâximo central y la 
pérdida de simetrla en la figura de difracciôn, son fenômenos que 
aparecen de forma generalizada para valores pequenos de la fase 
del citoplasma.

3.5.- CASO DE AMPLITUD.

3.5.1.- Nucleo centrado.

En este Apartado se han evaluado las expresiones (2.30), 
(2.31) y (2.32), correspondientes a las amplitudes de difracciôn 
de las très contribuciones, la Eq. (2.29), que expresa la amplitud 
total de difracciôn, y la Eq. (2.33), que représenta la distribu­
ciôn total de intensidad.
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La funciôn de transnisiôn asociada a un objeto de ampli­
tud es real, Eq. (2.28), y, en consecuencia, la Transformada de 
Bessel-Fourier es tambien real. Por tanto, si al hacer el estudio 
numérico no se consideran los factores de fase asociados a la on- 
da, las partes reales de las amplitudes de las très contribuciones 
coinciden con las ecuaciones arriba indicadas. Al igual que en el 
Caso General (Apartado 3.2), estas expresiones dependen tambien de 
la serie de funciones de Bessel de orden impar y el numéro de tér- 
minos que se ha tomado para realizar el estudio numérico es el mis^ 
mo que se tomô en dicho caso. En este estudio el ûnico parémetro 
que se ha considerado variable es el factor de transmisiôn asocia­
do al citoplasma (t^).

a ) Anâlisis de la amplitud de difracciôn asociada a la con­
tribuciôn del nucleo;

El factor que multiplica a la funciôn de Airy en la Eq. 
(2.30) es ahora unicamente la diferencia entre los factores de 
transmisiôn asociados al nucleo y al citoplasma (t^ - t^). Si su- 
ponemos que el nucleo es la parte de la célula que absorbe mâs 
energia, la diferencia entre estos factores es negative y, en con­
secuencia, la amplitud asociada a esta contribuciôn también lo es 
para cualquier valor de las frecuencias en el intervalo estudiado. 
Al igual que en el Caso General, la primera frecuencia de corte 
aparece a 61 m m ~ \  que se situa fuera de la regiôn estudiada.

Esta contribuciôn estâ representada en la Graf. 32a pa­
ra distintos valores de t^. Se puede observer que se hace menos 
negative cuando t^ disminuye.

b) Anâlisis de la amplitud de difracciôn asociada a la con­
tribuciôn del citoplasma;

Como se puso de manifiesto en el capitulo anterior (Sec- 
ciôn 2.4.2) esta contribuciôn no depends, en este caso, de la fun­
ciôn de Airy. Esto hace que no presents nunca un comportamiento 
oscilatorio y aparezca siempre como una funciôn creciente desde 
el origen, donde toma su valor mînimo.

Este comportamiento puede apreciarse en la Graf. 32b,
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donde se ha representado la amplitud de esta contribuciôn para di- 
ferentes valores de t^. En este caso, la contribuciôn se hace mas 
negative cuanto menor es t^.

c ) Anâlisis de la amplitud de difracciôn asociada a la con­
tribuciôn de la membrana;

La expresiôn analîtica de esta contribuciôn. Eg. (2.32), 
puede escribirse en forma resumida como:

tu - t_
A,(p) . M. (p) + M,(p) -S ^ ,

(d^ - d^)^ T j X f

donde M^(p) y Mg(P) son funciones que sôlo dependen de la variable 
radial en el piano de Fourier y estan definidas con igual criterio 
que el expresado en el Apartado 3.3.I.e.

Esta contribuciôn se comporta de la siguiente manera:
- Para t^ = t^ (t^ = 0.999999), la amplitud asociada a 

la membrana équivale a la que se obtendria para una abertura cir­
cular, como consecuencia de que el primer sumando (funciôn de Ai­
ry) prevalece en todo el intervalo de frecuencias espaciales estu 
diado. En la Graf. 33a estâ representada esta contribuciôn para 
este caso particular. En ella puede observarse cômo la funciôn to 
ma su valor mâximo en el origen, presentando un maximo secundario 
y dos mînimos. En la Tabla XXIV aparecen las frecuencias de corte
y las dimensiones a ellas asociadas.

TABLA XXIV
Frecuencias de corte de la amplitud asociada a 

la contribuciôn de la membrana, para t^ » 0.999999

Frecuencias de corte Diâmetros
(mm~^) (mm)

15.26 0.0799
27.91 0.0799
40.48 0.0800
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- Para = 0.999 comienza a perderse el comportamiento
caracterîstico de una funciôn de Airy. En la Graf. 33b puede verse
que la funciôn es positiva para todo valor de p < 42.59 mm~\ para 
el que se produce el primer punto de corte. La causa de este com­
portamiento es la que ya ha sido descrita en el Apartado 3.2.I.e.

- Para t^ < 0.999, el segundo sumando de la expresiôn in
dicada mâs arriba, que es el que contiene la informaciôn asociada 
al comportamiento parabôlico de la membrana, prevalece en la zona 
del espectro estudiada. Bajo estas condiciones la funciôn es decre
ciente desde el origen, donde toma su valor mâximo (Graf. 33c).

En la Graf. 33d se representan conjuntamente las ampli­
tudes asociadas a esta contribuciôn, para distintos valores de t^. 
En ella puede apreciarse que la contribuciôn toma valores mayores 
cuando t̂ , disminuye.
Conclusiones générales sobre las très contribuciones:

- La amplitud del nucleo es la mâs extendida.
- Para valores de t^ < 0.999, las contribuciones del ci­
toplasma y de la membrana aparecen como si fueran si- 
métricas con respecto al eje de frecuencias espacia­
les, pero sus valores numéricos no son exactamente 
iguales.

La comparaciôn de los resultados obtenidos en este ca­
so con los hallados en el Caso General pone de manifiesto los efeç 
tos asociados a las fases de cada parte de la célula: Asî, se pue­
de comprobar que la fase del nucleo, 4)̂ , es la responsable de que, 
siendo en ambos casos t^>tjj,îa contribuciôn del nucleo sea positi 
va en el Caso General y negativa en este caso. Las fases asociadas 
al citoplasma y a la membrana son responsables del comportamiento 
oscilatorio o no oscilatorio de la contribuciôn del citoplasma. En 
el Caso General, la diferencia entre las fases actua como borde d^ 
fractante, mientras que en este caso, al no existir discontinuidad 
en los factores de transmisiôn, el citoplasma pierde sus caracte- 
rîsticas de abertura circular.
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d ) Anâlisis de la amplitud total de difracciôn:
Los resultados de analizar la Eq. (2.29) se resumen co­

mo sigue:
- Para t̂ , = t̂ , la contribuciôn de la membrana prevale­

ce sobre todo el intervalo estudiado (Graf. 34a) y, por tanto, la 
amplitud total de difracciôn coincide casi exactamente con esta 
contribuciôn. La influencia de las otras dos contribuciones hace 
que los valores de la amplitud de los mâximos sean mayores y los 
de la de los mînimos menores. La amplitud total de difracciôn es­
tâ representada en este caso en la figura 34a.

En la Tabla XXV aparecen los valores de las frecuencias 
de corte y las dimensiones con las que estan relacionadas, que son 
muy prôximas al diâmetro total.

TABLA XXV
Frecuencias de corte de la distribuciôn de amplitud total 

para t^ = 0.999999

Frecuencias espaciales Diâmetros
(mm ^) (mm)

15.04 0.0811
28.31 0.0788
40.09 0.0808

- Para t^ = 0.999, la contribuciôn de la membrana sigue 
siendo la mâs importante, pero la del citoplasma es, en relaciôn 
con lo deècrito en el pârrafo anterior, apreciablemente mayor (ver 
Graf. 34b). Por ello, la amplitud total ya no coincide con A^(r^), 
aunque sigue presentândose cômo una funciôn oscilatoria. Los valo­
res de las frecuencias espaciales correspondientes a los mâximos, 
mînimos y ceros coinciden con los obtenidos en el caso anterior 
(Tabla XXV).
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- Para t^< 0.999 se tiene que (r^) = A^(r^) y ambas, 
mucho mayores que la contribuciôn del nucleo, A.j(r^), Graf. 34c. 
No obstante la amplitud total de difracciôn sigue siendo una fun­
ciôn oscilatoria, como puede observarse en dicha figura, presen­
tando dos mâximos y dos mînimos en el intervalo estudiado. El va­
lor mâximo lo toma en el origen. En la Tabla XXVI se présenta una 
relaciôn de las frecuencias de corte y de las dimensiones a ellas 
asociadas, para diferentes valores de t̂ ,.

TABLA XXVI
Frecuencias de corte de la distribuciôn de amplitud 
para valores del factor de transmisiôn t̂ , < 0.999

"c Frecuencias de corte 
(mm~^)

Diâmetros
(mm)

15.05 0.0811
0.99 28.29 0.0788

40.10 0.0808
15.08 0.0809

0.95 28.22 0.0790
40.16 0.0807
15.13 0.0806

0.90 28.12 0.0793
40.23 0.0805

En esta Tabla se observa cômo los valores de las fre­
cuencias asociadas al segundo cero contienen informaciôn sobre 
el diâmetro del citoplasma, mientras que las restantes estan re­
lacionadas con diâmetros superiores al total de la célula. Tam­
bien puede observarse cômo la disminuciôn del factor de transmi­
siôn provoca desplazamientos de las frecuencias que hacen que el 
mâximo central sea mâs ancho, el primer mînimo mâs estrecho y el 
ultimo mâximo mâs ancho.

En la Graf. 34d se representan conjuntamente las ampli^ 
tudes totales de difracciôn para diferentes valores de t^, mos- 
trando cômo esta funciôn decrece con t̂ ,. Asî, el valor que toma
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la amplitud en el origen para t̂ , = 0.9 es aproximadamente un 90% 
del que toma para tj, = 0.999999.

Por tanto, cuando la célula se considéra como un obje­
to de amplitud (funciôn de transmisiôn real), la amplitud total 
de difracciôn es siempre una funciôn oscilatoria. En este senti- 
do, comparando con los resultados obtenidos en el Caso General, 
la influencia de las fases puede concretarse de la siguiente ma­
nera:

- La fase del nucleo provoca desplazamientos de la am­
plitud total de difracciôn hacia valores mayores, lo que conlle- 
va que esta funciôn pierda el comportamiento oscilatorio caracte 
ristico de objetos que presentan simetrîa circular.

- Al mismo tiempo, la influencia de las fases asociadas 
al nucleo y al citoplasma hace que la dependencia de la amplitud 
total con t(, sea mucho menos importante. En la Tabla XXVII se 
comparan los valores que toma la amplitud en el origen en funciôn
de t^. En la columna primera aparecen los asociados al Caso Gene­
ral, y en la segunda, los relacionados con el caso que se esté 
analizando, cada una de ellos normalizados al valor mâximo corres 
pondiente.

TABLA XXVII
Comparaciôn entre los valores normalizados de los mâximos 

de la parte real de la amplitud en el Caso General y
de los de la amplitud en el Caso de Amplitud

t^ Caso General Caso de Amplitud
4>N ~  ̂ 1.55 rad.

(fcj, =0.01 rad.

0.999999 0.9913 1.0000
0.999 0.9913 0.9868
0.99 0.9922 0.9793
0.95 0.9956 0.9417
0.9 1.0000 0.8985
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- Tambien es notable la influencia de las fases sobre 
los valores de las frecuencias de corte. En el Caso General se ob 
tienen valores de frecuencias espaciales que se corresponden en 
todos los casos con dimensiones mayores a las asociadas al objeto 
(ver Tabla III).

e) Analisis de la distribuciôn de intensidad de difracciôn:
La distribuciôn de intensidad présenta, en este caso, 

un mâximo central y très mâximos secundarios. Para cualquier va­
lor de:t(, los valores de estos mâximos normalizados son:

- Primer mâximo secundario: 0.021 (2.1%)
- Segundo mâximo secundario: 0.0034 (0.34%)
- Tercer mâximo secundario: 0.002 (0.2%)
En la Tabla XXVIII se da la relaciôn de frecuencias a 

las que se producen los mâximos y mînimos.

TABLA XXVIII
Frecuencias asociadas a los mâximos secundarios y a los mînimos, 

para distintos valores del factor de transmisiôn t̂ .

t(, = 0.999999 te = 0.9

p(mm~^) d(mm) p(mm~^ ) d(mm)
1®^ min. 15.04 0.0811 15.13 0.0806
1®^ max. 20.41 0.0803 20.41 0.0803
2» min. 28.31 0.0788 28.12 0.0793
2B max. 33.53 0.0802 33.53 0.0802
3®^ min. 40.10 0.0808 40.23 0.0805
3®^ max. 46.21 0.0805 46.21 0.0805

Para valores de te comprendidos entre 0.999999 y 0.99,
las frecuencias a las que aparecen los mînimos y mâximos secunda-
rios1 no varîan.

Atendiendo a los valores que aparecen en la Tabla XXVII]
se deduce que las frecuencias relacionadas con los mâximos son in-
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dependientes de mientras que las relacionadas con los mînimos 
varîan con este parâmetro de la siguiente manera; Las correspon­
dientes al primer y tercer mînimos, aumentan ligeramente cuando 
disminuye t^, en tanto que la del segundo mînimo, disminuye. En 
consecuencia, cuando t^ disminuye, el mâximo central se hace mâs 
ancho, el primer mâximo secundario, mâs estrecho y el segundo, 
mâs ancho.

Las dimensiones relacionadas con estas frecuencias osci 
lan entre el diâmetro del citoplasma y el total.

En la Graf. 35 se representan conjuntamente las distri- 
buciones de intensidad asociadas a distintos valores de t̂ ,. La 
distribuciôn que toma valores mayores en el origen corresponde a 
la de tç. = 0.999999.

Resumiendo, en el patrôn de difracciôn que se obtiene 
cuando no se consideran las fases asociadas a las distintas partes 
de la célula, las frecuencias a las que aparecen los mînimos estan 
mâs ajustadas a las dimensiones de las distintas partes de la mis­
ma. La influencia de la fase del nucleo sobre el patrôn de difrac­
ciôn se concrete en dos aspectos: Desplazar las frecuencias de los 
mînimos hacia valores que tienen asociados diâmetros mayores que 
los que corresponden al objeto y redistribuir la energîa en los 
mâximos.

3.5.2.- Efecto del desplazamiento del nucleo con respecto al cen­
tro de simetrîa.
Al igual que en casos anteriores (Apartado 3.3.2), la 

unica contribuciôn a la amplitud total que se ve afectada por el 
desplazamiento del nucleo es la asociada a éste y, por tanto, es 
la que analizamos. Hay que destacar que el término de fase que in 
troduce el desplazamiento hace, en este caso, que la Transformada 
de Bessel-Fourier asociada a la funciôn de transmisiôn sea comple 
ja.

a ) Anâlisis de la parte real de la amplitud asociada a la 
contribuciôn del nucleo;

Se ha evaluado la parte real correspondiente a la
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Eq. (2.35), para distintos valores del factor de transmisiôn aso- 
ciado al citoplasma, t^, y del modulo del desplazamiento, |Ë|. Su 
expresiôn analitica es:

d^ J (TTpd )
ReA.'(p) = (2TT/Xf) sen (- 2npË) —    —  (t„ - t_)

4 irpd N ^
P = r^/lf

= ReA.|(p) sen (- 2npÊ)

donde ReA.j(p) es la parte real de la contribucion del nucleo cuan 
do este no esta desplazado. El resultado de multiplicar a esta ul­
tima por sen (- 2npE) es una funciôn oscilante, siendo la frecuen- 
cia de oscilaciôn proporcional a |Ê|. Este resultado se muestra en 
la Graf. 36, donde se represents la parte real de la amplitud de 
la contribucion del nucleo para diferentes valores del desplaza­
miento. En todas ellas se observa la separaciôn del mâximo princi­
pal del origen de coordenadas, punto en el que aparecîa el minimo 
principal asociado a la contribucion del nucleo cuando este no es­
ta desplazado. La explicaciôn que se da a este fenômeno en el Apar 
tado 3.3.2.a es valida para este caso.

Sobre estas figuras también puede verse cômo la funciôn 
es ahora antisimétrica con respecte al eje de ordenadas, a diferen 
cia de los descrito en el Caso General y en el Caso de Fase, donde 
la funciôn perdra totalmente la simetria.

La Tabla XXIX muestra los valores de las frecuencias es- 
paciales para las cuales aparecen maximos, minimos y frecuencias 
de corte. En ellas se observa que el desplazamiento del mâximo 
principal es tanto mayor cuanto menor es el valor de |Ë|.

En las Grafs. 37a y 37b se muestran conjuntamente las 
amplitudes asociadas al nûcleo, para distintos valores del factor 
de transmisiôn t^. En la primera de ellas el valor del desplaza­
miento es 0.005 mm y en la segunda, 0.025 mm. En ambas se comprue 
ba que la forma de la funciôn es independiente del factor de tran^ 
misiôn t^. Las contribuciones de mayor amplitud corresponden a las 
de mayor valor para este ultimo parâmetro.
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TABLA XXIX

Frecuencias de los maximes, minimes y ceres de la parte real de 
la amplitud aseciada a la contribucion del nûcleo, 

para distintos valores del desplazamiento

Ê Frecuencias
(mm) (mm~^)

0.005 Max. 26.20

0.010 Max.
Cero

19.95
49.95

0.015
Max.
Cero
Min.

14.95
33.45
43.45

0.020
Max.
Cero
Min.
Cero

11 .70
24.95 
34.70
49.95

0.025

Max.
Cero
Min.
Cero
Max.

9.70
19.95 
28.70
39.95
46.95

b) Anâlisis de la parte real de la amplitud total;

Las conclusiones sobre los resultados describes en el 
Apartado 3.5.1.d son igualmente validas en este caso.

La influencia del desplazamiento del nûcleo sobre la am 
plitud total, afecta de forma mas importante en la zona de altas 
frecuencias. En las Grafs. 38a, b y c, se representan conjuntamen 
te la distribuciôn de amplitud para los cases de nûcleo desplaza­
do y sin desplazar. En cada une de elles, las grâficas inferiores 
muestran los maximes y minimos secundarios aisladamente, con obje 
to de observer en detalle las variaciones de los mismos. Estas re 
presentaciones ponen de manifiesto le siguiente:
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- El desplazamiento del nûcleo hace que la amplitud de 
los minimos disminuya en valor absoluto y la del mâximo secunda- 
rio aumente. Este fenômeno se produce para cualquier valor de t^.

- Las frecuencias de corte tambien se modifican de for­
ma que los maximos se ensanchan mientras que los minimos se estre 
chan.

- Es de destacar que la amplitud total no présenta el 
mâximo principal desplazado del origen en ninguno de los casos es 
tudiados.

c ) Anâlisis de la distribuciôn de intensidad total:
La distribuciôn de intensidad total sigue presentando 

un mâximo central y très mâximos secundarios, cuyos valores rela­
tives, independientes de t^, son los siguientes:

TABLA XXX
Valores relatives de los mâximos de intensidad 

para diferentes desplazamientos del nûcleo

|ë| (mm) 0 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025

Max,. pal. 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
max. 0.0210 0.0180 0.0170 0.0160 0.0160 0.0160

2B max. 0.0034 0.0044 0.00048 0.0046 0.0041 0.0036
3®^ max. 0.0020 0.0015 0.0015 0.0017 0.0018 0.0016

Asî pues, el aumento del desplazamiento provoca redis- 
tribuciones de la energia que afectan a los mâximos secundarios. 
Este fenômeno se représenta en la Graf- 39. En ella se represen­
tan conjuntamente la distribuciôn de la intensidad asociada al nû­
cleo centrado y la asociada al nûcleo desplazado. Se puede obser­
ver cômo el primer y tercer mâximos disminuyen para el nûcleo de^ 
plazado, mientras que el segundo aumenta. De igual manera se pro- 
ducen desplazamientos en los valores de las frecuencias asociadas 
a los minimos; el primer y tercer minimos aparecen a frecuencias 
mayores, mientras que el segundo se desplaza hacia frecuencias me 
nores. Como consecuencia el primer mâximo se estrecha y el segundo
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se ensancha. En la Tabla XXXI se proporciona una relaciôn de las 
frecuencias a las que aparecen los minimes y de las dimensiones 
con ellas relacionadas.

TABLA XXXI

Frecuencias de los minimos de la distribuciôn de intensidad
y dimensiones asociadas a ellas,, para distintos valores de |Ë(

|Ë| Frecuencias 
(mm“^ )

Diametros
(mm) (mm)

Primer minimo
< 0.010 
> 0.010

15.20
15.45

0.0803
0.0790

Segundo minimo
0.010<|Ê|<0.015 
0.005 y 0.025

27.70
27.95

0.0805
0.0798

Tercer minimo 0.005<|Ê|<0.025 33.45 0.0969

La Tabla XXXI pone de manifiesto que los valores de las 
frecuencias de los minimos contienen informaciôn sobre las dimen­
siones reales del objeto.

Finalmente, nôtese que, en este caso, el desplazamiento 
del nûcleo no da lugar a la pérdida de simetria de la figura de 
difracciôn, como ocurria en el Caso General (Apartado 3.3.2).

3.6.- APROXIMACIONES PARA VALORES DE FASE PEQUENOS.
3.6.1.- Caso General.

Las ecuaciones que se evaluan en este Apartado son las 
(2.40), (2.41) y (2.42), que corresponden, respectivamente, a la 
parte real de las amplitudes de difracciôn del nûcleo, citoplasma 
y membrana. Tambien se estudia la parte real de la Eq. (2.43), 
que corresponde a la amplitud total de difracciôn, y la distribu­
ciôn de intensidad total, Eq. (2.44).

El comportamiento de estas expresiones se analiza en 
funciôn de los valores de las fases asociadas a cada zona de la
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célula y del factor de transmisiôn del citoplasma. Atendiendo a 
la aproximaciôn que se hace en este caso para la funciôn de trans^ 
misiôn de la célula (Apartado 2.5), los valores dados a las fases 
son menores que la unidad, mientras que el factor de transmisiôn 
del citoplasma toma los mismos valores que en estudios anteriores.

a ) Anâlisis de la parte real de la distribuciôn de amplitud 
asociada a la contribuciôn del nûcleo;

De la misma forma que en los casos hasta ahora estudia- 
d o s , la parte real de la amplitud de la contribuciôn del nûcleo 
no se comporta como una funciôn oscilatoria en el intervalo estu- 
diado. Su comportamiento con respecto a los parâmetros antes cita 
dos se concrets en los siguientes aspectos:

- Cuando la fase del nûcleo es mayor que la del citoplas 
ma, la funciôn toma su valor mâximo en el origen, siendo positiva 
en todo el intervalo estudiado.

- Cuando la fase del citoplasma es mayor o igual que la 
del nûcleo, la funciôn présenta un minimo en el origen, siendo ne 
gativa en todo el intervalo estudiado.

- Cuando se mantienen constantes la fase y el factor de
transmisiôn del citoplasma, la funciôn aumenta con la fase del nû
cleo (ver Graf. 40a). Estos resultados se muestran en la Tabla
XXXII, en la que tambien se puede constatar que la amplitud es ne
gativa para

TABLA XXXII

Variaciones de los mâximos/minimos con la fase del nûcleo, 
para t̂ , = 0.999999 y = 0.055 rad.

(bjj (rad.) 0.005 0.055 0.1 05 0.155

ReA,, ($^)/ iReA,, (0.155) | - 0.74 - 0.1 6 0.42 1 .00
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- Cuando se mantienen constantes la fase del nûcleo y
el factor de transmisiôn del citoplasma, la funciôn disminuye cuan 
do aumenta la fase del citoplasma (ver Graf. 40b). En la Tabla 
XXXIII estan los factores normalizados que toma la funciôn en el 
origen de frecuencias.

TABLA XXXIII
Variaciones de los maximos/minimos de la parte real de la 
amplitud asociada a la contribuciôn del nûcleo con la 
fase del citoplasma, para 4)̂  = 0.055 rad. y t^ = 0.999999

4)̂  (rad.) 0.005 0.055 0. 105 0.155

ReA^ (<t>ç,)/|ReA^ (0.155) I 0,35 - 0.01 - 0.55 - 1 .00

- Cuando se mantienen constantes las fases del nûcleo y 
del citoplasma, la funciôn crece cuando disminuye t^ (ver Graf. 
40c). En la Tabla XXXIV se muestran las variaciones del mâximo/m^ 
nimo para este caso.

TABLA XXXIV

Variaciones de los maximos/minimos de la parte real de la 
amplitud asociada a la contribuciôn del nûcleo con el 

factor de transmisiôn del citoplasma, para 
t» = 0.055 rad. y *_ = 0.105 rad.

ReA^ (t^)/lReA.| (0.999999)

0.999999 - 1.000
0.999 - 0.998
0.99 - 0.980
0.95 - 0.910
0.9 - 0.830
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b) Anâlisis de la parte real de la distribuciôn de amplitud 
asociada a la contribuciôn del citoplasma;

La Eq. (2.41), que corresponde a la parte real de la ara 
plitud del citoplasma, puede expresarse como sigue:

t» - t_
ReA-(p) = C. (p) +  ̂ C,(p)

2  ̂ ” (d^ - dç,)2 2
(3.6.1 )

P = r^/Xf

donde C^(p) y 0^(0) tienen el mismo significado que el descrito 
en el Caso General. Al igual que en este, el comportamiento de la 
parte real de la amplitud de esta contribuciôn depende del factor 
de transmisiôn del citoplasma, t^, y los resultados se pueden re- 
sumir en funciôn de este ultimo de la siguiente manera:

- Para valores de t^ prôximos a tĵ  (t^ = 0.999999), el 
primer término de la expresiôn (3.6.1) es el que tiene mayor im- 
portancia. Este término depende de la funciôn de Airy de argumen­
te proporcional al diâmetro de esta zona de la célula. En conse­
cuencia, la parte real de la amplitud asociada a esta contribuciôn 
es una funciôn oscilante. Si la fase del citoplasma es mayor que 
la de la membrana, esta funciôn présenta un mâximo en el origen, 
un mâximo secundario, dos minimos y très ceros. Pero si la fase 
del citoplasma es menor que la de la membrana, la funciôn présenta 
un minimo en el origen, un minimo secundario, dos mâximos y très 
ceros.

Cuando ambas fases son iguales, el primer sumando de la 
expresiôn (3.6.1) se anula y, en este caso, el comportamiento de 
esta funciôn es anâlogo al que se obtiene cuando el segundo suman 
do es el que tiene mâs peso. Esto serâ discutido mâs adelante.

Cuando la fase del citoplasma es mayor que la de la mem 
brana, los valores de las frecuencias espaciales a las que apare­
cen los mâximos, minimos y ceros, son independientes de los valo­
res de ambas fases (Tabla XXXV). Como puede verse en dicha Tabla, 
la dimensiôn asociada al primer cero corresponde al diâmetro to­
tal, mientras que las del segundo y tercero, al del citoplasma.
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TABLA XXXV

Valores de las frecuencias espaciales de los maximos, minimos y 
ceros de la parte real de la amplitud asociada a la 

contribuciôn del citoplasma, para  ̂
y dimensiones asociadas a los puntos de corte 

Frecuencias Diametros
(mm“^ ) (mm)

Max. pal. 0.00
Cero 15.20   0.080
1®^ min. 20.70
Cero 28.20   0.079
1®^ max. sec. 33.95
Cero 40.95   0.079
2® min. 46.70

Cuando la fase del citoplasma es menor que la de la mem 
brana, se obtiene que, para = 0.005 rad., los valores de las 
frecuencias espaciales coinciden con los indicados en la Tabla 
XXXV, Cuando 4)̂  toma valores superiores, solêunente se modifica el 
primer cero, que aparece en 15.45 m m ~ \  correspondiente al diâme­
tro del citoplasma (d^ = 0.079 mm).

Para un valor fijo de la fase de la membrana tal que 
4>m  < cuando aumenta la fase del citoplasma aumentan las ampli­
tudes de los mâximos y de los minimos de esta funciôn. AsI mismo, 
cuando la fase de la membrana es mayor que la del citoplasma, las 
amplitudes de los mâximos y minimos disminuyen cuando aumenta 4>̂ . 
En la Tabla XXXVI se dan los valores que toman los mâximos y roini 
mos de la parte real de esta contribuciôn en los dos casos senala 
dos y en la Graf. 41a se muestra este resultado.
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TABLA XXXVI

Valores de los mâximos y minimos de la parte real de la 
amplitud asociada a la contribuciôn del citoplasma 

cuando varia <t>̂, para t^ = 0.999999

^C <rad.) = 0..055 0.,105 0,,155

M a x . pal. 0..34 0.,67 1 ,,00
1®^ m i n . - 0,.34 - 0..67 - 1 ,.00

(0,.005 rad. ) ^er m a x . 0,.34 0..67 1 ,.00
2» m i n . - 0,.34 - 0,.67 - 1 ,.00

Min. pal. - 1 ,.00 - 0,.68 - 0,.33
1®^ m a x . 1 ,.00 0,.67 0,.33

(0..1 55 rad. ) 1®^ m i n . -  1 ,.00 - 0,.67 - 0..33
22 m a x . 1 ,.00 0,.67 0,.33

Nota : Cada mâximo o minimo estâ dividido por el valor absoluto 
mâximo que alcanza al variar para cada

En la Tabla XXXVII, se dan los valores que toman los mâ­
ximos y minimos cuando varia para una valor fijo de la fase
del citoplasma, observândose que, cuando < (()̂ las amplitudes de
éstos aumentan, mientras que cuando el comportamiento es
el contrario. Como los valores de los mâximos y minimos para un 
valor determinado de se mantienen, solamente se indican los co 
rrespondientes al mâximo/minimo principal.

TABLA XXXVII

Valores del mâximo/minimo principal de la parte real de la ampli­
tud asociada al citoplasma cuando varia para t^ = 0.999999

0.1550.1050.055

0.005 rad 1 . 0 0Min. pal. 0.34 0.67C*

0.1 050.0550.005

0.330.670.155 rad. 1 . 0 0C=
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- Cuando = 0.999, aumenta el factor que multiplica 
al segundo sumando de la derecha en la expresiôn (3.6.1), tenien- 
do ahora un peso équivalente al del primero. Como consecuencia, 
la funciôn comienza a perder su comportamiento oscilatorio, sien­
do este cambio tanto mâs importante cuanto mayor es la fase de la 
membrana frente a la del citoplasma. En la Graf. 41b se represen­
tan conjuntamente la parte real de esta amplitud para distintos 
valores de y se puede apreciar cômo, en este caso, la funciôn 
présenta un mâximo en el origen, un mâximo secundario, dos mini­
mos y très ceros, para cualquier valor de (tî . En la Graf. 41c se 
hace la misma representaciôn, pero ahora la fase de la membrana 
vale 0.155 r a d . En todos los casos se aprecia que la funciôn es 
menos oscilatoria, tomando su valor minimo en el origen, ya que

En este caso la funciôn sôlo es positiva para frecuencias 
espaciales superiores a un cierto valor, el cual aumenta a raedi- 
da que aumenta AsI, para <t»̂ = 0.005 rad., el cero se produce 
a 43.20 mm~^ mientras que para = 0.055 rad., aparece a 44.45 
m m ~ \  Para = 0.105 rad., la funciôn es negative en todo el in­
tervalo estudiado.

- Cuando t^ < 0.999 ô las fases del citoplasma y de la 
membrana son iguales, el segundo sumando de la derecha prédomina 
sobre el primero, independientemente de los valores de las fases. 
La parte real de la amplitud asociada al citoplasma se présenta
siempre como una funciôn negativa, que toma su valor minimo en el
origen. En la Graf. 41d se présenta este resultado.

Los cambios de la parte real de la amplitud de la con­
tribuciôn del citoplasma en estos dos ultimos casos se manifies- 
tan de la siguiente manera:

- Fijados el factor de transmisiôn del citoplasma y la 
fase de la membrana, los valores de la funciôn aumentan con
Esto se muestra en las Grafs. 41b, c y d.

- Fijados la fase y el factor de transmisiôn del cito­
plasma, se observa que la funciôn disminuye cuando aumenta Es 
tos resultados se muestran en la Graf. 42.
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- Fijadas las fases de la membrana y del citoplasma, se 
observa que la funciôn toma valores mâs pequenos cuando disminuye 
tç,, como puede verse en la Graf. 43.

c ) Anâlisis de la parte real de la distribuciôn de la ampli­
tud asociada a la contribuciôn de la membrana;
La parte real de esta amplitud, Eq. (2.42), puede expre­

sarse como sigue:

ReA^(p) = (M., (p) + — -----— 2 M 2 (p))
(dx - d^)‘

(3.6.2)

p = r^/Xf
donde M.j(p) y M2 (P ) estan definidas con el mismo criterio que
C^(P) y C2(P ) en la expresiôn (3.6.1).

Al ser esta expresiôn formalmente idéntica a la (3.3.2), 
el comportamiento general es el mismo que el descrito para esta ûl̂  
tima en el Apartado 3.3.1.c:

- Para t^ = tĵ  (t^ = 0.999999), la parte real de esta ara 
plitud, présenta un mâximo principal en el origen, un mâximo secun 
dario, dos minimos y très ceros. Las frecuencias espaciales a las
que aparecen son independientes de la fase de la membrana y en la
Tabla XXXVIII se da la relaciôn de las mismas, as! como las dimen­
siones asociadas a los ceros que, como puede verse, coinciden con 
el valor del diâmetro total de la célula.
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TABLA XXXVIII

Frecuencias espaciales a las que aparecen los maximos, minimos 
y ceros de la parte real de la amplitud asociada a 
la contribuciôn de la membrana, para t^ = 0.999999, 
y dimensiones asociadas a las frecuencias de corte

Frecuencias Diametros
(mm” ) (mm)

Max. pal. 0.00
Cero 1 5.20 --------------------  0.080
Primer min. 20.45
Cero 27.70   0.080
Primer max. 33.45
Cero 40.45   0.080
Segundo Min. 46.20

Las amplitudes asociadas con los mâximos y minimos au­
mentan cuando aumenta la fase de la membrana, tal y como se mues­
tra en la Tabla XXXIX, donde sôlo aparece el valor del mâximo prin 
cipal, ya que los demâs presentan las mismas variaciones. En la 
Graf. 44a se muestra este resultado.

TABLA XXXIX
Variaciones relatives del mâximo principal de la 

parte real de la amplitud asociada a la contribuciôn de 
la membrana con 4)̂ ,para t^ = 0.999999

<b̂ (rad.) = 0.005 0.055 0.105 0.1 55
ReÂ ((|,̂ )/ |ReA^(0.155) | 0.032 0.350 0.680 1 .000

- Para t^ = 0.999, los dos primeros ceros desaparecen 
y el primer minimo y segundo mâximo son ahora relativos. La fun­
ciôn toma valores positives siempre que p < 42.45 mm”\  aparecien- 
do el ultimo minimo en 46.70 mm”  ̂ independientemente del valor de
la fase de la membrana. La amplitud del mâximo principal y del m_i 
nimo aumentan cuando aumenta Las variaciones del mâximo prin­
cipal con coinciden con las que aparecen en la Tabla XXXIX.
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Zn la Graf. 44b se representan conjuntamente las partes reales de 
las amplitudes para distintos valores de la fase de la membrana.

- Cuando t^,< 0.999, el mâximo principal aumenta cuando 
aumenta tomando los mismos valores que los dados en la Tabla 
XXXIX. Graficamente se muestra este comportamiento en la figura 
34c.

Por ultimo, la parte real de la amplitud de la contribu 
cion de la membrana aumenta cuando disminuye t^ (Graf. 44d). En 
general, se puede decir que la disminucion de este ultimo parâme­
tro hace que la funciôn aumente en valor absoluto para todo 0.

d ) Anâlisis de la parte real de la distribuciôn de amplitud 
total de difracciôn:
Los resultados obtenidos en el estudio de la parte real 

de la distribuciôn de amplitud total de difracciôn, Eq. (2.43), 
ponen de manifiesto lo siguiente:

- Cuando las fases asociadas a cada regiôn de la célula 
son iguales, el primer sumando de la expresiôn (3.6.1) se anula.
Si a esta condiciôn anadimos el que t^ sea muy prôximo a la uni­
dad (t^ = 0.999999), obtenemos que tanto la contribuciôn del nû­
cleo como la del citoplasma son muy pequenas frente a la de la 
membrana. En consecuencia, la parte real de la amplitud total de 
difracciôn coincide con esta ultima contribuciôn y, por tanto, es 
ta funciôn présenta un mâximo en el origen, un mâximo secundario, 
dos minimos y très ceros. Este resultado se muestra en la Graf. 
45a. En la Tabla XL se proporcionan los valores de las frecuencias 
espaciales a las que aparecen los mâximos, minimos y ceros.

Coraparando estos valores con los de la Tabla XXXIX se 
aprecia que las frecuencias espaciales a las que aparecen los mâ­
ximos y minimos son iguales. Sin embargo, los ceros estan ligera- 
mente desplazados, el primero y tercero hacia frecuencias menores 
y el segundo a frecuencias mayores, por lo que las dimensiones re 
lacionadas con ellos no coinciden con el diâmetro total de la ce- 
lula. En consecuencia, en este caso, la informaciôn sobre la mem­
brana estâ contenida en las frecuencias de los mâximos y minimos.
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TABLA XL
Frecuencias espaciales asociadas a los mâximos, minimos y ceros 

de la parte real de la amplitud total, para t^ = 0.99999 y 
= (J>C = <1>M y dimensiones asociadas a los ceros

Frecuencias Diametros
(mm~^) (mm)

Max. pal. 0.00
Cero 14.95   0.082
Primer min. 20.45
Cero 28.20   0.079
Primer max. 33.45
Cero 39.95   0.081
Segundo min. 46.20

En la Graf. 45b se observa cômo las amplitudes de los mâxi^ 
-Tios y minimos aumentan con la fase.En la Tabla XLI estan los valo 
res normalizados asociados al mâximo principal.

TABLA XLI
Variaciôn relativa del mâximo principal de la parte real de la 

amplitud total con la fase, para t^ = 0.999999 y
= ‘‘’c =

(rad.) = 0.005 0.055 0.105 0.1 55

Re\t)(<b̂ )/|Re\l»(0.155) I 0.032 0.350 0.680 1 .000

Para valores menores de t^, esta coincidencia entre ReA^ 
y Re$ se pierde, pues ahora los segundos sumandos de las expresio 
nés (3.6.1) y (3.6.2) son los que predominan. No obstante, la par 
te real de la amplitud total en estudio présenta un comportamiento 
anâlogo al que acabamos de describir (Graf. 45c). En este caso, 
las frecuencias espaciales de los mâximos, minimos y ceros son 
practicamente iguales a las ya mostradas en la Tabla XL.

- La contribuciôn del nucleo tiene una influencia impor 
tante sobre la parte real de la amplitud total cuando la fase del 
citoplasma es pequena frente a la fase del nucleo. Esta influencia
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es tanto mas importante cuanto mas proximo a la unidad es el fac­
tor de transmisiôn del citoplasma. En la Graf. 46a se representan 
conjuntamente las amplitudes asociadas a las très contribuciones y 
la amplitud total. En ella puede observarse cômo la parte real de 
la amplitud total oscila muy suavemente, tomando valores positi­
ves en todo el intervalo estudiado. En la Graf. 46b se hace una 
representaciôn anâloga a la anterior y se observa que su comporta 
miento es igual al ultimo descrito. Sin embargo, se ve claramente 
que la contribuciôn del nûcleo, en este caso, es muy pequena fren 
te a las de la membrana y del citoplasma, aunque el nûcleo sigue 
teniendo una importante influencia, debido a que estas dos ulti­
mas contribuciones toman valores muy parecidos y de signo contra­
rio, cancelandose. En la Tabla XLII, se muestran las variaciones 
del maximo principal de la parte real de la amplitud total. En la 
Graf. 46c se represents este resultado. Tanto los resultados numé 
ricos como los grâficos muestran que el valor del maximo crece 
con Por otra parte, en la Graf. 46d se observa que las oscila 
ciones de la amplitud total auroenta con

TABLA XLII
Variaciones del mâxirao principal de la parte real de la 

amplitud total con para t^ * 0.99,
= 0.005 rad. y 4»̂  ̂* 0.155 rad.

(rad.) = 0.055 0.105 0.155

Re$($^)/|Re$(0.155)| 0.69 0.84 1 . 0 0

- La contribuciôn del citoplasma prédomina sobre las 
otras dos cuando la fase de la membrana es pequena frente a la 
del citoplasma y t^ es muy proximo a la unidad. En la Graf. 47a 
se présenta este comportamiento, observândose cômo la parte real 
de la amplitud total de difracciôn coincide practicamente con es 
ta contribuciôn. En esta representaciôn 0^ = con lo cual la
contribuciôn del nûcleo toma valores muy pequenos, acentuândose 
el predominio de la contribuciôn del citoplasma. La Graf. 47a
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muestra cômo la parte real de la amplitud total de difracciôn pre 
s enta un mâximo principal en el origen, un maximo secundario, dos 
mînimos y très ceros. La Tabla XLIII indica los valores de las 
frecuencias espaciales a las que se producen estos ûltimos que, 
comparados con los que aparecen en la Tabla XXXV, ponen de mani- 
fiesto su alto grado de coincidencia.

TABLA XLIII

Frecuencias espaciales asociadas a los mâximos, mînimos y 
ceros de la parte real de la amplitud total para

0.155 rad., = 0.005 rad. y t ^ *  0.999999, 
y dimensiones asociadas a las frecuencias de corte

Frecuencias Diamètres.
(mm~^) (mm)

Max. pal. 0.00
Cero 15.20   0.080
Primer min. 20.70
Cero 28.45   0.078
Primer Max. 33.95
Cero 40.45   0.080
Segundo min. 46.70

Las dimensiones asociadas a estas frecuencias no contie 
nen, sin embargo, informaciôn sobre las de esta regiôn de la célu 
la.

Cuando la fase del nûcleo disroinuye, los valores de las 
frecuencias espaciales que se muestran en la Tabla XLIII varîan 
de forma que el primer y tercer ceros se desplazan hacia frecuen­
cias menores y el segundo, a frecuencias mayores. Cuando disminu- 
ye la fase del citoplasma varîan en el sentido contrario al que 
se acaba de exponer.

En la Graf. 47b se representan conjuntamente todas las 
contribuciones y la amplitud total, pero ahora, 4)̂  = 0.105 rad., 
pudiéndose observar que la contribuciôn del citoplasma ya no pré­
domina sobre la de las otras dos.
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En las Grafs. 47c y d, se representan conjuntamente la 
parte real de la amplitud total de difracciôn para diferentes va­
lores de y La primera refleja cômo las amplitudes de los 
mâximos aumentan ligeramente y la de los mînimos disminuyen, cuan 
do aumenta En la segunda se observa que las amplitudes de mâ­
ximos y mînimos aumentan, en valor absoluto, con

Fuera de las très situaciones descritas, la parte real 
de la amplitud total de difracciôn es siempre una funciôn que pre 
senta un mâximo en el origen, un mâximo secundario, dos mînimos y 
très ceros. En la Graf. 48 aparece la dependencia de la amplitud 
total con los parâmetros bajo los cuales se ha realizado el estu- 
dio. En la Graf. 48a se representan conjuntamente la parte real 
de la amplitud total para diferentes valores de la fase del nû­
cleo, apreciândose que las amplitudes de los mâximos aumentan, 
mientras que la de los mînimos disminuyen.

Cuando aumentan las fases del citoplasma y de la membra 
na, las amplitudes de los mâximos y mînimos aumentan. Este resul­
tado-. aparece en las Grafs. 48b y c. El mismo fenômeno tiene lu- 
gar cuando aumenta el factor de transmisiôn del citoplasma, tal y 
como se muestra en la Graf. 46d. En las Grafs. 48c y d tambien se 
observa cômo la variaciôn de y t^ no provocan grandes cambios 
en la parte real de la amplitud total de difracciôn.

e ) Anâlisis de la distribuciôn de intensidad total de difrac­
ciôn:

En este caso la expresiôn evaluada es la Eq. (2.44) y 
se obtiens que la distribuciôn de intensidad total présenta, en 
todos los casos, un mâximo principal en el origen y très mâximos 
secundarios en el intervalo estudiado.

A continuaciôn vamos a ver que la distribuciôn de inten 
sidad no contiens, en este caso, informaciôn sobre las fases. En 
el Apartado 2.5.1. se obtuvo que, cuando las fases asociadas a 
las distintas partes de la célula son mucho menores que la unidad, 
la parte real de la amplitud total de difracciôn coincidia con la 
parte real de la amplitud de difracciôn del Caso General, Aparta­
do 2.2, exceptuando la dependencia con las fases, que en este ca-
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so es lineal y en el otro sinusoidal. AsI mismo, la parte imagi- 
naria de la amplitud total de difracciôn coincide con la parte 
real de la misroa del Caso de Amplitud (Apartado 3.4.2) y, por 
tanto, no présenta dependencia con las fases de las distintas 
partes de la célula, dependiendo solamente de los factores de 
transmisiôn de cada zona de la misma.

En la Tabla XLIV aparecen los valores que toman la par­
te real y la imaginaria de la amplitud total de difracciôn y se 
comprueba que esta ultima es mucho mayor que la primera (aproxi- 
madamente seis veces), siendo esto generalizable para cualquier 
valor de t^. En consecuencia, los valores de las fases no influ- 
yen sobre la distribuciôn de intensidad de manera notable.

TABLA XLIV

Valores de las partes real e imaginaria de la 
amplitud total de difracciôn, para

Reii) Im$

Max. pal. 0.15 1 .00
Primer min. - 0.15 - 1.00
Primer max. 0.15 1 .00
Segundo min. - 0.15 - 1.00

En la Graf. 49 se ha hecho una representaciôn conjunta 
de la distribuciôn de intensidad. En la Graf. 49a, haciendo va- 
riar y en la 49b, En la Graf. 50a, el paramètre variable
es 4)̂ . Finalmente, en la Graf. 50b se representan conjuntamente 
las distribuciones de intensidad asociadas a distintos valores 
del factor de transmisiôn, poniéndose de manifiesto que las inten 
sidades de los mâximos disminuyen cuando disminuye t^. En la Ta­
bla XLV estan los valores normalizados de los mismos.
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TABLA XLV

Variaciôn de los valores relativos de los mâximos de la 
distribuciôn de intensidad total con t.

t g  m 0 .9 99 9 99  0 . 9 9 9  0 . 9 9  0 . 9 5  0 . 9 0

Max. pal. 1.000 0.998 0.981 0.911 0.827
Primer max. 1.000 0.997 0.977 0.888 0.783
Segundo max. 1.000 0.999 0.991 0.956 0.916
Tercer max. 1.000 0.998 0.980 0.904 0.814

Estos resultados permiten concluir que, para un objeto 
cuya funciôn de transmisiôn responds a las caracterlsticas del 
aqui considerado, la distribuciôn de intensidad total no contie­
ns informaciôn sobre las fases que pueda tener asociadas en cada 
zona. La distribuciôn de intensidad total de difracciôn es equi­
valents a la obtenida para un objeto de amplitud y solamente se 
podria obtener informaciôn sobre las fases, estudiando la ampli­
tud de difracciôn, mediants métodos mâs sofisticados de inter 
ferometria hologrâfica, cuya aplicaciôn a objetos microscôpicos, 
como el caso de la célula biolôgica, présenta grandes dificulta- 
des expérimentales.

3.6.2.- Caso de fase.

Se estudian numericamente en este Apartado las Eqs. 
(2.48), (2.49) y (2.50), que corresponden a las partes reales de 
las amplitudes de difracciôn asociadas a las contribuciones del 
nûcleo, citoplasma y membrana, respectivamente. AsI mismo, se es 
tudian la parte real de la Eq. (2.47), que corresponde a la am­
plitud total de difracciôn, y la Eq. (2.51), que représenta la 
distribuciôn de intensidad total.

Las expresiones relativas a las partes reales de las 
amplitudes de difracciôn del nûcleo, citoplasma y membrana son 
anâlogas a las obtenidas en el Caso de Fase (Eqs. (2.21), (2.22) 
y (2.23)), a excepciôn de la dependencia con las fases que, en 
este caso, es lineal, mientras que en el anteriormente citado es
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exponencial. Esta dependencia no altera, en lo fundamental, el 
comportamiento descrito en el Apartado 3.4.1.a, b y e .  Esta con 
elusion es tambien valida para la parte real de la amplitud to­
tal. Si comparamos la Eg. (2.47) con la (2.20), se observa que 
la diferencia fundamental entre ambas reside en la parte imagi­
naria, ya que la amplitud de difracciôn, en este caso, depende 
de 6(r^). Sin embargo, las partes reales de ambas funciones pre 
sentan un comportamiento anâlogo con respectoa las très fases, 
aunque tengan una dependencia funcional diferente con las mis- 
m a s .

Por lo tanto en esta Secciôn nos limitaremos a presen 
tar los resultados obtenidos en el estudio de la distribuciôn de 
intensidad total de difracciôn.

a ) Anâlisis de la distribuciôn de intensidad total de difrac­
ciôn;

En la Eq. (2.51), expresiôn de la distribuciôn de in­
tensidad total, se observa que en el origen de frecuencias espa­
ciales estâ contenida casi la totalidad de la energîa, ya que en 
la expresiôn de la intensidad interviens un termine en 6(r^^).
Por tanto, las amplitudes de los mâximos secundarios son de un 
orden de magnitud muy pequeno comparado con el del mâximo prin­
cipal.

Por esta razôn, en el intervalo de frecuencias en el 
que se realize el estudio se ha eliminado el origen para poner 
en evidencia que la distribuciôn de intensidad présenta très mâx^ 
mos secundarios, exceptuando el caso en que la fase del citoplas 
ma es muy pequena frente a la del nûcleo. En esta situaciôn par­
ticular, la distribuciôn de intensidad présenta, ademâs del mâx^ 
mo central, un mâximo secundario, que también desaparece si la 
fase de la membrana es muy pequena (ver Graf. 51a).

El comportamiento de la intensidad total de difracciôn 
con relaciôn a las fases asociadas a cada zona de la célula, se 
resume en los siguientes aspectos:
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- En la Tabla XLVI aparecen los valores normalizados 
asociados a los mâximos cuando varia la fase del nûcleo, obser­
vândose que cuando aumenta el primer y tercer mâximos secun- 
darios disminuyen y el segundo aumenta.

TABLA XLVI

Variaciôn de las amplitudes relativas de los mâximos de 
la distribuciôn de intensidad con para 

0.105 rad. y $» = 0.055 rad.M

6^ (rad.) - 0.005 0.055 0.105 0.155

Primer max. 1.00 0.75 0.53 0.36
Segundo max. 0.16 0.36 0.64 1.00
Tercer max. 1.00 0.74 0.52 0.34

En la Graf. 51b, se observa este resultado. Asi mismo, 
puede apreciarse cômo se modifican las frecuencias a las que apa­
recen los mînimos de la distribuciôn de intensidad. Cuando aumen­
ta el primer y tercer minimes se desplazan hacia frecuencias 
mayores, mientras que el segundo lo hace hacia frecuencias meno­
res. En la Tabla XLVII se muestran los valores de las frecuencias 
espaciales a las que aparecen los minimes.

TABLA XLVII

Frecuencias espaciales (mm~^) a las que aparecen los 
minimes cuando varia para 
= 0.105 rad, y 4»̂  ̂ * 0.155 rad.

4)̂  (rad.) * 0.005 0.055 0.105 0.155

Primer min. 14.45 14.95 15.45 15.95
Segundo min. 30.20 28.95 28.20 27.20
Tercer min. 38.70 39.70 40.70 41.70

Consecuentemente, se comprueba que el primer mâximo se 
estrecha mientras que el segundo se ensancha, cuando aumenta la 
fase del nûcleo.



- 180 -

Asi mismo, se observa que solo para « 0.105 rad., 
las frecuencias de los minimes contienen informaciôn sobre el 
objeto y, mâs concretamente, sobre el citoplasma.

- Las amplitudes asociadas a los très mâximos aumentan 
cuando aumenta la fase del citoplasma, como puede verse en la Ta 
bla XLVIII.

TABLA XLVIII
Variaciôn de las amplitudes relativas de los mâximos con 

para ■ 0.105 rad. y = 0.055 rad.

4)̂  (rad.) - 0.005 0.055 0.105 0.155

Primer max. 0.04 0.04 0.37 1.00
Segundo max. - 0.41 0.67 1.00
Tercer max. - 0.04 0.36 1.00

Por otra parte, se observa que el aumento de la fase 
del citoplasma provoca redistribuciones de la energià. Para va­
lores pequenos de no existen el segundo y tercer mâximos, y 
aparecen a medida que aumentan éstos.

La Tabla IL pone de manifiesto que las frecuencias a 
las que aparecen los minimos varian con la fase del citoplasma, 
de forma que el primer y tercer ceros se desplazan hiacia bajas 
frecuencias y el segundo hacia altas.

TABLA IL

Frecuencias espaciales (mm~^) a las que aparecen los 
minimos cuando varia 4»̂ , para 
* 0.105 rad. y ■ 0.005 rad.

♦j, (rad.) « 0.005 0.055 0.105 0.155

Primer min. 20.45 16.20 15.45 14.95
Segundo min. - 26.20 28.20 28.70
Tercer min. - 42.20 40.70 40.20
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De estos datos se deduce que el primer mâximo se ensan 
cha, mientras el segundo se estrecha, cuando aumenta En la 
Graf. 52a se representan conjuntamente las distribuciones de in­
tensidad para distintos valores de la fase del citoplasma, mante 
niendo fijas las fases del nûcleo y de la membrana. Puede obser­
varse que el primer mâximo aumenta mucho mâs que los otros dos 
al aumentar

- En la Graf. 52b se representan conjuntamente las dis^ 
tribuciones de intensidad para distintos valores de la fase de 
la membrana. La representaciôn muestra cômo las variaciones con 

no son tan importantes como en el caso anterior. También se 
observa que el primer mâximo es mucho mayor que los otros dos y 
que el tercero, es ligeramente superior al segundo. La Tabla L 
muestra cômo varian numericamente estos mâximos con

TABLA L

Variaciôn relativa de los mâximos secundarios de la 
distribuciôn de intensidad con para 

= 0.105 rad. y = 0.055 rad.

4,̂  (rad.) * 0.005 0.055 0.105 0.155

Primer max. 0.94 0.96 0.98 1.00
Segundo max. 0.91 0.94 0.96 1.00
Tercer max. 0.91 0.93 0.96 1.00

Los datos que aparecen en la Tabla demuestran que los 
très mâximos aumentan con aunque estas variaciones no son 
demasiado importantes.

En la Tabla LI aparecen los valores de las frecuencias 
espaciales asociadas a los minimos, para distintos valores de 
apreciândose que éstos se mantienen aproximadamente constantes 
cuando varia ésta ûltima.



:70' "C

.» 0.03^ 
:____
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Graf. 52.- Rcpxa^eniacJ-one-i con juntas da la dlxixxlucxdn da 
xnian-ixdad total da dJ.-f.xacc.i6n.
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TABLA LI

Frecuencias espaciales (nun~^) asociadas con los minimos 
cuando varia para 

♦jj ■ 0.055 rad. y « 0.105 rad.

(rad.) « 0.005 0.055 0.105 0.155

Primer min. 14.95 14.95 14.70 14.70
Segundo min. 29.20 28.95 28.95 28.70
Tercer min. 39.95 39.70 39.45 39.20

Para determinados valores de las fases se observa que 
mâximos de ôrdenes superiores cobran mayor importancia que otros 
de ôrdenes mâs bajos. Por ejemplo, para 4*̂  - 0.005 rad. el ter­
cer mâximo secundario es mayor que el segundo, cualquiera que 
sea el valor de para ■ 0.105 rad. y 4»̂. » 0.055 rad, ocu- 
rre lo mismo, (ver Grafs. 51b, 52a y b).

La distribuciôn de intensidad verifica que:

I(4)j,,
Es d e cir, la funciôn es simétrica con respecto al origen. Sin 
embargo, las ecuaciones obtenidas en el Caso de Fase para la dis 
tribuciôn de intensidad ahora no se verifican. Esto signifies 
que una misma distribuciôn de intensidad sôlo puede corresponder 
a una pareja de valores de las fases, con lo cual la imprecisiôn 
que se tenîa en el Caso de Fase, es eliminada cuando las fases 
son mucho menores que la unidad.
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3.7.- CONCLUSlONES GENERALES SOBRE EL ANALISIS NUMERICO.

En este Capitule se ha analizado la distribuciôn de la 
intensidad de difracciôn de una célula biolôgica y las variacio­
nes que se producen en dicha distribuciôn cuando suponemos dife­
rentes comportanientos ôpticos para la célula biolôgica. Estos 
ûltimos estan asociados a parâmetros taies como la fase, el coe- 
ficiente de transmisiôn y el desplazamiento del nûcleo

Para obtener una mayor informaciôn, las dimensiones 
consideradas para el objeto son muy pequenas, con lo cual, el es 
pectro estâ muy extendido, lo que posibilita estudiar mâs deta- 
lladamente las modificaciones del mismo. Estas dimensiones se 
mantienen constantes en todos los câlculos realizados.

Las conclusiones mâs destacables derivadas del estudio 
realizado se resumen en los siguientes puntos:

a ) Sobre la influencia de las fases;

- La fase del nûcleo. modifies el patrôn de difraç 
ciôn cuando es mayor que las fases de la membrana y del citoplas 
ma. En estas condiciones, cuando aumenta <t>̂ , los mâximos de or­
den impar aumentan y los de orden par disminuyen.

- La fase del citoplasma. 4»̂ , tiene una inf luencia no­
table cuando es mayor que las fases de la membrana y del nûcleo. 
Su aumento provoca redistribuciones de la energîa contrarias a 
las acabadas de mencionar para

- La fase de la membrana. produce alteraciones en 
el patrôn de difracciôn que no son tan acusadas como las produc^ 
das por las otras dos fases. Estas alteraciones son distintas 
dependiendo de si el objeto es puro de fase o es de fase y ampl^ 
tud.

b) Sobre la influencia de los factores de transmisiôn;

- El factor de transmisiôn asociado al nûcleo. t^, no 
produce alteraciones importantes en el patrôn de difracciôn, ya 
que las dimensiones de esta parte de la célula son pequenas. Por 
tanto, el que t^ se mayor o menor (nûcleo menos o mâs opaco) no
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:introduce variaciones destacables en la distribuciôn de intensi- 
cdad.

- El factor de transmisiôn del citoplasma. t^, tiene, 
ipor el contrario, una influencia notable en la respuesta que se 
(obtiene en el piano de Fourier. Esto es debido al comportamiento 
iparabôlico asignado a la membrana en el modelo teôrico diseAado 
ipara la célula. Este comportamiento puede ser detectado o no en 
<el patrôn de difracciôn dependiendo, entre otros factores, del 
'valor de t^. En el estudio realizado se muestra cômo para valo­
res de tg que difieran de t^ en cantidades superiores a 10~^, 
•el comportamiento parabôlico se manifiesta en las amplitudes de 
(difracciôn del citoplasma y de la membrana. Sin embargo, estas 
rmodificaciones no alteran de forma significativa la distribuciôn 
(de intensidad de difracciôn, con lo cual este comportamiento no 
!puede ser detectado en el patrôn de difracciôn.

Por otro lado, al ser el citoplasma la zona mas exten- 
:sa de la célula, absorbe la mayor parte de la energîa, en detri- 
imento de la que llega al piano de Fourier, disminuyendo, por tan 
to, la amplitud de los mâximos.

c ) Sobre el desplazamiento del nûcleo;

El desplazamiento del nûcleo del centro de simetria de 
la célula conlleva un cambio dréstico en su funciôn de transmi­
siôn, lo que da lugar a importantes variaciones en el patrôn de 
difracciôn. Estas son mucho mas relevantes cuando .las fases aso­
ciadas a cada zona de la célula no son nulas.

El término de fase que introduce el desplazamiento 
afecta sôlo a la amplitud asociada al nûcleo y depende del pro­
duc to escalar del vector desplazamiento por el vector radial aso 
ciado al piano de difracciôn. Este factor de fase hace que el 
mâximo central no se sitûe en el origen de frecuencias y que el 
patrôn de difracciôn no présente la simetria tipica de la man- 
cha de Airy. Estos dos efectos son mucho mâs pronunciados cuan­
d o la fase del nûcleo es mucho mayor que la del citoplasma. Por 
otro lado, el poder observarlos depende de la orientaciôn que
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exista entre el vector desplazamiento y el radial. Asi, cuando 
la observaciôn se realice de forma que el ângulo entre ambos sea 
de 0° se estarâ en las majores condiciones de apreciar el fenôme 
no descrito; si el ângulo es de n/2 rad. el fenômeno anterior no 
podrâ ser observado.

d ) Sobre los modelos teôricos definidos;

- Los resultados obtenidos en el Caso de Fase demues­
tran cômo el conjunto de valores asociados a las fases, que dan 
lugar a una misma distribuciôn de intensidad de difracciôn, son 
infinitos.

- Este resultado se hace mâs restrictive cuando los va 
lores de las fases asociadas a cada parte de la célula son muy 
pequenos.

- En el caso en que la célula tenga asociada una fun­
ciôn de transmisiôn compleja, con amplitud menor que la unidad y 
fases muy pequenas, el patrôn de difracciôn es equivalents al 
que se obtiens cuando las fases son nulas (Caso de Amplitud). La 
informaciôn sobre las fases estâ contenida en la parte real de 
la amplitud total de difracciôn.

Como comentario final mencionaremos que el rango de fre 
cuencias espaciales comprendido entre 20 y 40 ciclos/mm, aqui re- 
presentado, ha sido tambien estudiado por Kopp y colaboradores 
(Kopp, R.E. et al, 1974, 1976) considerândolo como el mâs adecua- 
do para discriminar comportamientos entre células sanas y malig- 
nas.
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CAPITULO 4

DISPOSITIVOS Y RESULTADOS EXPERIMENTALES.
COMPARACION CON EL MODELO TEORICO

4.1.- INTRODUCCION.

Los resultados presentados en el Capîtulo 3 estan basa 
dos en la posibilidad de adquirir los datos de la Transformada de 
Fourier de una célula biolôgica en tiempo real. En este sentido, 
se han desarrollado técnicas expérimentales que permiten la obten 
ciôn del patrôn de difracciôn de la célula "in vivo" (Hutzler, 
1977). Estas técnicas requieren d e l à  utilizaciôn de un sistema de 
microscopic que, convenientemente manipulado, posibilita trabajar 
sobre el patrôn de difracciôn formado en el piano focal posterior 
del objetivo de microscopio.

Los resultados expérimentales que se describen en este 
capîtulo se han obtenido con una técnica mâs convencional (Wohlers 
et al, 1978), analizândose la respuesta en el piano de Fourier de 
una réplica fotogrâfica de la célula biolôgica. El dispositive ut_i 
lizado es un difractômetro de alta resoluciôn que permite obtener 
dos tipos de datos: a) Registre fotogrâfico del patrôn de difrac­
ciôn; b) Senal analôgica a la salida del difractômetro.

Para poder comparer los datos expérimentales con los 
obtenidos en el anâlisis teôrico es preciso aproximar el modelo 
a las condiciones de experimentaciôn. Esto supone calculer la 
funciôn de transmisiôn de la réplica fotogrâfica de la célula te 
niendo en cuenta por un lado,las caracteristicas ôpticas de la 
célula biolôgica y por otro, que el registre fotogrâfico de la 
misma se ha realizado con la técnica de contraste de fase.

Obtenidos los valores numéricos de los parâmetros que 
intervienen en la nueva funciôn de transmisiôn, se aplica el anâ 
lisis de Fourier de forma anâloga a como se ha realizado en el 
capitule anterior. Los patrones de difracciôn teôricos pueden 
ser comparados con los expérimentales, lo que permite extraer 
conclusiones sobre la validez del modelo teôrico considerado.
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El estudio experimental ha sido realizado en el Depar- 
tamento de Fîsica de la Universidad de Bremen (RFA). El difractô 
métro que se utiliza en la obtenciôn de los resultados experimen 
taies ha sido disenado y construido en dicho departamento bajo la 
direcciôn del Prof. S. Bosec)c.

4.2.- DESCRIPCION DEL DISPOSITIVO EXPERIMENTAL.

En la Fig. 6a se esquematiza el dispositivo utilizado.
La fuente, tal y como se indica en la figura, es un laser de He- 
Ne y 5 mW de potencia de salida efectiva. El haz procédante de 
esta fuente incide sobre un objetivo de microscopio (1 ), en cuya 
focal se situa un filtro espacial al objeto de filtrar los maxi- 
mos secundarios del haz difractado. La luz divergente es colima 
da por el doblete acromâtico (3), obteniéndose un haz paralelo 
que ilumina normalmente al objeto. El piano objeto,(T), tiene po
sibilidades de translaciôn y rotaciôn en pianos perpendiculares
al eje ôptico del difractômetro. En el piano focal posterior, (F), 
del doblete acromâtico (4) se obtiene la figura de difracciôn
del objeto. Los dos dobletes acromâticos son de iguales caracte­
risticas y constan de dos lentes de longitudes focales 1500 y 
1185 mm respectivamente. La constante del sistema ôptico es 
1,293 mm ~ ^ .

En el piano focal F se coloca una câmara fotogrâfica 
que permite registrar el patrôn de difracciôn sobre una pelîcu 
la. En este estudio se utiliza una pellcula de alta resoluciôn, 
en concrete, AGFAPAN 25 (Agfa Gevaert 15 DIN).

Este sistema experimental también présenta la posibi­
lidad de sustituir la câmara fotogrâfica por un detector con- 
sistente en un array de 500 canales con un limite de resoluciôn 
de 0.12 m m ~ \  Los datos asi obtenidos son procesados y represen- 
tados graficamente.
4.3.- DESCRIPCION DEL OBJETO.

En este capitule, y como ya se ha indicado, se analiza 
la figura de difracciôn de células parabasales. Estas células 
son totalmente transparentes (objetos pures de fase), y el estu-
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dio de su figura de difracciôn se realiza a partir de la imagen 
que de las mismas se obtiene en un microscopio ôptico (Leitz Un^ 
versai) por el método de contraste de fase.

Las células estan inmersas en un medio salino de concen 
traciôn adecuada para evitar que sufran deformaciones estructura- 
les.

En la Fig. 3 y en la plancha II se muestran las célu­
las utilizadas. La primera ha sido obtenida con un aumento de 
100x pudiéndose observar el nucleo, citoplasma y membrana de for­
ma diferenciada. Sobre el citoplasma, y dispuestos aleatoriamente, 
puede distinguirse el paraplasma o conjunto de inclusiones taies 
como los condriosomas, centrosomas, aparato de Golgi, vacuolas, 
etc. La plancha II muestra la disposiciôn en empalizada caracte- 
ristica de las células epiteliales. Parece pués mâs interesante 
trabajar con células individuales, en las que no exista presiôn 
ni influencia de otras células sobre sus paredes. Cuando estan 
aisladas tienden de forma natural a adquirir una geometria muy 
prôxima a la circular, como se ha considerado en el modelo teô­
rico anteriormente estudiado.

El material fotogrâfico que se utiliza para la obten­
ciôn de los negativos es el indicado en el apartado anterior.

4.4.- DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES.
Los resultados que se analizan son de dos tipos aten- 

diendo a como han sido obtenidos. Los primeros corresponden a la 
figura de difracciôn que se obtiene cuando el piano objeto esta 
en reposo. Este es el método convencional y lo designaremos por 
caso estatico. Los segundos corresponden al caso en que el piano 
objeto esta girando alrededor del eje ôptico con velocidad angu­
lar constante. A este caso se le désigna por caso dinâmico. En 
la plancha IV pueden compararse los patrones de difracciôn que 
se obtienen con uno y otro método para un objeto sintético que 
présenta simetria circular. El patrôn de difracciôn no se modify 
ca por el hecho de que el objeto este rotando y se aprecia cômo 
mejora la nitidez del espectro. En el capîtulo siguiente se dis 
cuten los efectos derivados de la rotaciôn, demostrândose cômo
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el regimen dinamico rompe la coherencia temporal, desapareciendo 
los efectos debidos a esta, como es el moteado presente en la fi­
gura de difracciôn estâtica de la plancha IV.

Las planchas lA y IB muestran los espectros obtenidos 
para la célula de la Fig. 3 con los métodos estâtico y dinâmico 
respectivamente. En la plancha lA se pueden ver componentes de ajL 
ta frecuencia sobrepuestas con el patron de Airy. Estas componen 
tes son debidas al nûcleo y a los ôrganos celulares contenidos 
en el citoplasma, que, como puede observarse en la Fig. 3, presen 
tan zonas rectas con un.cierto paralelismo pudiendo ser asimila- 
das a una estructura periodica.

Este fenômeno desaparece cuandc lacélula esta rotando 
como se evidencia en la plancha IB, donde el patron de difrac—  
ciôn es el correspondiente a un objeto con simetria circular.
En esta ultima plancha los tiempos de exposiciôn se han ido au- 
mentando progrèsivamente. De esta forma es posible ver los ôrde- 
nes de difracciôn prôximos al mâxirao central cuando el tiempo de 
exposiciôn es grande (t>1'), mientras que los asociados a frecuen 
cias mâs altas apârecen para tiempos menores (t<1‘). El mâximo cen 
tral satura mucho la pelîcula creando un halo que impide la vi- 
siôn Clara de los anillos correspondientes a frecuencias mas ba- 
jas. La unidad de tiempo de exposiciôn tomada en la realizaciôn 
de la cuna es 15".

En la plancha III se muestra el patron de difracciôn que 
se obtiene para el conjunto de células en empalizada. La heteroge 
neidad en tamanos y formas hace que en lugar de reforzarse la fi 
gura de difracciôn asociada a una sola célula, se obtenga un es- 
pectro promedio del cual no es posible extraer informaciôn comple 
ta sobre las caracteristicas morfolôgicas de una individual.

En las Figs. 7, 8 y 9 se muestran los difractograraas ob 
tenidos con el detector descrito en el apartado 4.1, del negative 
de la Fig. 3.

El patrôn de difracciôn de la Fig. 7 corresponde al ca 
so en que la célula tiene sus dimensiones mayores orientadas de 
forma paralela al eje x, mientras que él de la Fig. 8 se ha obte 
nido cuando son paralelos al eje y. El espectro de la Fig. 9 se
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a) Objeto estadîstico formado por circules de dife r e n t e  d i â m e t r o

b) Patrôn de difrac c i ô n  estâtico

c) Patrôn de difracciôn dinâmico
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obtiene cuando el objeto esta sometido a un regimen dinâmico. En 
todas ellas se muestra la distribuciôn de intensidad en dos situa 
ciones distintas. Las grâficas designadas por (a) se obtienen co 
locando en el piano objeto un diafragma de 5 mm de diâmetro y en 
las designadas por (b), el tamano es de 10 mm. Con este ultimo, la 
membrana queda diafragmada y por tanto el espectro que se obtiene 
estâ relacionado con las estructuras interiores de la célula.

Dada la complejidad que présenta el objeto es dificil 
relacionar las frecuencias a las que aparecen los mâximos con los 
detalles que este présenta. No obstante tanto en los resultados 
de la Fig. 7 como en los de la 6 , el primer mâximo se produce siem 
pre en 1.492 m m ~ \  También es destacable que cuando se utilisa el 
diafragma de 5 mm no aparece el mâximo correspondiente a 9.5 m m ~ \  
De aqui podria deducirse que esta frecuencia estâ relacionada con 
la membrana celular, eliminada cuando se utilisa el diafragma de 
menor diâmetro.

En la Tabla I se dan los valores de las frecuencias e^ 
paciales de los mâximos comunes a todos los patrones de difrac­
ciôn obtenidos. De esta relaciôn se deduce que hay una frecuencia 
fundamental, que corresponde a la diferencia de frecuencias entre 
mâximos cuyo valor es 0.477 m m ~ \
4.5.- COMPARACION CON LOS RESULTADOS TEORICOS.
4.5.1.- Câlculo de la funciôn de transmisiôn asociada a una trans- 
parencia.

La funciôn de transmisiôn compleja de una transparencia 
en un sistema ôptico coherente es (Cathey, W.T., 1974);

t(r,6 ) = / T^(r,6 ) (4.1)

donde T^(r,0) représenta la transmitancia en intensidad de la trans 
parencia revelada. G es la fase que introduce la pelîcula como con 
secuencia de las variaciones de espesor que se producen al ser ex 
puesta y revelada. Con el subîndice n se indica que la funciôn de 
transmisiôn se define para el negative de la pelîcula.

La transmitancia en intensidad del film estâ relaciona­
da con la intensidad incidente durante la exposiciôn en la forma:
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Tn . (4.2)

donde k^ y dependen del tipo de pelîcula. Ambos se determinan
a braves de la curva densidad optica - logaritmo de la exposiciôn 
o curva H4D (Cathey, W.T., 1974). La pendiente de la zona lineal 
de la curva es el factor y. k^ es una constante positiva e igual 
a 10^0 T~^n, siendo D el punto de intersecciôn de la zona lineal 
con el eje de ordenadas y T el tiempo de exposiciôn.

La amplitud de la funciôn de transmisiôn, t(r,6 ), queda 
determinada si se conoce la intensidad que llega a la pelîcula du 
rante la exposiciôn. En este caso los negativos han sido realiza- 
dos en un microscopio ôptico con la técnica de contraste de fase, 
ya que el objeto es de fase. En consecuencia, la funciôn de trans^ 
misiôn de la célula sera la expresada en la Eq. (2.17). Las fases 
<bjj,<tic y , correspondientes a cada zona de la célula, son debi­
das a las diferencias entre los îndices de refracciôn de Cada re- 
giôn de la célula y el medio. Se considéra que estas fases son 
constantes y muy pequehas.

La técnica de contraste de fase (Zernike, F., 1935), 
consiste en colocar en el piano focal posterior del objetivo de 
microscopio una lamina que intercepta el haz no difractado por el 
objeto, retardéndole o adelanténdole sobre la luz difractada por 
el mismo. Se demuestra que la intensidad que llega al piano ima- 
gen es proporcional a las diferencias de fase estructurales del 
objeto. En el caso concreto que se esta estudiando sera :

/ 2 (tjj 0 s r s d^/2

T„lr) . 1 1  I 2 d^/2 < r s d j /2 , , 3 ,

( : «M d g /2 < r , d,,/2

suponiendo que la lamina no absorbe luz. Con esta definiciôn 
depende solamente de la variable radial r. El signo depende de si 
la lamina retarda o avanza el haz directo. Sustituyendo esta ûlt^ 
ma ecuaciôn en (4.1) se obtiene que:
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t(r,6) 1 i ; 2

0 < r < dĵ /2 

dĵ /2 < r < dç,/2 (4 .4 )

dj,/2 < r< d^2

En el piano de difracciôn B del dispositive descrito en el 
Apartado 4.2, la distribuciôn de amplitud de difracciôn asociada a 
esta funciôn de transmisiôn sera:

$(r,8 ) = (1/iXf) expiikf) exp( i)tr^/2f ) TF (t(r,8 )) 

donde TF désigna la Transformada de Fourier.

(4.5)

Teniendo en cuenta las relaciones entre la operation de 
convoluciôn y la Transformada de Fourier (Papoulis, A., 1968).

^ ( r ^ , 8 )= (1/iXf) exp(i)tf) exp( i)cr^/2f ) TF(t^(r)) • TF(e^^^^'®M

(4.6)
donde t^ ( r ) représenta los termines que multiplican a la exponen­
tial en la Eq. (4.4).

La pelîcula utilizada se ha analizado en un interferôme 
tro Mach-Zehnder concluyéndose que las variaciones de fase a que 
da lugar el film modifican, de forma poco significativa, el espeç 
tro en la zona de altas frecuencias. Por tanto, en la Eq. (4.6) 
podemos despreciar la Transformada de Fourier del termine de fase 
al considerarla équivalente a una 6-Dirac, con le cual, la ampli­
tud de difracciôn solo dependerâ de la variable radial r^ del pla 
no de Fourier y, por le tanto, la Transformada de Fourier puede 
sustituirse por la Transformada de Bessel-Fourier. Teniendo en 
cuenta esto, se opera en la Eq. (4.6) llegando a:

2 ’ ®$(r ) = (1/iXf) exp(i)tf) exp(i)tr /2f) 2ir )t̂  I A. (r ) (4.7) O o
siendo:

A., (r ) = ( d  t 2(t»ĵ )*̂ n̂ -̂ ( 1 ± 2(t )  ̂  ̂ (4.8)
4 TTpd^
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-Y 11 Y i1\ 1A_(r ) = ((1±2<D_) (1i2(D„) —  — ----- —  (4.9)
^ ° ^ M 4 TTpd^

-Y /2 "̂ 1 ( )A,(r ) = (1 ± 2$_) —  — ----- —  (4.10)
 ̂ ° ” 4 npd.j.

las amplitudes de difracciôn del nûcleo, citoplasma y membrana, 
respectivamente.
4.5.2.- Resultados numéricos.

Con objeto de establecer comparaciones entre los resul­
tados expérimentales y los resultados obtenidos con el modelo teô
rico propuesto, a partir de estas ultimas ecuaciones se évalua la 
distribuciôn de intensidad de difracciôn.

Los valores dados a los parâmetros en este câlculo, me- 
didos en un microscopio comparador, son los siguientes:

- Diâmetro del nûcleo: d^ = 1.332^ 0.001 mm
- Diâmetro del citoplasma: d^ = 6.882± 0.001 mm
- Diâmetro total: d^ = 7.558 - 0.001 mm

que corresponden a las dimensiones promedio de la célula mostrada 
en la Fig. 3.

Los valores de <t>Q y se obtienen midiendo la trans^ 
misiôn de las distintas partes de la célula en el negative de la 
Fig. 3 con un microscopio preparado para medidas fotométricas (Ara- 
plival Zeiss-Jena). Las medidas se han realizado asignando al ci­
toplasma la mâxima transmisiôn, lo cual signif ica que es el n_i 
vel de r e f e r e n d a  elegido. Sustituyendo en la Eq. (4.4) se obtie­
ne que:

k_ = 0.265

por lo tanto:

"N 0.334 rad.
- (te * 0.440 rad.

que, al mismo tiempo, supone considerar que > (t̂  y que (t,̂ > 
lo que signifies que la lâmina utilizada en el contraste de fase 
avanza, en fase, el haz directo respecto del difractado.
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El factor y de la pelîcula se calcula realizando una eu 
na densltométrica con AGFAPAN 25 y utilizando como revelador REF% 
NAL y 6.5 minutos de revelado. De esta forma se ha determinado un 
factor:

y * 0.692109
Las constantes del sistema ôptico son las indicadas en 

el Apartado 4.2.

El intervalo de frecuencias sobre el que se ha hecho el 
estudio del espectro coincide con el mostrado en las grâficas ex­
périmentales, es decir, de 0 a 17.5 m m ~ \

En las grâficas de la Fig. 10 se muestra la distribuciôn
de intensidad que se obtiene en este caso. Para poder apreciar mâs
claramente todo el espectro se élimina el mâximo central y, de es­
ta forma, se observa cdmo la distribuciôn de intensidad présenta 
una fuerte oscilaciôn modulada por una senal de baja frecuencia. 
Esta ultima estâ producida por el nûcleo de la célula.

En las grâficas de la Fig. 11 se muestra el espectro que
se obtiene cuando la distribuciôn de intensidad anterior se prome­
dia, integrando en intervalos de 0.12 m m ~ \  El tamano del interva­
lo coincide con el limite de resoluciôn asignado al detector util^ 
zado para obtener las grâficas de las Figs. 7, 8 y 9. Al igual 
que antes, se élimina el mâximo central para, asi, poder observer 
el espectro para frecuencias mayores.

Comparando las grâficas obtenidas con los resultados ex 
perimentales se observa que:

1 ) La proporciôn en el nivel de energîa de las senales 
correspondientes a los mâximos expérimentales es su­
perior al de los teôricos.

2) Las diferencias entre las frecuencias asociadas a los 
mâximos distan 0.48 m m ~ ^ , tanto para los valores teô­
ricos como para los expérimentales. Vease la Tabla I.

3) La desviaciôn entre los valores teôricos y los expe 
rimentales es 0.11 m m ~ \
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4) Sobre el patrôn de difracciôn de las planchas IA y IB, 
también puede observarse una senal de frecuencia alta 
modulada de forma bastante similar a la obtenida en 
la Fig. 10.

TABLA I

Frecuencias espaciales, expérimentales y teôricas, 
asociadas a los mâximos de intensidad

Frecuencias expérimentales Frecuencias teôricas 
(mm~^) (mm~^)

1 .492 1 .370
1 .970 1 .850
2.448 2.330
2.925 2.810
3.403 3.290
3.680 3.770
4.358 4.250

9.'672 9!s3Ô

Nota ; En ambos resultados existen otras frecuencias intermedias.
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CAPITULO 5

FILTRADO ESPACIAL DINAMICO. INTERPRETACION Y APLICACIONES

5.1.- INTRODUCCION.

Las tecnicas de filtrado de frecuencias espaciales cons^ 
tituyen una herramienta imprescindible en el procesado ôptico de 
la serial (Casasent, 1 978). Estas tecnicas permiten modificar el 
espectro de frecuencias espaciales asociado a un determinado obje 
to y, a s î , poder obtener una mayor informaciôn sobre el mismo.

La aplicaciôn de estas tecnicas al estudio de células 
biolôgicas tiene por objeto el poder llegar a tener informaciôn 
discriminada de cada parte de las mismas. De acuerdo con esto, en 
este capitulo se estudian los resultados que se obtienen con fil- 
tros diferentes y se pone de relieve que las técnicas de filtra­
do dinâmico son las que presentan mayores ventajas.

Estas técnicas son de reciente desarrollo y consisten, 
basicamente, en que el filtro se encuentra girando en torno al eje 
ôptico, en el piano de Fourier. En este trabajo el filtro utiliza 
do estâ constituido por un par de aberturas circulares, de igual 
diâmetro y equidistantes del eje ôptico, de forma que cuando estâ 
rotando actua, aproximadamente, como un filtro pasa banda, con la 
ventaj a de que la imagen filtrada es de mayor nitidez. Esto es de- 
bido a que el ruido procedente del grano de la pelîcula desaparece. 
Al mismo tiempo se observa un sistema de franjas que tienden a re- 
forzar los contornos del objeto.

Hay que senalar que este método se aplica fundamental- 
mente a objetos con simetria circular y la célula biolôgica, co­
mo se puso de manifiesto en el Capitulo 4, puede ser considerada 
como un objeto de estas caracteristicas.

Debido a que en la bibliografla no se encuentra una de£ 
cripciôn matemâtica detallada,ni una interpretaciôn suficiente de 
los fenômenos que conlleva el filtrado dinâmico, hemos creido ne- 
cesario dedicar gran parte de este capitulo a profundizar en este
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estudio y a proporcionar una explicaciôn satisfactoria del mismo.

No obstante, Powell y Stetson (1965) tratan un problema 
similar al realizar un anâlisis interferometrico vibracional por 
reconstrucciôn de frente de ondas. En este trabajo se obtiene una 
respuesta adicional que depende de la funciôn de Bessel de orden 
cero y primera clase, que podria ser interpretada como una funciôn 
de modulaciôn que se superpone a la respuesta hologrâfica. Esta 
respuesta adicional séria también responsable del sistema de fran­
jas proporcional a la amplitud de vibraciôn del objeto estudiado.

Por otro lado, Vander Lugt (1967) discute el efecto del 
filtro jitteA. En su explicaciôn teôrica considéra que una parte 
de la senal de salida tiene dependencia temporal, razôn por la 
cual toma promedios temporales. En el trabajo, el autor introdu­
ce un proceso gaussiano aleatorio para hacer intervenir el movi- 
miento del filtro.

Los resultados obtenidos en este capitulo (M.L. Calvo,
M. Chevalier y S. Bosec)c, 1984) proporcionan una interpretaciôn 
satisfactoria, tanto del proceso como de los resultados.

5.2.- TECNICAS DE FILTRADO ESTATICO. DISCUSION Y RESULTADOS EX­
PERIMENTALES .

En la Fig. 6b se présenta un esquema de un sistema 4f 
de filtrado de frecuencias espaciales.

En el piano de dicha figura se situa un objeto cuya 
funciôn de transmisiôn es t(x^, y ^ ) . En el piano focal posterior 
F de la lente L^ se obtiene la Transformada de Fourier del objeto. 
Sean (x,y) las coordenadas asociadas a dicho piano y (f^, f^) las 
frecuencias espaciales definidas como: f^ = x/Xf ; f^ = y/Xf .
La lente L 2 » de igual longitud focal que L.j , forma la imagen fil­
trada del objeto en el piano imagen tt ' , donde las coordenadas se 
denotan por (x',y').

Sea el filtro utilizado, tal y como muestra la Fig. 6b, 
un par de aberturas circulares, de radios r^ y r g , situadas, en 
principio, a diferente distancia del eje ôptico. La funciôn filtro
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puede escribirse como sigue:

H(f^, fy) = fy) + H2(f^, fy) (5.1)

donde:

= cire I /(f^ + fp/ r^j*6(f^o - )*6(fyO - fy ) (5.2)

i = 1 ,2

siendo (f^°' fyO) las coordenadas del origen en el piano de Fourier 
y (f , f ) las coordenadas de posiciôn de la abertura i- La fun- 
ciôn circ(p) se define como:

cire (o/r) =
1 ; P î r
0 ; p > r

Realizando el producto de convoluciôn indicado en la Eg. (5.2) se 
obtiene:

cire ̂ + n  V r ^  j ô(f^o - f^ - ; ) 6 (fyO - fy - p.) dç dn

(5.3)
donde por (ç,n) se denotan las variables mudas que intervienen en 
el producto de convoluciôn. Por tanto:

Hftfx/fy) = cire (/(fjj - f^o)=' + (fy - fyO)' /r^) (5.4)

Nota : En todo lo que sigue denotaremos con simbolos del alfabeto
griego a las variables mudas sobre las cuales se realizan las ope
raciones de convoluciôn.

La respuesta g que se obtiene en el piano imagen es:

g . TF""' (TH) (5.5)

donde con TF  ̂ se désigna la Transformada de Fourier inversa (Ca­
they, W.T. , 1 974) y con T, la Transformada de Fourier asociada al
objeto.
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Sustituyendo en (5.5) la expresiôn (5.1), se tiene que:

TF'^ (TH) = TF~^ (T(H.| + H^))
y considerando la linealidad de la Transformada de Fourier,

TF"^ (TH) = TF~^(TH^) + TF"^(TH^)

El Teorema de convoluciôn (Papoulis, A., 1968) nos per­
mits escribir esta ultima expresiôn de la siguiente manera;

g = TF"^ (TH) = t « + t m (5.6)
siendo = TF~^H^, y:

t • = Jj t(ç,n) h^(x’-ç, y'-n) dç dn

La intensidad en el piano imagen se obtiene mediante la
expresiôn:

|g|^ = 11 « h J  ̂  + |t * I^ +

+ 2 Re ((t • (h., + h^) ) (t » (h^ + h^))*) (5.7)

En esta ultima expresiôn los dos primeros términos de la 
derecha representan la respuesta cuadrâtica de cada uno de los fil^ 
tros H.J y H 2 f y el tercero es un término interferencial. Cuando 
las dos aberturas circulares de la funciôn filtro son de radios 
iguales y se encuentran a la misma distancia del eje ôptico, los 
resultados que se obtienen son los indicados en la Plancha VI. En
la Plancha V se muestra el patrôn de difracciôn tîpico asociado a
las dos aberturas. La diferencia entre las figuras que aparecen 
en las planchas radica en la orientaciôn de la llnea que une los 
centros de los agujeros. En la Fig. FV, esta es paralela al eje y, 
y en la FH, paralela al eje x. El motive de incluir estas figuras 
es el de faciliter la comprensiôn de los resultados que se mues­
tran en la Plancha VI y siguientes.

En la Plancha VI se observa que las franjas originadas 
por el término interferencial estan moduladas por las variaciones 
estructurales del objeto. Las imagenes filtradas de esta forma
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plerden nitidez y solamente las llneas del contorno que coinciden 
con la orientaciôn de las franjas se refuerzan, aunque muy debil- 
mente.

5.3.- FILTRADO PE FRECUENCIAS ESPACIALES DINAMICO. DESCRIPCION M A - 
TEMATICA.

El regimen dinamico consiste en que el piano de filtra- 
do rota alrededor del eje optico con una frecuencia angular w. For
consiguiente, la funciôn definida en la Eq. (5.2) presentara
ahora una dependencia temporal de la forma:

■ II dn circ ( (Ç* ♦ n* )^/r^) 6 (f ̂̂ o c o s u t).

. 6 (f'o - n - f ' senuT) (5.8)y /i

siendo ahora:
f„ » f ' cos ojT (5.9)Xi

f * f ' sen (JOT (5.10)
^i ^i

las frecuencias espaciales de posiciôn de las aberturas con depen 
dencia temporal.

La respuesta que se obtiens en el piano imagen se estu- 
dia en dos casos diferentes: el primero, suponiendo que el regis­
tre es coherente y el segundo, suponiendo que es incohérente.

5.3.1.- Registre coherente:

Considérer que el registre es coherente signifies que en 
el piano n' tendremos:

g «|<t » h>|2

ya que ahora es precise tomar promedios temporales. Partiendo de 
les resultados del Apartado anterior tendremos que:

<t • h> - <t • h^> + < t #  hj> (5.11)

donde, al igual que antes, h, h^ y h2 son las Transformadas de 
Fourier inversas de H, y respectivamente.
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Teniendo en cuenta la Eq. (5.2) y la definiciôn de promedio tempo­
ral :

<t • hj> » (t • TF~^(circ(/ç' + n^/r^)) .

. (1/T) f^'dî e ^ ^ ^ R j C o s w C  - T,) e-2*iv.T (5.12)
Ta

donde:

R. » ((X’ - x)^ + (y' - u )2 f '21 j
El valor final de esta integral depende del comportamien 

to del termine exponencial exp(-2irivoT ). Cuando este termine, que 
represents la oscilaciôn de la onda incidente, oscile mucho mas ra 
pidamente que el termine exponencial exp (2iriR^cosu)T ), procédante 
del filtrado, el integrando tenders a cero. Este es el case mas 
probable, ya que una onda de luz visible oscila con una frecuencia 
vo muy alta, del orden de 10^*Hz. Parece aceptable suponer que la
frecuencia de rotaciôn del filtro sera siempre mucho mener que la
de oscilaciôn de la luz laser, por le que con un sistema de filtra 
do dinamice el registre coherente se destruye y no puede ser detec 
tado.
5.3.2.- Registre incohérente.

En este case, la respuesta en el piano imagen es:

<|t > h|2> . <|t « h^|2> ♦ <|t * hgl^) + <(t » h^)(t « hg)") +

+ <(t » h^)*(t . h])> (5.13)

Si tenemos en cuenta la Eq. (5.12), al tomar el module 
al cuadrado de (t • h), se cancels el termine exponencial 
exp (-2rivoT). Este signifies que el registre incohérente nunca 
se anula. Por otro lado, este registre no dependerâ del période
de oscilaciôn de la onda incidente.

El producto de convoluciôn (t • h ^ ) puede escribirse de 
forma simplificada como sigue:

t . hj . Il dx du Wj(x,U,x',y') g2riRjC0 S(wT - oy) (5.14)
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donde:

Wj (X,u,x' ,y' ) » t(x^,y^) jj dç dn circ((C* ♦ •

.2ni ((x* - x); + (y‘ - u)n) (5.15)

y, por tanto, contiene toda la dependencia espacial del producto.

Hay que destacar que el termine exponencial en la Eq. (5.14) 
represents una respuesta periodica que se obtendrâ en el piano ima­
gen w '. Entonces:

<|t . hj|2> . (1/T) j^dT |t . hj|2 (5.16)
0

Sustituyendo las Eqs. (5.14)y (5.15) en (5.16) y desarro- 
1lande calcules en les que se tiene en cuenta la invariancia tempo­
ral en la traslaciôn y las propiedades de las funeiones de Bessel 
de primera clase, la Eq. (5.16) puede escribirse de la siguiente 
manera:

<|t • hj |^> * JJj J  dx du dx' d u ’ (x,U,x' ,y' ) ui* ( x ' , u ' ,x',y ' ).

. (j^(2TTRj) J^(2TTRp + J2 ,̂ l2TiRj) J 2j^(2itRp cos(2)c(o| - a ̂ )} +

J2)c+1^^’'^j’ '^2)ç+l‘^ ^ ^ P  cos((2)c+1 )(a| - « ̂ ) ) ) ] (5.17)

donde i,j » 1,2
As! pues, la respuesta en intensidad de cada filtro depende de un 
término que oscila y que esta expresado por una serie de funciones 
de Bessel. Considerando las propiedades de las funciones de Bessel 
esta ultima exprèsion puede simplificarse (Apéndice E) resultando:

< | t ,  h j . jjjj d x  du  d x '  d u '  (x,U,x',y') w " ( x ' , u ' ,x',y') •

J . { 2 n ( f ' 2  (X - X ’)^ + f'^ (U - u')^)^ }
j

(5/18)
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Comparando este resultado con el obtenido en el caso e£ 
tatico, se observa la apariciôn de un producto de convoluciôn en 
tre la funciôn de Bessel de orden cero y la funciôn . El argu­
mente de depende de las frecuencias espaciales con dependencia 
temporal (f' , f' ) y la funciôn w. solo tiene dependencia espa- 
cl,l. ) 'j ^

5.3.3.- Exprèsiôn final del termine de interferencia de la Eq.(5.l3)
Opérande de forma anâloga a como se ha hecho en el apar 

tado anterior, el término interferencial de la Eq. (5.13) sera:

<(t • h ^ f ( t »  hj)> = j J J J  dx du dx' du' id* (x ' ,U ' ,x',y ' )
W2 (X,u,x',y') J^(u^2 > (5.19)

El argumente de la funciôn de Bessel es:

u^2 * 2Tr(R^'2 + R 2 - 2  R^Py cos(a’ - 0 2 ))^ (5.20)

y:
<(t « h^ ) (t m h2 )*>= jjjjdx du dX' du' <d̂  (x»u,x',y* )

Wgfx'fU', x',y') Jg(u2i ) (5.21)

U21 = 2 ( R i  + R^^ - 2 R^Rj, cos(oy -a^)) ’ (5.22)

El termine total de interferencia se obtiens sumando las Eqs. 
(5.19) y (5.21). Teniendo en cuenta las siguientes relaciones:

Ri + R ^ _x^ -  -y,
(5.23)

+ (X' - x)^ + (y’ - u)^ f
2 ^2
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y:
R-jRj cosCaj - (x* - x) (%' - x' ) ♦

♦ K fv <y’ - w) (y* - u ‘)
^2

(5.24)

y, por tanto, el argumente de la funciôn de Beesel de la Eq.(5.21) 
sera:

“21 “ * * 2^ - 2 * 1*2 - =1 ) *

[(X* - x) - (x' - x ’) * (5-25)

•  |ly' - u )  - (y' - u ' I  =

Esta ultima expresiôn demueatra que el argumente de es funciôn 
de las frecuencias espacialas con dependencia temporal y de las 
variables (x',y*) asociadas al piano imagen x'. El término inter 
ferencial, al igual que los termines cuadrâticos, da lugar a una 
convoluciôn temporal entre y las funciones con dependwicia es 
pacial w l y  , cuyos efectos se observan en el piano imagen.

5.3.4.- Resultados expérimentales.
Las planchas VII y VIII muestran las imagenes filtradas 

d inami cassante de la célula de la Fig. 3. Los filtres utilizados 
son de las mismas caracterîsticas que les descrites en el aparta­
do 5.2, y, cuando giran, pueden asimilarse a un filtro pasa-ban- 
da. Los registres que se presentan en estas planchas se han obte 
nido variando las dimensiones de las aberturas del filtro y su 
distancia al eje Ôptico. En la Tabla I se muestran las caracte- 
risticas de cada une de los filtres utilizados.

En todos los casos el nûcleo de la célula no aparece, 
fflientras que la membrana y los organes celulares présentes en 
el citoplassM tienen los bordes realzados. Hay que seôalar que 
algunas de las estructuras que aparecen en las imagenes filtra-
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das pueden ser debidas bien a impurezas présentes en la prépara- 
ciôn, bien a polvo en el sistema ôptico.

TABLA I

FILTRO RANGO DE FRECUENCIAS DISTANCIA AL

FI

(mm~^) 

2.3 - 4.9

(mm)

3.0
F2 3.0 - 6.7 3.0
F3 6.1 - 8.7 6.0
F4 6.5 - 10.4 6.0
F5 1.6 - 4.2 3.5
F 6 3.5 - 6.1 4.0
F7 5.5 - 8.1 5.5
F 8 7.4 - 10.0 6.0

Si comparâmes estes resultados con los obtenidos en el 
caso estâtico, observâmes cômo las imagenes filtradas dinamicamen 
te presentan una mayor nitidez y, al realzarse los bordes, una ma 
yor definiciôn.

En la plancha IX se muestran las imagenes filtradas de 
la célula con dos filtres paso alto de 1 y 3 ram respectivamente. 
En ambas es posible ver la inversiôn de contraste, fenomeno carac 
terîstico de este tipo de filtres. En las imagenes siguen obser- 
vândose todas las partes caracterîsticas de la célula y debido 
a ello este método no résulta interesante para obtener informa- 
ciôn diferenciada.
5.4.- CONCLUSlOKES.

Los resultados expérimentales ponen de relieve que 
cuando se utiliza la técnica de filtrado dinamico, sobre las 
imagenes es posible observer un fenômeno interferencial. En 
la bibliografla no se encuentra una explicaciôn satisfactoria 
a este fenômeno y, por este motivo, se realize un désarroilo ma 
temâtico que permits interpreter los resultados expérimentales. 
Las conclusiones obtenidas con este estudio son:
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- La respuesta coherente se destruye.
- La respuesta detectada corresponde a un registre in

coherente.
- La dependencia temporal de la respuesta en intensidad 

incohérente produce un término interferencial no nulo que se su- 
perpone a las respuestas individuales incohérentes. Este término
da lugar a un sistema de franjas cuya anchura depende de la sepa-
raciôn entre las aberturas.

- Se observa un reforzamiento del contorno de la célu­
la, asi como de los organos celulares présentes en el citoplasma. 
Comparando estos resultados con los obtenidos en el caso estatico, 
se aprecia cômo la imagen correspondiente al filtrado dinamico 
tiene una mayor resoluciôn y nitidez. Esto es debido a que desa- 
parece el ruido procedente del grano de la pellcula.

- Los resultados ponen de manifiesto cômo el método de 
filtrado dinamico posibilita obtener informaciôn diferenciada de 
las distintas partes del objeto.
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CONCLUSIONES GENERALES

1 Se ha estudiado teoricamente la amplitud del caunpo transmitido 
por un medio dieléctrico, opticanente inhomogéneo y bidimensio 
nal en aproximaciôn eikonal. Este estudio permite, al estable- 
cer la relaciôn entre campo incidente y caropo transmitido, de? 
finir la funciôn de transmisiôn asociada al medio como produc­
to de dos términos, uno de amplitud y otro de fase.

2.- Se ha definido un modelo matemético para la funciôn de transm^ 
siôn de una célula biolôgica. En este modelo se considéra a la 
membrana de la célula como parte diferenciada del citoplasma, 
asignandole como coeficiente de atenuaciôn una funciôn parabô- 
lica. Con este comportamiento se puede conocer la influencia 
de esta parte de la célula sobre el patron de difracciôn.

3.- Se demuestra, a partir de la amplitud tridimensional de scat­
tering en aproximaciôn eikonal, que la secciôn eficaz total de 
esparcimiento coincide con la intensidad difractada en régimen 
de Fraunhofer. Con este resultado, la difracciôn producida por 
un objeto bidimensional puede considerarse como un caso parti­
cular del scattering de luz.

4.- Se ha obtenido la expresiôn analltica de la amplitud total de 
difracciôn asociada a la funciôn de transmisiôn ôptica defini­
da para la célula biolôgica. Teniendo en cuenta las posibles 
propiedades ôpticas de las células biolôgicas, se han estudia­
do distintas aproximaciones en el patrôn de difracciôn.

5.- Se han analizado numericamente las expresiones anallticas de
la amplitud total y de la distribuciôn de intensidad. Esto ha 
permitido establecer la influencia de los paràmetros (factores 
de transmisiôn y fases) en el patrôn de difracciôn.

6 .- Se ha procesado, utilizando un difractômetro de alta resolu­
ciôn con salida analôgica,1a transparencia de una célula bio 
lôgica. Los difractogramas obtenidos han permitido realizar un 
estudio comparativo con los resultados teôricos, observandose 
que existe una buena coincidencia entre los valores de las fre
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cuencias espaciales asociadas a los maximos teôricos y expéri­
mentales. Esto permite asegurar que, al menos, para el tipo de 
cèlulas analizadasexperimentalmente, el modelo teôrico elegido 
tiene validez.

7.- Se ha desarrollado experimentalmente una técnica de filtrado d^ 
nàmico de frecuencias espaciales. Al no existir en la bibliogra 
fla ninguna descripciôn matematica adecuada del fenômeno, se 
ha realizado un estudio que permite poner de manifiesto que el 
filtrado dinamico destruye el registro coherente y solamente 
es detectable la senal incohérente. Esta ultima depende de un 
término interferencial que da lugar a la apariciôn de franjas 
en las imagenes filtradas, que tienden a reforzar los contor- 
nos del objeto y de sus compoenentes.
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APENDICE A

ESTUDIO DE LA CONVERGENCIA lŒ LA SERIE:

sui • r (2k 4. 1 ) r ( k  - 1/2)
k-O rck * 5/2)

Para el estudio de la convergencia de la serie conside- 
rareiDOs que las funciones de Bessel pueden ser sustituidas por una 
serie en la forma:

m=0 m| r (u + m  + 1 )

(Abramowitz and Stegun, 1972), dando lugar a:

(21c + 1 + 2m)S(z) - Z + 1) r(k - 1/2) J (-)“ (z/2)
k»0 r(k + 5/2) m«0 m| T(2k + 1 + m + 1)

Tonando valores absolutos en el segundo sumatorio y sa- 
cando factor conûn todos aquellos factores que no dependen del fn 
dice, tenemos:

|S(Z)| < l l) .r(k - l_/2) (2k + 1 ) ^
k=0 rtk + 5/2)

(z/2 )^"
m»0 r(2k + 1 + m  + 1 ) ml



- 231 -

Considerando que r Cm + D  = m | , en el denominador del 
segundo sumatorio tendremos que:

r C2k + 1 + m  + 1) » C2k + 1 + m) ]

Atendiendo a la siguiente desigualdad:

(2k + 1 + m) I > (2k + 1 ) |

tendremos que:

(2k + 1 + m) I (2k + 1 )

Entonces:

|S(2 ) I < Z I  A./21 (z/2) *
k«0 r (k + 5/2)

m =0 m| (2k + 1 ) |

“ (2k + 1 ) r(k - 1/ 2 )  ̂ (z/2)
k-0 r(k + 5/2) (2k + 1)|

I ((z/2 )^)”  
m -0 ml

Si ahora considerauoos el desarrollo en serie de poten­
cies de la funciôn e^:

*  ^
m «0 ml
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La serie se expresa como:

Istzll < f I  (2k + Il rik - 1/2) (2/2) "  I ,(1/2)2
L k«0 rtk + 5/2) (2k + 1)1 }

que es una serie de potencies. Aplicando cualquiera de los crite-
rios existantes paura averiguar el campo de convergencia de una se
rie de potencies se obtiene que S(z) es convergente para todo va­
lor de z (Boas, M.L., 1966).
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APENDICE B

CALCDLO DE LA TRANSTORMADA DE FOURIER DE LA FUNCION DE TRANSMISION 
ASOCIADA A UNA CELULA CON EL NUCLEO DESPLAZADO;

La funciôn de transmisiôn asociada a una célula biolôg^ 
ca c o n  el nûcleo desplazado fué definida en coordenadas polares 
en e l  Cap. 2 (ec. (2.13)), poniéndose de manifiesto que en esta 
situaciôn la funciôn no présenta simetria circular. Por esta ra- 
z ô n , y para facilitar el célculo de la transformada de Fourier, 
expresaremos la funciôn de transmisiôn en coordenadas cartesianas:

t (x',y*) » 4

e^*N

t„ e*^C

(x" - a ) ^  + (y' -  b ) ^  < ( d ^ / 2 ) ^

x'2 + y'^ < id^/2)^

(X' -  a ) ^  +  (y* -  b ) ^  > ( d ^ / 2 ) ^

t^(x',y') e^*M (d^/2 )^ < x'^ + y'^ < (d^/2 )

donde (a,b) son las coordenadas del centro del nûcleo desplazado. 
Desdoblando los intervalos de definiciôn y reagrupando convenien- 
temente se llega a:

t(x',y')

tN - ^C

t- e* ’̂ C

tjj(x',y') e^*M

0 < (x* - a)^ + (y* - b)^ < (dj,/21

0 < X (dg/2 )

(dc/2) ( < V 2)'

Llamando t^(x',y'), t g ( x ',y ') y t^(x',y') a las funcio­
nes de transmisiôn definidas en cada intervalo, la funciôn de trans 
m i siôn puede expresarse como:

t(x',y') » t^(x',y’) + tg(x',y') + t^(x',y')
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lo que permite calcular la transformada de Fourier como suma de 
las transformadas asociadas a cada una de las funciones. La trams 
formada de Fourier de t^Cx',y') seri:

F(t^(x',y'l) * II t^(x' ,y' ) exp {-2iri (x^x* + y^y ’ )/Xz) }dx* dy'

donde ,y ^ ) y (x',y') son respectivaunente las coordenadas asocia
das al plamo de difracciôn y al piano objeto.

Considerando la definiciôn de t^(x',y') y su intervalo 
de definiciôn podemos escribir:

Flt^lx' ,y')) - Il X{o < (X' - a)^ + (y* - b)^ < (cy/2 )^}

(tjj e^^N - tç e^*C) exp {-2iri (x^x" + y^y" )/Xz}.

.dx' d y '

donde X{^jjt} funciôn peso que vale la unidad en el interva
lo definido en el subindice y cero en el resto.

Haciendo uso de la propiedad del desplazamiento de la 
transformada de Fourier (Oran - Brighan, 1974), esta ûltima inte­
gral serâ;

F(t^(x',y')) * exp {-2iri (x^a + yQb)/Xz},

* 11 ^{0 < x'^ + y'^ < (djj/2)^}^S ■ ^C
dx' d y '
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El integrando es ahora una funciôn que présenta simetrla 
circular y que, por temto, pasando a coordenadas polares, puede 
calcularse la tramsformada de Bessel-Fourier:

A j /2
eCt^Cr)) * exp f-2iri r^Ë/Xz} 2tt j (t^ e^*N - t^ e^*C) r .

. Jg (2 TTr' p) dr*

donde r^ « (XQ,yQ) y Ê « (a,b).
Integrando obtenemos:

.2
6 (t, (r')) « 2. exp 1- 2xi p Ë) (t_ e^*N - t_ e^*C) ^

« ""S,

Las funciones t^(x',y') y t^(x',y') presentêm simetrîa 
circular y su transformada de Bessel-Fourier coincide con la cal- 
culada en el Cap. 2, Apartado 2.3.1 (ecs. (2.18) y (2.19)).
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APENDICE C

DETERMINACION DEL NUMERO DE TERMINOS DE LA SERIE 

QUE INTERVIENS EN LA INTENSIDAD DE DIFRACCION

Se ha de determinar en gué término truncaraos la serie 
que interviene en el célculo de la intensidad en el piano de difraç 
ciôn, Eqs. (2,9), (2.11) y (2.12).

Llamemos I^ a la suma de la serie truncada en el térmi­
no "i".

Es preciso notar, que debemos atender principalroente a 
dos aspectos:

a) Acotaciôn de la convergencia en valor.

El valor |l^(p) - I^^^(p)|debe ser menor que e^(p) pa­
ra todo p que pertenezca al intervalo de frecuencias 
espaciales estudiado ( 0 - 5 0  m m ~ ^ ). Parece oportuno 
elegir la cota dos ôrdenes de magnitud menor que el 
valor de la funciôn, es decir

E^(p) . 10'^ |li(P)|

b) Las frecuencias espaciales en las que se presentan 
los minimos y méximos relativos nos caracterizan el 
objeto analizado. Debemos, por tanto, cuidar que es 
tas frecuencias no sufran variaciones importantes.
Esto se puede expresar de la siguiente manera:

IPT - P̂ ll<®2
representando por p^ la frecuencia espacial de los 
méximos y minimos relativos. El subindice "i" sign^ 
fica que la serie se ha truncado en el término "i".
La cota ^2 puede fijarse en 0.5 ram~\ dado que el in 
tervalo de estudio de p es (0 - 50 mm ^ ).

Para determinar, en nuestro caso, la validez de aproxi­
maciôn en el truncamiento, con los requisitps senalados anterior- 
mente, se ha procedido a calcular el valor de la suma cuando se
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trunca en el primer término, segundo término y asl hasta el térm^ 
no octavo (que contiene la funciôn g ). Obtenemos asl la bondad 
de ajuste para el truncamiento en el séptimo término, i > 7 (que 
contiene la funciôn ^ .

Se ha realizado el calculo para valores que considérâ­
mes representatives, en concrete:

- Coeficiente de transmisiôn del citoplasma, t^:
0.999999, 0.999, 0.99, 0.95 y 0.9

- Fase de la membrana,
0.05 rad., 0.55 rad., 1.05 rad. y 1.55 rad.

La combinaciôn de los cuatro valores de la fase con ca­
da uno de los cinco valores del factor de transmisiôn han dado lu 
gar a veinte tablas de valores, que han side estudiadas de acuer- 
do con los criteriôs anteriormente descritos. De su analisis se 
deduce :

- Para t^ » 0.999999, las cotas se cumplen holgadamente, 
cualquiera que sea el valor de cuando se trunca la 
serie en el sexto término (que contiene a ^ ) y cons^ 
derando el intervalo de frecuencias complète (0-50 m m ~ ^ )

- Para t^ = 0.999 y 0.99, la cota Eg de posiciôn de los 
puntos crîticos se cumple satisfactoriamente, cualquie 
ra que sea el valor de y en todo el intervalo de 
frecuencias, cuando se considéra hasta el término que 
contiene a
Sin embargo, para satisfacer la cota e^ sobre el valor 
de la funciôn en estos puntos crîticos, y usando hasta 
el séptimo término (que contiene a g ) heroos de res- 
tringir el intervalo de frecuencias espaciales a 
(0-40 mm*^). Esto signifies que el tercer mînimo y el 
tercer méximo secundario no los podemos asegurar en va 
lor, salvo que tomemos E^(p) como 0.1 |l(p)| , en cuyo 
caso, se extiende el intervalo de frecuencias a 50 mm~ ^ . 
La variaciôn con del ajuste se muestra irrelevante.
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- Para = 0.95, incluyendo el término que contiene a
(el séptimo), podemos mantener las cotas astable 

cidas, y Eg, siempre que limitemos el intervalo 
de frecuencias a 0-40 mm~ ^ . Para frecuencias superio- 
res a este valor, las cotas no son validas y habrîa 
que elevar Eg hasta 1 , y en cuanto a E^ deberia subir
se hasta 0.4 |l(p)|. Por ello. el tercer mînimo y ter­
cer maximo secundario exigen tener en cuenta mayor nu 
mero de términos en la serie. La variaciôn de la bon­
dad del ajuste es inapreciable con 4)̂ .

- Para t^ = 0.9 se observa el mismo comportamiento que 
en el caso anterior; pero para p > 40 mm~^ la cota e.̂ 
debe elevarse ahora hasta 0.8 |l(p)|.

Por tanto, concluimos que el ajuste es tanto mejor cuan 
to mayor es el valor de t̂ , y su bondad no se ve afectada por el 
valor que tome 4)̂ .

Se concluye de las observaciones anteriores que los re­
sultados de frecuencia y valor de la funciôn para los puntos crî­
ticos, cumplen con las cotas preestablecidas, truncando la serie 
en el séptimo término, es decir, el que contiene a ^ . Esto se- 
rîa valido incluso para t^ = 0.95 y 0.9, ya que nos interesa so-
bretodo las frecuencias inferiores a 40 m m ” ^ . Pero para que el
calculo sea mas uniforme en la bondad de aproximaciôn, hemos toma 
do en estos dos casos, hasta el octavo término ( g ), con lo que 
se cumplen las cotas establecidas en todo el intervalo de frecuen 
cias espaciales estudiado (0-50 mm~^).

Estas conclusiones justifican el truncamiento que ha s^ 
do usado para la realizaciôn de los calcules del modelo teôrico.
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APENDICE D

ESQÜEMA GENERAL DE LOS PROGRAMAS DE CALCULO

En este Apéndice se describen los bloques de calculo mas 
significativos seguidos para el analisis numérico de las ecuacio- 
nes obtenidas en el Capitulo 2.

Estas ecuaciones son las partes reales de las amplitu­
des de difracciôn asociadas al nûcleo, A^(p), citoplasma, Ag(p)y 
membrana, A g (p ). En el caso en que el nûcleo esté desplazado del 
centro de simetrîa de la célula, désignâmes por A.|(p) a la ampli­
tud del nûcleo.

En todas las ecuaciones se aprecian dos tipos de expre­
siones : unas que dependen sôlo de las caracterîsticas geométricas 
del modelo y otras que dependen de sus caracterîsticas ôpticas.

Los parémetros asociados a las primeras (d^, d^ y d^), 
estan ligados a la variable radial p a través de las funciones de 
Bessel. Por ello, se ha procedido en primer lugar a calcular e s ­
tas funciones, creando un fichero de datos que es comûn a todos 
los casos que se obtienen cuando se varîan las caracterîsticas Ô£ 
ticas del modelo.

El procedimiento para el célculo de las funciones de Be 
ssel J^(itpd) se expone en el siguiente diagrams :

CALCULO DE 
J_(xpd)

Desarrollo en serie segûn 
algoritmo de (1 )

Si irpd 2 3 se utiliza la 
aproximaciôn polinômica (2 )

Si 0 s irpd s 3 se utiliza la 
aproximaciôn polinômica (3)

(Sobre el célculo de las series I J^(îrpd), veanse las consideracio 

nés de acotamiento en el Apéndice C).
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Con los siguientes diagramas se muestran los casos estu 
diados asl como el método seguido, junto con los valores asigna- 
dos a los parémetros involucrados en el célculo.

DIAGRAMAS PE CALCULO
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APEWDICE E

SIMPLIFICACION PE LA ECUACION (5.17) UTILIZANDO LAS 
PROPIEDADES PE' LAS FUNCIONES PE BESSEL

La serie de la Eq. (5.17) se puede escribir como sigue; 

S = Jq(2ttR) J^(2ttR') + I J 2^(2ttR) Jg^tZnR') cos (2k( a ' - a ) )

—  1

J 2ĵ (2hR) J2%(2nR') cos(2k(a' - a))

J2^^^(27tR) (2ttR ' ) cos((2k+1)(a' - a)) +

— 1
+ I J-. . ,(2ttR) J-. . .(2ttR') cos((2k'+1) (o ’ - o)}

^ , E . 1 ,

teniendo en cuenta la siguiente propiedad de las funciones de Be­
ssel :

J_n(w) = (-1)" J^(w) 

donde w es una variable compleja generica.

Es facil comprobar que:

J „(2ttR) J _(2wR") a (-1 )2% J (2iTR) J (2ttR') cos(2k(o' - o)) —n —n n n

Per tanto, el sumatcrio doble: 2 J puede descomponerse 
en dos contribuciones:

oo - 1z > zk =1 ka-m
y de igual manera, para los termines de orden impar:

»  - 1z + z
kaO k'a-*

Entonces, la Eq. (E.1) se puede escribir como sigue:
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+*
S = I J. (2TTR) J. (2itR') cos{k(a‘ - a)) (E.2)

ka-« ^

Considerando las formulas de adiciôn de Graf (Abramo- 
■witz, M & Stegun, I., 1972) para series de productos de funcio­
nes de B^93el, se tiene:

+00

J_(w) * I J,.(u) J.(v) C O S (kg) (E.3)
° k=- = ^

donde:
U a 2TTR ; V a 2wR' ; 6 a a ' - o

y
w 3 (u^ + - 2uv COS B)

Por tanto, la Eg. (E.2) puede expresarse como:

S = J^{ 2ii(r2 + r'2 _ 2RR* c o s (o ' - a))*)

Teniendo en cuenta la definiciôn de las variables R ÿ R' se 
llega a la expresiôn (5.18).
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