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Objetivo

Nuestro objetivo fue desarrollar un sistema 6ptico multifoténico para la captacion si-
multdnea de epifluorescencia y generacion de segundos armonicos, para estudiar el trans-

porte y liberacién de serotonina en neuronas.

Conjuntando los dos efectos, la visualizacion de la serotonina mediante el efecto multi-
fotén (absorcién de tres a seis fotones), y estudiando el citoesqueleto mediante la gene-
racion de segundos arménicos, podremos estudiar el transporte de ciimulos de vesiculas
serotonérgicas y la liberacion del transmisor por neuronas. En este trabajo se describe

la construccién del microscopio, disefiado especificamente para este experimento.
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Resumen

En este trabajo se describe el disenio y proceso de construccién de un microscopio vertical
mutifoténico con la capacidad de captar simultaneamente epifluorescencia y generacion

de segundos armoénicos en muestras biologicas.

Este microscopio nos permitira estudiar el mecanismo de liberacién de vesiculas seroto-
nergicas en neuronas Retzius. Haciendo uso del efecto mutifotén la serotonina fluoresce
en el rango de luz visible y simultdneamente con la deteccién de segundos armoénicos
producidos por estructuras como el citoesqueleto podremos estudiar el mecanismo por
el cual las vesiculas son movilizadas desde el interior de la célula hacia la membrana

plasmatica para liberar su contenido al cuerpo neuronal.

El camino éptico fue diseniado especificamente para cumplir con los requerimientos del
experimento, se opto por la construccién de un microscopio vertical para captar epifluo-
rescencia multifotonica y detectar segundos arménicos como luz transmitida, ademés de
que esta configuracién no solo nos permite colocar platos de cultivo en el microscopio

sino también en el futuro colocar ratones para realizar experimento in-vivo.

Para lograr el efecto multifoténico se requiere usar un laser pulsado, que es barrido
sobre la muestra usando un par de espejos galvanométricos y la fluorescencia y segundos
armonicos son detectados con fotomultiplicadores, para asi cada valor leido es un pixel
de la imagen que se desplegara en la computadora. El patron de barrido y la captacién de
senales se realizan usando una tarjeta de adquisicion de National Instruments controlada

mediante el lenguaje de programacién LabView.

Para contener todos los componentes Opticos se manufacturé una soporte mecédnico lo
suficientemente robusto para evitar cualquier vibracién, por fuentes externas como los
pasos de una persona al caminar o el abrir y cerrar de puertas, asi como también por
vibraciones provocadas por los componentes electromecanicos que conforman el micros-

copio.

Ahora nos encontramos en la etapa de calibraciéon y pruebas en la captura y procesa-
miento de imagenes. Aqui se muestran los resultados obtenidos usando un ldser con un
haz continuo, para posteriormente el microscopio y el laser pulsado ser instalados en el
Instituto de Fisiologia Celular donde se realizaran los primeros experimentos en células

Retzius.






Capitulo 1

Introduccion

La serotonina en el sistema nervioso puede actuar como neurotransmisor, como neuro-
modulador y como neurohormona, regulando una gran cantidad de funciones, algunos
ejemplos son: las conductas sexuales y alimenticias. asi como la generacién de patrones
motores ritmicos que regulan la respiracion, la masticacién y la locomocion, entre otras.

Estos efectos estdn conservados a lo largo de la escala filogenética[l].

Variaciones en los niveles de serotonina en el cerebro humano producen desérdenes con-
ductuales y mentales tales como la depresién|[2], la esquizofrenia[3] y el desorden obsesivo
compulsivo[4]. A pesar de la importancia que la serotonina tiene en la regulacién de di-
versas funciones en humanos, tanto el mecanismo de liberacion como la accién de algunos
farmacos que actian sobre el sistema serotonérgico no se conocen muy bien. Debido a
la complejidad del cerebro humano, los estudios acerca de la liberacién de serotonina y
sus efectos se llevan a cabo en invertebrados, donde se pueden estudiar la contribucién

de neuronas individuales a la conducta.

Una pregunta atn sin responder es cémo se lleva a cabo la movilizacién de las vesiculas
que contienen serotonina hacia la membrana plasmatica y la liberacion de serotonina
en el soma de neuronas. Para ello se construird un microscopio y se utilizaran neuronas
de Retzius del sistema nervioso central de la sanguijuela. Este sistema estd formado
por cadenas de 21 ganglios, cada uno de los cuales controla de manera relativamente
independiente cada segmento del animal. Cada ganglio contiene alrededor de 400 neu-
ronas de las cuales 7 son serotonérgicas, entre las que destacan las neuronas de Retzius
por contener aproximadamente el 50 por ciento de la serotonina de la sanguijuela. Las
neuronas de Retzius tienen un tamano de aproximadamente 60 micras, lo que permite

hacer registros electrofisioldgicos.
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1.1. Mecanismo de secrecion somatica de serotonina en

neuronas Retzius

El cuerpo neuronal o soma de distintos tipos de neuronas es capaz de liberar grandes
cantidades de neurotransmisor quimico en respuesta a la actividad eléctrica. En neuro-
nas de Retzius la serotonina esta contenida en cimulos de vesiculas, que en reposo o
estimuladas eléctricamente a 1 Hz se encuentran distantes de la membrana plasmatica
asociadas a los microtubulos y al citoesqueleto, mientras que después de la estimula-
cién eléctrica a 20 Hz, los ciimulos de vesiculas aparecen adyacentes a la membrana
plasmaética, liberando su contenido (figura 1.1). Uno de los problemas a resolver es cémo

visualizar el transporte de las vesiculas hacia la membrana plasmatica.

FIGURA 1.1: (A-B) Electromicrografias de neuronas estimuladas con trenes de impulsos
a 1l Hz (A) y a 20 Hz (B). Escala de la barra = 500 nm. De Miguel et al. Plos ONE,
2012.

1.2. ;Cbémo estudiar el transporte y liberacién de seroto-

nina?

Watt Webb y colaboradores haciendo uso de la técnica de microscopia multifotén [5] han
encontrado una particular propiedad de la serotonina: al absorber de tres a seis fotones

fluoresce con luz visible (aproximadamente 500 nm, verde).

Para hacer uso de esta técnica se necesita concentrar mucha energia en el espacio y el
tiempo, lo cual requiere un laser pulsado, donde las potencias medias son de miliWatts,
pero las potencias pico alcanzan kiloWatts (la teoria se muestra en el apéndice H).
Ademas de poder visualizar la serotonina, en microscopia la absorcién multifotonica es
particularmente 1til cuando se estudian medios turbios como los tejidos biolégicos. Esto
se debe a que al excitar la muestra con longitudes de onda en el rango del infrarrojo

existe menor absorciéon y por lo tanto mayor penetracién; menor dano debido a la luz,
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v la probabilidad de que suceda la absorcién de dos o mas fotones es mayor en el plano
focal y disminuye con el cuadrado de la distancia, por lo que se reduce la fluorescencia
fuera de foco y al estar tan separadas la longitud de onda de excitacién con la de emisién,

considerablemente simplifica su anélisis espectral [6] (figura 1.2).

FIGURA 1.2: Comparacién de emisién de luz usando microscopia convencional (izquier-
da) con microscopia multifoténica (derecha). Tomada de Biological Imaging Facility,
University of California, Berkeley

1.2.1. Visualizacion de las estructuras participantes en la movilizacién

de las vesiculas

La absorcién multifoténica nos permitird visualizar la serotonina, pero carece de la
posibilidad de vislumbrar la membrana plasmética y las estructuras intracelulares par-
ticipantes en la movilizacién, como la tubulina y la corteza de actina. Para esto, otro
efecto que puede acompanar a la microscopia multifoténica es la generacién del segundo
armonico, que es producido por estructuras polares no centrosimétricas como la colage-

na, la tubulina o la corteza de actina [7].

Haciendo uso de la generacién del segundo arménico, podremos visualizar los arreglos
de tubulina y la corteza de actina, y seria posible detectar cambios conformacionales
durante los momentos en que los cimulos de vesiculas penetran la corteza de actina.
Adicionalmente, la bicapa lipidica membranal tenida en unos de sus lados con colorantes
polares, que al entrar en contacto con la membrana cambian de conformacion y se vuelven
fluorescentes, también se comporta como un arreglo polar no centrosimétrico, por lo que

podria detectarse mediante la emision del segundo armoénico.

Una posibilidad adicional de esta técnica es que permite analizar la dinamica molecular
en vivo manteniendo fija la polarizacién de la luz incidente y estudiando la polarizacién

del segundo arménico en la recoleccion. Esto se debe a que la polarizaciéon de la luz
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refleja los indices de polarizacién de isotropismo moleculares, de manera que en caso de
haber una reorganizacion bioldgica, producida experimentalmente, esta puede detectarse

a partir de la emisién del segundo armonico.

1.3. Diseno del experimento

Las neuronas de Retzius se extraen del sistema nervioso central de la sanguijuela Hirudo
Medicinalis adultas usando una pipeta de vidrio. Después se colocan en medio de cultivo
L-15 (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) complementado con 2% de suero bovino fetal
(Gibco) inactivado por calor, 6 mg/ml de glucosa y 0.1 mg/ml de gentamicina. Se siem-
bran en platos de cultivo (Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA), utilizando concanavalina-A
(2 mg/ml) como substrato (Sigma, St. Louis, MO, USA) y el medio de cultivo descri-
to anteriormente. Se mantienen a 18-20°C y se registran entre 1 y 7 dias después de

haberlas sembrado.

Para el experimento, el plato de cultivo se coloca en el microscopio, se ilumina y se busca
la regién de interés usando la cdmara, se inserta un microelectrodo y se le estimula
eléctricamete. Ante esta estimulacién eléctrica se activa el transporte de ctimulos de
vesiculas repletas de serotonina desde sus sitios de reposo hasta la membrana plasmaética

mediante motores acoplados a los microtibulos y a la corteza de actina.

+«— Ant Post —»

Conectivos

250um

FIGURA 1.3: en (a) se muestra el ganglio (tomado de Nicholls y Baylor, 1968) y en (b)
una neurona Retzius
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La movilizacién de las vesiculas serotonérgicas hacia la membrana plasmatica y su libera-
cion se visualizaran mediante la deteccion de su fluorescencia en respuesta a iluminacién
multifoténica y la generacion del segundo armoénico producido por la tubulina, la corteza
de actina y sus cambios dindamicos. El proceso de secreciéon dura minutos, lo que aunado
a las 60 micras (en promedio) de didmetro del cuerpo neuronal ofrecen una ventana

espacio-temporal excelente para estudiar todos estos eventos.

1.4. Microscopio

Los microscopios permiten producir imégenes magnificadas (fotogréficas o visuales) de
pequenos objetos. El microscopio debe cumplir tres propdsitos: producir una imagen
amplificada de un espécimen, separar los detalles en la imagen y reproducir los detalles

visibles al ojo humano, a la camara o al detector.

Los microscopios han tenido una evolucién considerable desde su invencién en los prin-
cipios de 1600, pero la mayoria de los nuevos desarrollos y mejoras han sido en el area de
los accesorios de captacién de contrastes y el camino éptico. Los microscopios modernos
exceden las especificaciones de diseno de aquellos hechos en los mediados de 1900. La
manufactura de lentes ha sido vastamente mejorada permitiendo una mejor correccién de
aberraciones Opticas, y los revestimientos sintéticos para lentes ahora son muy avanza-
dos. La tecnologia de circuitos integrados ha permitido la manufactura de microscopios

inteligentes que incorporan microprocesadores.

Por muchos anos, la ciencia médica y biolégica han usado microscopios para resolver pro-
blemas, tanto relacionados con las caracteristicas morfolégicas de especimenes, como por
ser una herramienta cuantitativa para el registro de caracteristicas Opticas especificas.
A este respecto, el microscopio 6ptico ha probado ser 1til en un sinntimero de investiga-
ciones acerca de los misterios de la vida. Més recientemente, la microscopia ha tenido un
explosivo crecimiento como una herramienta en ciencias como la fisica y la de materiales,
asi como en la industria de los semiconductores debido a la necesidad de observar las
caracteristicas de las superficies para nuevos materiales de alta tecnologia y circuitos in-
tegrados. La microscopia también se ha convertido en una importante herramienta para
la ciencia forense que constantemente examina cabello, fibras, ropa, manchas de sangre,
balas y otros articulos relacionados con crimenes. La diferencia bésica entre microsco-
pia biomédica y de materiales involucra como el microscopio proyecta luz dentro de la
muestra. En microscopia bioldgica clasica, especimenes muy delgados son preparados y
la luz pasa o es transmitida a través de la muestra, se enfoca con el objetivo y entonces
pasa al ocular del microscopio. Por otro lado, para observar por ejemplo, la superficie de

un circuito integrado, la luz pasa a través del objetivo y entonces es reflejada desde la
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superficie de la muestra dentro del objetivo del microscopio. En nomenclatura cientifica,
la luz transmitida y reflejada en microscopia son conocidas como iluminacién diascopica

y iluminacién episcépica respectivamente [8].

1.4.1. Tipos de microscopios

Los microscopios pueden ser divididos en biomédicos, industriales y estereoscépicos. Los
microscopios biomédicos e industriales pueden ser a su vez divididos en aquellos donde
el objetivo es posicionado por encima del espécimen, microscopios verticales (Upright
microscopes) y aquellos donde el objetivo es posicionado por debajo del espécimen,

microscopios invertidos (Inverted microscopes).

Camera Film Planie. Olympus
Black Box BX 51

Electrical Contacts Transmitted
Focusing and
Telescope Reflected Light
Microscope
i =
Wonitor. Equipped
oF

Epi-Fluorescence
Sotar llumination

Olympus IX70
Inverted Tissue Culture
icroscope Tungsten
Halogen
Peltier-Cooled y—Lamphouse
CCD Camera

Rubber
Extension
Eing Tube Projection

Eyepiece Cg:"f;g Episcopic

nts” Lamphouse
T

B - Tk

cular) rical
— —prisms Wuminator

Inverted

| Microscope
— CondenseriLamphouse
Fillar Shutter

DIC Prism and Phase Ring
Condenser Turret

Mercury/Xenon
Arc Lam

Beamsplitters’
Filter Cube.
Turret

Housing
i

Binocular’
Observation
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Beamsplitter
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Camera
System
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Electrical
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Intensit
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(a) Microscopio invertido (b) Microscopio vertical

F1GURA 1.4: Tipos de microscopios[§]

Dado que este trabajo esta enfocado en aplicaciones bioldgicas, a continuacién solamente
se listan los tipos de microscopios mas usados en biologia con el fin de registrar eventos

en células o animales vivos.

1. Microscopios épticos

a) Estereoscépios
Es una variante del microscopio éptico disenado para observaciones a una
muestra con baja magnificacién usando luz incidente en vez de luz transmiti-
da. Usa dos caminos épticos diferentes con dos objetivos y dos oculares para
tener angulos de vision ligeramente diferentes en el ojo izquierdo y derecho,

y asi producir una visualizacién tridimensional de la muestra[10].
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(a) Estereoscépio (b) Microscopio de luz

F1GURA 1.5: Microscopios 6pticos

b) Microscopio de luz
Este microscopio usa luz visible y un sistema de lentes para magnificar imége-
nes de pequenas muestras. La imagen de este microscopio puede ser proyecta-
da al ojo humano mediante un par de oculares o a una cadmara para producir

imégenes digitales[11].
2. Microscopio de campo lejano

a) Microscopio confocal[12]
b) Microscopio multifotén

¢) Microscopio STED[13]

3. Microscopio de campo cercano
Es una técnica de microscopia para la investigacion de nanoestructuras que so-
brepasan el limite de resoluciéon de microscopios de campo lejano, hace uso de las
propiedades de las ondas evanescentes. Esto se logra colocando el detector muy
cerca de la superficie de la muestra (distancias més pequenas que la longitud de
onda).Con esta técnica, la resolucién de la imagen estd limitada por el tamano de la
apertura del detector y no por la longitud de onda de la iluminacién. Resoluciones

laterales de 20 nm y verticales de 2 a 5 nm han sido demostradas[14].
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Diseno

De acuerdo con las necesidades del experimento optamos por seguir el esquema conven-
cional de un microscopio vertical, con los componentes épticos en la parte superior del
microscopio. Para poder producir la absorcién multifoténica en la muestra, es necesario
contar con un laser pulsado, con una duracién del pulso del orden de femtosegundos a

frecuencias de MHz.

Los requerimientos son: adquirir simultaneamente epifluorescencia multifoténica y se-
gundos armonicos como luz transmitida, desplegar cuatro imagenes de 512 X 512 pixe-
les por segundo en la pantalla de la computadora y tener diferentes planos focales con

resolucién submicrométrica.

2.1. Camino 6ptico

En la figura 2.1 se muestra el diagrama general del sistema. El laser pulsado se encuentra
en la parte inferior, el haz pasa por un polarizador y es llevado a la parte superior
mediante espejos. Llega a los galvandémetros para después pasar por un par de lentes
cuya funcién es transformar el movimiento de translacién del haz (producido por los
galvanémetros) en rotacion. Este movimiento de rotacién que pasa por el espejo dicroico

para llegar al objetivo es el que realiza el barrido sobre la muestra.

La fluorescencia reflejada por la muestra es captada (epifluorescencia) por el objetivo,
para después ser desviada hacia el fotomultiplicador (PMT por sus siglas en ingles)
por el espejo dicroico. Simultdneamente en la muestra se genera el segundo armonico
cuya direccion de propagacion es preferencial a la direccién de propagacion del laser,
esto quiere decir, es mejor detectado como luz transmitida. Por esto se encuentra un

condensador de gran apertura numérica (mayor a 1) debajo de la muestra seguido por

9
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Galvo system

Scan lens Mirror
'\
Tube lens ,
Mirror PMT
Dichroic
mirror Pulsed laser
Objective

Polarizer

Condenser Mirror

Filter
Polarizing %,_'-f' PMT
beamsplitter
cube

PMT

F1GURA 2.1: Diagrama general del sistema

un filtro de emisién para posteriormente llevar las componentes de polarizacion del

segundo arménico a sendos fotomultiplicadores usando un cubo polarizador.

Aqui cabe senalar varios detalles que son importantes para el funcionamiento del mi-

croscopio y es conveniente estudiar por separado:

= Ldser pulsado
Para que sucedan la absorcién multifoténica y la generacion del segundo armonico,
se debe concentrar mucha energia en el espacio y el tiempo. Por esto es necesario
usar un laser pulsado, ya que aunque en estos laseres se tienen potencias promedios
de miliwatts, las potencias pico son de kilowatts. FEn la figura 2.2 se muestran los

valores tipicos del haz de un laser pulsado.

= Galvanémetros
Son dos espejos acoplados que generan el movimiento de barrido en un plano XY
de la muestra. Por lo tanto, el tamano del area de barrido depende de la distancia

de separacién entre los galvandémetros y la muestra, asi como del dngulo en que
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Ficura 2.2: Léser pulsado.

rotan los espejos, y estd dado por una simple relaciéon trigonométrica de tanf,
(figura 2.3).

a=2dtan 0.

ea

Area de barrido

FIGURA 2.3: Area de barrido producida por los galvanémetros.

= Objetivo
El objetivo es el encargado de hacer converger el haz de luz constructivamente
en una mancha focal y de captar la luz reflejada. Esta mancha focal tiene una
dimension D (figura 2.4) limitada por la siguiente relacién (limite de difraccién
de Abbe, donde un haz de luz con longitud de onda A viaja a través de un medio

con un indice de refraccién n y converge a un punto con un angulo 6.):

B A A
" 9nsin®  2NA

Con nsinf = N A también conocida como apertura numérica, que es el cono de luz
producida por una lente. La mancha focal producida se mueve dentro de la mues-
tra (mediante los galvanometros) para estimular dreas localizadas y formar una
imagen. A su vez, el objetivo recolecta la fluorescencia producida por la muestra

para posteriormente llevarla al detector.

= Scan lens y Tube lens

Este par de lentes son complementarias y se utilizan para: acondicionar el barrido
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FIGURA 2.4: Limite de difracciéon en una lente, donde Dy es el tamano minimo de la
mancha focal que puede producir una lente al enfocar un haz de luz.

en la muestra y llenar la apertura de entrada del objetivo.

La ”tube lens”se usa para formar una imagen producida en el infinito por un
objetivo con correccién a infinito a una distancia dada por el foco del objetivo,
asi esta imagen puede ser proyectada sobre una cdmara o una pantalla. Durante
el barrido, su funcién es trabajar en conjunto con la ”scan lens” para realizar el
barrido sobre la muestra y no en el fondo del objetivo, con un movimiento de
rotacion. En la figura 2.5 se muestran las condiciones para que esto suceda. Donde

f1 es el foco de la scan lens y {2 es el foco de la tube lens.

Laser light
£y £
f } i
Dbcam
P el ~\.
P - =~ ~ I A
z S~
P D
= = - - 1 BA
SO —
P R, - - - I Jl
L 1 L ]
L 1 ) 1
d d, ds
Scan Scan Tube Objective
mirror lens lens back aperture

Ficura 2.5: Configuracion de las lentes para realizar el barrido sobre la muestra uti-
lizando un objetivo con correccién a infinito.[15]

dy = f1+ fo
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El punto pivote de los espejos de barrido debe ser proyectado en el centro de la

apertura de entrada del objetivo, ésta condicién esta dada por:

di = ((f1)?/ f2) + fr — ds(f1/ f2)?

Esta condicién sirve para mantener una potencia constante en la apertura de en-

trada mientras el espejo rota. Asi la intensidad luminosa en el foco no cambia.

Por otro lado, el haz del laser debe llenar la apertura de entrada del objetivo para
utilizar toda su apertura numérica. Esto se logra mediante (variables definidas en
figura 2.5):

Dbeam > DBA

Magni ficacion = fa/ f1

Esto es importante dado que una vez alcanzando el limite de difraccion podemos

obtener la mayor resolucién posible.

= Polarizador
Un polarizador es un filtro 6ptico que selecciona una polarizacién especifica de la
luz incidente. Puede convertir un haz de luz con una polarizacién indefinida o una
mezcla de polarizaciones en un haz con una polarizacién bien definida. Para poder
estudiar las componentes del segundo armoénico usando el cubo polarizador, se
necesitan condiciones iniciales. Esa es la funcién del polarizador que se encuentra

a la salida del laser.

= Condensador
El condensador es una lente asférica con una gran apertura numérica (mayor o
igual a 1). La funcién del condensador es captar la mayor cantidad posible de
fotones provenientes de la generacién del segundo arménico. Para esto, la apertu-
ra numérica del condensador debe ser igual o mayor a la apertura numérica del

objetivo[16].

= Cubo polarizador
Un haz no polarizado que incide en el cubo polarizador es dividido en dos com-
ponentes ortogonales linealmente polarizadas. La polarizacion P es transmitida,
mientras que la polarizacién S es reflejada, ambas con absorcién despreciable (fi-

gura 2.6).

s Filtros

Es necesario colocar filtros antes de cada detector para que sélo longitudes de
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FigurA 2.6: Cubo polarizador donde la componente de polarizaciéon P es transmitida
y la componente S reflejada.

onda especificas pasen a través de él y asi visualizar solamente anchos de banda

espectral de interés.

= Detector (fotomultiplicador o PMT) !
Los detectores amplifican y llevan la senal en forma de voltaje con la informacién
de interés (en este caso fotones) a una tarjeta de adquisicién para después ser
analizada y procesada en la computadora. Los pardmetros importantes de estos
son: la eficiencia cudntica, el tiempo de respuesta, el ancho de banda espectral
al que son sensibles, el factor de amplificacion y el rango dindmico de la senal
de salida, entre otros. En este proyecto usamos fotomultiplicadores (PMT) para

detectar fluorescencia y los segundos armonicos.

2.2. Diseno mecanico

Debido a que los componentes 6pticos para la generaciéon del barrido y captura de la
epifluorescencia se encuentran en la parte superior del microscopio, se necesita que la
base sea lo suficientemente sélida para evitar vibraciones. En el diseno optomecanico el
control de las vibraciones es mas importante que el debido a esfuerzos mecdanicos [17].
El material seleccionado para la manufactura fue el aluminio debido a su relacién precio
- densidad y resistencia a la corrosién[18]. Asi como por su buena resistencia a esfuerzos

y su ductibilidad.

!Para mayor informacién sobre el detector usado Apéndice A



Capitulo 2. Diseno 15

Para el disefio mecénico conceptual se usé el programa CAD SolidWorks. Este programa
nos permitié planear la distribucién de los componentes que conformarian el microsco-
pio, asi como sus dimensiones. Ademéas companias como Newport y Thorlabs proveen
modelos en SolidWorks de sus componentes para poder hacer disefios conceptuales. En
la figura 2.7 se muestra el disefio propuesto para la construcciéon del microscopio y la

distribucién de sus componentes.

A pesar de haber propuesto un modelo mecédnico al principio del proyecto, durante
la construccién se realizaron varias modificaciones. Todas ellas como resultado de la
interaccién entre el usuario final y el fabricante. El camino éptico dentro del disenio
mecanico también se muestra en la figura 2.7. En rojo el laser de excitacién, en verde la

fluorescencia y en azul el segundo arménico.

El diseno mecanico tiene dos partes moéviles: el movimiento XY de la platina donde
se coloca la muestra y el movimiento vertical que realiza el objetivo para moverse en
diferentes planos focales dentro de la muestra. La platina es de la empresa Nikon y el
movimiento de eje vertical se realizard con una platina de la empresa Thorlabs con su

eje acoplado a un motor a pasos.

2.3. Electronica

Para el funcionamiento del microscopio se requiere alimentar el controlador de los gal-
vanémetros, el fotomultiplicador, el controlador del eje Z y electrénica digital. El dia-
grama general de los elementos electrénicos y su alimentacién para el funcionamiento

del microscopio se muestran en la figura 2.8.

Para cumplir con la adquisicién de cuatro imagenes por segundo, con una conformacién

de 512 pixeles X 512 pixeles, se requiere que cada pixel se capture en:

1 1 segundo

T 512 % 512 x4 1048576 muestras ns

La adquisicion de datos se hace con un canal de una tarjeta analdgica-digital National
Instruments (NI) modelo NI USB-6353. Esta tarjeta tiene una frecuencia de muestreo
de 1.28 MHz, asi, el tiempo minimo por dato adquirido trabajando en modo multicanal

€sS:

Ttarjeta = 181,25ms
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Galvanometer
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Objective

Condenser

PMT
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de excitaci

en verde la fluorescencia y en azul la generacién del segundo arménico, la distribucién

aser
de los componentes también se puede ver en la figura. Se muestra arriba una vista

,

, en rojo el 1

,

Nno mecanico

FigurA 2.7: Camino éptico dentro del dise

isométrica y abajo una vista de costado.
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Power supply
24V.6A
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Driver
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FiguraA 2.8: Diagrama de las conexiones eléctricas, donde la tarjeta de adquisicién NI
USB-6353 controla el movimiento del eje Z y de los galvanometros, asi como también se
comunica con el fotomultiplicador PMT para adquirir datos y controlar su sensibilidad.

Suficiente para las necesidades de nuestro proyecto.

El PMT que se utiliz6 fue un R928HA de Hamamatsu tomado de un sistema confocal
Odyssey XL de la ya desaparecida Noran Instruments. Este PMT venia acompanado
de un circuito amplificador y una fuente de alimentacién DC- DC (Apéndice C). El

diagrama de funcionamiento de este fotomultiplicador se muestra en la figura 2.9.

-1000V
ay— R ’
PMT
Ro28HA
+HV
Amplified signal Signal

NI USB-6353

-12v

F1curaA 2.9: Diagrama de conexién del fotomultiplicador R928HA, donde es alimentado

por una fuente de alto voltaje modelo C2456, también de Hamamatsu. Este fotomul-

tiplicador cuenta con un amplificador operacional que acondiciona la senal detectada
para ser llevada a la tarjeta de adquisicién de NI.
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2.4. Programacion

Para el control de la tarjeta de adquisicién de NI se utiliz6 el lenguaje de programacién
LabView. El programa en labview genera las senales para controlar el movimiento de los
galvanémetros, para controlar el movimiento del eje Z, adquirir, desplegar y procesar los

datos provenientes del fotomultiplicador.

Para formar una imagen de la muestra en la computadora se debe generar un barri-
do con los galvanémetros que cubra toda el area de interés. Esto se logra moviendo un
galvanémetro mas rapido que el otro para formar un cuadrado (figura 2.10). Simultédnea-

mente se debe capturar luz emitida por la muestra en el fotomultiplicador.

X Axis

(1) --<—P
==
2)

—

Y Axis

(3)

FiGUurA 2.10: Patrén de barrido generado sobre la muestra, donde cada galvanémetro
es un eje. En azul el eje rapido se mueve en la direccién de X y en verde el eje lento se
mueve en la direccién Y, que conjuntamente barren un drea de interés sobre la muestra.

|| |

Parte fundamental para la formacion de imagenes, es la sincronizacién entre el movimien-
to de los galvandémetros y la captura del fotomultiplicador. Este es trabajo ya realizado

por Marco Antonio Garcia, compafiero de nuestro grupo.

En resumen, el microscopio involucra la deteccién simultanea de luz reflejada y transmi-
tida usando varios fotomultiplicadores a la vez. Para esto se requiere fabricar la estruc-
tura mecanica para montar los componentes 6pticos y evitar vibraciones, implementar
el diseno electronico y de programacién para el funcionamiento de los componentes
electromecanicos, la generacion de senales de control, procesamiento y adquisiciéon de

imagenes.
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Implementacion

La mayor parte de los componentes mecanicos se compraron al distribuidor de éptica y
optomecéanica Thorlabs. Sin embargo, también se manufacturaron algunas piezas usando
la fresa y torno del taller de estudiantes del CCADET.

3.1. Construccion del microscopio

3.1.1. Estructura mecanica

La estructura principal del microscopio se muestra en la figura 3.1.

En la figura 3.2 se muestran los primeros pasos para su construccién. Para lograr una
estructura robusta usamos 5 barras de aluminio cuadradas® de 50 mm (2 pulgadas) con
300 mm de largo sujetadas a una placa cuadrada de aluminio (600 X 600 mm) de 12.7
mm de espesor, 1/2 pulgada (figura 3.2(a)), esta placa tiene una malla de barrenos con
cuerda M6 X 0.1 (para tornillos métricos de 60 mm con un paso de 0.1 mm) separados

cada barreno por 25 mm.

A las barras cuadradas se les sujet6 verticalmente una placa MB2530 M (250 mm X 300
mm) y horizontalmente una placa MB2520 M (250 mm X 200 mm), ambas compradas en
Thorlabs y cuentan con una malla de barrenos M6 separados 25 mm. La placa MB2530 M
fue barrenada para poder ser colocada verticalmente y la placa MB2520 M fue igualmente
barrenada y cortada para ser ajustada al microscopio (figura 3.2(d)). Cabe senalar que
este paso se hizo con mucho detenimiento para que todos los barrenos (placa cuadrada

de soporte y las dos compradas a Thorlabs) quedaran alineados.

1 ‘. . . . . .
Aunque todos los componentes mecanicos se manejaron en el sistema internacional de medidas, los
estandares en la venta de material son una mezcla entre sistema inglés y métrico

19
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Figura 3.1: Estructura principal del microscopio a partir de la cual se montan el resto

de los componentes épticos y mecanicos, todas las dimensiones en milimetros
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FIGURA 3.2: Primeros pasos en la construccién del microscopio. En @) y b) se muestra

la forma en que se montaron las placas MB2520 y MB2530 sobre las 5 barras cuadradas

de dos pulgadas, ¢) y d) muestran la primera parte del ensamblaje del microscopio y
e) muestra el brazo tomado del sistema confocal Noran.

En el laboratorio ya se contaba con un brazo vertical (periscopio) rescatado de un
microscopio confocal Noran desechado (figura 3.2(e)) (pieza negra) con un espejo a 45
grados incluido. Se manufacturé una montura para colocar otro espejo a 45 grados y
asf darle al camino 6ptico un giro de 90 grados, la funcién de este brazo es llevar el haz

del laser a la parte superior del microscopio.

Para acercar y poder alinear la éptica se manufacturé una plancha barrenada que llega
justo debajo del objetivo. Posteriormente se reforzé colocando otra placa encima, asi co-
mo una barra de soporte. Las dos placas soportadas por 5 barras circulares de 1 pulgada
(25.4 mm) y 135 mm de largo (figura 3.3).

3.1.2. Eje Z

Para el movimiento vertical del objetivo se necesita un desplazamiento muy fino, logrado

con una platina PT1 M, también comprada en Thorlabs. A la platina se le acoplé un
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(b)

Placa de soporte

[Tl

j_,_—— Galvanémetros Barras circulares

Barra de soporte

Revélver

Platina

FIGURA 3.3: En a) se muestra la manufactura de la plancha barrenada, b) muestra

como se monto en el microscopio, usando 6 barras redondas de aluminio de una pulgada

y 135 mm de largo. En ¢) se muestra la placa y barras circulares complementarias para
reforzar la estructura.

motor a pasos bipolar de 1.8° por paso, controlado por un ”Microstepping driver” modelo
A3967 de Allegro Microsystems.

En la figura 3.4 se muestra la forma en que se acoplaron los ejes del motor y de la
platina PT1 M, como base se usé un trozo de solera de aluminio de 300 mm de largo, 2
1/2 pulgadas (63.5 mm) de ancho y 1/2 pulgada (12.7 mm) de grosor. Se barrené para
colocar la platina y el motor, y también para ser colocada verticalmente en el microscopio
sobre la placa MB2530 M. El proveedor especifica una carga maxima para la platina de

Thorlabs en forma vertical de hasta 8 kg.

Con esto se resuelve el problema del movimiento del eje Z. Para colocar el objetivo se
usé un revélver modelo OT1 de Thorlabs, con capacidad para sostener 4 objetivos con

una cuerda estandar SM1. Para sujetar el revélver a la platina PT1 M y alinearlo con la
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Motor a pasos

FicurA 3.4: Modelo del acoplamiento de los ejes de la platina PT1 M y del motor a
pasos. A la placa de soporte se hicieron barrenos centrales M6 para colocar la platina
PT1 M y en los extremos para ser sujetada a la placa vertical MB2530 M

placa superior, se opté por usar una estructura de 4 postes. Para tener mayor libertad
durante el alineamiento de la 6ptica, el revélver estd sujeto a un tubo SM1L20 y a una
abrazadera SM1RC M, que a su vez puede rotar, se muestran los componentes y su

distribucién en el microscopio en la figura 3.5.

3.1.3. Sujecion de la platina

Para colocar la muestra se usé una platina para microscopio de la empresa Nikon (figura
3.6), cuya sujecién consiste en un riel que es fijado con un tornillo. Cuenta con un

movimiento en el plano XY usando un maneral del lado derecho.

Para ensamblarla al microscopio se construyo6 un soporte cuadrado en donde se coloco la
parte complementaria del riel de la platina (figura 3.7), todas las piezas se manufactu-

raron en el taller de estudiantes, cuidando que las superficies en contacto estuvieran lo
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SM1RCM

Turret OT1

FigurA 3.5: Ensamblado del revélver sobre la platina PT1 M para colocar el objetivo,
en verde se muestra la forma en que se puede desplazar. También se puede ver el niimero
de parte de cada componente (comprados a Thorlabs).

FIGURA 3.6: Platina de la empresa Nikon, en (b) se muestra el riel y el tornillo de
sujecion

mas uniformes posible (esto se logra haciendo cortes muy lentos con la fresadora) para

lograr la mayor superficie de contacto y evitar flexiones y vibraciones.
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BN &8N

FIGURA 3.7: En (a) se muestran los soportes, en (b) la platina y el revélver montados

3.2. Montura de la 6ptica

3.2.1. Espejos y lentes

Una parte elemental del prototipo mecdnico depende de qué tipo de monturas se usaran
para colocar los componentes 6pticos. Para el camino 6ptico se utilizaron espejos mon-
tados en Compact Kinematic Mounts KMS M de Thorlabs, que a su vez van montados
sobre postes de 1/2 pulgada (12.5 mm) dentro de ”Post Holders” PH20 M y ”Post Holder
Bases”BA1S M. En la figura 3.8 se muestran los seis grados de libertad que se tienen
con esta combinacién de monturas, la montura KMS M incluye dos micrémetros para un
ajuste fino de la posicién del espejo. Los postes se tornearon en el taller de estudiantes

para tener monturas verticales y a 45 grados (figura 3.8(b)).

Los espejos usados fueron manufacturados en el CCADET utilizando la evaporadora
térmica (figura 3.9). Se hicieron depdsitos de Aluminio de 100 nm de espesor sobre por-
taobjetos de 26 mm X 76 mm. Los portaobjetos después se cortaron para ser colocados
en las monturas, pegandolos con cinta doble cara. Primero se manufacturaron espejos
de 10 nm de espesor para calibrar el depdsito y se analizaron usando el Microscopio de
fuerza atomica del CCADET a cargo del M. en C. José G. Baniuelos Munetoén, en la
figura 3.10 se muestran los resultados obtenidos, el espesor promedio fue de 13.8 nm, un
error del 38 por ciento. En nuestro caso no es de gran importancia, ya que solo se requiere
que el espejo refleje la mayor cantidad de luz posible, esto se logra usando aluminio. La

curva de reflectancia se muestra en la figura 3.11.
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FiGurA 3.8: Monturas para espejos, las flechas muestran los grados de libertad.

F1cUurA 3.9: Evaporadora térmica del CCADET.

En la figura 3.12 se muestra donde se colocaron estos espejos y sus monturas dentro
del microscopio. Para montar lentes se usaron las mismas monturas BA1S M, PH20
M y postes de media pulgada, pero con LMR1 M (figura 3.8(c)), este tltimo solo es
una montura del didmetro del lente con un anillo sujetador y un barreno M4 para ser

atornillado a un poste.

3.2.2. Montaje de los galvanémetros y el fotomultiplicador

Los galvanémetros 6210H de la empresa Cambridge Technology se montaron sobre una
barra cuadrada de aluminio de 25 mm y 24.4 mm de alto, medidas tomadas de la hoja
de datos del galvanémetro (apéndice B). La barra cuadrada se mont6 sobre una base

BA2 M para poder ser alineada posteriormente (figura 3.13).
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Ficura 3.10:

Line Prafile Measurements
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Height Profile [4] Height Profile [B]
um 0 i [ 0 0
0z 1600
01 a0o
ua 4 8 12 pm o 4 ) 12 pm
Height Profile [C] Height Frofile [D]
i i 0 03 0 0
1600 ’
a00 01
0 pppre=—Lnp
4 g 12 pm 4 8 12 prn
line  Height
[A] |0 D162um
[B] |0 0126 um
[C] |0 0133um
[D] |0 0123 um
Awe 0.138 um

Imagen del aluminio depositado en un portaobjetos tomada con un mi-

croscopio de fuerza atémica. En A se muestra una intefaz entre el deposito del aluminio

y la superficie

del portaobjetos. En B se muestra medidas (en Amstrongs) del espesor
hechas en diferentes sitios de la interfaz.
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FiguraA 3.11: Curva de reflectancia para espejos de varios materiales

Imagen tomada de http://www.olympusmicro.com
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Galvanémetros

Fotomultiplicador

Ficgura 3.12: Distribuciéon de espejos y lentes dentro del microscopio. En circulos
verdes se muestran los espejos y en circulos rojos las lentes.

FicurA 3.13: Montaje de los galvanémetros.

Para montar el fotomultiplicador se manufacturé un ensamble parecido al del montaje
de los espejo y las lentes, para tener los mismos grados de libertad. El fotomultiplicador

se coloco de forma horizontal (figura 3.14).
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FicURA 3.14: Montaje del fotomultiplicador.

3.3. Diseno y fabricacion de la electrénica

Para el funcionamiento del fotomultiplicador (Diagramas eléctricos en apéndice D), el
motor del eje Z y electréonica en general, se contruy6 una fuente de alimentacién con las

siguientes caracteristicas:

Se usaron dos transformadores, de 24 y 15 V.

1. Transformador de 24 V

a) Entrada AC: 127 V 60Hz
b) Salida DC: 12V, -12V, 15V, 5V

2. Transformador de 15 V

a) Entrada AC: 127 V 60Hz
b) Salida DC: 12 V (X3)

El transformador de 24 V se usé exclusivamente para la alimentaciéon del fotomulti-
plicador. La salida de 15 V se usé para alimentar el convertidor DC-DC (C2456. Este
cuenta con un divisor de voltaje interno para variar la salida de -190 a -1100 Volts. La
manera mas facil de controlar ésta variacién de voltaje, que a su vez es la variacién de
sensibilidad del fotomultiplicador (entre més grande sea el voltaje es mas sensible) es
conectando a los pines del divisor de voltaje un potenciémetro. Para que sea sencillo
variar la sensibilidad por parte del usuario, implementamos un potenciémetro digital de
10 K2 con nimero de parte MCP41010 de Microchip alimentado con 5 V.
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FIGURA 3.15: En a) se muestra la fuente de alimentacién y en b) su diagrama eléctrico.
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El potenciéometro digital se comunica con la computadora usando comunicacién SPI. Asi,
para actuarlo el usuario moverd una perilla virtual en la pantalla de la computadora.
La tarjeta envia la senal al potenciémetro digital, este cambia sus valores de salida y
con ello se determina la sensibilidad del fotomultiplicador. La salida de -12 y +12 V
alimenta a los amplificadores operacionales que amplifican y transforman la corriente de

salida del fotomultiplicador en voltaje (Diagramas eléctricos en el apéndice C).

La fuente construida también alimenta al controlador del motor del eje Z, el Micros-
tepping Driver with Translator A3967. El motor se alimenta con 12 V, el driver puede
soportar una carga de hasta 30 V y 750 mA. El A3967 funciona de la siguiente manera:

1. Dos bits para controlar la resolucion: paso completo, mitad, cuarto u octavo de

paso
2. Un bit para la direccién

3. Una senal de reloj para el movimiento; cada flanco de subida (dependiendo de
la configuracién) es un paso y la frecuencia del reloj determina la velocidad de

movimiento

Todos estos bits de informacién, programados en LabView se envian desde la tarjeta de

National Instruments. Los diagramas eléctricos se muestran en el apéndice E.

(a) Médulo del PMT (b) Controlador del motor del eje Z

Figura 3.16: Mddulos de control del PMT y eje Z, los diagramas eléctricos se muestran
en los apéndices D y E respectivamente.

Para el funcionamiento de los galvanémetros se requiere alimentar sus controladores con
fuentes especificas. El modelo recomendado por el fabricante fue Astrodyne MK150S-24,
que tiene una salida de voltaje de 24 V con 6 amperes. El galvanémetro cuenta con dos
drivers, por lo tanto se necesitan dos fuentes Astrodyne. Durante las primeras pruebas
del funcionamiento de los galvanémetros controlados con LabView nos dimos cuenta que

se calentaban sobremanera. Para evitar cualquier desperfecto montamos a ambos drivers
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con una barra de aluminio acoplada a un disipador de calor, los materiales fueron sellados
con pasta térmica, como se muestra en la figura 3.17. Durante las siguientes pruebas esto

resulté ser suficiente para que funcionaran sin ninguin inconveniente.

FiGURA 3.17: Controladores de los galvanémetros

3.4. Programacion

Para el control del microscopio, como antes se menciond, se usé la tarjeta de adqui-
sicion NI USB-6353 controlada con el lenguaje de programacién LabView. La base de
la programacién para el movimiento de los galvanémetros, la captura y el despliegue
de la imagen son del programa desarrollado por Marco Anténio Garcia, compafniero de
nuestro grupo de trabajo, quien ahora escribe su tesis de licenciatura titulada ”Diseno

y construccién de un microscopio confocal”.

El programa realizado por mi companero sincroniza el movimiento de los galvanémetros
con la captura de la senal proveniente del fotomultiplicador. Para esto Marco Antonio
generd una senial triangular con una frecuencia de 1024 ciclos por segundo para el eje
rapido. Asi en un cuarto de segundo generamos 256 ciclos, que también son 512 lineas
para una imagen. Por otro lado para el eje lento gener6 una senal igualmente triangular
pero de 2 ciclos por segundo, asi nuevamente en un cuarto de segundo tenemos una linea

en el eje Y, con lo que se puede formar una imagen.

El barrido del laser producido por los galvandémetros se muestra en la figura 3.18. Se
utilizé esta forma de senal para hacer capturas también en el camino de regreso del
galvandémetro, y asi acelerar la captura. Ahora el problema radica en la sincronizacién
con la adquisicién. Esto se solucioné usando los mismos valores para la frecuencia de
muestreo de la senal del fotomultiplicador y para la frecuencia de salida de la senal de

control de los galvanémetros. Para formar una imagen se requieren:

512 % 512pizeles = 262144pixeles
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FIGURA 3.18: Se muestra un ciclo del eje lento (verde) con frecuencia de 2 Hz, dos
iméagenes en medio segundo. En azul se muestra el eje rdpido

Para cuatro imagenes tenemos 1 048 576 pixeles. Por esto hicimos la frecuencia para ge-
neracién y muestreo igual al niimero de pixeles. Asi cada muestra capturada y generada
es un pixel de nuestra imagen. En la computadora tendremos entonces una matriz con
1048576 muestras que solamente debemos acomodar en paquetes de 512 X 512 y desple-
garla en la pantalla. Cabe senalar que, aunque la captura de las muestras que forman las
cuatro imégenes se realiza en un segundo (el programa captura continuamente todos los
datos necesarios para formar cuatro imagenes), se debe tomar en cuenta que a Labview
le lleva un lapso de tiempo corto en acomodar y desplegar las imédgenes en la pantalla,

para después iniciar nuevamente la captura.

Para usar este programa con nuestro microscopio, tuvimos que hacer algunos cambios
bésicos como el uso adecuado de drivers para la tarjeta de adquisicién que nosotros
usamos; también se le agregaron funciones adicionales que requiere este microscopio: la
perilla para la variacién de la sensibilidad del fotomultiplicador, el control del movimiento
del motor, las opciones para variar la resolucién, y controles para iniciar y detener la
adquisicién y despliegue en cualquier momento sin necesidad de salir del programa.
Cada vez que termina el ciclo de 2 Hz del eje lento, el programa acomoda los datos, los

despliega en la pantalla y los guarda en disco duro.

En la figura 3.19 se muestra el panel de control en Labview para el usuario del micros-

copio.
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FicUurA 3.19: Panel de control de usuario en el microscopio multifotén
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Resultados y trabajo a futuro

4.1. Resultados

Lo primero que se hizo fue revisar la estabilidad mecéanica de nuestro sistema. Partiendo
del modelo que tenemos en SolidWorks y usando su paquete de simulacién, buscamos

las frecuencias de resonancia. En la siguiente tabla se muestran los resultados:

Modo de vibracién | Frecuencia [Hz|
1 92.871

2 114

3 125.31

4 174.1

5 232.78

Las imagenes que se muestran en la figura 4.1 son cualitativas. En rojo se marca un
desplazamiento de centimetros, lo cual no ocurre, por lo tanto estas imagenes solo nos
permiten visualizar las frecuencias en las cuales el microscopio puede sufrir cambios en
el camino Optico, y por lo tanto en su funcionamiento. Parece ser que una parte delicada
del disenio es el brazo que lleva el haz del laser a la parte superior, pero debido a que
las frecuencias de resonancias son lo suficientemente altas, esperamos que el desempeno

mecanico del microscopio sea bueno.

En lo que respecta al desempeno electro-mecéanico. La resolucién del desplazamiento del
eje Z, un motor a pasos de 1.8 grados por paso acoplado al micrometro de la platina de

Thorlabs, el enfocamiento del objetivo queda como sigue:

1. Motor a pasos: 200 pasos para una revolucion.

35
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(a) Modelo en SolidWorks (b) Modo de vibracién a 92.871 Hz
(c) Modo de vibracién a 114 Hz (d) Modo de vibracién a 125.31 Hz
(e) Modo de vibracién a 174.1 Hz (f) Modo de vibracién a 232.78 Hz

F1GURA 4.1: Modos de vibracién del microscopio



Capitulo 4. Resultados y trabajo a futuro 37

2. Platina de Thorlabs: 500 um de desplazamiento por revolucién.

Asi, por paso del motor podemos desplazarnos 2.5 pm, y dado que el driver A3967 puede
mover el motor en configuracién: paso completo, medio, un cuarto y un octavo de paso,

la resolucién tedrica es:

2,5um
8

= 312,5nm

Con un recorrido total de 25 mm. Suficiente para colocar un plato de petri o incluso un

ratén en la platina.

Para realizar las primeras capturas y formacion de imagenes usando la técnica de micros-
copia multifoténica necesitamos un laser pulsado. Para este proyecto se compré un ldser
pulsado Chameleon Ultra II de la empresa Coherent, con una potencia media de 3.3 W
a 800 nm, una duracién del pulso de 140 fs con una repeticiéon de 80 MHz (hoja de datos
en apéndice G). Debido a que su instalacién en el laboratorio requiere de varios pasos:
proteccién e instalaciéon eléctrica, instalacién de una mesa antivibratoria y la instalacién
de laser por parte de personal de la empresa, se procedié a realizar las primeras pruebas
para captura y formaciéon de imagenes con un apuntador laser, con una longitud de on-
da de 405 nm y 40 mili Watts, suficiente para obtener fluorescencia. Aprovechando su

propiedad como apuntador, es posible llevar el haz relativamente colimado a la muestra.

Para realizar los primeros barridos sobre las muestras y formar imagenes es necesario
calcular las lentes Tube lens y Scan lens. Para esto se adquirieron de Thorlabs 4 lentes
de 25.4 mm de didmetro, con recubrimiento atireflejante de 350 - 700 nm con distacias
focales de 25.4, 50, 100 y 200 mm. En la figura 4.2 se muestra la distancia entre los

galvanémetros y la apertura de entrada del objetivo (igual a 435 mm).

De la figura 2.5, para encontrar una solucién a la ecuacién di = ((f1)%/f2) + f1 —
d3(f1/f2)? se propusieron varios valores para f2 y se graficaron. Con un f2=200mm y
f2=100mm se muestran las graficas en la figura 4.3, cabe senialar que se realizaron graficas
con f2 igual a 50 y 25.4 mm, pero los valores no se ajustaban a nuestras distancias de

trabajo.

También para encontrar el valor adecuado de estas lentes, se requieren satisfacer dos

condiciones:

f2>f1

d3+ f2+ f1+dl =435
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FiGurA 4.2: Vista lateral del microscopio donde se muestra la distancia de 435 mm,
de los galvanémetros a la entrada del objetivo.

En nuestro microscopio d3 tiene un valor establecido de 230 mm.

f24 f1+d1 =205

El colocar la lente con £f3=200 no es viable, ya que solo nos permite 5 mm de margen

para colocar la otra lente, pero con f2 = 100 mm, tenemos que:

fl+dl =105

Para f1 = 50 mm tenemos d1=30, lo cual nos aproxima al valor requerido para realizar
el barrido sobre la muestra con los galvanémetros. La rotaciéon de cada espejo es de +
20° con una frecuencia maxima de 1 KHz. Nosotros podemos controlar el angulo del
movimiento de cada espejo con la amplitud de la senal enviada desde la computadora.
Con una senal de voltaje de 5 V el dangulo de rotacion del espejo del galvanémetro es de
20 grados. Usamos una amplitud de voltaje de 50 mV, que provoca una rotacién de los
espejos del galvanémetro igual a 0.2 grados, por lo que estimamos que con una distancia
de los galvanémetros a la entrada del objetivo de 435 mm, el barrido sobre la muestra es
un area de 3 mm X 3 mm. Demasiado grande para realizar un barrido sobre una célula,
pero dado que aun podemos reducir el dngulo del movimiento de los galvanémetros,
esperamos que con los primeros experimentos en células podamos encontrar el valor

optimo de rotacién para formar imagenes.
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FiGUrA 4.3: Grafica de lentes, en linea punteada negra se muestra el valor propuesto
d3 = 230mm

Para realizar microscopia multifoténica se necesita un objetivo con correccién a infini-
to, se utilizé un Leica HCX APO L63X/0,9 W U-V-I, con amplificacién de 63X, una

distancia de trabajo de 2 mm y una apertura numérica de 0.9.

Se procedio a alinear los componentes épticos, tarea ardua debido a la cantidad de espejos
que se necesitan para llevar el haz a la entrada del objetivo, una pequena desviacién
en el camino 6ptico es amplificada por la distancia que recorre el haz. Las primeras
pruebas para la captura de imagenes se hicieron con papeles Post-it color verde que
al ser iluminados con el apuntador ldser fluorescian apreciablemente. Este Post-it le
pintamos rayas color negro para buscar el contraste reflejado en la imagen formada en

la computadora, se muestra una imagen en la figura 4.4.
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FIGURA 4.4: Primer imagen tomada con el microscopio, tamano de campo estimado
de 3 mm X 3 mm.

4.2. Conclusiones

Se ha instrumentado la parte correspondiente a la construccién del microscopio, y hemos
entrado a la etapa de pruebas para posteriormente el microscopio ser instalado en el
edificio de Neurociencias del Instituto de Fisiologia Celular. Aqui se han reportado los
avances que se han tenido, cada paso nos acerca mas al objetivo, que es poder ver y

estudiar el transporte de serotonina en neuronas Retzius.

Como conclusiones, puedo argumentar que la estructura mecanica ha probado ser muy
estable y flexible al momento de instalar los componentes épticos, también nos permi-
te probar e instalar nuevos componentes o incluso invertir la 6ptica. Puedo decir que
LabView a mostrado limitaciones a la hora de capturar y desplegar las imégenes. Para
poder obtener la maxima resolucién y velocidad en la captura y formacién de imagenes,
necesitamos tener el control del tiempo y movimiento de cada muestra, aspecto que

LabView no permite.

A continuacién se muestra una tabla comparando el desempeno de varios microscopio

comerciales con respecto al nuestro.
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FicURA 4.5: Imagen de como luce el microscopio en esta etapa del proyecto.
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F1GURA 4.6: Descripcion de la distribuciéon de los componentes 6pticos y mecanicos
dentro del microscopio construido.

Olympus | Nikon Zeiss Thorlab IFC
Aspecto | FV1200 | A1 MP+ | LSM 700 orans CCADET
X: Resonant Scanner
Barrido Galvo Galvo Galvo Y: Galvo Galvo
Captura
(512X512) 8 fps 2 fps 5 fps 30 fps 4 fps
Eje Z 10 nm 50 nm 25 nm 100 nm 312.5 nm
Detector PMT PMT PMT PMT PMT

De la tabla, podemos ver que la velocidad de barrido de nuestro microscopio compite con
la de los microscopio comerciales. Al igual que los microscopios comerciales, podemos
obtener mas imédgenes por segundo si disminuimos el nimero de pixeles por captura.
En el caso de Thorlabs se logran velocidades mas rapidas debido a que usa en eje X un
Resonant Scanner, estos tienen la ventaja de vibrar a una frecuencia muy alta, por lo

tanto la velocidad de eje X es grande pero no varia. La ventaja de utilizar galvanémetros

es que podemos variar la forma en que se hace el barrido.
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4.2.1. Costos

Este microscopio tiene un costo de $64 271.18 délares, que incluyendo el precio del ldser
de $140 000 ddlares, da un total $204 271.18. Asequible comparado con el millon de

ddélares que cuesta un sistema comercial, la lista de precios se muestra en el apéndice F.

El disenio del microscopio cumple las caracteristicas requeridas en resolucion y tiempo,
con un costo considerablemente menor a los comerciales, y sienta las bases para alcanzar

los objetivos de experimentacién planteados en la introduccién de este trabajo.

4.3. Trabajo a futuro

A continuacién se describen los pasos necesarios para culminar el ensamble del micros-
copio y su instalacién en el laboratorio del Dr. Francisco Fernandez de Miguel. En la
primera subseccién se describen los pequenos cambios que se haran al microscopio y en

la subseccién que le sigue los pasos necesarios para la instalacion.

4.3.1. Modificaciones al microscopio

Primeramente se cambiard la platina de Nikon por una maés grande y con un maneral
mas corto, esta platina se compré a Olympus. Dado que la manera en que se sujeta es
diferente, se desechara lo construido anteriormente para la platina de Nikon. Y dado que
para realizar el experimento se requieren un par de micromanipuladores, se pensé colocar
estos en placas que estén a los lados de la platina. Entonces la forma en que se instalara la

platina se muestra en la figura 4.7.

Para la captacién del segundo armonico los galvanémetros tomados del sistema confocal
Noran no son suficientes. Por esto se compraron dos H7422P-40 PHOTOSENSOR MO-
DULE a Hamamatsu. Para su instalacién se tomé en cuenta que deben ser colocados en
conjunto con el sistema de iluminacién de la muestra. Lo resolvimos usando un espejo
dicroico T470lpxr de la empresa Chroma, refleja a 45° por debajo de 460 nm, y transmite
por arriba de esa frecuencia, estaos componentes montados dentro del microscopio se

muestran en la figura 4.9.

Antes de realizar el experimento, la muestra se iluminard con luz transmitida. Para hacer
el enfoque se usara para iluminar un LED blanco de 75 mW, que pasard por un par de
lentes condensadoras y después por un iris. La luz atravesard la muestra, serd captada
y magnificada por el objetivo y se llevard a una camara CCD a la parte superior del

microsopio para ser visualizada en la pantalla de la computadora.
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(a) Platina comprada a Olympus

7R T

(b) Modelo de instalacién

FiGuRrA 4.7: Modificaciones a la platina

(a) Iluminacién

(b) Captando el segundo arménico

F1GURA 4.8: Tluminacién y captacion del segundo arménico
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Ficura 4.9: Multifotén modificado

4.3.2. Instalacién del microscopio

Para la instalacion de microscopio en el laboratorio, a continuacion se describen los pasos

a seguir.

—

. Instalacién eléctrica para el UPS

2. Instalacion del UPS. El fabricante del laser especifica un consumo de potencia
maxima de 2300 W. Asi que para su proteccion se compré un UPS Vogar H6000Y
BIFASICO.

3. Instalacién de la mesa antivibratorio. Se compré a Thorlabs una mesa Performan-
cePlus Breadboard, 1500 x 1250 x 110 mm, M6 Taps y su base 800 mm (31.5”)
SuperDamp Frame 1200 x 1200 mm (4’ x 4).

4. Instalacién del laser Chameleon. La instalacion la hard un técnico de la empresa.
5. Instalacién del microscopio

FEn la figura 4.10 se muestra a escala el microscopio instalado sobre la mesa antivibratoria,

el s6lido rectangular detras del microscopio representa el ldser Chameleon.
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FI1GURrA 4.10: Multifotén instalado



Apéndice A

Fotomultiplicador

El fotomultiplicador es un dispositivo versatil foto sensible que proveé alta sensibilidad
y respuesta ultra rdpida. Un fotomultiplicador consiste en un catodo foto emisivo (foto
catodo) seguido por electrodos, un multiplicador de electrones y un colector de electrones

(dnodo) en un tubo de vacio[19].

Cuando la luz entra en el foto cdtodo, el foto cdtodo emite foto electrones en el vacio.
Estos foto electrones son dirigidos por el voltaje en los electrodos donde son multiplicados
por el proceso de emisién secundaria. Los electrones multiplicados son conectados por

el &nodo como una senal de salida (figura A.2).

Debido a la multiplicaciéon de emision secundaria, los fotomulitplicadores proveén muy
alta sensibilidad y un excepcional bajo ruido. Otras ventajas de los fotomultiplicadores
son: capaces de detectar irradiancias en el rango de ultravioleta, visible e infrarrojo cer-

cano, un tiempo de respuesta muy corto y grandes areas sensibles.

Photomultiplier Tube

Incoming
Fhaton \ Window

Focusing i I [ l f
Electrode I I ] |
1
Voltage Droppin
R%sistorsp ’
Output
Meter

Power Supply

F1GURA A.1: Seccién transversal de un fotomultiplicador.

Imagen tomada de Hamamatsu.com
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a) Side-On Type b) Head-On Type

a) Reflection Mode

REFLECTION MODE
PHOTOCATHODE

PHOTO-
f. SENSITIVE
AREA

mmmmmmmm

b) Transmission Mode

PHOTOCATHODE

SEMITRANSPARENT

DIRECTION =
OF LIGHT ~~~

(a) Apariencia externa (b) Tipos de fotocdtodo

FicurA A.2: Tipos de fotomultiplicadores.
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Materiales del foto cdtodo

. Ag-O-Cs
Sensibilidad: 300 - 1200 nm. Presentan una mayor ”Dark current”, se utiliza para

detectar emisiones cercanas al infrarrojo con el foto catodo enfriado.

. GaAs(Cs)
Sensibilidad: ultravioleta - 930 nm (Constante de 300-850 nm). Su rango espectral

sensible es mayor a los multialkali.

. InGaAs(Cs)

Sensibilidad: 900 -1000 nm. Con una alta relacion senal ruido.

. Sb-Cs
Sensibilidad: Ultravioleta - visible. Se usa principalmente para foto catodos en el

modo de refleccién.

. Bialkali(Sb-Rb-Cs,Sb-K-Cs)
Sensibilidad: Ultravioleta - visible. Con mayor sensibilidad que los Sb-Cs y menor

ruido. En modo de transmiscién tienen una favorable sensibilidad al azul.

. Low noise Bialkali(Na-K-Sb)
Este es particularmente 1itil cuando se operan a altas temperaturas de hasta 175°C.
A temperatura ambiente presenta una baja ”Dark current”, haciéndolo ideal para

aplicaciones de conteo de fotones.

. Multialkali(Na-K-Sb-Cs)
Sensibilidad: Ultravioleta - infrarrojo cercano. Alta respuesta. Es usado amplia-

mente en espectrometros.
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8. Cs-Te, Cs-I

Sensibilidad: UV. También llamados ciegos al sol.

Materiales de la ventana
El material de la ventana determina la frecuencia de corte de la respuesta espectral a

longitudes de onda cortas.

1. Vidrio de borosilicato
Transmisién: 300 nm - Infrarrojo. Este es el material para la ventana méas fre-
cuentemente usado. Se utiliza en combinaciéon con un foto cdtodo bialkali. No se

recomienda para la deteccién de luz en ultravioleta.

2. Vidrio UV
Como su nombre lo indica, es ideal para la transmisiéon de radiacién ultravioleta.

La frecuencia de corte en el UV es aproximadamente de 185 nm.

3. Silica sintética

Esta ventana transmite radiacién ultravioleta hasta 160 nm y ofrece baja absorcién.

4. MgF?2

Ofrece baja delicuescencia y transmite radiacién ultravioleta de hasta 115 nm.

Sensitividad radiante y eficiencia cudntica

Sensitividad radiante es la corriente foto eléctrica del foto catodo, dividido por la po-
tencia radiante incidente a una longitud de onda dada, expresada en amperes por watt
(A/W). Eficiencia cuantica (QE) es el nimero de foto electrénes emitidos por el foto
catodo dividido por el niimero de fotones incidentes. Usualmente la eficiencia cudntica
se expresa en porcentaje. La sensitividad radiante y la eficiencia cuantica tienen la si-

guiente relaciéon a una longitud de onda dada:

(S % 1240)

QE = 25

%100 (A.1)

Donde S es la sensitividad radiante en A/W a una longitud de onda A\ dada.

Ganancia

Fotoelectrones emitidos por el fotocdtodo son acelerados por un campo eléctrico de tal
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forma que al chocar con el primer dinodo produce una emisiéon secundaria de electro-
nes. Estos electrones secundarios entonces son chocados contra el siguiente dinodo para
producir una secundaria emisién de electrones. Repitiendo este proceso sobre sucesivos
dinodos se obtiene una alta corriente eléctrica amplificada. Asi una pequefia corriente
fotoeléctrica del fotocatodo puede ser observada como una una gran corriente de salida

en el anodo del fotomultiplicador.

La ganancia p del fotomultiplicador estd dada por:

An

U= WV"‘” (A.2)
Donde A es una constante, « es el coeficiente determinado por el material del dinodo
y su estructura geométrica, "n.®s el nimero de dinodos y V es el voltaje aplicado. Asi,
un fotomultiplicador que tipicamente tiene de 9 a 12 dinodos, la salida del dnodo tiene
una ganacia de la sexta a la décima potencia proporcional al voltaje aplicado. Esto nos

muestra que el fotomultiplicador es muy susceptible a las fluctuaciones de voltaje y se

debe usar una fuente de alimentacién extremadamente estable.

Typical Gain vs. Supply Voltage

104 109
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I / / 1)
2
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FiGurA A.3: Ganancia tipica de un fotomultiplicador.
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Corriente oscura del dnodo

Una pequena cantidad de corriente fluye en el tubo del fotomultiplicador incluso cuan-
do el tubo opera con condiciones de completa oscuridad. Esta corriente en el anodo se
conoce como ¢orriente oscura (dark current en inglés)”, y el resultado es un ruido que

es un factor critico en determinar el limite de menor luz detectada.

Fuentes de corriente oscura pueden ser clasificadas como sigue:
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Typical Dark Current vs. Supply Voltage
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FiGUurA A.4: Corriente oscura tipica de un fotomultiplicador.
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1. Emisién termoiénica de electrones
Principalmente emitida por el fotocatodo, enfriando el fotocdtodo disminuye este
tipo de emisién. Fotocatodos con sensiblilidad en el rojo e infrarrojo muestran

mayores corrientes oscuras a temperatura ambiente.

2. lonizacién de gases residuales
Gases residuales dentro del fotomultiplicador pueden ser ionizados por colisionar
con electrones. Cuando estos iones golpean el fotocatodo o alguno de los primeros
dinodos, electrones secundarios pueden ser emitidos. Este ruido puede ser visuali-

zado como un pequeno pulso que sigue a la senal de salida.

3. Centelleo del vidrio
Cuando los electrones son desviados de sus trayectorias y golpean el vidrio, cente-

llos pueden ocurrir y un pulso puede ocurrir como resultado.

4. Fuga de corriente
Contaminacién de suciedad y humedad en la superficie del tubo pueden ocasionar

fuga de corriente en la base del vidrio y el conector.

5. Emisiones de campo
Cuando el fotomultiplicador opera con un voltaje cercano a su valor méximo,
electrones pueden ser emitidos desde los electrodos por el campo eléctrico tan
grande y pueden causar pulsos a la salida. Es por eso se recomienda usar los

fotomultiplicadores con un 20 o 30 por ciento menor a su valor maximo.

Uniformidad espacial

Es la variacién de la sensitividad en funcién de la posiciéon de la luz incidente en el
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fotocatodo. Aunque los electrodos del fotomultiplicador estdn diseniados para que los
electrones emitidos por el fotocatodo sean colectados por los primeros o siguientes dino-
dos, algunos electrones puedes desviarse de las trayectorias deseadas en el proceso de
multiplicacién, resultando en una perdida de la eficiencia de deteccion. Estas pérdidas
varian con la posicién del fotocatodo desde donde los fotoelectrones son emitidos e in-
fluencia en la uniformidad espacial del fotomultiplicador. La uniformidad espacial esta
también determinada por la uniformidad del mismo fotocatodo.

En general, los ”head-on” proveen de una mejor uniformidad espacial que los tipos ”side-

on”.
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Hoja de datos de galvanémetros

781-541-1600 781-541-1601
Technology www.camtech.com

Model 6210H Optical Scanner

Mechanical and Electrical Specifications

All angles are in mechanical degrees.

cT Cambridge 25 Hartwell Avenue, Lexington, MA 02421

Mechanical Specifications

Rated Angular Excursion: 40°

Rotor Inertia: 0.018 gm-cm?, + 10%

Torque Constant: 2.79x10* dyne-cm/amp, +/-10%
Maximum Rotor Temperature: 110°C

Thermal Resistance (Rotor to Case): 2°C/W

Electrical Specifications/Drive Mechanism

Coil Resistance: 3.7 Ohms, +/-10%

Coil Inductance: 109 pH, +/-10% Shown With Mini-CT Connector
Back EMF Voltage: 48.7 pV/(deg/sec)

RMS Current: 2.4 A at Tcase of 50°C, Max

Peak Current: 8 A, Max

Small Angle Step Response: 100us

Position Detector

Linearity: 99.9 %, Minimum over 20 degrees, 99.5% Typical, over 40 degrees

Scale Drift: 50 PPM/°C, Maximum

Zero Drift: 15prad/°C, Maximum

Repeatability, Short Term: 8 microradians

Output Signal, Common Mode: 155pA with an AGC current of 30mA, +/-20%

Output Signal, Differential Mode: 12ppA/°, at common mode current of 155pA, +/-20%

74 REF.
Pig | DESGRIPTION
B
— B
STG5E Como
%241 — e
AGT FPUT
A ShiELD
T S
|| TwoToR
©950_0 o9 I ——
|
! i (ALL DIMENSIONS ARE IN )
I ToL X=¢3
105883 sior 1.8 REF. —w| 3.8 ——wm MASS = 18 GRAMS
T01370P.
356 REF.

Also, available in 6210HL, 6210HR, 6210HB and 6210HBR connector versions.
Specifications are subject to change.

03/07
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25 Hartwell Avenue, Lexington, MA 02421
781-541-1600 781-541-1601
www.camtech.com

t Cambridge
T Technology
The MicroMax® Model 671XX

Board Level Single Axis Driver Electronics

Architecture and Benefits

e Microradian Level Accuracy And Maximum
Frequency Response

®  Flexible For Use With All Cambridge

Technology Scanners

Compact Size for Easy Integration

Position, Error, and Velocity Output Signals

Input Scale And Offset Adjustment

Analog or Digital Input

System Conditioning and Status Monitoring

Cambridge Technology’s MicroMax® Model 671XX
driver provides an extremely compact, high performance
and fully featured servo package at a very attractive
price. Our advanced servo topology offers high
bandwidth, high performance output amplification,
advanced notch filter modules and power supply
configurations to provide the ultimate in closed loop
galvanometer system bandwidth and step response
times. The 671XXHP (High Power Option) supports
peak current of up to 20 amps allowing movement of
large loads and angles at the highest level of speed in
servo technology.

Designed with flexibility in mind, the MicroMax
Model 671XX can be configured to drive most of
Cambridge Technology’s extensive line of precision,
closed loop, galvanometer based optical scanners.
Featuring automatic gain control (AGC), low noise
system damping, linearity compensation and high
stability components, the 671XX servo provides
extremely accurate positioning for applications that
demand the best repeatability, linearity and stability.
Integral mounting hardware, low profile connectors,
convenient placement of system tuning and setup
adjustments, as well as overall servo size allow for
compact system designs and ease of integration. This
combination of size, performance and flexibility make
the MicroMax Model 671XX the ideal choice where the
highest levels of accuracy and speed are required in a
compact scanning system application.

The fully featured MicroMax 671XX Servo, when used
with Cambridge Technology’s patented position detection
galvanometer technology, provides excellent time and
temperature stability - without the need for thermal
compensation.  System monitoring of galvanometer
position, error and velocity output signals make the
integration of the MicroMax 671XX easy and accurate in
complex scanning system applications.

Status monitoring and system conditioning during power
up, power down and all angle moves ensure complete and
reliable system control to guard against potential system
damage. Several error states can be detected including over-
position, excess RMS power, loss of position detector
signal, and loss of power. In the event that a fault is
detected, the electronics will immediately signal a fault
condition and shutdown the positioning system in a
controlled manner throughout integration and operation.
An active and fault LED is also included as an additional
measure of verifying system status. Input scale and offset
adjustments provide an additional level of performance
customization and integration. Differential analog inputs,
digital input options, flexible output amplifier and power
supply configurations from +/- 15 to +/- 28 volts allow for
optimization of system positioning, accuracy and speed -
while keeping costs at a minimum.

and electronics requirements.

At Cambridge Technology, we take great pride in the performance of our products. Our high standards in research
and development, manufacturing and customer satisfaction guarantee the performance consistency that you need to
design the high quality systems demanded in today's competitive marketplace. Call us today to discuss your scanner

FIicura B.2



Apéndice B. Hoja de datos de galvandémetros

95

NOTES:

1. ALL DIMENSIONS ARE FOR REFERENCE ONI
2. RECOMMENDED XY MO
3. CLAMP SCREW TORQUE TOLERANCE = +/-

UNT CLAMP SCREW
1

LY.

TORQUE = 10 in’lbf (1.13 N°m)
0%

REVISIONS
ECO [REV DESCRIPTION APPR | DATE
.84 2035 | B |mm TIKNIRRORSWERE G20 | PTH | Mar-02
Tk
17— 3435 | C_[NOTES ADDED PTH | May-06
3774 | D [180 DIt ADDED PTH | Apr-07
11— o 750 —=f 3847 | E | 191WAS 190 267 WAS 211 8% | PTH | Jun-07
.125 THRU wns a7
| | Y 2pPLCS 4422 | F |SPOTGENTER L( PTH [ Aug-08
T 4433 | G [REFORMATIN SolidWorks; SHOW JHL | Sep-08
6210H GALYOS: UPDATE DIl
SCHEWE: DIt 264 WAS 271; 197
WAS 191; 907 WAS 606: 717 WAS
4 S 714; 214 WAS 222
|| 141
OUTPUT BEAM - =i
1]1
[ 41— 18—t b
INPUT BEAM
28170 BORE
- 1143 CENTER
26470 Y-SPOT
le— 75 CENTER
15
@ EXIT PUPIL
907
a4
| =
197 BETWEEN Lol 21
NS BLASK ALY Screw
NEUTRAL POSITION
ENTRANCE PUPIL- fe— 1.075 —=f #4 FLAT WASHER
2pLCS
THDTHRU 22 —fes] 375 o
ALLOWED THIS HOLE
ONL:
s0 (O
1.000 &
$ N
23 M3x0.5-6H x 30" DP
3PLC'S

CAMBRIDGE TECHNOLOGY, INC.
5 HARTWELL AVENI
LEXINGTON, MA 02421-3102, USA

UNLESS OTHERWISE SPECIFIED

DIMENSIONS ARE IN INGHES  [DXN_PTH]| 02109199
TOLERANCES ENG

XX: 010 ANGLES: 0°-30' [APPR

Xxxe 005 T

XXXX¢ 0005 PROJECTIO

[]INDICATES mm

[TITLE

6210H
X-Y MOUNT INTERFACE

SURFACE ROUGHNESS

BREAK ALL SHARP EDGES _|PRAWING SIZE: C

These drawings and specifications are the property of
CAMBRIDGE TECHNOLOGY and shall not be reproduced,

RH, ®3mm, 60° OPTICAL

[REVISION

[FATERIAL

r copied, or used as the basis for the manufacture,

D03793 |G

or sale of apparatus without the written permission of

wii
CAMBRIDGE TECHNOLOGY, INC. | USED ON

SCALE32 [SHEET 1 OF 1

MODEL NAME: 6102103R VARIATIONS

Ficura B.3






Apéndice C

Electronica del fotomultiplicador

PHOTOMULTIPLIER TUBES

Extended Red, High Sensitivity, Multialkali Photocathode
28mm (1-1/8 Inch) Diameter, 9-Stage, Side-On

FEATURES

@Wide Spectral Response
R928 . 185 to 900 nm

RO55 . 160 to 900 nm
@High Cathode Sensitivity
Luminous 250 u Allm

Radiant at 400nm ....
@High Anode Sensitivity (at 1000V)

Luminous 500A/Im

Radiant at 400nm ... - 7.4 X 105 AW
@Low Drift and Hysteresis

. T4mA/W

The R928 and R955 feature extremely high quantum efficiency,
high current amplification, good S/N ratio and wide spectral re-
sponse fromUV to near infrared. The R928 employs a UV glass
envelope and the R955 has a fused silica envelope for UV sen-
sitivity extension

The R928 and R955 are well suited for use in broad-band spec-
trophotometers, atomic absorption spectrophotometers, emis-
sion spectrophotometers and other precision photometric in-

struments.
GENERAL Figure 1: Typical Spectral Response
Parameter Description/Value| Unit [
Spectral Response == ATHODE.
R928 185 to 900 nm Y
R955 160 to 900 nm 7 -
Wavelength of Maximum Response 400 nm H H ~L
Photocathode g 10— =
Material Multialkali - rg ; ;
Minimum Effective Area 8x24 mm 2% UANTUM EFFICIENC :
Window Material 2§ '
R928 UV glass - g ‘.\
RIS5 Fused silica gu o+
Dynode 2 2 o
Secondary Emitting Surface Multialkali - E < H
Structure Circular-cage - <] & o1 H
Number of Stages 9 - 5
Direct Interelectrode Capacitances
Anode to Last Dynode Approx. 4 pF i
Anode to All Other Electrodes Approx. 6 F
Base L-pin base - %00 200 300 400 500 500 700 800 900 1000
JEDEC No. B11-88
Weight Approx. 45 g WAVELENGTH (nm)
Suitable Socket E678-11A (option) | —
Suitable Socket Assembly E717-21 (option) | —
i ”Subject to local technical and regqulations, availability of products included in this promotional material may vary. Please consult with our sales office. |

information furnished by HAMAMATSU is believed to be reliable. However, no responsibility is assumed for possibie inaccuracies or ommissions. Specifications are
subject to change without notice. No patent right are granted to any of the circuits described herein. © 1997 Hamamatsu Photonics K K.

Ficura C.1
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High Voltage Power Supply Unit C2456

yFEATURES
Compact and lightweight
Allows direct mounting on a PC board
@ High stability
Ensures excellent input regulation, load regulation and drift.
@ Fully tal-shi
Provides effective noise shielding

@ Specifications

Input Voltage +15%1Vde
Input Gurrent @ 150mA Max.
Output Voltage —190 to —1100V
uaranteed Output Voltage Range | —400 to —1100V
Output Current 0.5mA Max.
Line Regulation Against 1V Input Change @ +0.05% Max.
Load Regulaion Against 0 to 100% Load Change @ | 0053 Max. |
Ripple/Noise @ 0.009%p-p Max. |
Drift (After Warm-up) @ +0.03%/h Max.
|Programming Resistance 10kQ
| Programming Voltage 0to +15V
Output Voltage Rise Time (10~+90%) @ 200ms Typ.
Temperature Coefficient @@ +0.01%/C Max.
Warm-up Time 15min
(Operating Temperature @ +5 10 +40C
[Storage Temperature 510 +60C
Weight 100g
NOTE @ Atmaximum output voitage and current.
maximum output voltage.

® Operating temperature: ++5 to +40°C

'Dlmensional Outlines (Unit: mm)

2t

(SIDE VIEW) (BOTTOM VIEW)

VProgramming Characteristics

PROGRAMMING RESISTANCE (kQ)

4

1

i

800 , > /OLTAG

OUTPUT VOLTAGE (Vdc)

!
RESISTANCE
OGRAMMING;

%z 04 06 08

70

PROGRAMMING VOLTAGE (Vdc)

yowrload Protection Characteristics

o sy
.
£ o
g
3 -e00] 300
L 8 e
£ n ~<
8 1)

"

OAD RESISTANGE (0)

BN 4229609 0004629 28T M

28

Power ed by | Cminer.com El ectronic-Library Service CopyRi ght 2003
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Diagramas eléct

controlador A3967

ricos del

—  Conrol

J 5V Regulator vee
POWERI 2 loor mlL

L7805C

2 6 7 GND
! Cap2 Cap2 -
Header 2 4TF 33uF

P )
Cap2
IuF RS Header 2
Upsidedown on pofpuse Resl
330
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0
1
15

1

‘“H—l S
STEP

6
: |

3 21 R
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! 5

GND

Select Fast/Slow decay mode
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Motor
DI ouria (e 1
ENABLE  OUTIB 2 2
our2 |2 3
our2s 3
s
3

Header 6
Loff anq ¢ blank response PWM 23 17 Header 6
2 R7
RI c1 R6 TResl
Resl | Cap2 Resl] .75
0k | 680p R2 2 75
Resl | Cap2 Sink current for motor
20k | 6s0p Tmax = Vref / 8R:
Rs = Vref / 8lmax
Stepper motor
Rs 3.9 @ 160mA
3.1 @ 200mA
Rs-3.3 @ 189mA
Title
D
Size Number Revison
A
Date 3032013
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Sllegro-

MicroSystens, Inc.

A3967

Microstepping Driver with Translator

Features and Benefits

= +750 mA, 30 V output rating

= Satlington® sink drivers

= Automatic current-decay mode detection/selection
= 3.0 to 5.5 V logic supply voltage range

= Mixed, fast, and slow current-decay modes

= Internal UVLO and thermal shutdown circuitry

= Crossover-current protection

Package: 24-pin SOIC with internally
fused pins (suffix LB)

Not to scale

Description

The A3967 isacomplete microstepping motor driver with built-
in translator. It is designed to operate bipolar stepper motors in
full-, half-, quarter-, and eighth-step modes, with output drive
capability of 30 V and 750 mA. The A3967 includes a fixed
off-time current regulator that has the ability to operate in slow,
fast, ormixed current-decay modes. This current-decay control
scheme results in reduced audible motor noise, increased step
accuracy, and reduced power dissipation.

The translator is the key to the easy implementation of the
A3967. By simply inputting one pulse on the STEP input the
motor will take one step (full, half, quarter, or eighth depending
ontwo logic inputs). There are no phase-sequence tables, high-
frequency control lines, or complex interfaces to program. The
A3967 interface is an ideal fit for applications where a complex
WP is unavailable or over-burdened.

Internal circuit protection includes thermal shutdown with
hysteresis, under-voltage lockout (UVLO) and crossover-
current protection. Special power-up sequencing is not
required.

The A3967 is supplied in a 24-pin SOIC, which is lead (Pb)
free with 100% matte tin leadframe plating. Four pins are
fused internally for enhanced thermal dissipation. The pins
are at ground potential and need no insulation.

Functional Block Diagram
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PWM TIMER
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CONTROL LOGIC

ENRBLE (B
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LOAD
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ves1
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Apéndice F

Lista de precios

Todos los precios en délares.

F.1. Thorlabs

Part number Product title Quantity Price
LA1951-A N-BK7 Plano-Convex Lens, @17, f = 25.4 mm, ARC: 350-700 nm 2 $63.60
LA1131-A N-BK7 Plano-Convex Lens, @17, f = 50.0 mm, ARC: 350-700 nm 2 $59.60
LA1509-A N-BK7 Plano-Convex Lens, @17, f = 100.0 mm, ARC: 350-700 nm 2 $57.40
LA1708-A N-BK7 Plano-Convex Lens, @17, f = 200.0 mm, ARC: 350-700 nm 2 $55.80
LMR1/M Metric, Lens Mount for @1.Optics, One Retaining Ring Included 6 $94.20
BA1S/M Mounting Base, 25 mm x 58 mm x 10 mm 10 $52.00
CM1-DCH/M 30 mm Cage Cube with Dichroic Filter Mount (Metric) 2 $300.00
KMS/M Kinematic Mirror Mount, Compact (Metric Taps) 8 $268.00
CM1-PBS251 Cube-Mounted Polarizing Beamsplitter, 420 - 680 nm 1 $293.00
MF510-42 WGFP Emission Filter, CWL = 510 nm, BW = 42 nm 1 $233.00
ACL2520-A Aspheric Condenser Lens, AR-Coated 350-700 nm, ¥25 mm, f=20 mm 3 $76.80
FMP1/M Fixed @?1.O0ptical Mount, Metric 3 $44.10
DG10-600 Ground Glass Diffuser, ?¥1.0”, 600 GRIT 1 $13.90
WPMHO05M-808 ?1/2”Mounted Multi-Order Half-Wave Plate, 808 nm 1 $230.00
RSP05/M Metric Rotation Mount for @12.7 mm Optics, One SMO5RR Retaining Ring Included 1 $69.00
KCBO05 16 mm Right Angle Kinematic Cage Mount 1 $144.00
TR20/M ?12.7 mm x 20 mm Stainless Steel Optical Post, M4 Stud, M6 Tapped Hole 2 $9.48
TR40/M ?12.7 mm x 40 mm Stainless Steel Optical Post, M4 Stud, M6 Tapped Hole 2 $9.94
MB2025/M Aluminum Breadboard, 200 mm x 250 mm x 12.7 mm, M6 Threaded 1 $143.00
MB2530/M Aluminum Breadboard, 250 mm x 300 mm x 12.7 mm, M6 Threaded 1 $165.00
KMS/M Kinematic Mirror Mount, Compact (Metric Taps) 6 $201.00
MT1/M 13 mm Translation Stage 2 $556.00
SM1RC/M @17 (SM1) Series Slim Lens Tube Slip Ring, Metric 1 $22.00
SM1L20 SM1 Lens Tube, L = 2”7, One Retaining Ring Included 1 $16.50
API9OL/M Large Right Angle Plate, Metric 1 $112.00
OMR/M RMS Microscope Objective Mount, Metric 1 $25.50
KMS/M Kinematic Mirror Mount, Compact (Metric Taps) 3 $100.50
BA1S/M Mounting Base, 25 mm x 58 mm x 10 mm 10 $52.00
OT1 Objective Lens Turret, 4 RMS Threaded Objective Ports 1 $285.00
MRA10-E02 Right Angle Prism Dielectric Mirror, 400-750 nm, L = 10 mm 1 $96.80
PBI52524 PerformancePlus Breadboard, 1500 x 1250 x 110 mm, M6 Taps 1 $3,093.33
PFA52503 800 mm (31.5”) SuperDamp Frame 1200 x 1200 mm (4’ x 4°) 1 $2,669.00
SM1D12 SM1 Lever-Actuated Iris Diaphragm (©0.8 - @12 mm) 2 $104.00
ERCPS Cage Plate Stops for ER Rods (4 Pack) 1 $40.00
PH30/M Post Holder with Spring-Loaded Hex-Locking Thumbscrew, L. = 30 mm 5 $35.15
SWC/M Swivel Post Clamp (Metric), 360 Continuously Adjustable 3 $65.70
KMS/M Kinematic Mirror Mount, Compact (Metric Taps) 5 $167.50
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MT1/M 13 mm Translation Stage 1 $278.00
PT1/M 25 mm Translation Stage 1 $264.00
CM1-DCH/M 30 mm Cage Cube with Dichroic Filter Mount (Metric) 2 $300.00
KM100B/M 52 mm x 52 mm Kinematic Platform Mount 1 $52.00
SM1LO05 SM1 Lens Tube, 0.5” Thread Depth, One Retaining Ring Included 1 $12.59
SM1L10 SM1 Lens Tube, 1” Thread Depth, One Retaining Ring Included 2 $14.25
FM90/M Flip Mount - Metric 3 $234.00
CP08/M SM1 Threaded 30 mm Enhanced Clamping Cage Plate, 0.35” Thick, Metric 2 $38.00
CM1-E02 Cube-Mounted E02 Dielectric Turning Mirror, 400-750 nm 1 $215.36
SM1S10 SM1 Lens Tube Spacer, L = 1” 1 $12.00
AP90/M Right-Angle Plate, M6 Holes 1 $74.20
MH25T Mirror Holder for @1.Optics 6.0 - 10.0 mm Thick 12 $216.00
RSP1X15/M Metric Rotation Mount, 360 Continuous or 15 Indexed Rotation 1 $125.00
CPA2 30 mm Cage System Alignment Plate with @5 mm Hole 1 $12.00
RC1 Rail Carrier, 1”x 17, 1/4”(M6) Counterbored Mounting Hole 2 $46.00
RLA150/M Metric Dovetail Optical Rail, 150 mm 2 $80.00
SM1L03 SM1 Lens Tube, 0.3” Thread Depth, One Retaining Ring Included 4 $12.16
CP360R/M Pivoting, Quick-Release, @1.0ptic Mount for 30 mm Cage System (Metric) 5 $425.00
RC2/M Extended Rail Carrier, Metric, 1”x 2”7, M4 Tapped Holes, M6 Counterbore 2 $52.00
LMR1/M Metric, Lens Mount for @1.Optics, One Retaining Ring Included 3 $47.10
BA1S/M Mounting Base, 25 mm x 58 mm x 10 mm 5 $26.00
ER10 Cage Assembly Rod, 10”Long, @6 mm, Qty. 1 4 $50.00
LA1229-B N-BK7 Plano-Convex Lens, @17, f = 175.0 mm, ARC: 650-1050 nm 1 $28.00
LA1134-B N-BK7 Plano-Convex Lens, @17, f = 60.0 mm, ARC: 650-1050 nm 1 $29.60
LA1422-B N-BK7 Plano-Convex Lens, @17, f = 40.0 mm, ARC: 650-1050 nm 1 $30.40
LA1433-B N-BK7 Plano-Convex Lens, @17, f = 150.0 mm, ARC: 650-1050 nm 1 $28.10
LA1433-A N-BK?7 Plano-Convex Lens, @17, f = 150.0 mm, ARC: 350-700 nm 1 $28.10
LA1229-A N-BK7 Plano-Convex Lens, @17, f = 175.0 mm, ARC: 350-700 nm 1 $28.00
LA1422-A N-BK7 Plano-Convex Lens, @17, f = 40.0 mm, ARC: 350-700 nm 1 $30.40
LA1134-A N-BK7 Plano-Convex Lens, @17, f = 60.0 mm, ARC: 350-700 nm 1 $29.60

F.1.1.

Subtotal = $12,84

Subtotal = $729.6

1.66

Materiales

Parte Unidad Precio
Barra Al cuadrada 2”7 metro $67.4
Barra Al redonda 1” metro $11
Placa Al 1/2.espesor metro $127.5
Placa barrenada CCADET pieza $476.2
Tornillos métricos pieza $47.6
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F.1.2. Otros componentes

Parte Precio
Lente condensador U-TLO 1.4 Olympus $703.19
Galvo system $2240
Fuentes Astrodyne $174.2
H7422P-40 PHOTOSENSOR MODULE $4,475.00
C8137-02 POWER SUPPLY FOR PMT $2,619.00
A7423 HEAT SINK FAN FOR COOLED $257
Wire Transfer Fee $25
Document Handling Fee $50
Shipping Fee $300
Two MP285 manipulator mechanical Sutter $14595
X Series Data Adquisition NI USB-6353 $2068
Platina propésito general Olympus $1925
UPS Vogar H6000Y BIFASICO $5471.43
Beca de estudiante maestria por 5 meses $3174.6
Objetivo Leica HCX APO L63X/0,9 W U-V-I $7000
T5851pxr $225
530DCLP $225
390nm CWL, 10nm Bandwidth, 25mm Mounted Diameter $175
Edmund Optics 510 nm X 84 nm $175
T470lpxr BS $225
ET360/40x-PF EX $325
Ultra-broadband Dielectric Mirror 350-1100 nm $3156
UV Laser Line Polarizing Cube Beam Splitter 351-355 nm 1116.5

Subtotal = $50,700

F.1.3. Costos

Costo de construccién del microscopio = $64,271.18
Costo del laser Chameleon Ultra IT = $140,000

Costo total del microscopio = $204,271.18
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Hoja de datos del laser

Chameleon

Mechanical Specifications

e COHERENT.

Chameleon Ultra Family

Widely Tunable, Hands-Free, Modelocked Ti:Sapphire Lasers

Features

+ Hands-free operation + Ready for Chameleon OPO wavelength
extension up to 1580 nm
« Sealed maintenance-free design
 Tuning above 920 nm provided by
« Ultrawide tuning range (up to 400 nm) MRU air recirculator (included)

Laser Head -
Front View

« High output power (up to >3.3W) + Simple menu-driven GUI or RS-232
operator interface

« Pulse width optimized for minimal
broadening in MPE microscope « PowerTrack™ active alignment for
systems long-term stability

« Ready for Chameleon PreComp + On-board spectrometer with simple
module for negative dispersion USB interface shows wavelength
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Superior Reliability & Performance

Ficura G.1
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Chameleon™ Ultra Family

Widely Tunable, Hands-Free, Modelocked Ti:Sapphire Lasers

System Specifications

Chameleon Ultra

Chameleon Ultra |

Chameleon Ultra Il

Peak Power (W) >2.5 >2.9 >33

Tuning Range (nm) 690 to 1020 690 t0 1040 680 to 1080

Power Specifications 500 MW @ 690 nm 600 MW @ 690 nm 600 MW @ 680 nm
1.4W @ 710 nm 1.5W @ 710 nm 1.5W @ 700 nm
2.5W @ 800 nm 2.9W @ 800 nm 33W @ 8oo nm
1.4W @ 920 nm 1.45W @ 920 nm 1.5W @ 920 nm

450 mW @ 1020 nm

450 mW @ 1020 nm
300 MW @ 1040 nm

500 MW @ 1020 nm
200 MW @ 1080 nm

Tuning Speed? (nm/s) >35 >40 >40
Pulse Width"3 (fs) 140
Noise? (%) <015
Output Power Stability® (%) <+0.5
Spatial Mode TEMgg (M2 <1.1)
Beam Diameter"® (mm) 1.240.2
Beam Ellipticity"7” 09to1
Astigmatism <10%
Repetition Rate (MHz) 80
Polarization Horizontal >500:1
Pointing (urad/nm) <0.5

Utility and Environmental
Requirements

Operating Voltage

90 to 250 VAC (auto ranging)

Maximum Operating Current

<15A at 90 VAC (power supply)
<7A at 9o VAC (chiller)
<2A at 9o VAC (MRU X1)

System Power Consumption

2300W max., 1300W typical

Line Frequenc:

47to 63 Hz

Operating Temperature Range

1510 35°C (59 t0 95°F)

Weight of Laser Head

42kg (93 1bs)

Weight of Power Suppl! 41kg (90 Ibs.)
Umbilical Length 4m (13ft)
Chiller:
Dimensions (Lx W x H) 27x20x38cm (11 x8x15in.)
Weight kg (25 Ibs.)

MRU Air Recirculator:
Dimensions (L x W x H)
Weight

46 x 43 x85cm (18 x17x 3 in.)
9 kg (20 Ibs.)

T Specified at peak of tuning range.

2 Average speed measured over entire tuning range.
3 Based on sech? deconvolution of 0.65 times autocorrelation width.
4 Measured RMS in a 10 Hz to 20 MHz bandwidth

S Power drift in any two-hour period with less than 1°C temperature
change after a one-hour warm-up,

6 1/e? at exit port.

7 Ratio of major to minor 1/e? beam diameter at exit port.

Chameleon-Ultra Il
Typical Tuning Curve

Wavelength (am)

Coherent follows a policy of continuous product improvement. Specifications are subject to change without notice.

Coherent’s scientific and industrial lasers are certified to comply with the Federal Regulations (21 CFR Subchapter J) as administered
by the Center for Devices and Radiological Health on all systems ordered for shipment after August 2, 1976

Coherent offers a limited warranty for all Chameleon systems. For full details of this warranty coverage, please refer to the Service
section at www.Coherent.com or contact your local Sales or Service Representative

€5 coHERENT.

www.Coherent.com

Printed in the U.S.A. MC-011-07-1M1007RevA
Copyright ©2007 Coherent, Inc

Coherent, Inc. Benelux +31(30) 280 6060

5100 Patrick Henry Drive China 486 (10) 6280 0209
Santa Clara, CA 95054 France  +33 (0)1 69855145
phone  (800) 527-3786 Germany +49 (6071) 9680
(408) 764-4983 Italy +39 (02) 34 530 214
fax (800) 362-1170 Japan 481 (3) 5635 8700
(408) 988-6838 Korea  +82(2) 460 7900
e-mail  tech.sales@Coherent.com UK +44 (1353) 658 833

1SO 9001:2000 Registered
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Apéndice H

Efectos 6pticos no lineales

La 6ptica no lineal es el estudio de los fenémenos que ocurren como consecuencia de
la modificacion de las propiedades 6pticas de un material debido a la presencia de luz.
Tipicamente, solamente laseres son lo suficientemente intensos para modificar estas pro-
piedades Opticas. Estos efectos son no lineales en el sentido de que ocurren cuando la
respuesta del material a un campo éptico aplicado depende de una manera no lineal a

la intensidad del campo eléctrico[20].

En éptica no lineal, las repuestas pueden ser descritas expresando la polarizacién ]s(t)

como una serie de potencias de la intensidad del campo E(t):

P(t) = eo[xVE(®t) + xPED (1) + O E® (1) + -]

= PO (t) + PA(t) + PO (¢) - - --

Donde €y es la permitividad en el vacio, y!) es una constante de proporcionalidad
conocida como la susceptibilidad lineal, Y y ) son conocidas como susceptibilidades
opticas no lineales de segundo y tercer orden, respectivamente. En general, nos referimos
a PO (t) = egx@ E®@ () como la polarizacién no lineal de segundo orden, y a P®)(t) =

eoX(S)E(?’) (t), como la polarizacién no lineal de tercer orden.

En la polarizacion no lineal de segundo orden se describen los efectos de: generacion del
segundo armoénico, suma de frecuencias, diferencia de frecuencias y rectificacién 6ptica.
Para la polarizacion no lineal de tercer orden se tienen: absorcion multifotén, generacién
del tercer armonico, indice de refraccion dependiente de intensidad, entre otros efectos

mas.

73



Apéndice H. Efectos dpticos no lineales 74

H.1. Absorcion multifotonica

Primeramente, describimos la absorcién de dos fotones: ésta ocurre cuando dos fotones
de la misma energia interactiian con la molécula produciendo una excitacién equivalente
a la absorcién de un solo fotén con el doble de energia. Este evento depende de los dos

fotones interactuando con la molécula casi simultdneamente (~ 107165)[21].

Excited state
A
; — A
t wha w < 2(D|'
w;
AVAV_ ~109s
Ground state

FicgurA H.1: Niveles de energia en la absorcién de dos fotones

La taza de absorcién para dos fotones esta dada por:

o _ P

Ry "

Donde Rgz) (t) es la probabilidad de estar en el estado excitado "n”, en términos de la

seccién transversal o:

2 2 2
Rgg) = 07(19) (w)I
Esto quiere decir, que la absorcién de dos fotones se escala con el cuadrado de la in-
tensidad de la iluminacién. Generalizando, para procesos de mayor orden (absorcién

multifoténica) tenemos que:

RB) o 3

ng

4 4
Rglg)ocf
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H.2. Generacién del segundo arménico (SHG)

Este fenémeno requiere que una luz intensa de laser pase a través de un material alta-
mente polarizable con una organizacién molecular no centrosimétrica (tipicamente un
cristal inorgdnico). El segundo arménico que emerge desde el material tiene precisamen-
te la mitad de la longitud de onda de la luz que entré al material. Asi, el proceso de
la generacién del segundo armonico dentro de un material 6ptico no lineal cambia dos
fotones incidentes en el rango del infrarrojo cercano en un solo fotén con exactamente
el doble de la energia (y mitad de la longitud de onda). Difiere de la absorcién de dos
fotones en que en esta ultima, parte de la energia de excitacién es perdida durante el
proceso de relajacion del estado excitado. La generacién del segundo arménico no in-
volucra estados excitados, es energia conservada y preserva la coherencia de la luz del

laser|[7].

Virtual state
—— -

N\I» w = 2m,
- /\f\f‘\—b

o - 10%s

|
P

h 4

Ground state

FiguraA H.2: Generacion del segundo arménico

Como se mencioné anteriormente, la generacién del segundo armoénico es descrita por la
polarizacién no lineal de segundo orden P(2) (t) = eoX(Q)E(Q)(t), donde la susceptibilidad

no lineal Y@ es una propiedad relacionada a la hiperpolarizibilidad molecular, 8, por:

X® =N, < 8>
donde Nj; es la densidad de moléculas y las cunas denotan el promedio de la orientacién,

lo cual muestra la necesidad de un ambiente escaso de centro de simetria. La intensidad

del segundo armoénico en tal medio estéd dada por:

SHG 4 P27'(X(2))2
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donde p y 7 son la energia del pulso y el ancho del pulso del laser de excitacion, respec-

tivamente.
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