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INTRODUCCION

La dptica es la rama de la fisica que estudia el comportamiento y las
propiedades de la luz, incluyendo su interaccion con la materia y la
construccion de instrumentos y dispositivos que la utilizan y detectan
[32].

Quizds el dispositivo 6ptico mas importante desarrollado en el
altimo siglo sea el laser. Desde su llegada en los afios 60, ya sea dentro
o fuera de la comunidad cientifica, ha dado el estimulo suficiente para
hacer de la 6ptica uno de los campos de mas rdpido desarrollo en el
campo de la ciencia y la tecnologia [38]. El uso de este dispositivo
ha facilitado el estudio de modos de propagacién de la luz a los que
no puede accederse en la naturaleza, como es el caso de los vértices
dOpticos.

Para comprender qué son estos tltimos, basta sefialar que un campo
optico puede ser descrito con base en sus tres caracteristicas funda-
mentales: su intensidad, fase y estado de polarizacion. Si una o mas
de estas caracteristicas presenta una variacion espacial y/o temporal,
se habla de un haz de luz estructurada.

Un vértice 6ptico es un tipo de luz estructurada, en la cual el tren de
ondas electromagnéticas que describe su campo sufre una dislocacién
o singularidad de fase que provoca un punto de intensidad cero en su
centro [35]. Esta dislocacién hace que la distribucién espacial de fase
alrededor de ella varie, causando que los frentes de onda asociados
adopten formas helicoidales y dotando al haz de propiedades como
momento angular y un flujo transversal de energia [9, 10]. Dicha
variacién es cuantificada por un ntimero llamado carga topoldgica. La
descripcién de la topologia de los vortices 6pticos constituye el objeto
de estudio de la dptica singular.

Actualmente se han identificado una gran cantidad de modos es-
tables de propagacion con diferente estructura y con propiedades
distintivas de acuerdo a su estructura y geometrfa. Son ejemplos de
ellos la onda plana, los haces Laguerre-Gaussianos [3], los Hermite-
Gaussianos, los haces Mathieu [21], los Weber [8] y el Haz Bessel (HB)
[14].

Existe una variedad de técnicas para poder generar haces estruc-
turados, algunas de las cuales optimizan mds que otras ciertas ca-
racteristicas funcionales, como por ejemplo, la eficiencia energética.
Estas técnicas incluyen el uso de pantallas con cierta geometria [14],
lentes cénicas (axicones) [13-15], placas espirales de fase, técnicas
holograficas y moduladores espaciales de luz [37].

También existe una gran cantidad de investigaciones centradas en
las aplicaciones de los vortices 6pticos, que abarcan campos como la
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generacion de imagenes, la 6ptica cudntica [34], la micromanipulacién
Optica [53] y la microscopia [16, 30].

Particularmente, la microscopia se ha beneficiado del uso de luz
estructurada. Hace algunos afios, este campo se enfrentaba a una
importante limitante debida a la naturaleza ondulatoria de la luz.
La imposibilidad de discernir dos puntos que se encuentran muy
préximos entre si quedaba sefialada por la condicién de Abbe, la cual
depende tanto de la Apertura Numérica (AN) del objetivo como de la
longitud de onda utilizada. Fue hasta 1994 cuando Stefan W. Hell y Jan
Wichmann idearon la manera de vencer este limite, dando origen a lo
que hoy en dia es conocida como microscopia dptica de siiper-resolucion.
Fue con su trabajo que se sentaron las bases de la Microscopia de
Desactivaciéon por Emisién Estimulada (STED por sus siglas en inglés)
[24]. Por su utilidad en ciencias biolégicas, ésta se ha convertido en
una de las técnicas actuales mas poderosas de la microscopia 6ptica
de stper resolucién espacial.

Su principio de funcionamiento se basa en la desactivacion selecti-
va de marcadores fluorescentes de la muestra a observar. Estos son
previamente excitados por un haz de luz laser denominado haz de ex-
citacion. La desactivacion de la fluorescencia se lleva a cabo utilizando
otro haz de luz estructurada (como voértices 6pticos y haces similares
a los Laguerre-Gaussianos, generados a partir de mascarillas y placas
espirales de fase) llamado haz STED.

La principal caracteristica del haz STED es su estructura, la cual
consiste en una distribucién de intensidad circular con una region
nula en el centro. Esta geometria, parecida a la de una dona, permite
que la desactivacion de los fluoréforos tenga lugar tnicamente en la
region de intensidad no nula.

El esquema de funcionamiento de STED, se basa en la obtenciéon
de una Funcién de Dispersiéon de Punto (PSF por sus siglas en in-
glés) efectiva, haciendo que la resolucién dependa unicamente de la
intensidad de la luz usada para iluminar la muestra. Con este procedi-
miento resoluciones del orden de decenas de nanémetros son posibles
y, consecuentemente, el limite de difraccion es vencido. La idea fue
demostrada experimentalmente por primera vez por Hell y Thomas
Klar en 1999 [28]. Mas tarde, Hell junto con Eric Betzig y William E.
Morguer fueron galardonados con el premio Nobel de quimica en
2014 por el desarrollo de la microscopia 6ptica de fluorescencia de
stper resolucion [41].

Cabe aclarar que STED fue disenada en un origen como una técnica
de stiper resolucion lateral (i. e. en dos dimensiones). Se han sugerido
modelos para su extensién a 3D utilizando dos sistemas del mismo
tipo acoplados [36]: uno encargado de obtener la imagen en el plano
lateral y otro para obtenerla en el plano axial. La consecucion de este
propésito conlleva un sistema complejo, por lo que es de especial inte-
rés implementar un sistema mds sencillo y con el cudl pueda obtenerse
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el mismo resultado pero con un sélo haz STED. Esta posibilidad es la
motivacion de esta tesis.

Se pretende aprovechar las caracteristicas de la distribucién de
intensidad de un HB generado con un axicén y enfocado con un
objetivo de microscopio. Es conocido que este tipo de haces se enfocan
en un anillo. Por otra parte, conforme se hace una exploracién en
posiciones anteriores y posteriores a éste, se encuentra una distribucién
de intensidad que pareciera ir cerrandolo. Esto es, el haz enfocado
posee una estructura de intensidad tal que en su conjunto, puede
ser descrita como una superficie de luz que rodea una regién de
intensidad nula. Dicha botella de luz pudiera ser de utilidad en algunas
aplicaciones, entre las que pudiera destacar, un haz de desactivaciéon
STED.

En vista de lo anterior, el objetivo general del trabajo es

Realizar un estudio tedrico a través de simulaciones, y
experimental, en el que se investigue la estructura de un
HB enfocado.

Particularmente:

Seran caracterizadas las dimensiones laterales y axiales del
haz enfocado en funcién de los parametros de control del
sistema propuesto.

Se investigara la posibilidad de optimizar el campo genera-
do en aras de una posible aplicacién a la microscopia STED
3D.

Se corroboraran los resultados obtenidos en las simulacio-
nes con el experimento.

Esta investigacion se encuentra divida en tres partes. La parte i
es una revision bibliogréfica cuidadosa de conceptos bésicos de mi-
croscopia 6ptica, de fluorescencia y de stper resoluciéon (capitulo 1).
También se abunda en la naturaleza y generacién de la luz estructura-
da utilizada en la investigacion: el HB (capitulo 2).

En la parte ii se desarrolla el trabajo de las simulaciones. Los dos
capitulos que la componen presentan de manera inductiva el proceso
que lleva a la identificaciéon de los pardmetros de control del sistema, a
la eleccién apropiada de sus valores para la optimizacién del campo y
a la de un sistema 6ptico conveniente para su estudio computacional
y experimental.

En las simulaciones se utilizardn herramientas numeéricas de 6ptica
de Fourier y propagacién de Fresnel, por lo tanto, no se puede acceder
a valores numéricos de resolucién cercanos a los requeridos en STED,
pero permiten analizar los aspectos importantes en la biisqueda de un
campo optimizado.

Finalmente, la parte iii muestra los resultados experimentales de
enfocar un HB a la luz de los resultados de la parte ii.
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PRELIMINARES TEORICOS

El contenido de los capitulos de esta seccién es necesario
para plantear el contexto y desarrollo los objetivos de esta
tesis. El primero de ellos trata los temas del dmbito de
la microscopia; el segundo explica la naturaleza de la luz
utilizada en el trabajo.






CONCEPTOS BASICOS

Desde que la disciplina de la microscopia comenzo a desarrollarse,
se ha recreado a si misma, diversificindose en una gran cantidad de
técnicas diferentes adaptadas a un propésito en particular, y cuyo
principio de funcionamiento recae en aprovechar distintos fenémenos
fisicos. Sin embargo, cada una de éstas comparten el mismo objetivo:
observar areas u objetos que no pueden ser vistos en el rango de
resolucién de un ojo humano.

En este capitulo se abordaran conceptos bésicos de microscopia y
el funcionamiento general de las técnicas que utilizan el fendmeno
de fluorescencia, sobre el cual se basa la microscopia 6ptica de alta
resolucion. Se enfatizard el desarrollo y funcionamiento de la micros-
copia STED, y finalmente serdn presentadas otros tipos de microscopia
Optica de stper-resolucion.

1.1 MICROSCOPIA OPTICA

Si hubiera que hacer una clasificaciéon del gran nimero de técnicas de
microscopia existentes, serfa una buena idea empezar por clasificarlas
en dos grandes grupos atendiendo a la manera bédsica en la que
obtienen informacién para presentar la imagen final. En el primero de
ellos se incluiria a aquellas técnicas que utilizan la radiacién esparcida
por la muestra para formar la imagen, y que son por tanto susceptibles
de presentar fenémenos de reflexion, refraccién, y difraccion. En esta
categorfa estarian la Microscopia Optica (MO), que utiliza radiacion
electromagnética, la Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) y la
Microscopia Electrénica de Transmisiéon (TEM), que usan haces de
electrones. El segundo grupo comprenderia las técnicas que utilizan
una sonda o punta para escanear la superficie de la muestra, conocidas
como Microscopia de Barrido con Sonda (SPM).

Aunque hoy en dia técnicas como SEM, TEM y SPM, llegan a permitir
la observacién de objetos tan pequefios como dtomos, cerca del 8o % de
la investigacion en el drea de ciencias biolégicas se realiza con técnicas
de microscopia dptica [23] debido a que las células son relativamente
transparentes en la region 6ptica del espectro [33]. La importancia del
uso de éstas se debe a que son no invasivas, es decir que causan dafios
minimos o escasos en la muestra a observar, permitiendo incluso el
estudio de muestras in vivo.
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1.1.1  Apertura numérica

La Apertura Numérica (AN) de un sistema Optico estd definida por la
cantidad [22]:
AN =nsin(«), (1.1)

donde n es el indice refraccién donde viaja la luz y « el dngulo que
hace con la normal un rayo de luz proveniente de un punto de la
muestra, dngulo de apertura (figura 1.1).

La AN es un parametro ttil que permite estimar la capacidad del
sistema de capturar luz, es decir, de obtener informacién de la muestra
ademds de conseguir una imagen mejor iluminada (pues el brillo de
la imagen es proporcional al cuadrado de ésta)’. Por supuesto que
en el aire, la AN no puede ser mayor a 1, aunque esto implica que el
dngulo de apertura sea el mayor posible, lo cudl como se vera més
adelante es dificil de conseguir en la préctica. No obstante, la apertura
numérica puede incrementarse haciendo una eleccién adecuada del
indice de refraccién del espacio donde esta la muestra, en adicién al
uso del objetivo adecuado. Es comun encontrar valores de apertura
numérica que van desde 0.07 hasta 1.4 o mas.

Lente del objetivo

Cubre objetos

o

Figura 1.1: Concepto de apertura numérica. Un objetivo de microscopio de
inmersion en aceite captura mds cantidad de luz, pues en él entran
rayos con un angulo de apertura o mayor al que entrarian sin el
aceite, x,. Imagen adaptada de la referencia [38].

1.1.2  Limite de difraccién de Abbe y resolucién

La resolucién se define como la distancia més pequefia entre dos
objetos a la que todavia pueden discernirse como objetos individuales

1 El brillo de la imagen obtenida depende también del inverso del cuadrado del niimero—
f [38], definido como el cociente entre la distancia focal de la lente y su didmetro. Este
suele usarse en sistemas disefiados para trabajar con objetos a grandes distancias,
como telescopios o camaras fotogréficas.
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separados [25]. La imagen formada en el plano imagen de una lente
objetivo de un punto fuente de luz infinitesimalmente pequefio es la
imagen difractada del objeto original (figura 1.3). El centro de esta
imagen difractada es conocida como el disco de Airy y su radio, Tajry,
estd dado por:

0.61A
TAiry = AN (1.2)
Uno de los problemas de la MO era que su resolucion era relativa-  La resolucién de la

mente baja, hecho sefialado por Ernst Abbe (1840-1905) desde 1873, ~ microscopia ptica
por lo que también es conocido como condicion o limite de difraccion de Z}fulﬁ,ﬁ”da por
Abbe.

Existen algunos criterios para reconocer la resolucién de un sistema
optico. Uno de ellos es que la distancia entre los centros de los discos
de Airy de dos objetos sea a lo mas:

Ax = —— (1.3)

en el plano lateral o transversal de observacion, y de

A
Az= nsin® (o) (1.4)
Dichas expresiones definen una expresiéon funcional de la resolucién
lateral o transversal *, y resolucion axial, respectivamente [23].

Otros criterios (como el de Rayleigh) sugieren que la distancia mini-
ma de separacion es Tajry, pues a pesar de que las imagen difractadas
se estén solapando, a esta distancia existe una diferencia de intensidad
suficiente (aproximadamente 26.5 %) para distinguir cada imagen por
separado (figura 1.2). A partir de distancias menores a 0.78ajry ya no
existe una diferencia de intensidad suficiente para hacer la distincion
(criterio de Sparrow) [25].

Cuando los objetos estdn separados hasta al menos la distancia
indicada por la ec (1.3), (1.4) o el criterio de Rayleigh, se dice que los
objetos se pueden resolver.

Debido a que el didmetro del disco de Airy estd gobernado porla AN A mayor AN, mayor
del objetivo y la A de de la luz, a mayor AN del objetivo y menor A, la  resolucion.
resolucion mejorard. Como un ejemplo de referencia, en la microscopia
de fluorescencia, si se usara la longitud de onda de excitacién més
corta en la préctica (4oonm) en conjunto con un objetivo de apertura
numérica 1.40, se obtendria una resolucion lateral de 150nm y de
aproximadamente 4oonm en el eje axial [20, 23].

1.1.3 Funcion de dispersion de punto

Solamente una fraccién de la luz emitida por un punto fuente sobre
la muestra es recolectada por un objetivo con una AN dada, el cual la

2 También llamada poder de resolucién.
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A

m A, 383

Figura 1.2: Concepto de resolucién. A,B son el disco de Airy y su perfil
de intensidad. C y D son dos discos de Airy y sus perfiles de
intensidad bajo condiciones donde la distancia de centro a centro
del disco igualan su radio (criterio de Rayleigh). E y F muestra
dos discos cuya distancia de separacién es mayor a su radio, y se
pueden resolver. Imagen adaptada de la referencia [25].

enfoca en un punto correspondiente en el plano imagen. Sin embargo,
el objetivo no enfoca la luz en un punto infinitesimal, en lugar de
eso la ondas de luz convergen e interfieren constructivamente en
el punto imagen para producir un patrén de difraccién conocido
como la Funcién de Dispersion de Punto (PSF) del sistema [43]. En
un sistema 6ptico convencional (como por ejemplo una lente simple
o un microscopio de iluminacién de campo extendido), este patron
corresponde al ya mencionado disco de Airy. Como el radio del disco
es determinado por la AN, asi que medir su tamafio ofrece una manera
de evaluar el poder de resolucién del sistema 6ptico (figura 1.3a).

En una lente perfecta, sin aberraciones, la PSF es simétrica tanto late-
ralmente como axialmente, y puede tener varias formas dependiendo
del instrumento utilizado, aunque las mds comunes son las formas
elipsoidales o parecidas a un reloj de arena (figura 1.3b). Para obtener
estas formas o patrones tridimensionales, la PSF es generada a partir
de evaluar puntos en una serie de cortes de la muestra en direccién
axial.

Es importante comprender como se presenta la informacién final
de la muestra en forma de una imagen y su relacién con la PSF. La
formacién de la imagen comienza con la suposiciéon de que el proceso
de difraccién de la luz en el sistema 6ptico se puede tratar como un
sistema lineal e invariante. Si la imagen formada por una colecciéon
de puntos en el plano objeto se puede describir como la suma de
las imédgenes de cada punto, entonces se dice que el sistema es lineal.
Cuando la imagen de un punto de la muestra tiene la misma forma
independientemente de la ubicacién del punto en el plano imagen, se
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Figura 1.3: Funcién de punto extendido. (a) Se ilustra el cambio en el tamafio
del disco de Airy para diferentes valores de AN. Imagen adaptada
de la referencia [43]. (b) Se muestra la geometria de las PSF de
un microscopio de campo extendido y uno confocal. Imagen
adaptada de la referencia [6].

dice que el sistema es invariante a desplazamientos. La condicion de
linealidad se cumple siempre que el detector tenga un comportamiento
lineal. Los sistemas reales de imagen no cumplen la condicién de
invariancia a desplazamientos, sin embargo, la suposicién es razonable
para instrumentos de investigacion de alta calidad.

La PSF no solo es valiosa para evaluar el desempefio en resolucion
de objetivos y sistemas de imagen, sino también por su uso como
concepto fundamental de la deconvolucion, usada en el procesamiento
final de la imagen. La deconvolucién es la operacién matematica usada
sobre los datos de la imagen para reducir la luz extendida® proveniente
de un punto objeto, la cudl degrada fuertemente la calidad de la
imagen en algunas técnicas de microscopia como las fluorescentes y
las dirigidas a formar imagenes 3D. Dicha luz extendida es el resultado
de la difraccion por parte de la muestra y los elementos del sistema.
Asi, un modelo computacional de la extensién debida a la difraccién,
basado en la convolucién de un punto fuente y su PSF, puede usarse
para reasignar la luz a su origen. Estos procesos son ampliamente
utilizados para mejorar la calidad de imagen de sistemas de imagen
3D como microscopios confocales, multifoténicos o de disco rotante
[43].

La convolucién, describe la relacion matematica entre la muestra
-objeto real- y su imagen -formada por el sistema. Cada punto en la
muestra es representada por una imagen difractada del mismo (su
PSF) en el plano imagen. De esta manera, y cumplidas las anteriores
condiciones, la imagen final, I(¥), consiste en la suma de cada PSF

Se ha optado por expresar luz extendida como calificativo alternativo de lo que
coloquialmente seria descrito como desenfoque, para evitar ambigiiedades en el uso
del lenguaje.
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Un punto en la
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En la fluorescencia la
luz emitida es de una
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multiplicada por una funcién, O(¥), que representa la intensidad de la
luz proveniente de cada punto de la muestra:

I(F) = ro O(F—1') - PSF(r") dr’ (1.5)

—00

que puede ser vista como
I[(¥) = O(¥) ® PSF(¥) (1.6)

Finalmente, en algunos algoritmos de procesamiento de imagen es
conveniente expresar la relacién anterior en el domino de frecuencias
espaciales empleando la transformada de Fourier. Este espacio queda
caracterizado por la Funcién de Transferencia (OTF), transformada de
Fourier de la PSF (figura 1.4). Para cada componente de frecuencia
espacial en la intensidad del objeto, determina el peso y fase de la
correspondiente componente en la imagen [47].

Es importante sefialar que en un microscopio el peso relativo de las
frecuencias bajas es mayor, mientras que las intermedias son atenuadas
y las mayores a 2AN/A son excluidas. Por esta razén, los algoritmos
de deconvolucién son necesarios para aumentar las componentes de
frecuencias espaciales altas.

1.2 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Debido a que esta seccion se basa en el contenido de los primeros dos
capitulos de esta referencia, se invita al lector interesado a consultar
[25] para obtener mayor detalle.

1.2.1  Fluorescencia y fluoréforos

La fluorescencia es el fenémeno que ocurre cuando algunos dtomos
y moléculas absorben luz de una longitud de onda especifica y des-
pués de un brevisimo intervalo de tiempo, llamado tiempo de vida de
fluorescencia, reemiten luz de una longitud de onda mayor. La fluores-
cencia requiere una fuente de energia externa y las sustancias que la
presentan son llamados fluordforos.

La absorcion de un fotén de frecuencia v por un fluoréforo es un
fenémeno discreto. Solo tiene lugar a energias especificas dadas por la
relaciéon de Plank: E = hv. Cada molécula fluorescente sélo puede ab-
sorber luz de un rango de longitudes de onda determinadas, conocido
como banda de absorcion. La emision de fluorescencia también ocurre a
longitudes de onda especificas, pero éstas son menos energéticas que
la méxima energia absorbida.

La absorcion del fluoréforo tiene lugar entre varios niveles de ener-
gia vibracionales y rotacionales brevemente espaciados. Un diagrama
de Jablonski (figura 1.5) muestra los diferentes niveles de energia que
estdn involucrados en la absorciéon y emisién de la luz. Fisicamente, el
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Figura 1.4: Funcién de Transferencia. Modelos tridimensionales de la PSF (a,c)
y su correspondiente OTF (b,d) para un microscopio de ilumina-
cién de campo extendido (a,b) e iluminacién confocal (c,d). En
el modelo simulado, an ambos casos la AN del objetivo es 1.49 y
n = 1.52. La longitud de onda de la luz emitida es 600 nm y, en el
caso confocal, la luz de excitaciéon es de 500nm con polarizacion
circular. La barra de color indica la intensidad (a,c) y la densidad
espectral (b,d) normalizada aal méximo valor. La OTF se suele
normalizar a la unidad para las frecuencias de frecuencia espacial
cero [47]. Imagen tomada de la referencia [49]

proceso de absorciéon ocurre muy rdpido (del orden aproximado de
107 13s) y corresponde a la excitacién del fluoréforo desde su estado
base, Gp, a un estado excitado. Seguido de esto ocurre una relajacién
al estado excitado mds bajo del singlete, conocido como conversion
interna, que ocurre en aproximadamente 10~ s, como una transicion
térmica al ambiente y sin emisiéon de luz. La molécula permanece en
este estado por un periodo del orden de nanosegundos. La relajacion
desde este estado (el singlete excitado mds bajo, S1) al estado base con
la emisién de un fotén es, fisicamente, a lo que se refiere como fluo-
rescencia. Cada molécula fluorescente puede repetir este proceso de
excitacion/emisién muchas veces (30,000 en el caso del Isotiocianato
de fluoresceina (FITC)).

Ademés de la fluorescencia, las moléculas que residen en S1 pueden
sufrir un cruzamiento al estado triplete, desde el cual una emision mas

13
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Figura 1.5: Diagrama de Jablonski para la fluorescencia. Se ilustran los tiempos de vida de las transiciones electrénicas y los procesos que compiten con
la fluorescencia, k¢, en la desactivacién del estado excitado: ki= conversién interna, kq=atenuamiento, k, r=cruzamiento hacia el estado
triplete y k= fosforescencia. vo y v1 representan los estados de energia vibracional (véase figura 1.6). Imagen adaptada de la referencia [25]
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duradera ocurre. Afortunadamente, este es un evento relativamente
raro.

1.2.2  Espectro de absorcion, excitacion y emision

La cantidad de energia que tiene que absorber el fluoréforo depen-
de del estado en el que se encuentre de entre los posibles estados
vibracionales y rotacionales del estado base. Son mas favorecidas o
probables las transiciones de los niveles energéticos que tengan mayor
grado de similaridad con los correspondientes estados vibracionales
y rotacionales del estado excitado, S1, es decir, aquellas en las que la
probabilidad de la posicién del electrén en el estado base y excitado
se sobreponen (figura 1.6).

\'\bsorci(’)n Emision

Energia .

Figura 1.6: Diagrama de energia para una transiciéon fluorescente. Las areas
sombreadas representan la probabilidad de la posicién del elec-
trén en los estados de energia vibracional base (vy) y excitados
(v1). Las transiciones al estado excitado ocurren en un tiempo tan
corto (10~ 15s) que la molécula no se puede mover. Por lo tanto,
las tnicas transiciones que pueden ocurrir son aquellas donde la
probabilidad de la posicién del electrén en los estado base y el
excitados se sobreponen mds. Imagen adaptada de la referencia

[40].

El que la energia de absorcion para cada estado difiera, da lugar
a una banda o espectro de absorciéon con multiples picos (figura 1.7a).
Esta banda indica cuéles longitudes de onda son absorbidas por el
fluoréforo.

Dada la banda de absorcién se estudian las longitudes de onda con

las cudles el fluoréforo se excita y las longitudes de onda que emite.

Para el primer caso se varian las energias de excitacion (barriendo
la banda absorcién) buscando cuales hacen que el fluoréforo emita

una longitud de onda especifica, y se obtiene el espectro de excitacion.

En el segundo caso la energia de excitacion se mantiene constante

15

La variedad de
estados energéticos
en los que ocurren
las transiciones
producen un espectro
de excitacion y
emision.
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y se aprecia cudles longitudes de onda emite el fluoréforo con ésta,
obteniendo el espectro de emisién (figura 1.7b). El espectro de excitacién
sefiala las longitudes de onda con las cuales el fluoréforo produce
fluorescencia; el espectro de emision indica cudles longitudes de onda

emite.

La probabilidad con la que el estado de un electrén regrese a un
estado vibracional y rotacional del estado base, es similar a la proba-
bilidad de la transicion del estado base al estado excitado. Esto hace
que el espectro de emisién sea una imagen espejo del espectro de
absorcién (figura 1.7b). Por otra parte, al corrimiento que el espectro
de emision presenta respecto al espectro de absorcion (debido a la
conversién interna y otros fendmenos de relajaciéon sin emision) es
conocido como corrimiento de Stokes .

Otras bandas de absorcién electrénicas

Energia 0

(a)

Emizian de fluoreseencia

L

(b)

Figura 1.7: (a) Bandas electrénicas de absorcién de un fluoréforo hipotético
donde hay una pequefia separacion entre los niveles de energia
vibracionales del estado base. Imagen adaptada de la referencia
[40]. (b) Espectro de excitacién y emisién tipico de un fluoréforo
(Alexa Fluor 555). La probabilidad de un electrén de regresar a
un estado vibracional de energia del estado base se relaciona con
la probabilidad de la posicién del electrén en el estado base antes
de la excitacién. Esto resulta en que el espectro de emisién es una
imagen espejo del espectro de absorcién. Imagen adaptada de la

referencia [42].

1.2.3 Tiempo de vida de fluorescencia y atenuacion

El tiempo de vida de fluorescencia, T, se define como el tiempo ca-
racteristico que una molécula permanece en estado excitado antes de
regresar al estado base. Si una poblacion uniforme de moléculas fluo-
rescentes se excita con un pulso de luz, el decaimiento de la intensidad
de la fluorescencia estd descrito por la funcién:

I(t) = Ipe "t/ (1.7)

donde I(t) es la intensidad medida al tiempo t, e I es la intensidad
inicial inmediatamente después del pulso de excitacién. El tiempo
de fluorescencia también se define como el tiempo que la intensidad
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tarda en decaer a 1/e de la intensidad inicial (aproximadamente 37 %
de Io).

Existen varios fendmenos que pueden causar una relajacién de los
estados excitados al estado base sin radiacién. Debido a que estos
efectos ocurren sin emision de fotones, son llamados de atenuacién o
quenching en inglés. Por ejemplo, la colision entre las moléculas fluo-
rescentes con su entorno que resulta en una transmision de energia
se denomina atenuacion dindmica. Tales tipos de fenémenos atenuantes
reducen el tiempo de vida del estado excitado, 7, y la eficiencia del
fluoréforo de absorber y emitir. Un fendmeno de atenuacion importan-
te de este tipo es el fotoblanqueamiento. Al estar expuesto a continuas
excitaciones, el fluoréforo sufre de una alteracién fotoquimica, debido
a una transicién cruzada del estado excitado singlete al estado triplete.
Lo anterior resulta en una degradacién de su eficiencia para producir
fluorescencia, lo cual causa problemas para detectar la luz de la mues-
tra en las técnicas de microscopia que funcionan en largos intervalos
de tiempo.

Un segundo tipo de fendmenos atenuantes, denominado estatico o
de atenuacién compleja, hace referencia a fenémenos que causan la
desactivacion de una parte de la poblacién de fluoréforos excitados, y
por tanto reducen la emisién de fluorescencia pero sin alterar 7.

Cuando los fluoréforos en una molécula cambian de un estado
a otro, la probabilidad de que permanezcan en un estado decrece
exponencialmente con la intensidad de la luz de excitacién. Se define
la intensidad de saturacion, I, como la intensidad umbral a la cual
la transicién tiene lugar en la mayoria de moléculas (por ejemplo el
50 %), y es inversamente proporcional al tiempo de vida de ambos
estados. Cuando la intensidad de la luz de excitacién es mayor a este
umbral, es més probable que ocurra la transicién. Los fluoréforos con
tiempos de vida largos en sus estados excitados y desexcitados, tienen
un mayor rango de intensidades para excitarse y a veces exhiben
mayores niveles de fatiga (una medida de la capacidad que tiene
para hacer transiciones antes de ser destruido). En la microscopia de
alta resolucién se usan fluoréforos cuyos tiempos de vida difieren
tanto como la intensidad de saturaciéon necesaria para invocar las
transiciones [20].

1.2.4 Microscopios de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia fue desarrollada a principios del
siglo XX, y es una poderosa herramienta que permite la visualiza-
cién espacial y temporal de materiales fluorescentes en especimenes
microscopicos, ya sea que presenten una fluorescencia intrinseca (lla-
mada fluorescencia primaria o autofluorescencia), o que hayan sido
previamente tratados con moléculas fluorescentes extrinsicas e ellos
(fluorescencia secundaria). La combinacién de un fluoréforo adecuado
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con la sensibilidad de un microscopio de este tipo, ha resultado en la
capacidad de detectar pequenisimas cantidades de material con una
alta precision y sensibilidad.

Este tipo de microscopio ofrece miltiples ventajas:

ESPECIFICIDAD. Los espectros de emision y absorcion caracteristicos
de cada fluoréforo se pueden aprovechar de manera selectiva
para el analisis de estructuras complejas.

SENSIBILIDAD. La deteccién es posible con un pequefio niimero
de moléculas fluorescentes, y si se discrimina correctamente la
autofluorescencia de la fluorescencia especifica, la deteccion a
un alto nivel de la segunda es posible.

CUANTIFICACION. Ofrece medidas cuantitativas, pues la fluorescen-
cia estd directamente relacionada con la eficiencia de los fluoré-
foros.

ALTA RESOLUCION TEMPORAL. Las mediciones de fluorescencia se
pueden usar para detectar cambios moleculares y quimicos en
la muestra muy réapidos.

ALTA RESOLUCION ESPACIAL. La fluorescencia puede medirse para
moléculas -de la muestra- individuales que contengan un ndme-
ro suficiente de fluoréforos (aproximadamente entre 10 y 50 por
pm?)

Su funcionamiento bdsico es dar energia suficiente para excitar fluo-
roforos en la muestra y separar la luz -mucho més débil- producida
por fluorescencia de la luz proveniente de la excitacién. Haciendo
esto, solo la luz emitida llega al detector y se puede generar una
imagen con alto contraste. Aunque existen varios arreglos para lograr
la iluminacién necesaria para este propésito, el mas utilizado es el
llamado iluminacién Ploem, de luz incidente o epi-iluminacién (figura
1.8). En ella, la luz de excitacion se refleja hacia la apertura trasera del
objetivo (que acttia también como condensador) mediante un espejo
dicromaético divisor de haz. La fluorescencia se recolecta por el objetivo
y la luz que forma la imagen atraviesa dicho espejo hacia la cdmara o
ocular. Dado que la longitud de onda de emisién es menos energética
que la de excitacion, el espejo esta disefiado para reflejar luz de longi-
tudes de onda mas cortas pero transmite las longitudes de onda mds
largas. Este espejo también refleja cualquier luz de excitacion reflejada
o refractada, permitiendo solo a la luz emitida por fluorescencia pasar
y llegar al detector.

Los principales componentes de un microscopio de fluorescencia
son: (1) fuente de luz de excitacién; (2) dispositivos selectores de
longitud de onda;(3) objetivos; y (4) detectores. Una breve descripcion
de cada uno de ellos es dada a continuacién:
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Figura 1.8: Sistema de epi-iluminacién. En este arreglo, el objetivo también
actia como objetivo. El area de la muestra que se ilumina es
el area que se observa y la AN completa del objetivo es usable.
Imagen adaptada de la referencia [46]

FUENTE DE LUZ DE EXCITACION. Parailuminacién reflejada o trans-
mitida, consiste de lamparas de tungsteno o halégeno; para la
epi-iluminacién se usan ldmparas de haluro metdlico o luz laser.
La seleccién de la fuente depende del fluoréforo a usar.

DISPOSITIVOS SELECTORES DE LONGITUD DE ONDA. Se han desa-
rrollado una variedad de dispositivos que seleccionan las longi-
tudes de onda de excitaciéon y emisién. Estos incluyen laseres,
monocromadores, filtros pasa-bandas y filtros acusto-6pticos y
de cristal liquido. También se utilizan filtros para seleccionar
partes especificas a transmitir. En la préctica, la luz de excitacion
proveniente de ldmparas de arco de Hg o Xe, o de laseres, se
aisla usando un filtro de excitacién, se refleja sobre la muestra con
el espejo dicroico divisor de haz, y la fluorescencia es vista a
través de un filtro de barrera, que bloquea las longitudes de onda
que estan por debajo de un conjunto de longitudes de onda
deseadas. Ambos filtros se sefialan en la figura 1.8. Los filtros
pueden adaptarse al propdsito deseado mediante el uso de cier-
tos recubrimientos y grosores de estos, logrando que transmitan,
reflejen o bloqueen conjuntos especifico -grandes o pequefios-
de longitudes de onda.
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OBJETIVOS. Pueden usarse una variedad de objetivos en la microsco-
pia de fluorescencia. La eleccién depende del propésito particu-
lar, pues hay objetivos disefiados para usos especificos.

DETECTORES. Estos permiten la visualizaciéon de fluorescencia a ba-
jos niveles. Los detectores van desde tubos fotomultiplicadores,
usados para medidas cuantitativas, a detectores de imagen, que
permiten la adquisicién de imdgenes bidimensionales. Las con-
sideraciones clave para elegir un detector son la sensibilidad
requerida, el nivel de ruido inherente al detector, la resoluciéon
espacial versus la resolucién temporal, distorsion geométrica,
sensibilidad espectral y linealidad.

Varias son las técnicas de microscopia de que utilizan los principios
de funcionamiento anteriores. Destacan entre ellas: la de fluorescencia
multifoténica, PALM, STORM, 4Pi y STED, algunas de la cudles seran
detalladas a continuacion.

1.3 MICROSCOPIA OPTICA DE SUPER-RESOLUCION

En términos de resolucion espacial muchas técnicas como la Termografia
por Emisién de Positrones (PET), la Imagen por Resonancia Magné-
tica (MRI) y la Tomografia de Coherencia Optica (OCT) son capaces
de crear imagenes de animales con tamafios entre los 10 cm y las
10pum, mientras que las técnicas SEM y SPM ofrecen la més alta reso-
lucién aproximandose a la escala atémica y molecular. Es entre estos
dos extremos donde se han desarrollado una serie de metodologias
agrupadas bajo el nombre de técnicas de Siiper Resolucién Optica (SRO).
El rasgo comtin de éstas es que pueden resolver caracteristicas de la
muestra mas alla del limite de difraccion [20].

Es importante destacar la existencia de dos clases diferentes de
técnicas de stper-resolucion 6ptica: las de Microscopia Optica de
Campo Cercano (NSOM) y las de campo lejano. La diferencia radica
tanto en el tamafio de la zona de la muestra que se ilumina como en
la distancia que hay de ésta al objetivo.

En las técnicas de campo cercano una pequefiisima sonda con una
abertura recorre la superficie a estudiar, iluminando la muestra dentro
de un radio mucho més pequefio que la longitud de onda utilizada y
aprovechando el fenémeno de ondas evanescentes. Si bien es posible
alcanzar resoluciones laterales de hasta 20nm y axiales de hasta 2nm
con estos métodos, la exploracion de la muestra se limita a su superfi-
cie (que no debe ser accidentada) y no es 1til en general para estudios
intracelulares, por ejemplo. Cabe mencionar que en la tltima década se
estdn desarrollando estrategias de siper-resoluciéon en campo cercano
basadas en el uso de stiper-lentes con base en la refraccién negativa,
pero esto atn estd lejos de convertirse en instrumentos practicos [33].
Las técnicas de campo cercano estan limitadas por el tamafio de la
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Figura 1.9: Comparacién de resoluciones alcanzadas y tamafios de imagen
creados por diferentes técnicas de microscopia. Imagen adaptada
de la referencia [20].

abertura de la sonda, mientras que la microscopia de campo brillante,
de contraste de fase, multifoténica, confocal y de campo extendido,
que son técnicas de campo lejano, estan limitadas por difraccion.

Los avances més significativos que se tienen se han logrado en la
parte de la microscopia de campo lejano. Estas técnicas generalmente
funcionan con dos tipos de métodos: ya sea activando y desactivando
estocdsticamente fluoréforos de moléculas individuales secuencial-
mente en el tiempo para luego grabar las correspondientes emisiones,
o bien, usando la activaciéon y desactivacion controlada de fluoréforos
y/o modificando la PSF del sistema. Las técnicas mds importantes del
primer tipo son conocidas bajo los acrénimos PALM y STORM, mien-
tras que las més importantes del segundo tipo son STED, GSD, y SSIM.
También existen otros métodos que aprovechan la fluorescencia y la
interferencia de la luz, como I"M, el microscopio 4Pi o la SR-SIM. Existen
arreglos refinados de los anteriores y combinaciones para mejorar atin
maés la resolucion.

1.3.1 Técnicas de siiper-resolucion lateral

Técnicas como la Microscopia de Localizacion por Foto-Activacién
(PALM) y la Microscopia por Reconstruccién Optica Estocdstica (STORM)
pertenecen al grupo de la Microscopia de Localizacion de Moléculas
Individuales (LMI). Funcionan iluminando la muestra y, de manera
estocdstica, activando los fluoréforos de algunas moléculas mientras
que los de la mayoria de ellas permanecen desactivados. Sin embargo
solo la emision de algunas moléculas de la muestra distribuidas al azar
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se estudia y se registra su posicién. Cuando la emision cesa, se repite
el procedimiento con otra molécula para finalmente construir una
imagen uniendo todos los registros. Como la activacién de diferentes
moléculas a observar se hace en distintos instantes, es posible localizar
moléculas que estén cercanas entre si méds alld del limite de Abbe,
siempre que suficientes fotones sean detectados y la emisiéon de molé-
culas vecinas dentro de un radio aproximado de 200nm no se asemeje
a la de la molécula estudiada. Cabe aclarar que la potencia requerida
para la iluminacion es baja, y se hace sobre una parte extensa de la
muestra, por lo que este tipo de técnicas ofrece un campo de vision
mas grande que las descritas mds adelante. La resolucién lograda con
estos métodos es de entre los 10 y 20nm en el plano lateral, siendo el
principal reto a afrontan el minimizar el ruido de fondo y maximizar
la emisién de fotones del fluoréforo*.

Por otra parte, los principios necesarios para obtener resoluciones
maés alld del limite de difracciéon fueron planteados por Stefan Hell
(1962-...) y asociados con la idea de las Transiciones de Fluorescencia
Optica Saturables y Reversibles (RESOLFT). El esquema general de esta
idea se basa en la capacidad de los fluoréforos para cambiar de un
estado A a un estado B y en la condicién de que ésta debe permitir
también la transicion de manera reversible. Estos dos estados pueden
ser el estado base y los estados singlete excitados (So y S1 descritos en
la seccién 1.2) como en la microscopia STED, el estado singlete excitado
y los estados triplete oscuros usados en la microscopia GSD, etc.

Las diferencias mds notorias entre el concepto de técnicas RESOLFT
y las de LMI son tanto el mecanismo exacto de cémo tienen lugar las
transiciones, como la intensidad de la luz usada para inducirlas. En
general la energia requerida en las técnicas RESOLFT es mayor. Ademads,
para obtener la posicion de las moléculas fluorescentes y formar la
imagen, las técnicas RESOLFT escanean zonas especificas de la mues-
tra, mientras que el principio de funcionamiento de las técnicas LMI
permiten hacerlo a través de un campo de visién mucho mads grande.
Los diferentes factores involucrados en estas metodologias dictan los
pardmetros experimentales, tales como la velocidad del procesamiento
de imagen, la complejidad del instrumento, y la sensibilidad de la
deteccion.

Para finalizar, cabe destacar otra manera ingeniosa con la cudl
pueden alcanzarse resoluciones laterales entre los 100 y 120 nm. Se
trata de la Microscopia de Stper-Resolucién por Iluminacién Estruc-
turada (SR-SIM), en la cual se utiliza iluminacién laser estructurada
acoplada a un microscopio de fluorescencia de campo extendido. Los
frentes de onda provenientes de la iluminacién estructurada hacen
que la informacién de alta resolucién de la muestra esté disponible
en forma de franjas de Moiré que contienen frecuencias armoénicas

4 La precisién de la localizacién se escala con el inverso del cuadrado del nimero de

fotones detectados.
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del espécimen que son inaccesibles en la microscopia de fluorescencia
convencional. Entonces, si se superponen dos patrones de forma mul-
tiplicativa, se formara un patrén de estas franjas en su producto. En
este caso, los patrones son la distribucién espacial de los fluoréforos
en la muestra y la intensidad de la iluminacién estructurada. Uniendo
y procesando todo el conjunto de imédgenes obtenidas al rotar 360° el
patrén de iluminacién en el plano lateral, se obtiene la informacién de
alta resolucion.

1.3.1.1 STED 2D

La primera de las técnicas RESOLFT en tener éxito en el estudio de
adquisicién de imagenes bioldgicas fue la Microscopia de Desactiva-
cion por Emision Estimulada (STED). En esta técnica, un punto de la
muestra es iluminada con dos fuentes laser ultra rapidas, co-lineales,
y sincronizadas, que consisten en un haz de excitacién seguido por
el pulso de un haz de desactivacién de mayor longitud de onda, co-
nocido como haz STED (ver figura 1.10). Generalmente, el pulso de
excitacion es de una menor duracién que el producido por el haz STED
(aunque ambos pulsos oscilan entre los 10 y 300ps). El uso de laseres
pulsados presenta una ventaja sobre las escalas de tiempo de relajacién
molecular y la interferencia de la luz coherente para producir zonas
de desactivacion radialmente simétricas. Los fluoréforos que estan
dentro del nodo del haz STED pueden fluorescer tras su exposicioén al
haz de excitaciéon, mientras que aquellos fluoréforos expuestos al haz
STED son desactivados mediante emision estimulada a su estado no
fluorescente. La desactivacion no lineal del estado excitado fluorescen-
te debido al haz STED constituye la base para adquirir imagenes con
resolucion debajo de la barrera de difraccién. Finalmente, la imagen se
compone de la luz obtenida al escanear toda la muestra con el procesos
de iluminacién antes descrito. Este requisito de escanear la muestra
es la razén por la cudl las transiciones RESOLFT deben ser reversibles:
las moléculas en un estado deben de ser capaces de regresar a su otro
estado cuando son escaneadas por el nodo de intensidad cero.

La técnica STED modifica la forma de la PSF de excitacién manipulan-
do la fase, el ancho del pulso, y la intensidad de los haces de excitacién
y desactivacién. Aunque ambos haces estan limitados por difraccién
conforme pasan por el sistema del microscopio, el haz STED es mo-
dificado por un modulador de fase para obtener una estructura con
un nodo de intensidad cero en el centro del foco. Esta configuracion
estructura el haz con una geometria de dona que rodea el punto focal
central y la PSF del haz de excitacién. Solo en el centro del foco, la
intensidad del haz STED es cero. La longitud de onda del haz STED y su
duracion, se eligen para que coincidan con el méximo de la emisién y
la intensidad de saturacion, respectivamente, del fluoréforo que se usa.
La desactivacion de los fluoréforos ocurre en todo el volumen focal
-ocupado por el haz STED- excepto en el centro del foco. Es en las po-
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Figura 1.10: Concepto de microscopia STED. (a) diagrama de un microscopio
STED. (b) Proceso de la PSF resultante, (c) comparacion de imagen
obtenida con microscopia STED y un microscopio de campo
extendido. Imagen adaptada de la referencia [20].

tencias altas del haz STED (que usualmente exceden los 250MW /cm?)
donde los fluoréforos son llevados casi instantdneamente a su estado
base. Si se reduce considerablemente esta potencia, se forman otros
estados no fluorescentes como los vistos en la seccién 1.2.

La forma de dona del haz STED reduce sustancialmente el ancho
de la PSF del haz de excitacion, dejando una PSF efectiva en el micros-
copio que incrementa la resolucién hasta 20nm en direccién lateral
[23] (hasta 10 veces mds que la obtenida con un microscopio confocal
convencional [5]). La manipulacion para obtener esta PSF efectiva es
equivalente a expandir el filtro pasabandas de la frecuencia espacial
del microscopio. Para tener una imagen completa, los haces escanean
todo el espécimen, de una manera similar a como se hace en la mi-
croscopia confocal. Entre los beneficios que tiene STED se tiene que
la resolucion efectiva que se alcanza depende completamente de la
configuracién experimental y las potencias de los laseres aplicados.
Ademas el tiempo de adquisicién de la imagen se aproxima a la velo-
cidad de cualquier microscopio confocal laser. La resolucion efectiva
aumenta con la potencia del haz STED, pero puede haber problemas
con potencias extremadamente altas que resultan en un fotoblanquea-
miento rdpido y la destruccién de los fluoréforos. A pesar de eso,
varios fluoréforos sintéticos y naturales han sido exitosamente usados
con esta técnica.

La resolucién Ancho Entero a la Mitad del Maximo (FWHM) para la
PSF de la microscopia STED esta dada por la siguiente expresion [23]:

(1.8)

Ax

A
; 2AN V 1+ a(Imax/Is)



1.3 MICROSCOPIA OPTICA DE SUPER-RESOLUCION

Bomemmmmmmmn ‘Perﬁles de excitacion ,-- 1= 1000 %1,
4., * i
., X ] Pl
LA |‘ " 2
- | : 1=600xI,,
‘. L} *
. A 4'
kY L ;
N 4 ;
Perfiles '\ [l i
del haz STEDR ' &
—_ s il | -—————— FWHM

]

]
)
1

.Ij 100x1,,

= 1=s0xl,,

Figura 1.11: PSF efectiva de la microscopia STED. En (a) se muestra en colores
la regién donde los fluoréforos existen en su estado excitado. Al
aumentar la intensidad del haz STED (mostrado en lineas puntea-
das) esta region disminuye, incrementando la resolucién lateral
del microscopio. (b) Modelo tridimensional de las intensidades
del haz STED (cuadriculado) y la PSF efectiva del microscopio.
Iméagenes adaptadas de la referencia [20].

donde A es la longitud de onda del haz de excitacién. La variable a es
un pardmetro que toma en cuenta la estructura del haz de desactiva-
cién. Inax es el pico de intensidad del haz de desactivacion y I es la
intensidad de saturacion del fluoréforo usado. Cuando Imax es cero, la
ec (1.8) se reduce a (1.3). Contrariamente, cuando Iy €s mucho mas
grande que la intensidad de saturacién del fluoréforo, la PSF se vuelve
estrecha y puede lograrse la stiper- resolucién. Por ejemplo, cuando
Imax/Is = 100, el incremento en la resolucién es de 10. La resolucién
de todos los métodos RESOLFT estd gobernada por la Ec. (1.8). No hay
un limite tedrico de la mejoria que puede tener la resolucién en STED,
unicamente restricciones practicas como la potencia de los laseres, el
fotoblanqueamiento de la muestra y aberraciones 6pticas de la con-
figuracion que causen una desviacion de cero del minimo central de
los haces de desactivacion. Esta importante técnica de microscopia,
le vali6 a Stefan Hell el premio nobel de quimica 2014 junto con Eric
Betzig y William E. Morguer por el desarrollo de la microscopia 6ptica
de fluorescencia de alta resolucion [41].

Finalmente la Microscopia de Desactivacién al Estado Base (GSD)
y la Microscopia de Iluminacién Saturada Estructurada (SSIM) son
técnicas que tienen el esquema inverso al usado por STED, es decir,
se desactiva el estado oscuro mediante una excitacién saturada y
se obtienen imégenes de puntos negros sobre un fondo brillante,
ademads de que SSIM usa distribuciones de luz con multiples nodos y
un detector extendido, siempre y cuando los nodos estén espaciados
entre si una distancia mayor que el limite de difraccién. En estos casos,
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se obtiene una imagen "negativa"de la muestra que se procesa para
mostrar el objeto real.

1.3.2  Stiper-resolucion axial

Debido a que la resolucién axial es menor, al menos por un factor de
dos, que la resolucion lateral, mucho de los esfuerzos en la dltima
parte del siglo XX estuvieron dirigidos a la mejora de esta parte.
Aunque técnicas como PALM y STORM han demostrado ser técnicas
extremadamente precisas para localizar posiciones de fluoréforos en
dos dimensiones, alcanzar una resolucion similar en la direccion axial
ha supuesto un reto, por lo que se han implementado adaptaciones
y/o combinaciones de técnicas de stper-resolucién lateral, asi como
otros disefios, para superarlo.

Por ejemplo, la version tridimensional de STORM (3D-STORM) adap-
ta una lente cilindrica para moldear la parte lateral de la PSF de la
emisién de una molécula dependiendo de su posicién axial. Una adap-
tacion de PALM emplea una configuracién tal que proyecta la imagen
de una sola molécula en dos diferentes planos. La Microscopia de
PSF de doble Hélice (DH-PSF) moldea la PSF del microscopio en dos
lI6bulos, los cudles se rotan respecto a la imagen dependiendo de su
posicion axial. Finalmente, una variante de PALM con interferometria
(iPALM) recibe la luz emitida mediante dos objetivos yuxtapuestos, la
recombina, y usa la interferencia de los fotones en el plano focal para
determinar la posicion axial. Atn asi, el desempefio de la mayoria de
estas técnicas queda por debajo de su desempefio en resolucién lateral.
De hecho, solo iPALM es capaz de mejorar la resolucion que su disefio
bidimensional tiene, logrando Az = 10 — 20nm [2].

Es curioso que el primer avance significativo que se tuvo en la
microscopia de campo lejano para vencer el limite de difraccién suce-
di6 a mediados de los afios 9o con la introduccién de dos técnicas: la
Microscopia de Interferencia de Imagen (I"M) y la Microscopia 4Pi (4Pi)
que, de hecho, mejoran la resolucién axial sin afectar la resolucién
lateral. Ambas técnicas también utilizan objetivos de alta apertura nu-
meérica yuxtapuestos tanto en configuracion de iluminacién de campo
extendido como de iluminacién confocal laser para alcanzar resolucio-
nes axiales incluso abajo de 100nm. El usar dos objetivos incrementa
la apertura numérica del sistema, resultando en un aumento de la
resolucion. En el caso ideal, el uso de dos objetivos contrapuestos
resultarfa en una PSF simétrica en la direccioén axial y lateral. Por otra
parte, como los patrones usados por estas técnicas se deforman con-
forme atraviesan la muestra, su uso se limita a especimenes delgados
tales como células adherentes.

Las técnicas I"M usan los objetivos para mapear el mismo plano de
la muestra. La versién mas sencilla de estos métodos es la I?M, en la
que dos objetivos capturan la emision fluorescente y la recombinan
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en el detector. Dado que la luz proveniente de cada objetivo tiene
la misma longitud de camino 6ptico, la recombinacién resulta en
una interferencia que origina un patrén caracteristico en el plano
imagen (nétese la diferencia con la iluminacién usada en SR-SIM).
Luego se cambia de plano de la muestra y se repite el proceso, para
finalmente procesar la serie de imagenes y obtener la informacién
de alta resolucién. La versién I°M, combinacién de la I’M y la ’M
es capaz de triplicar la resolucion de éstas en modo de iluminacién
confocal y de mejorarla siete veces en el modo de campo extendido.
Sin embargo como los planos de observacién de la muestra cambian
en pasos entre 35nm y 45nm, el andlisis total de la muestra puede
tomar varios minutos.

A diferencia de la I°M, la 4Pi hace converger los frentes de onda
de la emisién en un punto comtn en el plano focal o del detector.
Como resultado de la interferencia constructiva de estos frentes de
onda, la resolucién axial es de aproximadamente 100nm, mds atn, la
PSF generada es hasta 1.5 veces mds estrecha en el plano lateral que
en la microscopia confocal comtn, y hasta 7 veces mds pequefa en la
direccién axial. Atn cudndo su nombre sugiere una simetria perfecta
en la PSF generada (puesto que una esfera tiene una angulo sélido
de 4m), esta geometria no se logra en la préctica, pues angulos de
apertura numérica « de entre 64° —74° < 90° son apenas alcanzados
[23]. De hecho, debido a que los frentes de onda no son perfectamente
esféricos, la PSF muestra un 16bulo anterior y posterior al plano focal
en la direccion axial.

1.3.2.1 STED 3D

Se han implementado versiones de STED dirigidas a mejorar la re-
solucién axial, logrando con ello microscopia tridimensional de alta
resolucion.

El primero de estos arreglos, también propuesto por el grupo de
trabajo de S. Hell, basa su disefio en una configuraciéon similar al
microscopio 4Pi, implementando dos haces de desactivaciéon STED (uno
para el eje x y otro para el eje z). Este arreglo ha permitido mejoras
tanto en Ax como Az. Debido a que la PSF generada por el arreglo
esta cercana a ser isotropica (con geometria casi esférica) y se acerca a
los 40nm de resolucién a lo largo de los ejes, esta técnica es conocida
como iso-STED [23].

Otra configuracion utiliza un ldser stiper-continuo para obtener
mapeos 3D en dos colores [36]. Aunque esta configuracion requiere de
muchos otros elementos Opticos entre los que destacan fibras 6pticas
para gestionar las diferentes longitudes de onda provenientes del
laser (figura 1.12a), ha demostrado lograr una resolucién de 35nm
en direccion lateral y 90nm en direccién axial. Con esta técnica se
han estudiado, particulas coloidales, poros nucleares y replicacién de
células de mamiferos. Debido a su disefio modular y ajustable, estd
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configuracién puede ser de utilidad en la investigacion biolégica. Para
los detalles del sistema experimental, se invita al lector a consultar la
referencia [36].

PIC SMF-STED-Z-2

SMF-Exc-1
P SMF-STED-Z-1
PME SMF-STED-XY¥-1
w2 SMF-Exe-2
i 2
PMC = SMF-STED-XY-2
(a)
PSF de excitacion PSF STED-XY PSF STED-Z PSF STED-XY + Z

Figura 1.12: STED 3D. (a) sistema experimental. La parte izquierda muestra el
laser y componentes necesarios para preparar seis haces de las
bandas espectrales deseadas para la excitacion y la desactivacion.
A la derecha se muestra el microscopio que recibe la salida de
las seis fibras y demads elementos. (b) PSF obtenidas (arriba)
y correspondientes imagenes fluorescentes (abajo). Imagenes
adaptadas de la referencia [36].
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En este capitulo se describe la naturaleza de los haces Bessel, partiendo
de las ecuaciones de Maxwell, la ecuacién de onda y la ecuacién de
Helmholtz con sus respectivas condiciones. También se estudian y
describen los campos 6pticos que satisfacen dichas ecuaciones con
las debidas aproximaciones. Posteriormente se explora el concepto
de Campos Opticos Invariantes en Propagacién (COIPs), conjunto del
cual los haces Bessel forman parte. Finalmente, se describen algunos
métodos experimentales para generar el haz Bessel de orden cero,
Jo(k¢p), de fundamental importancia en el desarrollo de esta tesis.

El lector familiarizado con los temas de este capitulo puede pres-
cindir de su lectura, aunque es recomendable leer al menos la tltima
seccion del capitulo.

2.1 PRELIMINARES
2.1.1 La ecuacion de onda

La teoria electromagnética cldsica describe a la luz como el acopla-
miento de un campo eléctrico, E = E(r,t), y un campo magnético,
B = B(r, t), que se propaga en forma de onda. El comportamiento de
estos campos queda gobernado por las ecuaciones de Maxwell.

En un medio dieléctrico libre de fuentes, estas ecuaciones se escriben

[19]:

V-D =0, (2.1)
V-B =0, (2.2)
0B
E=—— .
V x ot (2.3)
oD
VxH = 3 (2.4)

Ademas, si el medio es lineal, el desplazamiento eléctrico D y el
campo H se expresan:

D = €B, H= :LB, (2.5)

donde € es la permitividad eléctrica (o constante dieléctrica) del mate-
rial y u su permeabilidad magnética.

Anadiendo que el medio donde tiene lugar la propagacion de la on-
da es homogéneo, isotrépico y no dispersivo, es consecuencia natural
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de estas ecuaciones que ambos campos satisfagan la relacién conocida
como ecuacion de onda* [17, 19]:
1 9%u(r,t)
Viu(rt) — 5 —5— =0, 2.6
R 26)
donde u(r, t) puede representar tanto a E(r, t) como a B(r, t).
La velocidad de dicha onda electromagnética es:

, (2.7)

donde ¢ es la velocidad de la luz en el vacio, y n el indice de refracciéon
del medio dado por:
en
€oMo
con €p y Mo la permitividad eléctrica y permeabilidad magnética del
vacio, respectivamente.

Como la ecuacién de onda se satisface para cada campo, también se
satisface para cada una de sus componentes (Ey, Ey, E2, By, By,y Bz,
en el caso de coordenadas rectangulares). Puede entonces resumirse el
comportamiento de toda la onda mediante una sola ecuacién escalar

[17]:

n

(2.8)

1 0%2u(r, t
Vau(r, t) — \?% =0, (2.9)
donde ahora u(r, t) puede representar al campo eléctrico, magnético,
o cualquiera de sus componentes linealmente polarizada.

La Ec. (2.9) es una aproximacién de la ecuacién exacta (2.6), valida
cuando de manera general, la estructura con la que la luz interactia
es mucho mds grande que su longitud de onda * [14, 17].

A pesar de la existencia de acoplamientos entre E y B debido a
situaciones como las condiciones de frontera en el material donde se
propaga la onda y el acoplamiento debido a la difraccién por una
apertura (aunque solo en el borde de ésta y dentro de una distancia
de pocas longitudes de onda), la aproximacién escalar sigue siendo
valida. Su uso implica cierto grado de error, pero la poca pérdida de
precisién que se tiene es compensada por la gran simplicidad que se
logra [17].

Una solucién fisica a (2.9) es la onda monocromética y armoénica en
el tiempo, que puede expresarse por la funcion [44]:

u(r,t) = a(r) cos(2mvt + ¢ (r)). (2.10)

Mas precisamente, ecuacion de onda vectorial.

2 De hecho, esta aproximacion es confiable tinicamente dentro de un régimen paraxial.

En el caso general, el comportamiento del campo electromagnético estd determinado
por una solucién rigurosa de la Ec. (2.6). Ademads, ésta permite estudiar diferen-
tes estados de polarizacion [53]. Para mayor informacion respecto al tema, puede
consultarse [29].
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No obstante, por comodidad en el manejo matemaético conviene
representar (2.10) en términos de la siguiente funcién compleja:

U(r, t) = U(r) exp(—j2mvt), (2.11)

de tal manera que u(r,t) = Re{U(r, t)}.

Al término independiente del tiempo U(r) = a(r) exp(d(r)), se le
conoce como amplitud compleja. Dada cualquier posicién , U(r) es una
variable compleja cuya magnitud |U(r)| = a(r) es la amplitud real de
la onda, y cuyo argumento arg{U(r)} = ¢(r) es su fase.

Actualmente no existen detectores sensibles a las frecuencias ex-
tremadamente grandes de las oscilaciones (v > 10'*Hz) del campo
eléctrico optico. En lugar de detectar tales frecuencias, los detectores
Opticos responden al promedio temporal de la magnitud del campo
al cuadrado. Por lo tanto, una cantidad de considerable interés es la
irradiancia, que se define como [17, 52]:

I(x,y) = Ul y)Ux,y)* = [U(x,y)l%, (2.12)

en donde se ha supuesto la detecciéon en un plano transversal al eje z.
La irradiancia es un término radiométrico para la potencia por unidad
de area en el plano de observacién. Es una cantidad que en otras
referencias de ldseres y 6ptica de Fourier es llamada intensidad.

Para que (2.11) satisfaga la ecuacién de onda (2.9), la amplitud U(r)
también debe de satisfacer [44]:

(V2 +KkH)U(r), (2.13)

conocida como ecuacién de Helmholtz3, donde

2mmyv w 271
k _= = — =, .
c Y (2.14)

es conocido como ntimero de onda [17] y representa la magnitud del
vector de onda k, asociado con la direccién de propagacion.

2.1.2  Aproximacién paraxial de la ecuacion de onda

Resulta de utilidad solucionar (2.13) en aquellas situaciones en las
que la luz viaja aproximadamente paralela al eje 6ptico, es decir, un
régimen paraxial. Mds aun, desde el desarrollo de la tecnologia laser,
ha sido de interés encontrar soluciones del tipo haces de luz, donde la
luz es altamente dirigida y de una extensién transversal finita [14, 53].
Considérese la amplitud compleja de una onda plana [44, 48]:

U(r) =A(r)exp(—j k-1), (2.15)

Debido a que esta ecuacién es en realidad la parte espacial de la ecuacién de onda
(2.9), en la literatura se le suele referir también como ecuacion de onda o ecuacién de
onda independiente del tiempo.
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Suponiendo por simplicidad que la onda se propaga a lo largo del eje
z, (2.15) puede escribirse:

U(x,y,z) = A(x,y,z) exp(—jk.z). (2.16)

Para que (2.16) cumpla la ecuaciéon de Helmholtz (2.13), la envol-
vente A(x,y,z) debe satisfacer a su vez:
02A  2A | d%A 0A

k%l o, .
o2 Toyz Toz Pk, 7O (217)

Una manera de construir una onda paraxial, es modificar la ampli-
tud que describe el perfil transversal A(x,y,z) de (2.16). La variacién
de A(x,y,z) en z debe ser lenta comparada con A y las variaciones
transversales debidas al ancho finito del haz [48] (figura 2.1a), i.e.:

2A
dy?

92A
ox?

%A

0z2

0A
< ‘ij ‘ o o . (2.18)

0z

Por lo que despreciando el tercer término en (2.17) se puede trans-

Xy Frentes de onda Rayos
\ / paraxiales

1A'

> 7

() (b)

(a) (b)

Figura 2.1: Onda paraxial. (a) Ilustracién cualitativa de la amplitud de una
onda paraxial. La envolvente A debe variar mucho mads lento que
el tamafio de A al propagarse en la direccién z. (b) Los frentes de
onda y sus normales.

formar esta condicién de onda exacta en una ecuacion de onda paraxial:

2A  dZA 0A
— 4 _2ik— =0, )
Tz % (2.19)

que de manera general se puede escribir:

0A(s,z)
0z

ViAl(s, z) —j2k =0, (2.20)

donde s hace referencia a las coordenadas transversales s = (x,y) os =
(p, @), dependiendo del sistema coordenado (rectangular o cilindrico)
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que se use. Vy es el operador laplaciano transversal correspondiente.
La Ec. (2.20) es conocida como ecuacion paraxial de Helmholtz o ecuacion
paraxial de onda .

La validez de de la aproximacién paraxial permite una separacion
de los haces de hasta ~ 30° del eje de propagacién antes de que deban
hacerse correcciones significativas [44].

Cuando se resuelve (2.20) en coordenadas rectangulares se obtiene
un conjunto completo de soluciones* conocidas como haces Hermite-
Gaussianos [38] o Modos Transversal Eléctrico y Magnético (TEMnm)°,
y del cual el TEMo o Haz Gaussiano (HG) es llamado modo fundamen-
tal. Al resolver la misma ecuacién, pero en coordenadas cilindricas
circulares, se obtiene otro conjunto completo de soluciones conocido
como haces Laguerre-Gaussianos o TEM,. La solucion de orden mas
bajo de este conjunto es también el HG [44, 48]. Los modos de érdenes
mads alto de ambos conjuntos son considerablemente importantes en
aplicaciones practicas como el laser y el andlisis de haces 6pticos [48].

HG
(nym)

(0,0) (1,0) (2,0) (LD 20 (2,2)

LG

(0,0) (0,1) 0.2) (1,0) (LD (2,0)

Figura 2.2: Variaciones en el plano transversal z = 0 de diferentes modos de
haces HG y LG. Imagen tomada de la referencia [45].

2.2 EL HAZ BESSEL IDEAL
2.2.1  Campos Opticos Invariantes en Propagacion

Las soluciones mds simples de la ecuacién de Helmholtz en un medio
homogéneo son la onda plana y la onda esférica, cuando se resuelve
en coordenadas rectangulares y esféricas, respectivamente.

Fue a partir de 1987 cuando comenz6 a estudiarse tedrica y ex-
perimentalmente la solucién a la ecuacion de onda en coordenadas
cilindricas circulares desde el punto de vista de la propagacién de

Es un conjunto completo en el sentido que cualquier otra solucién a (2.20) puede
construirse como una combinacién lineal de ellas [4].

Toman este nombre debido a sus diferentes dependencias en las coordenadas transver-
sales y porque los campos E y B oscilan aproximadamente en direccién perpendicular
al eje de propagacion [22, 53]
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modos [14]. Desde entonces, dicha solucién fue conocida como Haz
Bessel (HB). La caracteristica principal que tiene este tipo de solucién
es que idealmente el haz puede propagarse distancias infinitas sin
sufrir alteraciones en su seccién transversal. Las soluciones que com-
parten dicha caracteristica, como los haces Mathieu en coordenadas
cilindricas elipticas [21], los haces Weber en coordenadas cilindricas pa-
rabdlicas [8] y la onda plana en coordenadas cartesianas rectangulares,
han sido agrupadas bajo el término comun de COIPs.

Por ser el HB un COIP y con la finalidad de conocer mas sobre
éste, se procederd a detallar brevemente la naturaleza de este tipo de
soluciones.

La condicién para que un haz sea COIP se escribe [14]:

I(xy,z>0) =1(x,y,z=0), (2.21)

lo que significa que el perfil de intensidad del haz en z = 0 se repro-
duce exactamente en cualquier otro plano normal al eje 6ptico con
z> 0.

Para encontrar la forma general de este tipo de campos, se puede
proceder a escribir U(r) en términos de su transformada de Fourier®:

U(r) = J” U(r) exp {i(kxx +kyy +kz;)} dVy, (2.22)
donde la integracion se hace en todo el espacio de frecuencias. Sin
embargo al suponer armonica la dependencia temporal del campo, la
magnitud del vector de onda se restringe al valor k = w/v, limitando

el espacio de integracion a una esfera de radio [k| = |/k +k +k2
(figura 2.3). Haciendo U(r) = A(¢,0)d(]k| — w/v), donde ¢ y O repre-
sentan el dngulo azimutal y polar, respectivamente, y 6(|k| —w/v) la
funcién delta de Dirac, se obtiene la esfera unitaria requerida.

Con las condiciones mencionadas, (2.22) se puede reescribir como:

U(r) = ”JQ A(d,0) exp {ik [sin 8(x cos  +ysin ) + zcos 0]} k? dQ,

(2.23)
donde dQ es el elemento de integracion, O el volumen requerido, y

donde se han usado las relaciones ky = ksin 0 cos ¢, ky = ksin0sin ¢,
y z =k cos 0.

Para que este campo cumpla la definicién (2.21), deben separarse las
dependencias transversales y longitudinales de U(r). La tnica forma
de lograr ésto es hacer 0 = 0, un valor constante. Esta condicion limita
la esfera de integracién a un cono dentro de ella, el cual proyecta sobre
ésta una circunferencia de radio k¢ = ksin 6. Andlogamente al paso
anterior, se obtiene la superficie requerida utilizando la versién en

Es importante sefialar que este analisis esta limitado al caso de campos electromag-
néticos armoénicos linealmente polarizados, i.e., haciendo uso de la aproximacién
escalar de la ecuacién de onda [14].
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Figura 2.3: Esfera de McCutchen [31]. El tamano finito de k restringe el
espacio de integracién a una esfera unitaria. Esta representa las
frecuencias del espectro de Fourier de un campo monocromatico.

coordenadas esféricas de la funciéon delta de Dirac [4]. Escribiendo
A0, d) = 1/k?5(cos® — cos 0p)A(P), (2.23) queda:

27
U(r) = etk=? J A(d)exp{ik¢(xcosd +ysind)} do, (2.24)
0

con A(¢) una funcién compleja representando la modulaciéon azimutal
en el espacio de frecuencias. Dependiendo de su forma explicita,
pueden obtenerse diferentes familias de COIPs. Por ejemplo, A(¢) =
cte. corresponde al caso simple de un HB de orden cero [14].
Aunque exacta, la representacion integral de un COIP (2.24), no
permite obtener facilmente informacion sobre los frentes de onda
ni los modos de la onda viajera [11]. Para tal propdsito conviene
resolver directamente la ecuaciéon de Helmholtz (2.13) sujeta a la
condicién (2.21), por lo que se propone una solucién que separe sus
dependencias:
U(r) =T(s1,s2)Z(2), (2.25)

con s1 y sz un par de coordenadas transversales generalizadas.
La sustitucion directa en la ecuaciéon de Helmholtz produce a su
vez dos ecuaciones:

(Vi+ki) T(s) =0, (2.26)
d’z
2 +k§Z =0. (2.27)

La tnica solucién a (2.27) que satisface la condicién de invariancia
en propagacion es: Z(z) = exp{ik,z}, llevando a una solucién general
de la forma:

U(r) = T(s) exp{ik.z}, (2.28)

reduciendo el problema inicial al de resolver una ecuacién de Helm-
holtz bidimensional.
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Al proponer T(p, ) = R(p)®(¢) en coordenadas cilindricas circula-
res, se encuentra que:

O () = exp{£ild}, (2.29)

un término responsable de la existencia de vortices 6pticos (y que
aparece también en las soluciones de haces Laguerre-Gaussianos). Por
otro lado, la parte radial de la ecuacién resulta ser la ecuacion de
Bessel de orden-1 [4] :

R
p°== +p— + (kfp? —1*)R=0 (2.30)

La solucién completa a (2.30) estd dada en términos de las funciones
de Hankel de primer y segundo tipo de orden-1:

H (kep) = Tu(kep) +iNy(kep), (231)
HP (kep) = Ju(kep) — Ny (kep), (232)

donde Ji(k¢p) y Ni(k¢p) son la funcién de Bessel de primera clase de
orden-1, y la funcién de Neumann, respectivamente.

Para obtener informacién acerca de los frentes de onda, considérese
la expansion asintética de las funciones anteriores [4]:

2 T
Hp’z)(ktp) ~ \/Itpexp {i [ktp — Z(Zl‘i‘ 1 )} } . (2.33)

La Ec. (2.33) corresponde con la amplitud y fase de una onda cilin-
drica, la cudl se vuelve cénica al incluir el término de fase axial. De
esta manera, la funcién H(") (k¢p) estd asociada con ondas divergentes,
mientras que H(?)(k;p) con ondas convergentes. En el caso de los ha-
ces Bessel, existe una superposiciéon de ambos tipos de ondas, dando
lugar a la solucién no singular: Ji(k¢p) = 3 {HV (kep) + H) (kep) }.

Por tanto, la solucién final de un haz invariante en propagaciéon en
coordenadas cilindricas circulares es:

U(p, d,z,t) = Jilkep) exp {i(ld + k.z — wt)}, (2.34)

donde k¢ y k. son las componentes transversal y axial del vector de
onda, respectivamente, y satisfacen: [k| = y/k? + k2 = 22,

Finalmente, (2.34) también puede obtenerse escogiendo A(¢d) =
e ' (Bc. (2.29)) en la representacion integral (2.24) y utilizando
algunas identidades matematicas.

2.2.2  Propagacion de campos dpticos

Una manera de describir el campo 6ptico en un plano transversal al
eje de propagacion, es a partir de su valor en un plano transversal
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| U Ul | U
Amplitud 0 0 e

|
' N r
Distribucién
de fase
1=0 1=1 1=2

Figura 2.4: Variaciones transversales de amplitud, intensidad y distribucién
de fase de haces Bessel con diferentes ntimeros 1. En las distri-
buciones de fase, la regién mds oscura y mas brillante en el caso
1 = 0 corresponden a la fase 0 y 7, respectivamente; y correspon-
de a 0 y 27 para los casos de 1 = 1,2. Imagen adaptada de la
referencia [33].

anterior. Dicha descripcién tiene como base la integral de difraccién
de Fresnel [17, 52]:

jkz 00
U(x,y) = e;M JL U(E,m) exp {Jzkz [(x— &)+ (y —n)z]} dédn,
(2.35)

donde (&,1) denotan las coordenadas del plano fuente, separado una
distancia 11, del plano de observacion.

Esta expresion también es una convolucién de la forma (1.5), donde
el kernel de la convolucién o respuesta al impulso del sistema 6ptico
es:

h(x,y) = i ex 'E( 2 4+y?) (2.36)
X, Y)= iz P )22 X Yy -3

con la correspondiente funcién de transferencia:
H(fy, fy) = e exp {—jm\z(fi + fﬁ )} (2.37)

Otra manera til de expresar (2.35) se obtiene al mover la fase
cuadrética que es funcién de x y y fuera de la integral:

ej kz

U(x,y) = ——el 2 07+v%) ”00 {u(&n)ei%(azmz)} e IR (xEun) gz an.

jAz
(2.38)
La utilidad de esta version recae en reconocer que ésta es una trans-
formada de Fourier multiplicada por términos afuera de la integral,
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Figura 2.5: Sistema de referencia para la propagacién de Fresnel. Se han
incorporado los limites de la apertura, £, en la definicién de
U(&,m), por lo que los limites de integracién corren sobre todo el
espacio.

donde la sustitucion de las siguientes variables de frecuencia se usan
para la transformada:

x Y

fe = —, fn— =

£z Tz

El uso de estds integrales queda limitado al modelado de la difrac-

cién de campos escalares y dentro de un régimen paraxial. Un criterio

para su aplicacién es el siguiente:

(2:39)

23> (% [(x— &)+ (y —n)z]z)max, (2.40)

donde “max” indica el valor méximo de interés para un plano de
observacién y un plano fuente dados.

2.2.3 Transformada de Fourier de un haz Bessel

Para el proposito de esta tesis es de interés conocer la distribucién de
intensidad del campo en el foco de una lente delgada. Esta lente se
representa con la siguiente funcién de transmitancia de amplitud [17]:

iy =Pl ylep {ipbdeutlh )

donde P(x,y) es una funcién que describe el tamario fisico de la lente,
llamada funcién de pupila y f es la distancia focal de la lente.

Si el campo incidente en la lente es U(&, 1), entonces el campo salien-
do de ella es: U(&,1)t1(&,m). Sustituyendo esto en (2.38) y cambiando
z = f, se obtiene:

ejkf i k 2 2 & s 21
Ulxy) = ey )” {u(e,n)P(em}e TR dedn,
—0o0

jAf
(2.42)
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Notese que el factor de fase cuadrético de (2.38) se cancela con
el factor cuadrético introducido por la transmitancia de la lente. Si
ademds se considera que la distribucién de la luz entrando a la lente es
maés pequeia que su tamafo de apertura, la funcién P(x,y) puede ser
ignorada. Prescindiendo ademads del factor de fase constante exp {jkf},
se puede abreviar la ecuacién anterior como:

i3 (x*+y?) oo o
Utey) = S || e mie o dzan. )

Considérese la parte espacial de un haz Bessel de la forma descrita
en (2.34). La ecuacién andloga a (2.43) se puede obtiene aplicando las
siguientes transformaciones de coordenadas:

X = pCos @,
y = psing,

&=p'cosqg’,
n=p cose’

Consecuentemente el campo en el plano focal de la lente seré:

kel 27 P?
U(p, @) =— .
(b, @) i (2.44)
27 poo e ,
XJ J {U(p’, ")} elTTep costo™=@l}or qpdg’,
0 0

donde se ha usado que: cos ¢ cos @’ +sin @ sin @’ =cos(@’ — @) y
k = ZT” Al sustituir el HB, evaluado en el plano inicial z =cte, en la
expresion anterior se obtiene:

kel 2707
u = Jk® :
(p, @) 27t e (2.45)
27 00 ilo! sk ’ /
x JO L Julkepelte el Fep  cosle’ =1} 4p7q ",
Definiendo 5
P
K=——" o' =@’ —o, (2.46)

se puede reescribir (2.45) como:

kel 27¢° ile jksz
U(P,(P)ijTe] Vet (2.47)

27 0
><J e”d”e““’“’sd”}ddﬂj Ju(kep')o" do’,
0 0

en donde se ha separado explicitamente las dependencias radial y
azimutal del campo.
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Por otra parte, es ttil escribir la funcién de Bessel en una represen-
tacion integral [4, 18]:

] 27 ) )
Ji(kp) = 7271]'1 J'O eIld gikpcos do, (2.48)

para reescribir la Ec. (2.47) como:

11 koo . 00
U(p,@)=%e]?" e”“’e”‘Z"‘JO Jukep ) i(kp')p’ dp’.  (2.49)

Como las funciones de Bessel forman una familia de funciones
ortogonales, se cumple [4]:

0 1
|, nocpmpipdo = otk ~ ko), (250)
donde & es la funcién Delta de Dirac.
Al utilizar las propiedades de corrimiento y escalamiento de la
funcién 9, y la definicién de k, (2.49) finalmente se reduce a:
-1

U(p, @,z) = Jk—ej%pze“‘"ejkzz&(p—po). (2.51)

t

A partir de (2.51) puede concluirse que, sin importar el niimero 1,
todos los haces Bessel enfocados por una lente delgada, exhiben como
patrén de intensidad un anillo de radio [50]:

po=T— (2.52)

que también puede expresarse en términos del angulo 0y formado
por k y el eje 6ptico como:

po = fsinBp. (2.53)

La Ec. (2.53) sugiere una forma de crear un anillo de radio deseado
con tan solo manipular parametros de facil alcance experimental como
la distancia focal de la lente y la inclinacién del haz respecto al eje
Optico. A continuacién, se describirdn algunos métodos experimentales
a partir de los cuales puede generarse el haz Bessel.

2.3 METODOS DE GENERACION EXPERIMENTAL

La Ec. (2.24) puede ser interpretada fisicamente como la superposicién
de ondas planas cuyos vectores de onda estdn sobre la superficie de
un cono (véase figura 2.3). A lo largo de la direccién axial todas estas
ondas permanecen en fase, pues el corrimiento de fase axial debido
a la propagacién por una distancia Az es la misma para todas las
componentes, es decir: k,Az. Por otro lado, aunque la magnitud de
todas las componentes transversales de los vectores de onda es la
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misma, cada una difiere en su dngulo azimutal. Esto significa que en
direccién transversal (i. e. el plano XY), las ondas planas generan un
patrén estacionario de interferencia, el cual no experimenta cambios
en su propagacion.

Las caracteristicas anteriores de k sugieren métodos experimentales
para generar aproximaciones muy cercanas a COIPs. Ya que es de
particular interés general el haz Bessel de orden cero, a continuacién
serd descrito el primero de estos métodos.

/”
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Figura 2.6: Configuracion experimental para generar un haz Bessel mediante
un anillo de radio a y grosor Aa (vista lateral, todos los elementos
mostrados tienen simetria circular respecto al eje z ). Las ondas
provenientes del anillo cruzan la lente e interfieren generando un
haz Bessel con frentes de onda cénicos. La zona de interferencia
tiene una extension de zmax. Imagen tomada de la referencia [53].

Considérese la configuracion de la figura 2.6, donde una pantalla
opaca con una apertura circular delgada esté frente a una lente, centra-
da exactamente en el plano focal. Idealmente, al iluminar la placa con
luz colimada de longitud de onda A, cada punto en el anillo actuara
como fuente puntual de ondas que la lente transformard en ondas
planas. Todas las ondas planas generadas estardn inclinadas un angulo
fijo B¢ respecto al eje de propagacion, formando una regién cénica de
interferencia [15] que, de acuerdo a la Optica geométrica, se extiende
una distancia maxima de:

R fR
Zmax — ——~ = —, (254)

tanfy «a
donde R es el radio de apertura de la lente, f la distancia focal y a
el radio del anillo sobre la placa. Un COIP ideal a un tamafio de
apertura R — oo, y por tanto se propaga infinitamente. Cabe sefalar
que en la préctica existen efectos de difraccién sobre la amplitud del
campo debido al tamafio finito del anillo y la apertura de la lente.
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Esta modulacién es despreciable dentro de la apertura siempre que
Aa < Af/R.

Otra manera de generar un Jo es mediante una lente cénica conocida
como axicén [26, 39]. Cuando un axicén es iluminado por un haz coli-
mado, forma una region de interferencia delante de él donde genera
frentes de onda cénicos, como se aprecia en la figura 2.7. Para calcular
el angulo que los vectores de onda de las ondas planas salientes del
axicon forman con el eje Optico se utiliza la Optica geométrica y la
aproximacion paraxial tan 6 ~ sin 0 ~ 0. De este modo:

o~ (m—T)y, (2.55)

donde ng y v son el indice de refraccién y el angulo interno del axicén,
respectivamente.

w444 Hd L .
wg > Z

‘max

Figura 2.7: Configuracién experimental para generar un haz Bessel mediante
un axicén de dngulo interno y (vista lateral, todos los elementos
mostrados tienen simetria circular respecto al eje z ). Un haz
de radio wy ilumina el axicén. A su salida se forma una zona
de interferencia donde se generan frentes de onda cénicos y el
haz Bessel. Un frente de onda viajando en direccién contraria
a la propagacién se muestra en rojo, mientras que un frente de
onda viajando en la direccién de propagacién se muestra en azul.
Imagen tomada de la referencia [53].

Con este método, la distancia méaxima de propagacién (también
dada por la éptica geométrica) es:

_ Wy
Zmax = tan 0, ’ (256)

donde wy es el radio del haz que ilumina. Dentro de un régimen de
aproximacion paraxial, estd distancia es:

Wy

Zmax = ( (257)

n—1)y
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Cabe enfatizar que la generaciéon mediante el axicén es el método
mas eficaz para generar el HB, en términos de la potencia total del
haz que ilumina. Por otro lado, se ha demostrado que cuando un
axicon es iluminado con un haz LG de orden l y p = 0, éste genera
un haz Bessel de la misma helicidad. Esto es debido al axicén, ya que
su forma cénica afecta la fase radial y longitudinal del haz incidente,
pero deja la fase azimutal intacta [33].

Para finalizar este capitulo, se mencionan algunos otros métodos de
generacion de haces Bessel ademads de la configuracién de anillo y el
axicén. Por ejemplo, pueden formarse con elementos desarrollados con
técnicas fotolitograficas [27], hologramas generados por computadora
[51] y utilizando un Modulador Espacial de Luz (SLM).
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Parte II

SIMULACIONES NUMERICAS

En esta parte se presentan y analizan los resultados nime-
ricos obtenidos al simular computacionalmente sistemas
Opticos que generan y enfocan un haz Bessel, Jo(k¢p). El
primero de ellos (presentado en el capitulo 3) genera el haz
mediante un axicén y después lo enfoca con una lente del-
gada que simula un objetivo de microscopio; otro (capitulo
4) ahade un de telescopio entre el axicon y la lente para
amplificar el perfil transversal del haz. El lector interesado
puede consultar los detalles técnicos de las simulaciones,
asi como el codigo desarrollado en Mat1lab® en el apéndice
A.






ANALISIS DEL CAMPO PRODUCIDO POR UN HAZ
BESSEL ENFOCADO

En este capitulo se presentan los resultados de simular un sistema
Optico compuesto de un axicén para generar un HB que se enfoca con
una lente delgada. En la primera seccion se describiran los pardmetros
que afectan la distribucién de intensidad del haz en el foco y alrededor
del plano focal de lente. Seguidamente se hard una caracterizaciéon
detallada del campo, la cudl incluye el andlisis de sus dimensiones
laterales y axiales, y como dependen éstas de los pardmetros de control.
Finalmente se explora como la posicion de la lente de enfoque afecta
de manera global la forma del haz enfocado.

3.1 PARAMETROS DE CONTROL

Se definen como pardmetros de control a las cantidades que influyen
en los resultados obtenidos, en particular en aquellas cantidades que
caracterizan el HB enfocado. Es importante distinguir los parametros
de control de aquellos que no lo son, para identificar un método efec-
tivo y ordenado de caracterizar el haz enfocado y obtener resultados
congruentes.

Debido a la cantidad de variables involucradas en el sistema, es
conveniente identificar su posicion y a qué hacen referencia. El sistema
(figura 3.1) estd formado por un axicén de dngulo interno vy e indice
de refraccién ng, iluminado por un HG de cintura wg. Con esta
iluminacién se genera una luz muy parecida a un HB (seccién 2.3),
que después se enfoca por una lente delgada que simula un objetivo
de microscopio de distancia focal fp;. Este tltimo se posiciona a una
distancia z,p; del axicon.

El interés de la simulacion recae en estudiar el campo generado en
el foco y alrededor del plano focal del objetivo. Debido a que en esta
zona la luz se enfoca en una forma que asemeja una superficie cuyo
interior es oscuro, también sera usada la expresion botella de luz como
sinénimo de haz Bessel enfocado.

La caracteristica de importancia en la botella de luz es su distribu-
cién de intensidad, pues son las cantidades relacionadas a ésta las
que son relevantes en un haz de desactivacion en la microscopia STED
(véase seccion 1.3.1.1). El objetivo de la simulacion es por tanto hallar
los valores de los parametros de control que permitan la formacién de
una botella de luz pequefia y de distribucién de luz homogénea con
el fin de emular la PSF de un haz STED.
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Figura 3.1: Sistema Optico para generar un haz Bessel y enfocarlo. Un axicén
de angulo interno vy iluminado por un HG de cintura wg genera
una regién de luz HB (entre guiones claros) que se enfoca con un
objetivo de distancia focal f,p; colocado a una distancia z,p,; del
axicon. En trazo de guiones oscuros se muestra la trayectoria de
los rayos provenientes del HG hasta que éstos son enfocados. La
direccién de propagacion es el eje z, alrededor del cual el sistema
tiene simetria cilindrica.

A primera vista parecieran ser muchas las variables en el sistema
que afectan el comportamiento de la botella, pero son sélo las cuatro
presentadas en la tabla 3.1 las que la alteran de manera significativa.

CANTIDAD sIMBOLO
Angulo interno del axicén. Y
Cintura del HG que ilumina el axicon. wg
Posicion del objetivo respecto al axicon. Zobj
Distancia focal del objetivo. Tobj

Tabla 3.1: Pardmetros de control en el sistema simulado del axicén y el
objetivo.

En el desarrollo de las siguientes secciones se justificard la importan-
cia de tales cantidades como pardmetros de control al mismo tiempo
que se describen sus efectos.
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3.2 CARACTERIZACION DEL CAMPO PRODUCIDO EN FUNCION DE
LOS PARAMETROS DE CONTROL

La botella de luz queda caracterizada por las cantidades espaciales y
de intensidad mostradas en la tabla 3.2 y sefialadas en la figura 3.2.
Como el sistema posee simetria de rotacion alrededor del eje z, las
magnitudes de las intensidades pueden escribirse como I(p,z), donde

p=/x2+y2.

CANTIDAD SIMBOLO
Tamarno lateral de la botella de luz. 2p0
Tamano axial de la botella de luz. Az

FWHM del grosor de la distribucion de intensidad en dp
el plano focal.

Intensidad pico en el plano focal. I(po, fobj)

Intensidad axial pico en la seccién anterior al plano  I(0,y)
focal.

Intensidad axial pico en la seccién posterior al plano  I(0, (2)
focal.

Tabla 3.2: Cantidades caracteristicas del haz Bessel enfocado en el sistema
del axicon.

La referencia para el tamano lateral de la botella de luz se ha tomado
sobre el plano focal de la lente, en donde la botella tiene su mayor
anchura. Es ademads en este plano donde se forma un anillo de luz de
radio po (ec (2.53)), cuyo grosor es dp (ver figura 3.2).

Para el tamarfio axial de la botella se ha tomado como referencia
la distancia entre los valores z = (1 y z = (,, definidos como las
coordenadas sobre el eje Optico en las que la distribucion de intensidad
alcanza los maximos 1(0, (7 ) e I(0, (2 ), respectivamente.

En las siguientes dos subsecciones se detallard la caracterizacion del
haz enfocado variando los pardmetros de control y estudiando sus
efectos en las cantidades caracteristicas de la botella. Atendiendo al
objetivo ultimo perseguido por esta tesis, se ha decidido dividir el
estudio en dos secciones: la caracterizacion lateral y la caracterizacion
axial. A menos que se especifique otra cosa, unicamente se varia
el parametro de control sefialado, mientras que el resto permanece
constante.
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Figura 3.2: Diagrama del haz Bessel enfocado. Se senalan las cantidades
que caracterizan la botella de luz. La imagen del haz enfocado
corresponde a una simulacion.

3.2.1 Caracterizacion lateral

Ya que las dimensiones laterales de la botella estdn referidas sobre
el plano de Fourier del objetivo, se detallard a continuacién cémo
los pardmetros de control afectan las cantidades caracteristicas ahi, a
saber: Ax, dp, e 1(po, fobj)-

Se empezara describiendo el anillo formado en el plano focal del
objetivo. El radio de este anillo viene dado por la ecuacién (2.53) de la
péagina 40:

Po = fopj Sin o,
sobre la cual puede aplicarse la aproximacion paraxial del angulo
formado por los vectores de onda salientes del axicon con el eje de
propagacion, 6y (ec (2.55)):

para obtener:
Po = 1:obj(na —1)y, (3.1)

con n, el indice de refraccién del axicon.

La figura 3.3a muestra imagenes de la botella a lo largo de z (arriba)
y el correspondiente anillo en el plano de Fourier (abajo) para diferen-
tes valores de angulo interno del axicén, en donde puede confirmarse
la relacién (3.1). Este comportamiento es atin mas claro en la figura
3.3b, donde logra obtenerse un tamarfio lateral de Ax = 65.92um para
v = 0.2°. Para este mismo valor de dngulo se observa un remanente
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de luz en el centro de la botella de una intensidad aproximadamente
de la mitad del maximo.
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Figura 3.3: Simulaciones de la distribucién de intensidad de la botella de
luz al variar vy. (a) HB enfocado, variacién axial (arriba) y cortes
transversales en el plano de Fourier (abajo). (b) Intensidades en el
plano de Fourier del objetivo. Para facilidad de comparacién cada
imagen presentada y las graficas estdn normalizadas respecto
a su correspondiente maximo. Todas las simulaciones fueron
hechas con wg = 1500um, Zobj = 0.55Zmax,f0bj =2cmyM= 212
muestras en una ventana de cémputo de 7.5mm por lado.

Por otra parte, en la parte de abajo de la figura 3.4a se observa
que conforme el tamafio del HG crece, el ancho del anillo decrece,
manteniéndose los picos de intensidad en la posicion indicada por la
ec (3.1) (figura 3.4b). Por lo tanto:

1
dp oc —. )
poc e (3-2)
Este comportamiento se debe a que al incrementar el valor de la
cintura del HG, la iluminacién que recibe el axicon es méas parecida a
la de una onda plana. Consecuentemente, la luz a su salida se asemeja

Existe intensidad
remanente en el
interior de la botella
para 'y pequeno.

Iluminar el axicén
con una onda plana
produce un anillo
muy delgado.
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maés a la de un HB ideal, cuya transformada de Fourier es un anillo de
grosor infinitesimal (subseccién 2.2.3).

wg=1000 um wg=1500pm wg=2000 um
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Figura 3.4: Simulaciones de la distribucién de intensidad de la botella de
luz al variar wg. (a) HB enfocado, variacién axial (arriba), anillo
de luz en el plano de Fourier (abajo). (b) perfiles de intensidad
en el plano de Fourier. Para facilidad de comparacién, todas las
imagenes mostradas y gréficas estdn normalizadas respecto a su
maximo correspondiente. Todas las simulaciones fueron hechas
cony = O.5°,zob]~ = 0.55zZmax, Tobj = 2cmy M = 212 muestras en
una ventana de computo de 7.5mm por lado en los primeros dos
casos, y de T0mm en el dltimo.

En la primera fila de la figura 3.4a se aprecia otro cambio: la varia-
cién de wg afecta también la morfologia general de la botella. Pueden
apreciarse ligeros cambios tanto en la magnitud de intensidad en
ambas direcciones como en su tamano axial (se estrecha en valores
grandes de wg).

Aunque la relacién analitica de proporcionalidad entre dp y wg es
desconocida, este comportamiento confirma también la importancia
de wg como un pardmetro de control.

Ademas de afectar la distribucién espacial de la botella, v y wg
tienen efectos importantes en la magnitud de su intensidad. De hecho
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ésta aumenta y hace que el haz enfocado se vea mas homogéneo Una botella mds
conforme wg crece y y decrece. Las figuras 3.5 y 3.6 son perfiles homogénea se logra
de intensidad en el plano de Fourier del objetivo que comparan las <" W6 VY
magnitudes absolutas de intensidad de las botellas de luz simuladas peqHenes.

en las figuras 3.4 y 3.3, respectivamente.
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Figura 3.5: Comparacién de intensidades en el plano de Fourier del objetivo
para diferentes valores de w. Graficas obtenidas de la simulacién
de la figura 3.4.

A partir del comportamiento mostrado en las graficas pueden con-
cluirse la siguientes relaciones:

I(po, fobj) ox wg (3:3)

1
I(po, fobj) o " (3-4)

3.2.2  Caracterizacion axial

Las tres cantidades de la tabla 3.2 que caracterizan a la botella de luz en
esta direccién se encuentran definidas sobre el eje de propagacion: el
tamafo axial Az y las intensidades I(0, ¢1) e I(0, {2). En gran medida,
el comportamiento de estas cantidades queda gobernado por los
pardmetros de control: vy y wg.

La figura 3.7 compara las intensidades sobre el eje axial para tres
diferentes valores de vy (los mismos de la subseccién anterior). En
cuanto a la distribucion espacial, es facil ver que:

1
Az < — .
Y (3-5)

La distribucién de intensidad como funcién de y merece una des-
cripcién mds detallada. Es notorio que un menor dngulo interno del
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Intensidad lateral (variando v)
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Figura 3.6: Comparacién de intensidades en el plano de Fourier del objetivo
para diferentes valores de y. Gréficas obtenidas de la simulacién
de la figura 3.3.

axicén, va acompariado de una distribucién de intensidad con valores
pico mayores y que decrecen mas rapidamente hacia los extremos,
que para valores mayores de y. Esto significa que una mayor cantidad
de luz proveniente del HB constituye el cuerpo de la botella, pues se
concentra en una zona mds cercana al plano focal del objetivo. De lo
anterior se concluye que:

100, 01), 1(0, C2) o i (3.6)

Es importante notar que en el centro de todas las curvas de la figura
3.7 se alcanzan valores de intensidad muy cercanos a cero (como los
también mostrados en las figuras 3.3b y 3.6 para y = 0.5°,1°), lo cual
es una caracteristica deseable en un PSF destinada a ser un haz de
desactivacion STED. No obstante, el que hubiese luz en estas regiones
(como para y = 0.2°) no representa un problema mayor que el de
cuidar que su valor de intensidad no sobrepase el umbral para el cual
se induce la desactivacion de los fluoréforos (véase subseccion 1.3.1.1
de la pagina 23).

Como se adelant6 en la seccién anterior, la botella se encoge ligera-
mente cuando el pardmetro de control wg crece. Este cambio puede
apreciarse en la figura 3.8, correspondiente a la comparacion de los
perfiles de intensidad axial de la simulacién descrita en la figura 3.4.
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Figura 3.7: Comparacién de intensidades en el eje axial del haz enfocado
para diferentes valores de y. Gréficas obtenidas de la simulacién
de la figura 3.3. La intensidad aumenta con y pequefios, y la
distancia entre picos decrece.

La figura exhibe también que cuando el tamafno del haz de ilumi-
nacién aumenta, lo hace también el valor de la intensidad. Es decir:

1(0, ¢1),1(0, C2) ox wg. (3-7)

En base a lo descrito en el parrafo anterior, conviene puntualizar que
aunque al aumentar wg la intensidad crece, es mas efectivo disminuir
Y, porque ademads de que con ello la intensidad crece, mds luz se
concentra en la botella, con el beneficio adicional de reducir Az.

3.3 POSICION DE LA LENTE DE ENFOQUE

Hasta ahora se ha descrito la manera en que cuatro parametros de
la tabla 3.1 afectan la botella de luz. A continuacion sera descrito el
notorio efecto que tiene el tltimo parametro, zy;, al enfocar el haz .

La extension de la region de formacion HB a la salida del axicon queda
descrita por la ecuacion (2.57) de la pagina 42:

Zmax = 7 1"
(na —1)y

No obstante, la simulacién muestra que esta regioén se extiende mas
alla de, incluso, 2zmax (figura 3.9a). Mds atin, estd region no se extiende
con la geometria de rombo regular, sino més bien de un romboide
cuyo eje menor se contrae para valores pequefios de vy (figura 3.9b).
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Intensidad axial (variando W)
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Figura 3.8: Comparacién de intensidades en el eje axial del haz enfocado para
diferentes valores de wg. Gréficas obtenidas de la simulacién de
la figura 3.4.

La figura 3.9c muestra el perfil transversal en diferentes posiciones
de la curva mostrada en (a) para el caso y = 0.5°. Se aprecia como
el haz Bessel conserva su estructura (véase 2.2.1) al menos hasta una
distancia desde el axicon de zmax y como ésta va perdiendo su calidad
conforme se acerca a 2zmax-

Debido a la longitud de la regién de formacién Bessel, resulta de
interés explorar el resultado de enfocar el haz en distintos puntos a lo
largo de su extension. De esta forma la botella de luz serd formada
a partir de haces Bessel de diferentes intensidades y, en menor parte,
calidades. Para no perder de vista la informacion brindada por la 6pti-
ca geométrica y representar una referencia apropiada, las distancias
a las que se colocara la lente enfocante para realizar esta exploracion
estardn dadas en maltiplos de zmax.

Los resultados de enfocar el HB al explorar la regién antes descrita
estdn resumidos en la figura 3.10 para el caso de y = 0.5°, aunque
un comportamiento practicamente idéntico también se obtuvo para
angulos internos de axicén de 0.2° y 1.0°. En (a) se aprecia como la
distribucién de intensidad depende fuertemente de la posicion a la

Laluzenlabotella  que se coloque el objetivo. Conforme éste se coloca a una distancia
 se carga hacia la cada vez mas alejada del axicoén, una mayor concentracion luz se
dfj;g;fj d(; ‘f;erezdf. mueve en la misma direccion, hasta llegar al caso extremo donde la
o) geometria de la botella desaparece en distancias cercanas a 2zm,x.Este

peculiar comportamiento de desplazamiento de luz conforme también
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Figura 3.9: Regiones de formacién HB para diferentes vy. (a) perfiles de in-
tensidad axial a lo largo de la regién de formacién HB. (b) regién
estimada de formacién HB. Se muestra con guiones naranja una
aproximacion de la regién de formacién HB prevista por la 6ptica
geométrica y en amarillo una estimacién de la regién obtenida
en la simulacién. (c) perfil de intensidad transversal del HB a
distintas distancias del axicén para y = 0.5°. Las figuras en (b) y
las gréficas en (c) estdn normalizadas respecto a su maximo para
facilitar la comparacion.
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se desplaza el objetivo puede apreciarse cuantitativamente en los
perfiles de intensidad axial mostrados en (c).

La dependencia de la morfologia de la botella con z.; no afecta
unicamente el ambito de la intensidad, sino que también el de sus
dimensiones espaciales. Un cambio, tanto en pp como Az es apreciable.
Cuando zp; crece, el radio del anillo en el plano de Fourier también
lo hace; contrariamente la dimensién axial de la botella disminuye.

Por otra parte, es una caracteristica deseable del haz enfocado que
su distribucién de intensidad lateral y axial sea lo mds homogénea
posible, tanto en magnitud como en simetria. Ya que el sistema tiene
simetria cilindrica (figura 3.1) la intensidad lateral también la tiene
respecto a su centro, pero no ocurre lo mismo en la direccién axial.

Una manera de caracterizar la simetria de la intensidad axial es
hallar el cociente del valor de intensidad pico mayor con el valor de
intensidad pico menor, es decir:

1(¢1)/1(¢2) o 1(C1)/1(C2). (3-8)

Asi el cociente vale 1 cuando los picos son del mismo valor y tiende a
0 conforme maés difieren.

Con las simulaciones se encontré que valores de I(0, ¢1)/1(0, C2)
cercanos a 1 resultan de colocar el objetivo en una posicion zqp; tal
que:

0.5zmax < Zopt < 0.6zmax, (3.9)

para cualquier dngulo . En particular para el caso mostrado en la
figura 3.10 (), este valor es de (0, (1)/1(0,Cz2) = 0.95 con zg =
0.6Zmax-

Finalmente, se hace notar que los valores de intensidad absolutos
en ambas direcciones difieren en mds de un orden de magnitud. Esto
complica la definicién una intensidad de desactivacion, pues ésta se
veria limitada siendo a lo mads el valor pico de la intensidad en el
plano de Fourier I(po, fopj), lo cual supone una dificultad ya que un
haz de desactivacién requiere de intensidades altas. Una solucién
a este problema es abordada en el préoximo capitulo como efecto
colateral de intentar disminuir la luz remanente en el centro de la
botella al tratar con angulos internos de axicén pequefios.
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Figura 3.10: Simulaciones de la distribucién de intensidad de la botella de
luz al variar z,p,;. En (a) HB enfocado desde diferentes posiciones
del objetivo. (b) Perfiles de intensidad en el plano de Fourier.
(c) perfiles de intensidad axial. Simulaciones hechas con wg =
1500pm, fopj = 2em y M = 2'2 muestras en una ventana de
cémputo de 7.5mm por lado.
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Los resultados del capitulo 3 sugieren que las caracteristicas del HB
enfocado mejoran con la variaciéon de wy y v, aunque todavia se
encuentran lejos de poseer las caracteristicas deseadas de un haz STED.
Particularmente, la calidad de la botella de luz mejora sustancialmente
con y pequefios (menores a 0.5°). En la practica no existen axicones de
tales dngulos, por lo que es necesario encontrar la manera de acceder
a los valores efectivos de y requeridos’.

En este capitulo se estudia la adicién de un telescopio en el sistema
de propagaciéon como solucién al problema mencionado. Posterior-
mente se encuentra la equivalencia de este nuevo sistema con uno
que no tiene telescopio, pero que estd caracterizado por valores efecti-
vos. Esta equivalencia resulta conveniente en términos de eficiencia
computacional y trabajo experimental.

Hacia la parte final del capitulo se estudia el efecto de la introduc-
cién de un diafragma para controlar la luz incidente en el objetivo y
que conlleva mejoras sustanciales en la morfologia de la botella.

4.1 MAGNIFICACION DE UN HAZ BESSEL POR UN TELESCOPIO:
NUEVOS PARAMETROS DE CONTROL Y ANALISIS NUMERICO

Resulta de utilidad volver la atencién al HB y explorar los efectos que
tendria su magnificacion. El haz sera descrito en funcién del radio
de su lébulo central, pg, caracterizado a su vez por aj: el valor del
argumento de la funcién Jo(k¢p) en donde ésta tiene su primer cero
(a saber: 2.4048 [1]). Entonces:

aj

ki
aj

PB =

k sin eo
aj A
27sin 0y’
Al hacer la aproximacién de la Ec. (2.55) de la pagina 42 se obtiene:

(11)\

Znna 1Y ()

PB =

Es decir, con valores pequefios de v, se obtienen haces Bessel mas
anchos (figura 4.1). Mdas atin, ya que y es proporcional al tamafio

Una alternativa es la generacién de axicones deseados con un SLM. Aunque pausible,
su precio y manejo en comparacién con los de un axicén, alejan esta opciéon de una
posible aplicacién practica.
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lateral de la botella (Ec. (3.1) de la pagina 50), puede concluirse de
(4.1), que entre mas ancho sea el HB, la botella que resulte de enfocarlo
serd mds angosta lateralmente”.

\oy=02° : v=05° vy=1°
0.8 | : :
: | |
0.6 | | |
Py ; ‘ Ps ‘ Po: ‘
0.4 | | } | I
N | |
- | | |t I
VAV | |

0 00 0 200 200 0 200 200 0 200
X (um) X (um) X (um)

Figura 4.1: Variacién del ancho del haz Bessel en funcién del tamafio del
angulo interno del axicon.

Este hecho motiva la implementacién de un método para ensanchar
el HB saliente del axicén. La forma mads directa de conseguirlo es
colocando un arreglo de telescopio de magnificacién lateral’:

f2
mr = _—, (42)
f1
entre el axicon y la lente objetivo. Este esquema se muestra en la figura
4.2.
Region de formacion HB
- Axicén PN 1 I “Objetyivo
HG Tl Lentel _ -~ Lente2 -7 >~. ‘
R - \\\\\\‘~\\§ Haz bessel
e “>-._ 7rL__enfocado
20N o g
fi+ 1, Zobj fobl

Figura 4.2: Sistema 6ptico simulado para generar un haz Bessel, ensancharlo
y enfocarlo. Al implementar un telescopio, ademads de ensanchar
lateralmente el HB, la regién donde se forma también se extiende
(ilustrada entre guiones claros).

Al simular un sistema con dos lentes més, tres pardmetros de control
se afladen a los ya conocidos: di 1, f1 y f, (véase tabla 4.1).

2 Esto es consecuencia de la transformada de Fourier.
3 Debido a la simetria cilindrica del sistema y porque no interfiere en el andlisis

presentado, se omitira el signo "—" en la definicién de mp, pues solo hace referencia
a la inversion de la imagen resultante del telescopio.
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CANTIDAD SIMBOLO

Angulo interno del axicén. Y
Cintura del HG que ilumina el axicon. Wy
Posicién del objetivo respecto a la segunda lente del Zobj
telescopio.

Distancia focal del objetivo. fobj
Distancia focal de la lente1 del telescopio. f1
Distancia focal de la lente 2 del telescopio. f2
Posicién de la lente1 del telescopio respecto al axicon. dry

Tabla 4.1: Parametros de control en el sistema simulado del axicén con teles-
copio.

La descripcion del tamafio lateral del HB magnificado es sencilla,
pues esta viene dada por la expresion:

P%ff = mLpPs. (4-3)

Por otro lado, la descripcién del HB en la direccion axial es compleja,
pues los nuevos pardmetros de control juegan papeles relevantes que
serdn estudiados a continuacién.
Como una imagen ilustrativa, se muestra en la figura 4.3 el efecto
deseado sobre el haz.
1500
1000
500
ARREGLO DE
-500
-1000

-1500

Lente 1 Lente 2

Figura 4.3: Ilustracién de la propagacién del HB a través de un telescopio.
A la izquierda de la primera lente, la propagacién saliente de
un axicén con y = 0.5° hasta una distancia d;; = 0.55zmax. A
la derecha de la segunda lente, la propagacién del HB hasta una
distancia que permita apreciar su extensién. Imagen compuesta
de una simulacién con m; = 2.5.
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4.1.1  Magnificacién axial del haz Bessel

Debe tenerse claro que la estructura y extensiéon de la curva de inten-
sidad axial del haz a la salida del telescopio es desconocida. La tinica
parte que se tiene caracterizada en estructura, intensidad y extension,
es la region de formacién HB anterior al telescopio (seccién 3.3). Es
por ello que las observaciones y resultados descritos a continuacién se
orientan a caracterizar el haz a la salida de éste.

La primera caracteristica a notar es que el perfil de intensidad a la
salida de la segunda lente del telescopio (en adelante, perfil posterior)
se encuentra una especie de continuacion del perfil de intensidad que
va del axicén a la primera lente (en adelante, perfil anterior). Véase la
figura 4.4a.

El perfil posterior se extiende una distancia mucho mayor que la
que se habria de extender la seccion homologa del perfil anterior si no
existiese telescopio. Consecuentemente, el valor maximo que alcanza
€s menor.

Pese a la similitud, calificar al perfil posterior como “continuacion”
del perfil anterior es incorrecto, porque su forma no corresponde con
exactitud al de ésta. Esto es, el punto de inicio del perfil posterior no
corresponde al punto final del perfil anterior al telescopio, sino mas
bien, pareciera corresponder a un punto anterior al final.

El lector puede convencerse de esto al observar el resto de las
graficas de la figura 4.4, donde se varia la posicién de la primera
lente del telescopio (dp 1) utilizando dos magnificaciones laterales.
Sin importar la magnitud de estos dos valores, esta caracteristica de
corrimiento se manifiesta.

El corrimiento tampoco se relaciona con la distancia, f1 + 2, entre
las lentes del telescopio, como se aprecia en la figura 4.5, donde el
perfil posterior correspondiente a una magnificacion my = 1.5 se
mantiene practicamente con la misma forma independientemente de
las distancias focales con las que se consiga dicha magnificacion.

En la figura 4.6 se muestran en trazo continuo los perfiles de in-
tensidad anteriores, mientras que los posteriores a un telescopio con
mp = 1.33, se muestran con guiones. Es facil darse cuenta que los tres
perfiles posteriores no se sobreponen. Esto lleva a la conclusién de que
en realidad, no existe una tnica curva de intensidad que, para una
magnificacion dada, describa el HB a la salida del telescopio, sino mds
bien, existen multiples curvas dependientes del pardmetro de control
dr 1. Obviamente, como también se aprecia en las figuras 4.4b, 4.4¢, y
4.4d, estas curvas también son dependientes del valor my (y por tanto
de los pardmetros de control f; y f;). Por tanto:

Iposterior al telescopio — Iposterior al telescopio ( dr1, mL) (44)

Como el perfil posterior al telescopio es algo muy parecido a la
secciéon homologa que continuaria del perfil anterior, y pensando en
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Figura 4.4: Perfiles axiales de intensidad a la salida del telescopio variando
d 1. En (a) el perfil de intensidad de la propagacién anterior y
posterior al telescopio en valores absolutos, para di 1 = 0.5zmax.
En (b), (c) y (d), se aprecia un aparente corrimiento del punto de
continuacioén del perfil posterior, para diferentes posiciones de la
lente 1, con dos valores de m . Noétese que los perfiles posteriores
al telescopio se extienden distancias del orden de metros.
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Figura 4.5: Perfil de intensidad axial posterior al telescopio de magnificacién
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Figura 4.6: Comparacioén de perfiles axiales de intensidad posteriores al te-

lescopio, para diferentes dy 1, con el perfil anterior. Los trazos
continuos forman el perfil correspondiente a la propagacién ente-
ra del HB sin telescopio. Los trazos con guiones muestran el perfil
posterior correspondiente a diferentes dy 1 (identificados con el
mismo color para ambos tipos de linea). Gréficas generadas de
una simulacién con y = 0.5° y mp = 1.33.
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que el corrimiento presentado es constante, podria intentarse carac-
terizar pensdndolo como éste dltimo magnificado por un factor de
magnificacion axial, ma, tal que:

_ CT _ longitud del perfil posterior al telescopio

A7 ST ~ longitud de la seccién homéloga sin telescopio” (4-5)

m

esto es, el cociente de la longitud de la linea gris y la linea punteada
de la figura 4.4a.

250 = 7
6
200
5
= 150
g PR
= g
= 100
@] 3
50 2 143 Znax
R P nas” Zmak 10 Pmax
0 1
20 40 60 80 0 0.5 1 1.5 2
ST (Cm) dLl (Zmax)
(a) (b)
mL=1 .33 —e—mL=2‘O —e—mL=2.33

Figura 4.7: Magnificacion axial en funcién de la posicion de la primera lente
del telescopio: ma vs dij. En (a) un intento por obtener la in-
tensidad axial como pendiente de la recta esperada de acuerdo
a (4.5). En (b) se ilustra la dependencia de ma con respecto a
dr1 y mp. Las etiquetas sefialan la posicién dy ;. Graficas hechas
con base en simulaciones de sistemas de axicon-telescopio con
vy = 0.5°.

Cabria esperar que el cociente 4.5 fuera constante, y que por tanto
la curva CT = CT(ST) (figura 4.7a) fuera una recta de pendiente ma,
pero esto no es asi. Mds bien, la magnificacion axial cambia en funcién
de donde se coloque la primera lente del telescopio (figura 4.7b),
ademds de la magnificacion lateral que éste tenga.

La importancia de caracterizar el haz a la salida del telescopio
recae en reconocer en éste la posicién a la cudl habria de colocarse
la lente enfocante para generar una botella de luz 6ptima (andlogo
a lo hecho en la seccién 3.3). Esta caracterizacién se intenta hacer
mediante el pardmetro ma (ecuacién 4.5). Sin embargo, debido a que
ma es diferente para cada dp 1, podria suponerse conveniente hacer
un dltimo intento de caracterizacién dirigido a un caso particular.

Aprovechando el fenémeno de corrimiento antes mencionado y
la cota inferior de posicién Optima para colocar la lente de enfoque
del HB (Ec. (3.9) de la pagina 58), una posicion 1til para continuar el
analisis es di 1 = 0.55zmax.
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Figura 4.8: Comportamiento de m para el caso particular de y = 0.5° con
dp1 = 0.88zmax- En (a) se sefialan my < 3, en (b) mp < 5.

En la figura 4.8 se muestran los valores calculados de ma para 10
sistemas simulados, como funcién de my. En 4.8a se aprecia que esta
dependencia pareciera ser lineal con valores de mp de hasta 3, pero la
correlacion cambia si se intenta con valores de m superiores (figura
4.8b), dejando este ultimo intento de caracterizacién como una tarea
todavia mas compleja y laboriosa.

Aunque podria ser muy ttil para los propositos de esta tesis, se
omite la tarea de conocer la forma analitica de m 4. Basta con sefalar
que, si pudiera definirse una magnificacion axial para las situaciones
simuladas, ésta seria tal que:

ma =ma(dp, mp). (4.6)

Como se estudiard en la seccién siguiente, esfuerzos en otras direc-
ciones pueden ser hechos para evitar las complicaciones que surgen
de no conocer en su totalidad el HB a la salida del telescopio.

4.2 COMPARACION CON UN SISTEMA EQUIVALENTE

Reconsidérese la Ec. (4.1), donde el tamafio del HB (sin telescopio), pg,
estd en funcién del valor y que tiene el axicén que se posee. Como
al introducir el telescopio se cambia pg por un valor p$if que puede
controlarse a través de mp (Ec. (4.3)), (4.1) puede reinterpretarse, esta
vez poniendo al dngulo interno del axicon como variable dependiente
del ancho efectivo del HB:

off alA

v = Inine 1) T (4.7)
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Es decir, si se quisiera un ancho de HB en particular ;qué dngulo
interno de axicon, veff, lo generaria?

Debe prestarse atencion a las sttilezas del razonamiento anterior.
La Ec. (4.7) define el angulo efectivo de un axicén que generaria un
HB deseado, pero lo hace en un sistema que no posee telescopio, sino
solamente axicén (como el de la figura 2.7). Se define este sistema
como un sistema equivalente al sistema de axicén-telescopio.

Para fortalecer la validez de un sistema equivalente, habria que
corroborar que ambos sistemas se comportan de manera similar. En
la figura 4.9 se muestra la gréfica de y en funcién del ancho de HB
que generarian sistemas conformados unicamente del axicén. Super-
puestos en circulos rojos, se encuentran los valores de anchos de HB
de 12 sistemas axicon-telescopio simulados, cada uno con diferente
magnificacién lateral.

Esta gréfica demuestra dos importantes hechos: el primero de ellos
es que, en efecto, los sistemas con telescopio siguen el modelo paraxial
que gobierna los sistemas que solo tienen axicén; y el segundo, es que
a cada sistema con telescopio le corresponde un sistema equivalente
con un valor y*f que depende de la magnificacién lateral que tengan.

Sistema con axicon
04r © Sistema con telescopio
=133
?03 L m=1.66 i
P m=2.0
m =233
021 m=2.66 -
m,— 3.0m 333
TR me ) m=50
01r , , Med0 T 5
50 100 150 200 250
Wy (hm)

Figura 4.9: Ancho de Bessel en funcién del dngulo interno del axicén: wg vs
v, correspondencia de una mp para cada valor de vy.

Teniendo presente lo anterior, de la Ec. (4.7) se sigue que

yeff _ aq A 1
21(ng —1)mepg’

donde pg se relaciona con el y que lo genera (perteneciente al axicén
al que se le suma el telescopio) mediante la Ec. (4.1). Con lo cual:

et atA  2m(ng — 1)y

2n(ng—1) mpaiA
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Por lo tanto, el axicon del sistema equivalente al sistema con teles-
copio tiene un dngulo efectivo, veft, de:

yif= L 4+8)

En la figura se 4.10, se compara la propagacién de un sistema
equivalente con un axicén con y°f hasta una distancia donde irfa
colocada la primera lente del telescopio (columna izquierda) con la
propagacién del sistema con telescopio correspondiente (en la columna
de la derecha). Puede observarse como la figura 4.10a y 4.10b parecen
ser continuacién una de la otra. Desde luego, esto se debe a que el
ancho del HB que se propaga hasta donde irfa la primera lente (pg)
es igual al ancho del HB inmediatamente a la salida de la segunda
lente (p) (figuras 4.10e y 4.10f). Los perfiles de intensidad axial 4.10c.
4.10d también parecen empalmar.

La implementacién de un sistema equivalente tiene dos utilidades.
La primera de ellas es evitar las complicaciones expuestas en la subsec-
cién 4.1.1 derivadas del desconocimiento de la estructura y extension
del haz Bessel a la salida del telescopio. La segunda utilidad se aprecia
mejor si se piensa que en un laboratorio es complicado contar con un
rango de axicones de angulos internos 6ptimos que permitan generar
el HB con las caracteristicas deseadas, sino que es méds probable contar
con un espectro suficiente de lentes de distancias focales f; y f> para
afiadir un telescopio al sistema 6ptico del axicon con el que se cuenta
(referido en adelante también como el “sistema con telescopio”.). Es
ahi donde, mediante un estudio numeérico del sistema equivalente, el
sistema con telescopio puede caracterizarse con el beneficio adicional
de tener total control en los pardmetros evaluados y reduccién del
tiempo de computo*.

Un buen pardmetro para estimar la calidad del sistema equivalente,
es apreciar qué tan parecida es a la curva del sistema simulado a partir
de la distancia a la cual se colocaria la primera lente del telescopio,
con la curva del perfil posterior del sistema axicén-telescopio.

En la figura 4.11 se muestra la curva de intensidad axial correspon-
diente al sistema con telescopio en color verde, siendo el trazo de
guiones el correspondiente a la seccién anterior al telescopio y la de
trazo continuo la posterior a éste. En amarillo se muestra el perfil de
intensidad axial del sistema equivalente.

Si el sistema fuera totalmente equivalente, la curva amarilla seria
idéntica en forma a la de color verde de trazo continuo. Tanto en 4.11a
como en 4.11b, la curva del sistema equivalente decae mds rdpido que
la del sistema real.

De hecho, es esta tltima razén la que motivo la biisqueda de un sistema equivalente
como solucién a la dificultad técnica de simular el HB propagédndose por las dos
lentes del telescopio mds la lente objetivo, pues se hubiera requerido de mayor poder
de computo (véase apéndice A).
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Figura 4.10: Comparacién de perfiles de intensidad axial anterior y posterior
para un sistema de dngulo interno de axicén yeff (@)y @)y
un sistema con telescopio ((b) y (d)). En (e) se muestra el perfil
lateral de intensidad del HB a una distancia de propagaciéon que
corresponderia a la posicién dp 1; en (f) el perfil correspondiente
a la salida inmediata del sistema con telescopio. Figura com-
puesta en base con una simulacién con y = 0.5° (veff = 0.25°) y
un telescopio de mp =2 con dp1 = 0.55Zmax
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Figura 4.11: Comparacién de curvas de intensidad axial de un sistema de

axicén-telescopio y un sistema equivalente con y*f. En guiones
se representa la parte de la propagacion del sistema con teles-
copio correspondiente del axicén a la primera lente. Para las
curvas del sistema equivalente se sefiala en trazo de guiones
largos el punto a partir del cual comparar la propagacién con
el trazo verde continuo. Para el sistema de axicén-telescopio, la

simulacién fue hecha con y =0.5° y dr1 = 0.55zmax.
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Para mejorar la calidad de similitud, conviene mirar a la Ec. (2.57).
Debido a que hace faltar extender la propagacién del haz del sistema
equivalente, podria optarse por definir un valor de haz de iluminacién
wéf que fuera mayor a wg. De hecho, esta aproximacién tiene sentido,
porque al implementar un telescopio en un sistema de axicén como
el de la figura 4.2, serfa aproximadamente lo mismo que iluminar
el sistema con un HG de una cintura mds ancha. Entonces, puede
definirse w&if simplemente como:

Wegff = MLWaG. (4-9)

La figura 4.12 muestra las graficas de la figura 4.11 para las mismas
magnificaciones laterales, afiadiendo la curva del sistema que consi-
dera tanto el y¢ff como werf definidos en 4.7 y (4.9), respectivamente.
Puede apreciarse como en este caso, la curva se asemeja mds a la verde
que lo que lo hace la amarillo. De hecho son practicamente idénticos
hasta que decaen un 80 %. Sera este tltimo sistema que considera el
cambio en estas dos cantidades, el que en adelante serd referido como

sistema equivalente.

4.3 DIAFRAGMA DE APERTURA: UNA BOTELLA DE LUZ OPTIMI-
ZADA

El modelo propuesto de sistema equivalente emula en buena aproxi-
macioén el comportamiento de un sistema de axicon-telescopio, por lo
que se procederd a trabajar con éste en lo que resta del capitulo. El
objetivo es intentar optimizar el HB enfocado a la luz de los resultados
del capitulo 3.

Como se mencioné en la seccién 3.3, uno de los inconvenientes de
utilizar angulos internos de axicén pequefios fue la luz espuria que se
forma dentro de la botella. Asi que con el fin de regular la cantidad
de luz que interfiere en esta zona y aminorar su intensidad lo mds
posible, se propone afiadir al sistema equivalente un diafragma en la
parte anterior al objetivo.

Los pardmetros de control de este nuevo sistema se resumen en la
tabla 4.2 y algunos quedan sefalados en la figura 4.13.

Para aprovechar el efecto de corrimiento mostrado en 4.1.1, la posi-
cién del objetivo en el sistema equivalente, Zopj, Serd tomada como si
éste estuviera situado muy cercano® a la salida del telescopio, pensan-
do en que la primera lente de este Gltimo esté cercana a la posiciéon
Zopt (como en las figuras 4.11 y 4.12).

La figura 4.14 muestra 3 casos de botellas obtenidas con un sistema
equivalente al de un axicén con y = 0.5° y un telescopio de magnifica-

Debido a que el perfil posterior se extiende una distancia del orden de metros, esta
cercania puede traducirse en la practica en distancias del orden de cm, por lo que, en
principio, la manipulacién del objetivo no representa mayor inconveniente.

73

El sistema
axicon-telescopio
tiene una
equivalencia con

un

sistema de axicon

con un y°ff

iluminado por un

HG de cintura w

eff
G-



74

SISTEMA DE AXICON Y TELESCOPIO

Intensidad (u.
o
=

o
N
=T

——Sistema con telescopio
(m,=1.33) i
Sistema equivalente
(f=y/m.) |

—— Sistema equivalente

(f/ﬁ=y/mL, weG =m w.) -

Intensidad (u. a.)
o o o
= [@)) [0e)

o
)
—re——

10 15

z (um)
(a)

X 105

——Sistema con telescopio
(m;=2) ]
Sistema equivalente

(f=y/m,)

Sistema equivalente

(F'=y/m,, wi'=m w) |

1 15 2 25
z (um) x 10°
(b)

Figura 4.12: Comparacién de curvas de intensidad axial de un sistema de
eff y weff. En

axicon-telescopio y un sistema equivalente con y
guiones largos se sefala el punto a partir del cudl hacer la
comparacién de los perfiles. Para el sistema de axicén-telescopio,

la simulacién fue hecha con y = 0.5° y di1 = 0.55zmax.
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Figura 4.13: Sistema 6ptico para generar un haz Bessel y enfocarlo, equiva-
lente a un sistema de axicén-telescopio. El axicén de dngulo

interno v al iluminarse por un HG de cintura w¢ff equivale en

buena aproximacién a un sistema de axicon-telescopio. Se afiade
también un diafragma en la parte anterior a la lente objetivo
para regular la cantidad de luz que se propagan a través de éL
El radio de apertura del diafragma es pp.

cién my. El radio de apertura del diafragma del objetivo, pp, es tal
que deja pasar luz del HB hasta aproximadamente su tercer minimo,
como se aprecia en las figuras de la columna izquierda. La distancia
de la lente que simula el objetivo es de fop; = 2mm y estd colocada a
una distancia zept = 0.55Zmax-

A simple vista, los cambios en la morfologia de la botella parecen
ser significativos. Los mds notables son la distribucién de intensidad,
mas homogénea que en las botellas mostradas en el capitulo 3, y una
concentracién maés eficiente de la energia, pues la intensidad alcanza
valores de al menos dos ordenes de magnitud mayores que el maximo
del HB que enfocan.

Para inspeccionar con mayor detalle las cantidades caracteristicas
de la botella (tabla 3.2), se recurre al estudio de los respectivos perfiles
de intensidad lateral y axial, mostrados en la figura 4.15.

Para todos los casos se aprecia una muy buena simetria en el perfil
axial, de hecho en el mejor de los casos 1(0, ¢1)/1(0, (2) ~ 0.99 (véase
la Ec. 3.8 de la pagina 58).

Tanto los perfiles de intensidad lateral como axial, tienen maximos
del mismo orden de magnitud, haciendo que la botella se constituya
por luz de aproximadamente la misma intensidad.

Sin embargo, remanentes de luz en el centro de la botella, en di-
reccion lateral (Iyem(x)) ¥ axial (Iiem(z)), contintian presentdndose. De
hecho, la magnitud de la intensidad es considerable en la direccién
axial, como en la figura 4.15d, y atin se cuenta con un caso extremo en
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CANTIDAD SIMBOLO
Angulo interno del axicon efectivo. yeff
Cintura del HG efectivo que ilumina el axicon. welf
Posicién del objetivo respecto al axicon (equivalente a Zobj
la posicién de la lente1 del telescopio respecto al axicon
di1).
Distancia focal del objetivo. fobj
Distancia focal de la lente1 del telescopio. f1
Distancia focal de la lente 2 del telescopio. f2
Radio del diafragma de apertura. PD

Tabla 4.2: Pardmetros de control en el sistema simulado equivalente al siste-
ma axicon-telescopio, con diafragma.

el que la intensidad remanente es mucho mayor que en el resto del eje
(figura 4.15¢).

Un cambio significativo en la luz remanente sucede si se apertura el
objetivo con un tamafo diferente. La figura 4.16 muestra las botellas
de luz generadas con un tamafo pp ligeramente mayor a la distancia
cubierta por el tercer minimo del HB, como se aprecia en la columna
izquierda de la figura. Las imédgenes de la columna derecha indican
una mayor concentracion de energia, e incluso, una ligera contraccién

La botella de luz ~ axial, en comparacién con el tamafio de apertura anterior.
mejora y la luz Los perfiles de intensidad de las botellas correspondientes a este
o dur:i:r::;elncflf;erii radio de apertura, se muestran en la figura 4.17. El hecho de que la in-
un diafragma en el tensidad remanente en 4.15d haya disminuido hasta un 24 % en 4.17d
objetivo.  (en relacién a los valores pico respectivos), y de manera similar en di-
reccién lateral, confirman que la regulacion del tamafio del diafragma
en el objetivo es un pardmetro de control muy relevante en la btisque-
da de la optimizacién. Mds atin, demuestran la existencia un tamafio
de apertura 6ptimo para el cual la luz remanente dentro de la botella
se minimice lo mds posible, con el beneficio adicional de que determi-
nar este valor es una tarea sencilla de realizar experimentalmente, en
un laboratorio.

Lamentablemente, el poder computacional del equipo usado junto
con las condiciones de muestreo requeridas (véase apéndice A), no
permitieron la simulacion del sistema con esta tdltima apertura para el
caso de my = 2°.

6 De hecho, aunque estas condiciones permitieron la propagacién para my = 1y
mp = 1.5, en la figura 4.16¢c ya puede apreciarse un fenémeno de solapamiento
(aliasing en inglés) en los extremos del HB.
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Figura 4.14: Haces Bessel enfocados en el sistema equivalente al sistema
axicon-telescopio, con diafragma aperturado hasta el tercer mi-
nimo del HB. A la izquierda los HB justo a la entrada del objetivo
(notese el tamano de su extension lateral), con fop; = 2Zmm, co-
locado en zopt = 0.55zmax y una magnificacion de mp = 1 (a),
mp = 1.5(c) y mp = 2.5 (e). A la derecha se muestra la botella
de luz correspondiente. Los tres casos simulan la equivalencia de
un sistema axicon-telescopio con y = 0.5° y wg = 1500pum. Los
detalles técnicos del muestreo requerido para esta simulacion
pueden consultarse en el apéndice A.
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Figura 4.15: Perfiles de intensidad lateral y axial del sistema equivalente,
aperturado hasta el tercer minimo del HB. Gréficas correspon-
dientes a la simulacién mostrada en la figura 4.14.
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Figura 4.16: Haces Bessel enfocados en el sistema equivalente al sistema
axicén-telescopio, con diafragma aperturado mds alld del tercer
minimo del HB. A la izquierda los HB justo a la entrada del
objetivo (notese el tamafio de su extension lateral), con fop; =
2mm, colocado en zopt = 0.55zmax y una magnificacion de mp =
1 (a), mp = 1.5(c). Los casos presentados simulan la equivalencia
de un sistema axicon-telescopio con y = 0.5° y wg = 1500pm.
Las condiciones de muestreo del programa usado no permitieron
simular el caso mp = 2 (figuras 4.14e y 4.14f).
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Figura 4.17: Perfiles de intensidad lateral y axial del sistema equivalente,
aperturado mads alld del tercer minimo del HB. Gréficas corres-
pondientes a la simulacién mostrada en la figura 4.16.
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Las tablas 4.3 y 4.4 resumen las cantidades caracteristicas y pardme-
tros de control involucrados en la generacién de las botellas generadas
en esta seccién, ademds de algunas otras cantidades ttiles.

PARAMETROS DE CONTROL

eff

% 0.50° 0.33° 0.20°

welf 1500 2250 3750

Zobj 0.55Zmax 0.55Zmax 0.55Zmax

fobj 2mm 2mm 2mm

my (f2/f1) 1 15 25

D 168.5 252.75 421.25
CANTIDADES CARACTERISTICAS

200 16.20 10.60 5.28

Az 400 275 30

dp 3.00 2.15 2.15

1(po, fobj) 5.43 x 103 2.67 x 10* 1.35 x 10°

Lrem(x) 1.14 x 103 3.98 x 103 3.00 x 104

1(0, ¢1) 7.76 x 103 1.39 x 104 1.17 x 10°

1(0, ¢2) 7.81 x 103 1.45 x 10* 1.21 % 10°

Lrem(z) - 8.87 x 103 2.75x 104

Tabla 4.3: Pardmetros de control y cantidades caracteristicas del HB enfocado
en el sistema equivalente al sistema axicoén-telescopio, aperturado
hasta el tercer minimo del HB. Las longitudes estan en um y la
intensidad en unidades arbitrarias. Datos correspondientes a las
figura 4.15.
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PARAMETROS DE CONTROL

% 0.50° 0.33°

wilf 1500 2250

Zobj 0.55zmax 0.55Zmax

fob 2mm 2mm

my (f2/f1) 1 15

oD 190.0 285.0
CANTIDADES CARACTERISTICAS

200 16.93 11.77

Az 400 230

dp 2.74 2.11

I(po, fobj) 6.15 x 103 2.62 x 10

Lrem(x) 4.12 x 102 1.61 x 102

100, 1) 7.99 x 103 2.12 x 104

100, ¢2) 8.63 x 103 2.24 x 10%

Liem(z) - 6.75 x 103

Tabla 4.4: Parametros de control y cantidades caracteristicas del HB enfocado
en el sistema simulado equivalente al sistema axicon-telescopio,
aperturado més alla del tercer minimo del HB. Las longitudes estdn
en um y la intensidad en unidades arbitrarias. Datos correspon-
dientes a las figura 4.17.



4.3 DIAFRAGMA DE APERTURA: UNA BOTELLA DE LUZ OPTIMIZADA

La eleccién de los tamafios de diafragma elegidos se basé en apro-
vechar dos hechos de la estructura del HB, Jo(k¢p).

El primero de ellos se basa en que la fase de cada anillo concéntrico
del haz difiere en 7t de la fase de los anillos adyacentes (ilustrado en
la figura 2.4 de la pégina 37).

El segundo hecho tiene que ver con la amplitud que el 16bulo central
y los anillos concéntricos poseen. Una medida de la energia que esta
estructura tiene, desde el origen del plano XY hasta un radio p, puede
modelarse mediante la funcién:

M(p) = JA Jo(kep)dA, (4.10)

donde la regién A es un circulo de radio p centrado en el origen. En
coordenadas circulares planas, la Ec. (4.10) se escribe:

15}
M(p) ‘Z”Jo 50 (kep)dp. (4.11)

Al usar la identidad: d%( [xJ1(x)] [4], con el correspondiente cambio
de variable y recordando que k¢ = ZTT[(TLQ — 1)y la Ec. (4.10) puede
reescribirse como:

A
M(p) = mpll(ktp)- (4.12)

A partir de esta ecuacion es claro que la amplitud de la estructura del
HB, medida desde el origen, suma cero en circulos de radio p donde
la funcién Jq (k¢p) tiene sus ceros.

En otras palabras, considerando ambos hechos, es posible hacer
que la estructura del anillo que se enfoca experimente interferencia
destructiva total, si se permite que pase la cantidad de luz correcta.

. Funciones bessel de primera especie para v =0,1
T T T T T T T T T

e Ceros de]o
. S5\ W l,(k,0)

o1, (k)

plyk.p)
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0 3.83 7.01 10.17 13.32 16.47 19.61 22.76 259 29.04 32.18
kp

t

Figura 4.18: Comparacién de la amplitud de pJo(k¢p) con pJq(kip). Grafica
simulada para los pardmetros de un haz con A = 532nm

Como los ceros de la funcion J; (k¢p) no coinciden con los de Jo (k¢ p)
(véase figura 4.18), el diafragma ha de cortar la estructura anillada
no en secciones enteras de los anillos, sino mds bien en secciones
parciales. Es por ello que para ejemplificar ambos casos, se apertur6
el diafragma hasta un minimo de intensidad (un cero de Jo(k¢p)) y
después se aperturé una distancia un poco mayor (en un cero de
J1(k¢p)) que incluyera una seccién del tercer anillo.
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Parte III
TRABAJO EXPERIMENTAL
Se presenta el arreglo experimental y los resultados obteni-

dos en laboratorio que corroboran las simulaciones hechas
en la parte ii.






GENERACION Y CARACTERIZACION
EXPERIMENTAL DEL HAZ BESSEL ENFOCADO

Debido a que el fin tltimo de la propuesta hecha en este trabajo es
una aplicacion factible a un sistema STED, es de mucho interés generar
el haz Bessel de manera experimental y caracterizar la botella de luz
resultante.

Este es un capitulo breve, donde se describe el procedimiento usado
para enfocar el HB, los instrumentos usados y las complicaciones
enfrentadas. Las mediciones se hicieron con la mejor calidad posible.
Los resultados confirman comportamientos parecidos a los descritos
en la parte ii de este trabajo.

5.1 MONTAJE Y METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En la figura 5.1 se muestra el esquema del sistema 6ptico con el que se
trabajo. La fuente de luz fue un ldser Coherent® Verdi-V5, que emitia
un TEMgp a una longitud de onda de 532 nm. El axicén utilizado
tenia un angulo interno y = 0.5°.

PBS PlacaA/2

Verdi V5
(532nm)

Objetivo

Diaf
1atasma o enfoque

Sistema de
visualizacion

LenteA -
f,+ fBI
LenteB _

Axicon  Lentel

Z17Z f,+f, Zi2 fobi

Figura 5.1: Esquema del sistema 6ptico experimental para generar un haz
Bessel, ensancharlo y enfocarlo. A la salida del laser hay una
placa A/2 que en combinacién con un cubo polarizador divisor de
haz (BPS), es usada para regular la intensidad. Inmediatamente se
encuentra un telescopio para ensanchar el HG. El haz ensanchado
pasa después por el axicon para generar el HB, que pasa por otro
telescopio para después enfocarse y generar la botella de luz.
El sistema de visualizacién consiste en una cdmara CCD que
recolecta la luz proveniente de un objetivo yuxtapuesto al de
enfoque, y de una AN mayor que éste.

87



88 GENERACION Y CARACTERIZACION EXPERIMENTAL DEL HAZ BESSEL ENFOCADO

Como es deseable que la iluminacién del axicon sea lo més parecida
a la de una onda plana para poder generar un HB ideal (véase seccién
2.3), el HG proveniente del laser se expandié con un telescopio. La
primera lente de este arreglo (lente A) tenia una distancia focal de 5cm,
mientras que la segunda (lente B) de 10cm. De esta manera, el HG que
a la salida del laser tuviera una cintura de aproximadamente 1125um,
llegé6 al axicén con un radio aproximado de wg = 2.25mm.

Se montaron dos Los siguientes elementos fueron montados sobre carritos que se
~ telescopios: el deslizaban sobre un riel graduado, debido a la facilidad técnica pro-
primero de ellos para porcionada para su manipulacion (véase fotografia de la figura 5.2a).
iluminacz‘éaf ;Oex;r:g; En el extremo anterior del riel se colocé el axicon. A una distancia
plana; el sequndo z11 de éste se monto la lente 1 (de distancia focal f1 = 20mm) y 42cm
para ensanchar el después la lentez (f; = 400mm). Este par de lentes formaron un teles-
HB. copio de magnificacién lateral m; = 20X, cuya relevancia se estudi6

en el capitulo 4.

Posterior al dltimo telescopio, y aun sobre el riel , se colocé el
objetivo de microscopio con el que se enfocaria el haz Bessel expandido
(figura 5.2b). Este objetivo tenia una magnificacion lateral 10X, AN=0.40
y una distancia de trabajo de 17mm [54]. La magnitud de la distancia
entre éste y la lente 2 (z1, en la figura 5.1) result6 irrelevante por
razones que serdn explicadas en la siguiente seccion.

Aunque mas que deseable, la magnificacién del telescopio no pu-
do ser tan grande como se hubiera deseado. La razén es que el haz
expandido hubo de enfocarse con un objetivo de microscopio, que a
diferencia de la lente usada en las simulaciones, tenia una apertura
posterior finita de un didmetro aproximado de 14.45mm. Esto signifi-
caba que la extension lateral del HB habia de ser de tal tamafio, que
un porcién suficiente de su estructura anillada cupiera dentro de la
apertura posterior del objetivo. Este hecho limit6 el tamafio de magni-
ficaciones al que podia accederse y motivé la biisqueda de valores de
f1y f2 adecuados para una manipulacién conveniente del HB".

Para poder regular la cantidad de luz que entr6 al objetivo y corro-
borar los resultados de la seccién 4.3 para optimizar la botella, se usé6
un diafragma. Por practicidad éste se dispuso en la parte posterior de
la lente 2 (sobre la misma montura, véase figura 5.2b, elemento [L]).

El tamafio de la apertura del diafragma, pp, tomé valores distintos
en funcion de la luz remanente que se observo en el plano de Fourier
del objetivo.

Un microscopio fue Como la las botellas de luz halladas fueron de dimensiones micros-
montado para cOpicas, para su observacion fue necesario implementar un arreglo de
obseroar el h;z microscopio (siluetas azules en la figura 5.2b). Asi que otro objetivo de
enfocado magnificacion lateral 40X y AN=0.65, se colocé yuxtapuesto al primero.

La luz saliente de dicho objetivo pasé por una lente de tubo para

[

En la préctica, esto siempre serd una limitante, ya que objetivos de mayor AN como
los usados en STED tienen una apertura posterior ain mas reducida que la que se us6
aqui, de modo que el HB incidente debera ser incluso menor. Esto debera optimizarse
de acuerdo a las condiciones experimentales especificas.



5.1 MONTAJE Y METODOLOGIA EXPERIMENTAL

(b)

Figura 5.2: Sistema experimental. La silueta de los elementos usados en el
experimento se resaltan en colores y se ilustra toda la trayectoria
del haz. En (a) una vista global del sistema: [A]-laser, [B]-placa
A/2, [C]-PBS, [D]-espejo, [E]-lente A, [F]-lente B, [G]-espejo, [H]-
axicon, [I]-lente 1, [J]-lente2; (b) muestra el detalle del diafragma
sobre la lente 2 [L], la posicién del objetivo de enfoque [M], y el
sistema de visualizacién: [N]-objetivo, [O]-motor micrométrico,
[P]-lente de tubo y [Q]-cdmara CCD.

evitar aberraciones (aunque sus contribuciones fueron imperceptibles),
y fue colectada por una cdmara CCD conectada a una computadora,
en donde la imagen formada pudo ser procesada.
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Figura 5.3: Rejilla de Ronchi usada para medir distancias laterales. La rejilla
se coloc6 donde se formaria el anillo del HB enfocado. El patrén
usado corresponde a uno de 150 lineas por mm [56], que se
tradujo a 0.Tmm por cada 970 pixeles de la cAmara CCD.

El propésito general del experimento fue corroborar los resultados
presentados en los dos capitulos anteriores, a saber:

1. Caracterizar el HB con y sin el arreglo de telescopio.

2. Caracterizar la botella de luz formada por el objetivo de mi-
croscopio (dimensiones e intensidades en direcciéon lateral y
axial).

La consecucién de 2 requirié desplazar el sistema de observacién a
distintas distancias del objetivo de enfoque usando un motor micro-
métrico (mostrado en la figura 5.2b) y tomar fotografias de los planos
transversales de la botella de luz.

Las longitudes laterales reportadas se obtuvieron mediante la com-
paracion del nimero de pixeles de las fotografias tomadas con el de
una fotografia de una rejilla Ronchi. Esta rejilla tenfa un tamaro de
patrén conocido y fue iluminada por el objetivo de enfoque (figura
5.3), en la posiciéon donde el anillo del HB enfocado seria formado.

Para la caracterizaciéon del HB saliente del axicén, el telescopio fue
retirado y se procedi¢ andlogamente a lo ya descrito usando la cAmara
CCD, haciendo fotografias sobre toda la extensioén del riel, con el fin de
obtener las curvas de intensidad axial correspondientes sin telescopio
y a la salida de éste.

5.2 CARACTERIZACION DE LOS HACES BESSEL

Primero se caracterizé el haz Bessel generado por el axicon (sin el
telescopio formado por la lente 1 y la lente 2).

En este caso, la extensiéon de la regiéon de formacién HB (en el
esquema de la aproximacién paraxial), estd dada por la Ec. (2.57) de
la pagina 42:

wga

(ma—1)y
2.25mm

= (15—1)(0.0087)" (5:1)

Zmax =

que son aproximadamente 52cm.
La figura 5.4 muestra fotografias hechas con el CCD del plano trans-
versal a lo largo del eje de propagacién. A distancias muy cercanas al



5.2 CARACTERIZACION DE LOS HACES BESSEL

axicén, como en 5.4a (a 12cm del axicon) , ain no se exhibe la estruc-
tura deseada de la luz. Progresivamente los anillos que conforman el
haz se manifiestan, como en 5.4b (a 24cm) y 5.4c (32cm), hasta que
se logra mantener la estructura anillada caracteristica de un HB>. Las
fotografias se tomaron hasta donde el extremo posterior del riel lo
permitié (aproximadamente a 90cm del axicén.)

Aun a distancias mayores a la calculada en la Ec. (5.1) (corres-
pondiente a la figura 5.4d), la estructura anillada se conserva. Tal
comportamiento fue observado en las simulaciones (subseccién 3.3).

Paulatinamente, la estructura del haz degenera en su espectro de
campo lejano: el anillo correspondiente a su transformada de Fourier
(subseccién 2.2.3 de la pagina 38). La figura 5.4e es una fotografia a
una distancia de 88cm del axicén (= 1.7zmax) que ilustra como la luz
se intensifica hacia la orilla que formara el anillo.

Las fotografias tomadas fueron procesadas mediante un script hecho
en MATLAB®. Con éste se obtuvieron los perfiles de intensidad (como
el de la figura 5.4f) y las longitudes relevantes correspondientes.

Puesto que el tamario del pixel de la cAmara del CCD especificado
por el fabricante es de 4.65um [55], un calculo simple arroja un tamafio
transversal del Bessel (véase seccion 4.1) de:

pp = 80um (5-2)

y un FWHM de aproximadamente 60pm.

El procedimiento para caracterizar la intensidad axial del HB y
obtener curvas parecidas a las de la figura 3.9a de la pagina 57, hubiese
sido simple: bastaba con hacer mediciones de la intensidad del area
de interés con un potenciémetro, o en su defecto, utilizar los valores
maximos de los perfiles de intensidad que hubieran de obtenerse con
el script. Sin embargo existieron dificultades técnicas que impidieron
proceder de cualquiera de estas formas.

Debido a que la regiéon de interés es muy pequena (Ec. (5.2)), el
potenciémetro que hubiera de usarse habria de tener a lo mds, una
zona de detecciéon de 0.16mm de didmetro. Lo anterior con el fin de
que al tomar la medicién se considerase unicamente el 16bulo central
del HB y no los anillos adyacentes. Como el potenciémetro con el que
se contd tenia una zona de deteccién con un didmetro de 1.44mm, las
mediciones de la curva de intensidad axial estuvieron fuera de toda
posibilidad préctica.

Una dificultad distinta se enfrenta al intentar obtener la misma in-
formacién usando los perfiles obtenidos con MATLAB®. Cada fotografia
se obtuvo con un tiempo de exposicién e intensidad del haz diferentes,
pues el sensor del CCD no puede cubrir todo el espectro de inten-
sidades en la regién de formacién HB sin saturarse. Por lo tanto, no

En la figura se nota un efecto de cambio de escala con z. Esto puede deberse a una
deformacién de la punta del axicén (tal vez estaba redondeada). Esto también permite
explicar por qué el HB no se empieza a formar inmediatamente a la salida del axicén,
como predice la 6ptica geométrica y las simulaciones.
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Figura 5.4: Haz Bessel generado con el axicén. Las fotografias fueron tomadas
a diferentes distancias desde el axicon: (a) 12cm ~ 0.2zmax, (b)
24cm = 0.5zmax;, (€) 32cm = 0.6zZmax, (d) 52cm ~ zmax y (€) 88cm
~ 1.7zmax. El perfil mostrado en (f) fue extraido de la fotografia

(0).



5.2 CARACTERIZACION DE LOS HACES BESSEL

todos los perfiles obtenidos en cada fotografia son comparables entre
si, y el nimero de perfiles que si lo es, es insuficiente para ofrecer la
caracterizacion de alguna seccion de longitud relevante de la curva
entera.

Determinado el tamafio pg, se procedi6 a colocar el telescopio e
intentar caracterizar el HB expandido junto con su curva de intensidad
axial. Para la primera de estas tareas, la cimara CCD fue remplazada
por una cdmara CANON® EOS Rebel T3i.

La figura 5.5 es una fotografia del haz correspondiente proyectado
sobre una hoja de papel milimétrico que se apoya sobre la montura
de la lente 2 (mostrada en linea de guiones).

[SEaEE B
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Figura 5.5: Haz Bessel generado con el axicén y magnificado. En guiones se
sefiala la forma de la montura de la lente 2.

En este caso el tamafio transversal del HB expandido (véase Ec. (4.1)
de la pégina 61) fue de:

p%ff ~ 1.5mm, (5.3)

lo cudl es consistente con la expresiéon de magnificacion lateral, Ec.
(4.3)-

Al haber sido la longitud de la Ec. (5.3) asequible para el potenci6-
metro que se tenia, la obtencién de la curva de intensidad axial en
este caso, también hubiera sido una tarea sencilla. Sin embargo el ob-
tenerla careci6 de cierta importancia. La razén es que el HB expandido
mantuvo un valor de intensidad sobre el eje, que variaba muy poco a
lo largo de una distancia muy grande. Esto es, la intensidad obtenida
inmediatamente a la salida del telescopio decaydé poco menos del 10 %
dentro de una distancia de 1.70m.

La obtencion de toda la curva de intensidad axial posterior al teles-
copio (como las mostradas en la figura 4.4 ) hubiera implicado hacer
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mediciones a distancias que dificilmente podrian llevarse a la practica
en el laboratorio dadas las circunstancias técnicas (como el tamafio y
espacio disponible de la mesa 6ptica), asi que se decidié omitir esta
medicién. Por lo tanto, parte del objetivo 1 del experimento no se
El objetivo de satisfizo.

enfoque puede El resultado anterior aseguré que, sin importar donde se colocase
dismni?f;‘;;i;iﬂ”;‘; el objet.ivo de enfoque, la intensidéd de la luz d'isponible para la
telescopio.  formacion de la botella serfa practicamente la misma. Es por ello
que, como se adelantaba, la distancia z; ; sefialada en el diagrama 5.1
resulto irrelevante. Por comodidad y practicidad, se optd porque esta

distancia fuera a escasos centimetros de la salida del telescopio.

5.3 HAZ ENFOCADO

Ya conocidas las extensiones laterales de los haces Bessel anterior
y posterior al telescopio, se posicioné la lente 1 en zopt = 0.6zmax
(aproximadamente a 31.2cm del axicén).

Para empezar la caracterizacion de la botella primero fue necesario
conocer, grosso modo, su extension axial a partir del objetivo de enfoque.
Se movio el sistema de visualizacion a lo largo del eje de propagacion
para que se pudieran identificar tres planos de referencia: el plano de
Fourier donde se formé el anillo (figura 5.6b) y los dos “extremos” de
la botella que conformaron sus “tapas” (figura 5.6a y 5.6¢).

Las ultimas dos referencias fueron calificadas de extremos porque,
al comenzar la exploracion en la direcciéon de propagacion (o en la
contraria) a partir del plano del anillo, éste se iba reduciendo hasta
convertirse eventualmente en un spot. Estos spots, y las distancias de
los planos en los que se formaban, son los que fueron considerados
como “extremos” o “tapas” de la botella de luz. Para confirmar la
posicion de dichas referencias, se hizo una exploracién fina de 0.5um
alrededor de ellas.

Como resultado del examen anterior, se decidié explorar una regién
de 100pum de extensién, que contemplara las tres referencias teniendo
como centro el plano focal del objetivo. El tamafio de paso fue de Zum.

En la figura 5.7 se muestran los perfiles de intensidad lateral y axial
de la botella al usarse dos tamafios de diafragma. En la columna iz-
quierda se encuentra el perfil extraido de la fotografia correspondiente
al plano de Fourier del objetivo. Esta formé parte de un grupo de
50 fotografias tomadas en diferentes planos laterales a lo largo de la
direccién axial. En los dos casos presentados, el rango de colores del
dispositivo CCD permiti6 capturar la imagen de cada fotografia sin
la necesidad de variar ni la intensidad de la fuente laser ni el tiempo
de exposicion para evitar que se saturase (con excepcién de algunas
correspondientes hacia los puntos finales de la figura 5.7b). Por lo
tanto, cada perfil obtenido, para un tamafio de diafragma dado, fue
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Figura 5.6: Referencias para la extension axial del HB enfocado. Al hacer una
exploracién de la extension del HB enfocado a partir del objetivo,
se encuentra la tapa anterior (izquierda), luego el plano de Fourier
del objetivo (centro), y la tapa posterior (derecha). Los perfiles de
intensidad mostrados en la fila debajo son comparables entre si.
Fotografias tomadas para un tamarfio de apertura de diafragma
optimo.

comparable entre si (con los perfiles del mismo tamafio de diafragma),
y la construccion de las gréficas de la columna derecha fue posible.

En la primera fila de la figura, pp = 45.5mm, de tal manera que el
l6bulo central, el primer anillo y parte del segundo lograsen entrar
por la apertura del objetivo. En este caso, se calific6 el tamario de la
apertura como uno en el que la botella se formé de manera 6ptima,
pues presenta poca intensidad remanente en eje tanto en el plano
focal como a lo largo del eje de propagacién. Més atin, la distribucion
de intensidad en esta tltima direccién es muy simétrico, aunque
cabe sefialar que su intensidad méxima supera por méas del doble la
intensidad lateral maxima.

Las figuras 5.7c y 5.7d representan la botella formada con un tamano
menor que el anterior. Este caso fue calificado como no éptimo debido
a que la intensidad central remanente en direccion lateral es muy
grande. Respecto a la direccién axial llama la atencién la ausencia de
luz remanente, y més todavia la curva. Pues aunque el telescopio se
mantuvo en la misma posicién todo el tiempo -la posiciéon éptima- y
se esperarfan curvas axiales simétricas (como la de la figura 5.7b), la
obtenida en este caso recuerda mas bien a la que se obtendria con una
posicién de la lente 1 anterior a la 6ptima (véase seccion 3.3, figura
3.10). Lo ultimo puede deberse a varios errores sisteméticos, entre los

95



96 GENERACION Y CARACTERIZACION EXPERIMENTAL DEL HAZ BESSEL ENFOCADO

INTENSIDAD LATERAL INTENSIDAD AXIAL

300 300
250 250 g
(ti (] —%‘
5200 5200 g
2 3 i
5150 5150 ‘
2] 75} ‘
£100 £100 |

[= (=1
— — |
|

0 0
10 0 10 0 20 40 60 80
X (um) z (um)
(a) (b)
300 300 —
gl
250 _250 el
< < 3
5200 5200 g
2 3 i
150 5150 ‘
1)) [95) ‘
§100 §100 |
E E
50 M 50 :
0
-10 0 10 0 20 40 60 80
X (um) z (um)

() (d)

Figura 5.7: Perfiles de intensidad lateral y axial experimentales del HB en-
focado. En (a), (b), los perfiles correspondientes a un tamafo
de apertura de diafragma 6ptimo; en (c) y (d) a un tamafio no
6ptimo. Los perfiles laterales corresponden a la seccién sefialada
como Plano de Fourier.

que destaca la extrema sensibilidad del sistema de visualizacién con
el movimiento del motor, y fluctuaciones en la sensibilidad del CCD.

También llama la atencién que el tamarfio axial en la botella para el
segundo caso, sea menor que en el primer caso, al que se calificé de
“6ptimo”.

La tabla 5.1 resume las cantidades relevantes en el conjunto de
mediciones recién descrito.

Finalmente, en la figura 5.8 se muestran imagenes compuestas de las
fotografias tomadas para el caso 6ptimo, usando el software ImagelJ.
En 5.8a se aprecia un modelo tridimensional de la PSF obtenida, y
en 5.8b un corte de ella en direcciéon axial, sobre el eje. Esta tltima
imagen es el homoélogo experimental de figuras como las de las botellas
simuladas (figuras 4.16b de la pagina 79 por ejemplo), o las imdgenes
superiores de la figura 1.12b de la pagina 28.
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PD Ax Az

45.5 mm 3.95um 74um

35.0 mm 3.712um 24um

Tabla 5.1: Dimensiones del haz Bessel enfocado experimental

(b)

Figura 5.8: PSF experimental. En (a) un modelo tridimensional. En este caso
la relacién de aspecto entre el eje x (0 y) y zes 1:1/10, es decir,
que en realidad la PSF es 10 veces mas larga en la direccién z que
lo mostrado. En (b) se muestra una “rebanada” de la PSF hecha
sobre el eje z. En este caso la relaciéon de aspecto de cada eje es
la real. Las figuras fueran compuestas a partir de las fotografias
tomadas para el caso 6ptimo, usando el software ImageJ en su
version 1.8.0.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

En las tres partes que componen este trabajo se presentaron los fun-
damentos y los resultados teéricos y experimentales que buscaron la
consecucion del objetivo general de la investigacion: la caracterizacion
del campo producido al enfocar un Haz Bessel (HB) generado por un
axicon.

En el primer capitulo de la parte i se senalaron los aspectos y defini-
ciones bésicas del &mbito de la Microscopia Optica (MO), su evolucién
y el funcionamiento de técnicas que aprovechan fenémenos como la
fluorescencia para vencer el limite de difraccién. En particular, se des-
cribi6 la Microscopia de Desactivacion por Emisiéon Estimulada (STED)
(subseccién 1.3.1.1), cuyo esquema de funcionamiento motivo la pro-
puesta de esta tesis. En el segundo capitulo se detall6 la naturaleza de
los haces Bessel y se describieron algunos métodos para su generacion
(seccién 2.3).

En la parte ii se presentaron los aspectos esenciales para la caracte-
rizacién del HB enfocado y se discutieron los pardmetros relevantes
para encontrar un campo optimizado. Los resultados hallados fueron
corroborados mads tarde en el experimento discutido en la parte iii.

Es importante recordar que aunque la microscopia STED fue el
estimulante principal del trabajo, la investigacién no se enmarco en el
contexto de la microscopia, sino més bien en el de la luz estructurada,
pues fue la caracterizacién de esta tltima lo que se desarrollé.

Tanto en las simulaciones numéricas como en el experimento, el HB
fue generado con un axicén iluminado por un Haz Gaussiano (HG), y
posteriormente se enfocé con un objetivo de microscopio. El resultado
fue la generacién de una distribucién de intensidad que puede ser
descrita como una superficie de luz cuyo interior es oscuro (botella
de luz). La eleccién de este sistema Optico se debi6 a la simplicidad
del mismo para poder generar un campo 6ptico que podria ser de
utilidad en una versién tridimensional alternativa de la microscopia
STED (subseccién 1.3.2.1), particularmente, para formar parte de la
Funcién de Dispersion de Punto (PSF) del haz de desactivacion.

La morfologia de la botella de luz queda caracterizada por las
siguientes cantidades (véase tabla 3.1 de la pagina 48): el radio del
anillo de luz formado en el plano de Fourier (po) y el grosor de éste
(dp), su dimensién axial (Az) y sus méximos de intensidad en ambas
direcciones. Con los cdlculos numéricos se encontré que éstas cambian
al variar otras cantidades, definidas como pardmetros de control.

En particular, al estudiar numéricamente el sistema compuesto del
axicén y la lente objetivo (capitulo 3) se hallaron cuatro pardmetros de
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control (véase tabla 3.1 de la pagina 48): el dngulo interno del axicén
(y), el tamafio transversal del haz de iluminacién (wg), la distancia
focal del objetivo (fopy) y su posicion respecto del axicon (zob)-

Las observaciones de los resultados numéricos arrojaron que, en la
direccién lateral:

1. El tamafio del anillo de luz se reduce entre menor sea el valor
de fop y v (Ec. (3.1) de la pagina 50).

2. El grosor del anillo, dp disminuye entre mayor sea el tamarfio del
haz de iluminacién, wg (Ec. (3.2) de la pagina 51).

3. La magnitud de la intensidad aumenta con valores mayores de
wg y valores menores vy (Ec. (3.3) y Ec. (3.4) de la pédgina 53).

Mientras que en la direccién axial:

1. El tamano de la botella, Az se reduce entre menor sea el valor
de v (Ec. 3.5) y mayor el de wg (pégina 54).

2. La magnitud de la intensidad aumenta con valores mayores de
wg y valores menores de v (Ec. (3.7) de la pédgina 55 y Ec. (3.6)
de la pagina 54, respectivamente).

3. La simetria en la magnitud de la intensidad axial depende la
posicién de la lente de enfoque, zqp; (seccion 3.3).

La posibilidad de la aplicaciéon del campo investigado recae en
obtener una version optimizada del mismo. Idealmente se buscaria
que sus dimensiones sean del orden de decenas de nanémetros y
que su distribucién de intensidad sea lo mds homogénea posible.
Aunque para algunos pardmetros como fp; y v fue sencillo averiguar
el comportamiento que optimizara alguna cantidad caracteristica (el
tamafio del anillo de luz en este caso) por contar con una expresion
analitica como la Ec. (3.1), para otros pardmetros fue necesario apreciar
los resultados de las simulaciones.

Entre estos resultados se encontré que para obtener una distribu-
ciéon de intensidad axial optimizada, i. e. lo mas simétrica posible en
magnitud, es necesario que la posicién de la lente de enfoque, zqpt,
cumpla (Ec. (3.9) de la pagina 58): 0.5zmax < Zopt < 0.6Zmax, donde
Zmax €S la extension maxima del HB.

Un ejemplo mas de esta optimizacion fue la utilizacién de valores y
muy pequefios y de wg grandes. Este hecho motiv6 la adicion de un
telescopio al sistema anterior, al que se refirié como sistema de axicén-
telescopio (capitulo 4). Con la implementacion de este telescopio, logré
encontrarse que un sistema caracterizado por las cantidades efectivas:
veff, Werf (y consecuentemente p%ff), conformado por un axicén, es
equivalente con un sistema de axicon-telescopio (seccién 4.2).

El sistema equivalente emula éngulos de axicén, y*ff tan pequetios
como se desee (en principio), imposibles de obtener comercialmen-
te. Ademads permite la manipulacién del grosor del anillo de luz al
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escoger valores weif adecuados. Estos pardmetros efectivos quedan

relacionados con los pardmetros previos via la magnificacion lateral
del telescopio (Ec. (4.8) de la pagina 70 y Ec. (4.9) de la pagina 73,
respectivamente). Por otra parte, la equivalencia permitié un estu-
dio numérico mads eficiente (en términos de poder de computo) y la
implementacién de un sistema experimental versétil, compuesto de
elementos asequibles en un laboratorio.

Aun habiendo optimizado las dimensiones de la botella de luz, se
encontré que luz remanente permanecia en su interior. Mdas atin, la
diferencia en el orden de magnitud de la intensidad lateral y axial
era muy notoria (pagina 58). Estas problematicas fueron resueltas
al implementar, de manera numérica y experimental, un diafragma
de tamafio de apertura pp, que controlara la cantidad de luz del HB
incidente en el objetivo (seccion 4.3). Su uso se basé en la idea de
hacer interferir destructivamente secciones de intensidad del HB que
presentardn una diferencia de fase de 7t (pagina 83).

Sumar un telescopio y un diafragma al sistema 6ptico, aflade como
pardmetros de control el radio de apertura pp, y las distancias focales
de las lentes usadas para crear el telescopio (tabla 4.2).

Por lo tanto, a la luz de los resultados presentados, es posible
concluir que:

e Logré generarse numérica y experimentalmente un campo 6ptico
cuya estructura puede describirse como una superficie de luz
cuyo interior es oscuro.

e Se lograron hallar los pardmetros que controlan la calidad del
HB enfocado.

e La regulacién de la cantidad de luz del HB juega un papel rele-
vante en la cantidad de luz remanente al interior de la botella, y
en el orden de magnitud de la intensidad lateral y axial.

e Logré optimizarse el HB enfocado.

No obstante, los valores encontrados de los pardmetros de control,
aunque optimizan la morfologia de la botella de luz, no logran ha-
cer que sus dimensiones sean lo suficientemente pequefias como lo
requiere un haz STED.

Este ultimo hecho, aunque concluyente para el presente trabajo,
no lo es para el fin dltimo de lo propuesto. Es decir, la presente
investigacion constituye apenas un primer paso en la caracterizacion
del campo estudiado, realizado tinicamente con el propésito de hallar
los pardmetros que controlan la calidad del haz Bessel enfocado,
ademds de investigar la posibilidad de optimizarlo. Mdas pasos han de
hacerse para acercarse a una aplicacién mads plausible a STED.
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TRABAJO A FUTURO

La botella de luz constituye solamente una parte de la PSF efectiva de
un microscopio STED (subseccién 1.3.1.1), por lo cual seria de utilidad
futura comparar, tanto en simulaciones como experimentalmente, la
distribucién de intensidad (en extensién espacial y magnitud) de ésta
con la PSF del haz de excitacién (un HG) en el mismo sistema que da
origen a la botella. Es decir, en este trabajo quedaria pendiente:

e Comparar el HB enfocado con un HG enfocado en el mismo
sistema’.

Este texto constituye un estudio preliminar de lo que podria llegar
a ser la PSF de un haz de desactivacion STED. En este sentido, la
investigacion fue desarrollada bajo ciertas condiciones globales, e. g.,
las simulaciones fueron hechas en el régimen paraxial para poder
aplicar la teorfa escalar de difraccién (seccién 2.1 de la pagina 29),
utilizando herramientas de la 6ptica de Fourier como la propagacion
de Fresnel (subseccion 2.2.2 de la pagina 36); y el experimento se
realiz6 usando una iluminacién de campo extendido, proveniente del
laser. Adicionalmente, el cdlculo numérico fue hecho con el maximo
esfuerzo computacional con el que se contaba.

Habiendo encontrado los pardmetros que gobiernan el comporta-
miento del HB enfocado, esfuerzos en direccién a obtener un campo
en otras condiciones tanto de no paraxialidad, como de iluminacién,
podrian hacerse para continuar la investigaciéon. Una aproximacion
mds cercana a la aplicacion final, hacen conveniente también practicar
experimentos futuros con objetivos de alta Apertura Numérica (AN),
como los utilizados en la microscopia confocal y moléculas fluores-
centes (seccién 1.2). Es decir, parte del trabajo a futuro habria de
ser:

e Obtener la PSF en condiciones no paraxiales, ademds de utilizar
iluminacién confocal y elementos fluorescentes propios de este
tipo de técnicas de microscopfa.

Finalmente, la utilidad de la caracterizaciéon presentada no tiene
porque residir unicamente en el campo de la MO, por lo que también
se podria:

e Buscar otras aplicaciones del HB enfocado. Por ejemplo la ex-
ploracién de trampas Opticas para manipulacion de particulas,
como las descritas en [7].

1 Con “mismo sistema” quiere decirse, el sistema compuesto del telescopio, el objetivo
de enfoque y el diafragma (figura 4.2), menos el axicén (porque este cambia la
estructura del HG por la del HB)).



PROGRAMAS DESARROLLADOS Y SOFTWARE
UTILIZADO

A continuacién se presenta el cédigo fuente de los programas creados
en Matlab® para hacer las simulaciones de la parte ii y el andlisis de
perfiles de fotografias de la parte iii.

Cada programa se encuentra suficientemente comentado para ser
entendido dentro de la préctica y habiendo comprendido el breve
predmbulo al inicio de su presentacién.

Todo el trabajo computacional y de edicién de este trabajo se realizé
en un equipo ASUS X550z® con un procesador AMD A10-7400P Radeon
R6 de 2.50 GHz con 10 nucleos: 4C+ 6G, y una memoria RAM de
12 GB (10.9 GB usables). Siempre se trabajé en un sistema operativo
Windows 10 Home de 64 bits.

A.1 SIMULACIONES

El programa A.1 es el programa principal de la simulacién. Este llama
al resto de programas de esta seccién cuando es necesario.

Es en principal2l.m donde el usuario define el sistema 6ptico y los
pardmetros de control (véase seccion 3.1 de la pagina 47 y 4.1 de la
pagina 61) con los que la simulacién se ejecutara.

El programa se divide en tres bloques basicos: la definicion de
pardmetros de la simulacién, la simulacién del sistema 6ptico elegido
y el despliegue de gréficas y salvado de datos generados.

Es importante sefalar que todas las graficas mostradas en la parte
ii (con excepcién de las que muestran la propagacion de la botella de
luz) son hechas de interpolaciones de los calculos resultantes de la
simulacién.

Programa A.1: principal2l.m

%txkxxx Propaga HG en 3 sistemas diferentes
>k 5k 3k >k 5k 3k 3k >k 3K 3k >k 3k 3k >k 5K >k >k 5k >k >k 3k 3k >k 5k 3k K >k 5k >k >k

o

% NOTAS:

* Primero se declaran las variables de computo y cantidades fisicas

s basicas. Despues se pide el sistema especifico sobre el cual propagar.
De

% acuerdo a la entrada, estos sistemas son:

0 - Axicon con opcion de telescopio (sin lente enfocante)(SO).

1 - Sistema equivalente: axicon efectivo mas lente enfocante (S1).

2 - Salir.

%5 * Cuando el programa finaliza de propagar el sistema elegido, pregunta
si

o°

o

o° o° o°

©
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PROGRAMAS DESARROLLADOS Y SOFTWARE UTILIZADO

% se desean salvar los datos generados.

* Para cada grafica se generan dos versiones (o mas, si la informacion
se

interpola): con valores absolutos y normalizadas.

* Todas las graficas generadas se salvan automaticamente.

* Todas las dimensiones estan en micras.

* HG - Haz Gaussiano

* HB - Haz Bessel

* Dependiendo de los parametros de control usados (gamma, wg, f_obj,

o0

o o° o° o° of°

o°

% z_lente-de-enfoque), hay que modificar los limites de las graficas.
%}

tic

% ----Ventana de computo original (usada solo en SO)

LO=7500; %tamano fisico de ventana = 2.5*wg
pot=12;M0=2"(pot); snumero de muestras

dx0=L0O/MO; %tamano de muestreo
x0=-L0/2:dx0:L0/2-dx0; svector de coordenadas espaciales

[X0,Y0]=meshgrid(x0);
[~,R]=cart2pol(X0,Y0);
fx=-1/(2*%dx0):1/LO:1/(2xdx0)-1/L0O; wector coordenadas de frecuencias
[FX,FY]=meshgrid(fx);

i)

% ----Telescopio

B

% NOTAS:

% * El valor 'Mag_L’ sirve para definir las cantidades ’'x_eff’ usadas en
Silq

o°

* Propagar en S1 con 'Mag_L = 1’ equivale a propagar en un sistema sin

s telescopio, ie, a propagar con axicon real de angulo ’'gamma’, al igual
que

% con iluminacion real de ancho 'wg’.

% * Si se quiere iluminar diferentes axicones con la misma iluminacion
hay

% que poner: 'Mag_L = 1’ y variar 'gamma’.

%}

e

fl=1; %15000; % distancia focal de lente 1 del
telescopio

f2=1; 20000; % distancia focal de lente 2 del
telescopio

Mag_L=f2/f1;

% ----Haz Gaussiano (HG) real

lambda=0.532; %longitud de onda

k=2+*pi/lambda; snumero de onda

wg=1500; %radio de la cintura

u@=exp(-(R/wg)."2); °campo a propagar

% ----Haz gaussiano equivalente (usado en S1)

wg_eff=Mag_Lxwg; %radio de la cintura

ud_equ=exp(-(R/wg_eff).”2); campo a propagar

% ----Axicon real

n=1.5; %indice de refraccion

grad=0.5; %angulo interno

gamma=deg2rad(grad) ;

%
]
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% ----Axicon equivalente (usado en S1)
gamma_eff=gamma/Mag_L;

%

% ----Multiplo de la distancia de formacion de HB

o

NOTAS:

* La distancia maxima de formacion HB (dada por la optica geometrica)
equivale a 'm=1".

* Este multiplo equivale a la distancia a la cual se pone la ’lentel’ del
telescopio en SO, o la lente enfocante en S1.

S

m=0.55;

o°

oP
o°

% ----Eleccion de sistema a propagar

instruccion='Seleccionar sistema de propagacion:\n 0 - Axicon con opcion
de telescopio (sin lente enfocante)(S0).\n 1 - Sistema equivalente:
axicon efectivo mas lente enfocante (S1).\n 2 - Salir.\n Opcion: ';

%
]

ELEC=input(instruccion);
if ELEC ==

sistema='0";
zmax=wg/ ((n-1)*gamma) ; dist max de formacion HB (opt geo)
dmax=2.0*zmax; dist max de propagacion
%
zfinal=m*xzmax; °distancia de propagacion (axicon-
lentel)
zsteps=15; shumero de pasos para propagar [impar]
dz=zfinal/zsteps; %tamano de paso
%
z0=0:dz:zfinal; %¢je de propagacion
dlentel=zfinal; distancia a la que estaria lentel

o°

% - -Apodizador
aps=tukeywin(M0,0.15);
[apsx,apsy]=meshgrid(aps);
aps=apsx.*apsy;
aps=fftshift(aps);

o°

% - -Propagador
prop=exp(-1lixpixlambdaxdzx*(FX."2+FY."2));
prop=fftshift(prop);

o°

% - -Propagacion
ub=axicon(u0,k,R,n,gamma) ; °gaussiana pasa por axicon
[a,b,c,B,~,~]=condiciones(u0,zfinal, lambda,L0,M0,aps);

if (dx0 >= a && (B <= b)) || (dx0 < a && (B <= c))
[ul,W_axicon,Wxy_axicon,Wz_axicon]=propagacion(u@,prop,aps,dz,
zsteps,M0O);
else
disp(’'Revisar condiciones de muestreo (propagacion axicon). ")
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115 end
116 %
uz|
118 NOTAS:

119 % * Maximo y minimo alcanzado en propagacion en una distancia de
formacion HB
120 % entera(m=2).

121 % * EL maximo y el minimo varian en funcion de 'gamma’

122 %}

123 MAX_Bessel_axicon=145.4635; smax para 'gamma=0.5 grad’
124 MIN_Bessel_axicon=0.3175; snin para ’'gamma=0.5 grad’
125 %

126 % --Visualizacion de la propagacion

127 path@=["AXICON-gamma’,num2str(grad),’-m’,num2str(m)]; mkdir(path0);
128 %

129 grafical('Propagacion tras axicon (S0)’,..

130 W_axicon,x0,z0,0,dmax, -1875,1875, ...

131 "z(\mum) ', "x(\mum) ' ,MAX_Bessel_axicon,path0);
132 grafica2(’'Bessel tras propagacion (S0)’,..

133 Wxy_axicon,x0,'x (\mum)’,...

134 -300,300,max (Wxy_axicon),path0);

135 grafica2(’'Intensidad sobre el eje z (S0)’,..

136 Wz_axicon,z0,’z (\mum)’, ...

137 0,dmax,MAX_Bessel_axicon,path0);

138 %

139 % ---Continuar propagando por el telescopio?

140 instruccion2='Continuar propagando por el telescopio? (si=1/no=0)\n’;
141 continuar=input(instruccion2);

142 if continuar ==

143 %

144

145

146

147 sistema='0T'; %

148 % --Se expande la ventana de computo

149 L1=10500; d.0+xMag_L; °debe ser divisible por 2
150 dx1=dx0 5

151 x1=-L1/2:dx1:L1/2-dx1;

152 [X1,Y1l]=meshgrid(x1);

153 [~,R]=cart2pol(X1,Y1);

154 fx=-1/(2*dx1) :1/L1:1/(2*dx1)-1/L1;

155 [FX,FY]=meshgrid(fx);

156 %

157 % --Se adapta el campo a la nueva ventana de computo

158 ul=interp2(X0,Y0,ul,X1,Y1, 'spline’,0);

159 Ml=length(ul); debe ser divisible por 2
160 %

161 % --Propagacion por lentel

162 zfinal=f1+f2;

163 zsteps=1; Numero de pasos en z [impar]

164 dz=zfinal/zsteps;

165 %

166 % - -Apodizador

167 aps=tukeywin(M1,0.15);

168 [apsx,apsyl=meshgrid(aps);

169 aps=apsx.*apsy;
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aps=fftshift(aps);
% - -Propagador
prop=exp(-1lixpixlambdaxdz*(FX."2+FY."2));
prop=fftshift(prop);
% - -Propagacion
ul=lente(ul,k,R,fl); °campo pasa por lentel
[a,b,c,~,B,D]=condiciones(ul,zfinal, lambda,L1l,M1,aps);

if abs(fl) >= D/(2xlambdax(b-B))
if (dx1 >= a & (B <= b)) || (dx1l < a & (B <= ¢))
[u2,~,~,~]=propagacion(ul,prop,aps,dz,zsteps,Ml);
else
disp('Revisar condiciones de muestreo (propagacion lentel
Do °)
end
else
disp(’Revisar condiciones de muestreo (distancia focal
lentel). ')
end

o°

- --Propagacion por lente2

zfinal=69xf2;
zsteps=3; °debe ser numero impar
dz=zfinal/zsteps;

z1=0:dz:zfinal;
dfinal_tel=zfinal;

o°

- - -Propagador
prop=exp(-1lixpixlambdaxdz*(FX."2+FY."2));
prop=fftshift(prop);
% - -Propagacion
u2=lente(u2,k,R,f2); °campo pasa por lentel
[a,b,c,~,B,D]=condiciones(u2,zfinal, lambda,L1l,M1,aps);

3
]

if abs(f2) >= D/(2xlambdax(b-B))
if (dx1 >= a & (B <= b)) || (dx1l < a & (B <= ¢))
[~,W_real,~,Wz_reall=propagacion(u2,prop,aps,dz,zsteps,M1
D3
else
disp('Revisar condiciones de muestreo (propagacion lente2
). ")
end
else
disp(’Revisar condiciones de muestreo (distancia focal
lente2). ')
end
% --interpolando la curva de intensidad sobre el eje z
z1 i=0:dz/4:zfinal;
Wz_real_i=interpl(z1l,Wz_real,zl i, ’'spline’);
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220 % --Hallando el maximo y minimo de la propagacion despues del
teslescopio

221 MAX_Bessel_real=max(Wz_real_i);

222 index=indice(Wz_real_i,MAX_Bessel_real,MAX_Bessel_axicon,
MIN_Bessel_axicon);

223 MIN_Bessel_real=Wz_real_i(index);

224 %

225 % --Calculando la magnificacion axial

226 long_sT=dmax-m*zmax; %longitud del espectro cuando no hay
telescopio

227 long_cT=z1 _i(index); %longitud del espectro cuando hay
telescopio

228 Mag_a=long_cT/long_sT; sgmagnificacion axial

229 %

230 error_long_cT=abs((Wz_real_i(index)-Wz_real_i(index-1)))/2;

231 error_long_sT=abs((Wz_axicon(1l)-Wz_axicon(2)))/2;

232 error_Mag=(error_long_cT/long_sT)/2;

233 %

234 % --Visualizacion de la propagacion

235 pathl=['TELESCOPIO-Mag_L',num2str(Mag_L), '-gamma’,num2str(grad),’
-m’,num2str(m)];mkdir(pathl);

236 %

237 grafical(’Propagacion lente2-objetivo (S0)’,..

238 W_real,x1,z1,0,zfinal, -1875,1875, ...

239 "z (\mum)’,’x (\mum)’,MAX_Bessel_real,pathl);

240 grafica2(’'Bessel en salida de lente2 (SO0)’',...

241 W_real(l,:),x1,'x (\mum)’,...

242 -300,300,max(W_real(1,:)),pathl);

243 grafica2(’'Intensidad sobre el eje z (sin interpolar) (S0)’,..

244 Wz_real,z1l,’z (\mum)’,...

245 0,inf,MAX_Bessel_real,pathl);

246 grafica2(’'Intensidad sobre el eje z (S0)’ ,..

247 Wz_real_i,z1_i,'z (\mum)’,...

248 0,inf,MAX_Bessel_real,pathl);

249 %

250 end

251 %

252 elseif ELEC ==
253
254
255
256
257
258

261 % NOTAS

262 % * E1l campo que se propaga en esta parte del programa es 'u@_equ’.

Tambien

263 % se usa el axicon con ’'gamma_eff’.

* Las cantidades '*2’' hacen referencia a la parte del sistema
equivalente

265 % correspondiente a la propagacion por el axicon.

* Las excepciones en nomenclatura son fx, FX, FY.

* Debe cambiarse L2 a conveniencia. Usualmente ’'L2=2.5*wg_eff’ no
funciona

o°

264

o°

266

o°
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% para propagar con objetivo aperturado (pero si funciona si no se
apertura),
% debe ser ms grande para evitar errores de muestreo.
S
L2=L0; %/500;
pot=12;M2=2"(pot);
dx2=L2/M2;
Xx2=-12/2:dx2:L2/2-dx2;
[X2,Y2]=meshgrid(x2);
[~,R]=cart2pol(X2,Y2);
fx=-1/(2*dx2) :1/L2:1/(2*dx2)-1/L2;
[FX,FY]=meshgrid(fx);

zmax_equ=wg_eff/((n-1)*gamma_eff);
dmax_equ=2.0x*zmax_equ;

zfinal=mxzmax_equ;
zsteps=1; °debe ser numero impar
dz=zfinal/zsteps;

z2=0:dz:zfinal; %eje de propagacion
dobjetivo=zfinal; distancia a la que estaria el
objetivo
% - ---Apodizador
aps=tukeywin(M2,0.15);
[apsx,apsy]=meshgrid(aps);
aps=apsx.*apsy;
aps=fftshift(aps);
% - ---Propagador
prop=exp(-1lixpixlambda*dzx*(FX.”2+FY."2));
prop=fftshift(prop);
% ----Propagacion
u0_equ=axicon(uO_equ, k,R,n,gamma_eff);
[a,b,c,B,~,~]=condiciones(u@_equ,zfinal, lambda,L2,M2,aps);
if (dx2 >= a && (B <= b)) ||(dx2 < a & (B <= ¢))
[u3,W_equ,Wxy_equ,Wz_equl=propagacion(u@_equ,prop,aps,dz,zsteps,
M2);
else
disp(’Revisar condiciones de muestreo (propagacion axicon
equivalente). ')
end
MAX_Bessel_equ=max(Wz_equ); %max alcanzado en la propagacion hecha
MIN_Bessel_equ=min(Wz_equ); %min alcanzado en la propagacion hecha
% ---Visualizacion de la propagacion

path2=["AXICON-EQ-gamma’,num2str(grad),’-Mag_L’,num2str(Mag_L),"'-m’,

num2str(m)];mkdir(path2);

o°

grafical('Propagacion tras axicon (S1)’,...
W_equ,x2,z2,0,dmax_equ, -1875,1875, ...
"z (\mum)’,’x (\mum)’,MAX_Bessel_equ,path2);
grafica2(’'Bessel tras propagacion (S1)’,...
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320 Wxy_equ,x2,’'x (\mum)’,...

321 -300,300,max (Wxy_equ),path2);

322 grafica2(’'Intensidad sobre el eje z (S1)’,...

323 Wz_equ,z2,’z (\mum)’,...

324 0,dmax_equ,MAX_Bessel_equ,path2);

325 %

326 e PROPAGACION POR EL OBJETIVO

327 %

328 fobj=20000; «distancia focal del objetivo
329 %

330 instruccion3='"Aperturar objetivo con diafragma? (si=1/no=0)\n’;
331 continuar=input(instruccion3);

32|

333 % NOTAS:

334 % * Si se apertura el objetivo, se hace un proceso de refinamiento de
335 % muestreo. Si no se apertura el objetivo, este refinamiento no es
posible

336 % porque deberia interpolarse una matriz u3 demasiado grande

7| %

338 if continuar ==

339 %radio de puila (centro mas 2 anillos)

340 % rp=423+Mag_L; %gamma=0.2 grad

341 rp=168.5*Mag_L; °gamma=0.5 grad

342 % rp=84.23xMag_L; %gamma=1 grad

343

344 %

345 % --Se refina la ventana de computo

346 o

347 % NOTAS:

348 % * Para obtener una mejor resolucion, la ventana de la propagacion
anterior

349 % se reduce y sobre esta se interpolan ’'pp’ puntos mas. Esto no hace
perder

350 % informacion, pues recuerdese que se tiene un diafragma que corta por si
351 % mismo el campo de entrada u3.

352 | %

353 L3=0.5%L2;

354 pp=3000; °numero de puntos a interpolar
355 M3=M2+pp;

356 dx3=L3/M3;

357 x3=-L3/2:dx3:L3/2-dx3;

358 [X3,Y3]=meshgrid(x3);

359 [~,R]=cart2pol(X3,Y3);

360 fx=-1/(2xdx3):1/L3:1/(2%dx3)-1/L3;
361 [FX,FY]=meshgrid(fx);

362 %

363 % --Se anaden puntos al campo en la nueva ventana de computo
364 ot

365 % NOTAS:

366 Para obtener el resultado de refinamiento de muestreo deseado, primero se
367 interpola el area de interes (ventana L2) usando la informacion de todo
el

368 HB (campo u3 proveniente del axicon), despues se corta el area de interes
369 | usando el diafragama.

370 | %

371 u3=interp2(X2,Y2,u3,X3,Y3, 'spline’);
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u3=circ(R/rp).*u3; c°campo pasa por diafragma
else

L3=L2;

M3=M2;

dx3=dx2;

X3=x2;

X3=X2;

Y3=Y2;
end

zfinal=2xfobj;
zsteps=1; °debe ser numero impar
dz=zfinal/zsteps;

z3=0:dz:zfinal;
dfinal_obj=zfinal; distancia a la que acaba el experimento

% ---- Apodizador
aps=tukeywin(M3,0.15);
[apsx,apsy]l=meshgrid(aps);
aps=apsx.*apsy;
aps=fftshift(aps);

o°

% - ---Propagador
prop=exp(-1lixpixlambda*dz*(FX.”2+FY."2));
prop=fftshift(prop);

%

q°

————— Propagacion
u3=lente(u3,k,R, fobj); °campo pasa por objetivo
[a,b,c,~,B,D]=condiciones(u3,zfinal, lambda,L3,M3,aps);

o°

% ----Enfocamiento directo (para obtener superficie del plano de fourier)
[u3_f]=propTF(u3,L3, lambda, fobj);

if abs(fobj) >= D/(2*xlambdax(b-B))
if (dx3 >= a && (B <= b)) || (dx3 < a & (B <= ¢))
[~,W_obj,~,Wz_obj]=propagacion(u3,prop,aps,dz,zsteps,M3);
else
disp(’Revisar condiciones de muestreo (propagacion objetivo).
")
end
else
disp(’Revisar condiciones de muestreo (distancia focal
objetivo). ")
end
% --interpolando la curva de intensidad sobre eje z y plano de fourier
z3_i=0:dz/4:zfinal;
Wz_obj_i=interpl(z3,Wz_obj,z3_i, 'spline’);

mitad=(zsteps+1l)/2; %ndice correspondiente a la mitad de la
propagacion

W_fourier=W_obj(mitad,:); %@ector con intensidad a la mitad de la
propagacion

x3_i=-13/2:dx3/4:L3/2-dx3;

W_fourier_i=interpl(x3,W_fourier,x3_1i,’ 'spline’);
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% --Hallando maximos y minimos correspondientes

°

Q°

d® o° o°

o°

MAX_objetivo=max(Wz_obj_i); <de propagacion tras objetivo

MIN_objetivo=min(Wz_obj_1i);

MAX_fourier=max(W_fourier_i); %del campo transversal al plano de
fourier

MIN_fourier=min(W_fourier_i);

path3=['0OBJETIVO-gamma’,num2str(grad),’-wg_eff’,num2str(wg_eff),’-
Mag_L',...
num2str(Mag_L),’-m’,num2str(m),’-’,num2str(continuar)];mkdir(
path3);

%Perfil transversal del haz bessel inmediatamente despues del
objetivo
grafica2(’'Bessel en salida de objetivo’,...
W_obj(1,:),x3,’x (\mum)’,...
-300,300,max(W_obj(1,:)),path3);

------- AXTAL

d imites de la grafica
zb_1=1000;zb_2=3000;

%Perfil de intensidad axial del haz enfocado (sin interpolar)
grafica2(’'Intensidad axial (sin interpolar)’,...
Wz_obj,z3,’z (\mum)’,...
zb_1,zb_2,MAX_objetivo,path3);
%Perfil de intensidad axial del haz enfocado (curva interpolada)
grafica2(’'Intensidad axial’,...
Wz_obj_i,z3.i,’z (\mum)’,...
zb_1,zb_2,MAX_objetivo,path3);

------- LATERAL

d.imites de la grafica
xb=100;

%Imagen del anillo
grafical(’Plano de Fourier’,...
(abs(u3_f)).”2,x3,x3,-xb,xb, -xb,xb, ...
"y (\mum)’,"x (\mum)’,max(max(abs(u3_f)).”2),path3);
%Perfil de intensidad lateral del haz enfocado (sin interpolar)
grafica2(’'Intensidad lateral(sin interpolar)’,...
W_fourier,x3,'x (\mum)’,...
-xb,xb,MAX_fourier,path3);
%Perfil de intensidad lateral del haz enfocado (curva interpolada)
grafica2(’'Intensidad lateral’,...
W_fourier_i,x3_1i,’x (\mum)’,...
-xb,xb,MAX_fourier,path3);

------- COMPLETA

@¥/ista completa del haz enfocado
grafical(’'Propagacion tras objetivo’,...
W_obj,x3,z3,0,dfinal_obj,-L3,L3,...
"z (\mum)’,’x (\mum)’,max(Wz_obj),path3);
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Q/ista enfatizada del haz enfocado
grafical('Botella’,...
W_obj,x3,z3,zb_1,zb_2,-2*xxb,2*xb, ...
"z (\mum)’,’x (\mum)’,max(Wz_obj),path3);

i)

else
disp(’'Terminado’);
end

P
o°

% LABEL FIN
SALV=input(’Salvar datos? (s=1/n=0)\n");
if SALV==
clear prop u® u@_equ ul u2 u3 u3_f aps apsx apsy fx FX FY R X3 Y3 X2
Y2...
X1 Y1 X0 Y0 a b ¢ B D zfinal zsteps dz ans mitad
path4=['Data-gamma’,num2str(grad),’'-Mag_L’,num2str(Mag_L), ' -m’,
num2str(m), ...
'-S’,num2str(ELEC),’-",num2str(continuar)];
data=strcat(path4,’.mat’);
save(data)
end

toc

La herramienta principal con el que las simulaciones fueron hechas
es un algoritmo disefiado para propagar en un nuimero finito de
pasos (elegidos por el usuario) un campo inicial (el HG), que pasa por
elementos como el axicon (programa A.3) y lentes (programa A.4),
utilizando la funcién de transferencia de la propagacion de Fresnel.
Este algoritmo estd codificado en A.2. Para mayores detalles, se sugiere
consultar las referencias [17, 52].

Programa A.2: propagacion.m

function [f,W,Wxy,Wz]=propagacion(f0,prop,aps,dz,zsteps,M)
% Propaga usando propagacion de Fresnel

% *
% f - campo propagado

%W - matriz nodriza de perfiles de intensidad

% Wxy - vector de perfil de intensidad en plano x-y al terminar la prop
% Wz - vector de perfil de intensidad axial (a lo largo del eje z)

% *

% fO - campo a propagar

% prop - propagador correspondiente

% aps - apodizador

% dz - tamano del paso de la propagacion

% zsteps - numero de pasos para completar la propagacion

%M - numero de muestras

W(1,:)=(abs(f0(M/2,:)))."2; %rebanadas de intensidades de ul (en y) al
variar z

fo=fftshift(f0); campo desplazado para fft

i=1;

for z=dz:dz:zstepsx*dz;
disp(’Paso numero’)
disp(j)
fo=fft2(f0); %transformada de campo desplazado
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22 fO=prop.*f0; %propagacion

23 fO=ifft2(f0); %transformada inversa del producto
24 f0=F0.*aps; %apodizador

25 f=ifftshift(f0); desplazamiento final
26

27 W(j+1,:)=(abs(f(M/2,:)))."2;

28 Wxy=W(j+1,:);

29 WZ=W(:,M/2);

30 Wz=Wz";

31

32 j=j+1;

33

34 end

Programa A.3: axicon.m

1 function f=axicon(f0,k,r,n,gamma)
2 % Transmite por un axicon

3 % *

4 % f - campo a la salida del axicon

5 % fO - campo que pasa por el axicon

6 % k - numero de onda del campo que pasa por el axicon
7 % r - coordenada radial(meshgrid)

8 % n - indice de refraccion del axicon

9 % gamma - angulo de apertura del axicon

11 taxicon=exp(-1lixk*(n-1)*rxtan(gamma)); %transmitancia del axicon
12 f=taxicon.xf0;

Programa A.4: lente.m

1 function f=lente(f0,k,r,f)
2 % Transmite por una lente
% *
% f - campo a la salida del axicon

% *

% fO - campo que pasa por el axicon

7 % k - numero de onda del campo que pasa por el axicon
8 % r - coordenada radial(meshgrid)

9 % f - distancia focal de la lente

SN, B S

11 tlente=exp(-1lixk*(r.”2)/(2xf)); %transmitancia del axicon
12 f=tlente.xf0;

Para asegurar resultados fisicamente aceptables, el campo a propa-
gar debe cumplir ciertas condiciones de muestreo (véase [52]). Tales
condiciones estan codificadas en los programas A.5, A.6 y A.7

Programa A.5: condiciones.m

1 function [a,b,c,B0,B1l,D]=condiciones(f0,zfinal, lambda,L,M,aps)
2 % Calcula parametros para garantizar buena propagacion

3 % *

4 % a,b,c - parametros para garantizar una buena propagacion

5 % D - Soporte de 0O
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% B0 - Ancho de banda de -la transformada- fO

% Bl - Ancho de banda efectivo (aplica segun el caso)

% *

% fO - campo que se va a propagar

% zfinal - distancia a la que se va a propagar

% lambda - longitud de onda del campo a propagar

% L - tamano fisico de la ventana en donde esta el campo
%M - numero de muestras de la ventana donde esta el campo
% aps - funcion apodizadora (ya desplazada para fft)

% *

% dx >= a----[regimen de propagacion corta] Espacio disponible para "
buena"

% observacion de: D+lambdaxzfinal/dx

% dx < a----[regimen de propagacion larga] Ancho de banda para la fuente
se

% vuelve limitado y hay "artifacts" mas alla de L/2xlambdax
zfinal

% B <= b,c --[criterio de ancho de banda]

% abs(f) >= D/(2+lambda*(b-B))----[criterio para propagacion en lente

% de foco f]

a=(lambdaxzfinal/L);

b=M/(2xL) ;

c=L/(2*lambdaxzfinal);

% ----Ancho de banda

eps=0.001; spresicion del calculo

Pf=0.98; %limite de exactitud

BO=findB(f0,L,M,eps,Pf); %calculo de ancho de banda

FO=ifftshift(fft2(fftshift(f0)).*aps); %transformada del campo
D=findD(f0,F0,L,M,eps,Pf); calculo de soporte

B1=B0+D/ (2*lambdaxzfinal); %ancho de banda efectivo

Programa A.6: findB.m

function B=findB(f0,L,M,eps,Pot)

% Estima ancho de banda de una funcion 2D usando sumas y Parseval’s theor
% *
% B - ancho de banda= 1lim de integracion rad en espacio de frecuencias
% *

% fO0 - funcion (en espacio de coordenadas) con B por conocer

% L - tamano fisico de la ventana

%M - numero de muestras

% eps - incremento del limite de integ (=precision de B)

% Pot - porcentaje de potencia que encierra B
Pot_esp=sum(sum(abs(f0)."2)); %integral en espacio de coordenadas
fx=-M/(2xL):1/L:M/(2%L)-1/L; %wvector coordenadas de frecuencias
[FX,FY]=meshgrid(fx);

[~,R]=cart2pol (FX,FY);

r=0; %radio del circulo de integracion

o

)

Fo=ifftshift(fft2(fftshift(f0))); S%transformada de u
%integral sobre el circulo en espacio de frecuencias, normalizada
Pot_frec=sum(sum((abs(F0).”2).*xcirc(R/r)))/numel(FO);

=il g
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23 comparacion de integrales. Se ejecuta integral anterior
24 %hasta alcanzar la precision deseada

25 while (Pot_frec/Pot_esp<=Pot)

26 disp(’Ejecutando '’'findB’'’")

27 disp(i)

28 r=r+eps;

29 Pot_frec=sum(sum((abs(F0).”2).xcirc(R/r)))/numel(FO);
30 i=i+1;

31 end

32 B=r;

Programa A.7: findD.m

1 function D=findD(f0,FO,L,M,eps,Pf)
2 % Estima region de soporte de una funcion usando sumas y Parseval’s theor

% *

o°

D - soporte de funcion f0O

% *

SN, IS

% f0 - funcion

7 % FO - transformada de f0

8 % L - tamano de ventana de computo

9 %M - numero de muestras

10 % eps - incremento del limite de integ

11 % Pf - valor de la integral = porcentaje de potencia
12 dx=L/M;

13 x=-L/2:dx:L/2-dx;

14 [X,Y]=meshgrid(x);

15 [~,R]=cart2pol(X,Y);

)

16 %

17 PT=sum(sum(abs(f0).”2));

18 %

19 eps=(L/2)x*eps;

20 r=eps;

21 o/o

22 Par=sum(sum( (abs(FQ).”2).xcirc(R/r)));
3| g=1;

24 while (Par/PT<=Pf)

25 disp(’'Ejecutando '’'findD’'"")

26 disp(g)

27 r=r+eps;

28 Par=sum(sum((abs(F0).”2).*xcirc(R/r)));
29 g=g+1;

30 end

31 D=r; S2xr;

Para mostrar las graficas del anillo en el plano de Fourier del
objetivo, se utilizé A.8, el cudl se basa en el mismo principio que
el programa A.2

Programa A.8: propTF.m

1 function[u2]=propTF(ul,L,lambda,z);
2 % Propagacion Fresnel. aproximacion mediante la funcion de

3 % transferencia. Se suponen las longutdes de lados
4 % x y y del mismo tamano y una muestra uniforme.
5 % ul - camplo del plano fuente
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% L - longitud de lado de los planos fuente y de observ.
% z - distancia de propagacion
% u2 - campo del plano de observacion

%

[M,N]=size(ul); %tamano del arreglo del campo de
entrada

dx=L/M;

k=2x*pi/lambda; snumero de onda

fx=-1/(2*%dx):1/L:1/(2*dx)-1/L; %coordenadas de frec

[FX,FY]=meshgrid(fx, fx);

H=exp (- j*pi*xlambdaxzx*(FX.”2+FY.”2)); %funcion de tran
Ul=fft2(fftshift(ul)); °desplazar ul->transformar ul-> transformada

desplazada
H=fftshift(H); <°desplazar H
U2=H.x*U1; %producto de desplazadas

u2=ifftshift(ifft2(U2)); %transformada(inversa) del
%producto y des-shifteo
end

Cuando se simula el sistema de axicon mas telescopio (capitulo
4), es necesario establecer un modo de comparar el perfil posterior a
éste con su parte homologa en el sistema sin telescopio. El programa
A.9 encuentra el indice del vector del perfil posterior cuyo valor
(normalizado) méds se asemeja a su valor andlogo en el perfil homologo.
De esta manera puede determinarse una longitud para comparar e
intentar obtener una magnificaciéon axial (seccién 4.1.1 de la péagina

64).

Programa A.9: indice.m
function i=indice(VECTOR2,MAXIMO2,MAXIMO1,MINIMO1)

vector2=VECTOR2/MAXIMO2; %se normaliza el VECTOR2

minimol=MINIMO1/MAXIMO1; SMINIMO1l normalizado

dif=minimol-vector2; %ector de diferencias entre el minimol y los valores
en vector2

ord=sort(abs(dif)); %se ordenan las diferencias de menor a mayor
i=find(dif==o0rd(1)); %se halla el indice donde esta la dif mas pequena

Finalmente, los programas A.10 y A.10 despliegan y salvan (en un
directorio particular, y en formato de mapa de bits y vectores) las gra-
ficas de superficies y de dos dimensiones de los resultados deseados.
En el caso de estas tltimas despliegan tanto las gréficas hechas con
los datos resultantes del calculo, como las hechas con puntos interpo-
lados. De cada grafica se presenta su versiéon en magnitud absoluta y
normalizada respecto a su propio maximo.

Programa A.10: grafical.m
function [pl,p2]=grafical(titulo,...
funcion,ejey,ejex,limx1, limx2, limyl, limy2, ...
labelx, labely,maximo, path)
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4 % Grafica superficie

5 % *

6 % pl - grafica de superficie en valores absolutos

7 % p2 - grafica de superficie normalizada respecto al maximo de toda la
8 % propagacion

9 % *

10 % titulo - titulo de la grafica

11 % funcion - funcion a graficar

12 % ejey - coordenadas transversales en la propagacion
13 % ejez - coordenadas axiales en la propagacion
14 % lim() - limite del eje correspondiente

15 % maximo - maximo de la funcion a graficar
16 % label() - etiqueta del eje correspondiente
17 %
18 [ejey,ejex]=meshgrid(ejey,ejex);
19 %

20| pl=figure ();

21 surf(ejex,ejey, funcion)

22 ax=gca,

23 ax.FontName='Palatino Linotype’;

24 ax.FontSize=25;

25 ax.Title.String = ''; %titulo;

26 ax.XLabel.String = labelx;

27 ax.XLabel.FontSize = 30;

28 ax.YLabel.String = ''; %labely;

29 ax.YLabel.FontSize = 30;

30 ax.XGrid = 'off’;

31 ax.YGrid = 'off’;

32 ax.XLim = [limx1 1imx2];

33 ax.YLim = [limyl limy2];

34 ax.View =[0,90];

35 cb= colorbar; cb.Limits = [0 maximo]; caxis([0 maximo])
36 axis square; shading interp; colormap jet
37

38 %

39 sgrafica normalizada
40 p2=figure ();

41 surf(ejex,ejey, funcion/maximo)

42 ax=gca;

3 ax.FontName='Palatino Linotype’;

14 ax.FontSize=25;

45 ax.Title.String = ''; %titulo;

46 ax.XLabel.String = labelx;

47 ax.XLabel.FontSize = 30;

48 ax.YLabel.String = '’; %labely;

49 ax.YLabel.FontSize = 30;

50 ax.XGrid = 'off’;

51 ax.YGrid = 'off’;

52 ax.XLim = [limx1 limx2];

53 ax.YLim = [limyl limy2];

54 ax.View =[0,90];

55 cb= colorbar; cb.Limits = [0 1]; caxis([0 1])
56 axis square; shading interp; colormap jet
57

58

59 R R salvado de imagenes

60 °como jpg
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print(pl, fullfile(path,titulo),’-djpeg’,’-r300")

print(p2, fullfile(path,strcat(titulo,’-n")), '-djpeg’, ' -r300")
como pdf

print(pl, fullfile(path,titulo),’-dpdf’)
print(p2,fullfile(path,strcat(titulo,’-n")), ' -dpdf’)

scomo fig

saveas([pl,p2],fullfile(path,titulo))

Programa A.11: grafica2.m

function [pl,p2]=grafica2(titulo,...
funcion,ejex, labelx, ...
limx1, limx2,maximo, path)

% Grafica funcion 2D

% *

% pl - grafica en valores absolutos

% p2 - grafica normalizada respecto al maximo de toda la propagacion

% *

% titulo - titulo de la grafica

% funcion - funcion a graficar

% eje x - eje x (contra el que se va a graficar)

% label x - leyenda del eje x

% lim() - limite del eje correspondiente

% maximo - maximo de la funcion a graficar

pl=figure();

p=plot(ejex, funcion);

ax=gca;
ax.FontName = ’Palatino Linotype’;
ax.FontSize = 25;

ax.Title.String = '’; %titulo;

ax.XLabel.String = labelx;
ax.XLabel.FontSize = 30;
ax.YLabel.String = '’;
ax.YLabel.FontSize = 30;
ax.XGrid = 'off’;
ax.YGrid = 'off’;
ax.XLim = [limx1 limx2];
ax.YLim = [0 maximo];
axis square
p.LineWidth=1.5;
p.Color=[0 0 0];
p.LineStyle="-";

1

Intensidad (u.a.)’;

grafica normalizada
p2=figure();
p=plot(ejex, funcion/maximo) ;

ax=gca;
ax.FontName = 'Palatino Linotype’;
ax.FontSize = 25;

ax.Title.String = '’; %titulo;

ax.XLabel.String = labelx;
ax.XLabel.FontSize = 30
ax.YLabel.String = '';
ax.YLabel.FontSize = 30;
ax.XGrid = 'off’;

;%

Intensidad (u.a.)’;
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ax.YGrid = 'off’;
ax.XLim = [limx1 1imx2];
ax.YLim = [0 11;

axis square
p.LineWidth=1.5;
p.Color=[0 0 0];
p.LineStyle="-";

E R salvado de imagenes

°como jpg

print(pl, fullfile(path,titulo),’-djpeg’, ' -r300")
print(p2,fullfile(path,strcat(titulo,’-n")), '-djpeg’,’ -r300")
como pdf

print(pl, fullfile(path,titulo),’-dpdf’)
print(p2,fullfile(path,strcat(titulo,’-n")), -dpdf’)

scomo fig

saveas([pl,p2],fullfile(path,titulo))

A.2 EXPERIMENTOS

Los programas presentados en esta seccién son muy sencillos. Fueron
utilizados para trabajar con precision la informacién contenida en las
fotografias hechas en la parte iii. El programa A.12 fue utilizado para
cortar las fotografias, mientras que con A.13 se obtuvieron los perfiles
como el mostrado en las figura 5.4f de la pagina 92.

Programa A.12: crop.m

clear all
close all

3
©

for 1i=0:1
disp(ii)

numero_foto=ii;
nombre_foto="1000botella’;

%

I0=imread(nombre_foto, 'jpg’);
origen_x=120; largo=440; °coordenadas de la linea horizontal
origen_y=115; ancho=300; %coordenadas de la linea vertical
I=imcrop(IO,[origen_x origen_y largo anchol]);
%se muestra la fotografia y el cursor para hallar perfil
nombre_foto=[nombre_foto,'-c.jpg’];
imshow(I)
imwrite(I,nombre_foto);

1yt 1y,

Xy

y

end

Programa A.13: perfiles3.m
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clear all
close all
pathl="perfiles’;mkdir(pathl);
intensidad_z=zeros(1,50);
for 1i=0:1
disp(ii)
°cadenas para nomenclatura
numero_foto=1ii;
nombre_foto="1000botella-c’; %[ '1000mW_1206"1];
nombre_perfil=strcat(nombre_foto,’'-perfil’);
nombre_data=strcat(nombre_foto,’.dat’);
se lee la fotografia y se halla su maximo en el espectro verde
I=imread(nombre_foto, "jpg’);
%se muestra la fotografia y el cursor para hallar perfil
figure(1)
imshow(I)
[X,Y]=ginput;
x1=1; x2=901; %coordenadas de la linea horizontal
y2=1; y3=451; °coordenadas de la linea vertical
hold on

1y ’

X"y'y

plot([x1, x21, [Y, Y], 'Color’,[0.80 0.80 0.80], 'LineWidth’,0.9)%

linea horizontal

plot([X, XI, [y2, y3],’Color’,[0.80 0.80 0.80], 'LineWidth’,0.9)%

linea vertical

ax=gca;

ax.FontSize=19;

ax.Title.String =[num2str(ii*2+2),'\mum (escala motor)’];

saveas(gcf, fullfile(pathl,nombre_foto),’'fig’)

saveas(gcf,fullfile(pathl,nombre_foto),'jpeg’)
°se toman los perfiles RGB correspondientes a cada linea dibujada
intensidad_rgb_x=improfile(I, [x1,x2],[Y,Y]);%erfil horizontal
intensidad_rgb_y=improfile(I, [X,X],[y2,y3]); %perfil vertical
%se toman los perfiles G correspondientes a cada linea dibujada
intensidad_x=intensidad_rgb_x(:,2); %perfil horizontal
intensidad_y=intensidad_rgb_y(:,2); %perfil vertical

o

)

%alores sobre el eje z (donde esta el crosshair)
X_int=round(X);

intensidad_z(ii+1l)=intensidad_x(X_int);
int_x=[nombre_foto,’_x.dat’]; int_y=[nombre_foto,’_y.dat’'];
shift_cs=[nombre_foto, '_shift_cs.dat’'];

%

save (int_x,'intensidad_x’,’-ascii’) % intensidades deseadas
save (int_y,’'intensidad_y’,’'-ascii’) % intensidades deseadas
save (shift_cs,’X’,’Y’,’-ascii’) % intensidades deseadas

%

%lpx=10.031micras
pixel_h=1:length(intensidad_x); %vector con abscisas en pixeles
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54 pixel_v=1:1length(intensidad_y); %vector con ordenadas en pixeles

55 tamano_pixel=0.1031;

56 eje_x=tamano_pixelx(pixel_h-X);

57 eje_y=tamano_pixelx(pixel_v-Y);

58 %

59 figure(2)

60 plot(eje_x,intensidad_x, 'Color’,[0 0.93 0])

61 axis square

62 ax=gca;

63 ax.FontSize=25;

64 ax.Title.String = [num2str(ii*2+2), '\mum (escala motor)’];

65 ax.XLabel.String = 'x (\mum)’;

66 ax.XLabel.FontSize = 20;

67 ax.YLabel.String = ’'Intensidad’;

68 ax.YLabel.FontSize = 20;

69 ax.XGrid = 'on’;

70 ax.YGrid = 'on’;

71 % ax.XTick =eje_x(1):500:eje_x(length(eje_x));

72 ax.XLim = [-inf inf];

73 ax.YLim = [-inf 300];

74 nombre_perfil_h=strcat(nombre_perfil,’-h");

75 saveas(gcf, fullfile(pathl,nombre_perfil_h),’'fig"’)

76 print(fullfile(pathl,nombre_perfil_h),’-djpeg’,’-r300")

77 %

78 figure(3)

79 plot(intensidad_y,eje_y, 'Color’,[0 0.93 0])

80 axis square

81 ax=gca;

82 ax.FontSize=25;

83 ax.Title.String = [num2str(ii*2+2), '\mum (escala motor)’'];

84 ax.XLabel.String = ’'Intensidad’;

85 ax.XLabel.FontSize = 20;

86 ax.YLabel.String = 'y (\mum)’;

87 ax.YLabel.FontSize = 20;

88 ax.XGrid = 'on’;

89 ax.YGrid = 'on’;

90 ax.XLim = [-inf 300];

91 ax.YLim = [-inf inf];

92 nombre_perfil_v=strcat(nombre_perfil,’-v');

93 saveas(gcf, fullfile(pathl,nombre_perfil_v),’'fig’)

94 print(fullfile(pathl,nombre_perfil_v),’'-djpeg’,’-r300")

95 %

96 figure(4)

97 subplot(2,2,2)

98 imshow(I)

99 hold on

100 plot([x1, x2], [Y, Y],'Color’,[0.98 0.98 0.98], 'LineWidth’
,1.3)%linea horizontal

101 plot([X, X1, [y2, y3],'Color’,[0.98 0.98 0.98], 'LineWidth’
,1.3) %linea vertical

102 subplot(2,2,1)

103 plot(intensidad_y/max(intensidad_y),pixel_v, 'Color’,[0 0.93
e1)

104 ax=gca;

105 ax.FontSize=25;

106 ax.Title.String = [num2str(i*4+12),’cm del axicon (vertical)
“Ug
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ax.XLabel.String = 'Intensidad’;

ax.XLabel.FontSize = 20;

ax.YLabel.String = 'y (\mum)’;

ax.YLabel.FontSize = 20;

ax.XGrid = 'on’;

ax.YGrid = 'on’;

ax.XLim = [-inf 1];

ax.YLim = [-inf inf];

subplot(2,2,4)

plot(pixel_h,intensidad_x/max(intensidad_x), 'Color’,[0 0.93
0])

ax=gca;

ax.FontSize=25;

%@x.Title.String = [num2str(ix4+12),’cm del axicon (
horizontal)'];

ax.XLabel.String = 'x (\mum)’;

ax.XLabel.FontSize = 20;

ax.YLabel.String = 'Intensidad’;

ax.YLabel.FontSize = 20;

ax.XGrid = ’'on’;

ax.YGrid = 'on’;

ax.XLim = [-inf inf];

ax.YLim = [-inf 1];

eje_z=0:2:49x%2;

figure(5)
plot(eje_z,intensidad_z, 'Color’,[0 0.93 0])
axis square

ax=
ax.
ax.
ax.

ax

ax.
ax.
ax.
ax.
.XLim = [-inf inf];
ax.

ax

gca;
FontSize=25;
Title.String = ['perfil (eje z)'];

XLabel.String = 'z (\mum)’;
.XLabel.FontSize = 20;
YLabel.String = 'Intensidad’;
YLabel.FontSize = 20;

XGrid = 'on’;

YGrid = 'on’;

YLim = [-inf 300];

saveas(gcf, fullfile(pathl,pathl),’'fig’)
print(fullfile(pathl,pathl),’-djpeg’,’-r300")
int_z=[pathl,’_z.dat'];
save (int_z,'intensidad_z',’-ascii’)% intensidades deseadas

A.3 OTRO SOFTWARE USADO

Para la posterior edicion de cada imagen presentada y la creacion y
composicién de varias figuras, fueron utilizados los programas: Adobe
Illustrator CC 2017, Adobe Photoshop CS6 e Image] 1.8.0.
Debido a la calidad de gréficos vectoriales y de mapa de bits obteni-
dos, fue necesario comprimir cada figura para evitar un exceso en el
tamafo de este documento. Para ello fue utilizada la herramienta en
linea Compress JPEG, disponible en https://compressjpeg.com/.
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