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Resumen

En este trabajo se estudié procesos 6pticos no lineales de segundo orden como lo
son: la generacion del segundo arménico (SHG, por sus siglas ingles ) y la conversion
paramétrica descendente espontéanea (SPDC, por sus siglas en ingles) en muestras
biologicas de tendon porcino y en el almidén de fécula de maiz.

El SHG es un proceso no lineal de segundo orden que surge en materiales que
presentan una Y2 y ocurre en la presencia de estructuras moleculares no centro si-
métricas, su visualizacion ha permitido la deteccion de diversas enfermedades como
el cancer [1], el deterioro de los tejidos por la edad |2] o dafios mecénicos presentes
en las muestras [3], |4]. E1 SHG es un proceso sensible a la polarizacion [5] por lo
tanto, aqui presentamos un sistema Optico de un microscopio de campo amplio, el
cual facilita el estudio y caracterizacion de la sensibilidad de las muestras. Ademés de
un estudio comparativo de imégenes captadas de SHG con un microscopio confocal
marca Zeiss, ambos sistemas 6pticos (el microscopio confocal y el sistema gasero")
son comparados en términos de la definiciéon de la imagen.

La segunda parte de este trabajo corresponde a la detecciéon de coincidencias en
parejas de fotones en tejidos de cerdo y en fécula de maiz. Aqui se presenta que no
es posible detectar dicha senal o la visualizacién de esté fenémeno para el sistema
experimental propuesto en dos longitudes de onda diferentes.
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1 Introduccion

El colageno es una proteina presente en tejidos como la piel, los tendones y los
huesos; su estructura interna se compone de diversas fibras o cadenas llamadas poli-
péptidos, las cuales presentan una forma helicoidal [6]. Segin su estructura se pueden
diferenciar genéticamente cuatro tipos de colageno: El colageno tipo I se localiza en
la piel, tendones y huesos; las fibras presentes en este tipo de colageno son de mayor
grosor comparado con el colageno tipo I el cual se encuentra en cartilagos hialinos; el
colageno tipo III esta presente en la piel, arterias y ttero. Por ultimo, el colageno tipo
IV es abundante en la piel y en las membranas basilares, este permite la deteccion de
enfermedades neuromusculares o defectos macroestrucutuales de las fibras |7].

Subfibrilla

Tendén

/ Microfibrilla
Moléculas
de tropocolageno Microblastos Bt Membrana
fascicular
Triple hélice ondulada
T . - ] = { |
SA 35A  100-200 A 500-50004 50-300u 100~ 5004

Figura 1.1: Escalas de las partes tendén Tomado [8]

Los tendones poseen tamanos del orden de los 100 a los 500 micrémetros; el gro-
sor de las fibras varia en el rango de 50 a 500 nm [9], las cuales estan compuestas
de moléculas de colageno en ordenes inferiores y componen las fibras de colageno las
cuales estan en rangos de 50 a 300 micrométros, por lo tanto es posible verlas con luz
visible, usar fenémenos 6pticos para su visualizacion.

La generacion de segundo armoénico fue reportada por primera vez en 1961, en
este experimento utilizé un haz lasér de Rubi con una longitud de onda de 694 nm
sobre un material de cuarzo, como resultado de la incidencia de esta luz obtuvieron
un espectro con el doble de la frecuencia, es decir con una longitud de onda de 347
nm [10]. Posteriormente en 1962 se describi6 este fenémeno usando las ecuaciones de
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Maxwell en materiales, lo cual permitié explicar el comportamiento no lineal de la
luz. |11].

Asi mismo, el estudio escrito por Fine y Hansen [12|, publicado en 1971, es uno
de los primeros en reportar que los tejidos presentaban una estructura no centro si-
métrica por lo tanto posefan propiedades que favorecian la generacion de fenémenos
opticos no lineales. Por otra parte, en 1986 Freund obtuvo imégenes de tendon de
raton utilizando la SHG con un microscopio de barrido [13].

Sin embargo, fue hasta el inicio del siglo XXI que se hace intensivo el uso de SHG

para visualizar la estructura de muestras biologicas, con la estructura de los tejidos
se hace un analisis cualitativo y cuantitativo para extraer las caracteristicas micro
y macroestructurales del mismo. El estudio del coldgeno presente en los tejidos ha
permitido a los investigadores reconocer enfermedades que corresponden a diversos
trastornos en la sintesis de éste. La manera de identificar el tipo de enfermedad es
realizar un anéalisis de imégenes respecto a la orientacion de las fibras del colageno, es
decir que un patrén anémalo es asociado a enfermedades o danos mecanicos presentes
en estas, debido a la desorganizacion de las cadenas polipeptidas |3], [4], [14]. Ademas,
con los patrones de regularidad se han analizado propiedades mecanicas.
Actualmente, en la literatura se han reportado alrededor de cinco (5) técnicas para
la caracterizacion de muestras de tejidos mediante la senal de la SHG como lo son:
la polimetria [15], la transformada de Fourier [4], [14], el analisis de intensidades de
pixeles [16], el anélisis de imagenes por textura y técnicas de Machine learning |17]
que permiten identificar anomalias presentes en el colageno. Con las imégenes de
la SHG, se ha visualizado las redes de colageno de tejido blando a nivel micro es-
tructural [16] [18], al igual que técnicas como la microscopia de luz polarizada con-
vencional [18], |16], [17] o el analisis de tejidos usando microscopia electronica de
barrido [14], [2].
La visualizacion de la senal de SHG de los tejidos por lo regular se hace utilizando
microscopios de barrido o multifoténicos, sin embargo en este proyecto se construyo
un montaje experimental que detecta dicha senal , con el interés de obtener y carac-
terizar la respuesta de polarizacion del SHG. Asi mismo, con el interés de caracterizar
los tejido bioldgicos se construyd un segundo montaje experimental que corresponde
al proceso inverso del SHG y es la conversion paramétrica descendente espontanea
(SPDC, por sus siglas en inglés) este es un proceso 6ptico no lineal en el que un fotén
de bombeo (de mayor energia) es aniquilado dando origen a una pareja de fotones
(foton senal y foton acompaniante) de menor energia, siendo un proceso importante
en Optica cuantica, con una gran variedad de aplicaciones, como lo son la criptogra-
fia [19], teleportacion [20,21] y metrologia cuantica |22}23].

Uno de los primeros estudios realizados para la obtencién de imagenes por parejas
de fotones fue reportado en 1995 por Pittman [24], en este trabajo utilizan un cristal
no lineal de borato de bario (BBO) que se corta en un angulo para que cumpla las
condiciones de phase matching tipo Il y un divison de luz polarizado (PBS, por sus
siglas en ingles) el cual envia la pareja de fotones en dos caminos diferentes (senal



y acompanante), cada uno con diferente polarizacién para que se puedan registrar
coincidencias de fotones entre dos detectores de conteo de fotones individuales al final
de cada camino.

El enredamiento de un estado de dos fotones es analogo al discutido en el famoso
articulo de la paradoja EPR escrito por Einstein, Podolsky, y Rosen en 1935. [25],
el cual habla de la incompletes de la mecénica cuantica y como una medida en una
region A puede alterar instantaneamente la realidad fisica en otra region B, aunque
A y B no interacttien entre si por ningin medio conocido.

Actualmente, existen pocos reportes donde los fotones de SPDC interactian con
las muestras biologicas. El primer trabajo reportado fue por Ono, Okamoto y Ta-
keuchi [26] en 2016, aqui presentan la preservacion del entrelazamiento de fotones en
la polarizacion, creado por SPDC, después de que un fotéon entrelazado se propaga
a través de cortes de tejido cerebral con diferentes espesores. Los autores resaltan
que los efectos cuanticos proporcionados por las parejas de fotones pueden alcanzar
sensibilidades que solo se logran con efectos cuanticos, como mejoras en la resolucion
de imagenes por debajo del limite de la longitud de onda clésica, es decir, que la luz
cuantica ofrece beneficios sobre las fuentes de luz cléasicas al proporcionar un medio
para mejorar la resolucion de imégenes y sensibilidad de la medicion |27]. Sin embargo
a la fecha no hay una referencia sobre la generacion de fotones de SPDC provenientes
del colédgeno

Se ha reportado que una de las ventajas del SHG en muestras bioldgicas es que las
fibras al ser una fuente de luz mejoran la resolucion de las imagenes [28], por lo tanto,
con el SPDC se esperarfa un aumento en la resoluciéon de las imégenes para identificar
de manera satisfactoria la orientacion de las fibrillas. E1 SPDC se caracteriza por ser
una técnica de visualizacion de imégenes no invasiva, ademés que para su generacion
no es necesario utilizar un laser pulsado debido a que es un proceso espontaneo. Como
ya se menciono no hay un estudio preliminar donde se mencione el coldgeno como
una fuente de SPDC, también es un proceso 6ptico de segundo orden por lo que en
este trabajo se buscod generar y detectar parejas de fotones generados por la muestra
de tejido y la fécula de maiz.



CAPITULO 1. INTRODUCCION



2 Marco tedrico

En este capitulo se presenta una descripcion de los procesos de 6ptica no lineal
como lo son: la generacion del segundo armoénico (SHG) y la conversion paramétrica
descendente espontanea (SPDC).

2.1. Optica no lineal

La optica no lineal, es una rama de la fisica que estudia fenémenos de interaccion
de materia con luz. Este proceso fisico ocurre cuando una onda electromagnética E(t)
interacttia con los atomos de un material, como respuesta se produce una distribucién
de carga dentro del mismo, generando una polarizacion inducida P(t). La forma de
la polarizacion para un campo 6ptico esta expresada en serie de potencias de E(t)
como:

P(t) = e[ \VE®) + \PEX (1) + xOE3() + .., (2.1)

donde ¢ es la permitividad del vacio, x(!) es conocida como la susceptibilidad lineal,
las constantes de proporcionalidad x® y x® son conocidas como los tensores de las
susceptibilidades de segundo y tercer orden, respectivamente.

Aqui el sistema no presenta pérdidas, debido a que la polarizabilidad a un tiempo
t depende solo del valor instantaneo de E(¢). Sin embargo, las susceptibilidades no
lineales dependen de la frecuencia de los campos aplicados, pero bajo la aproximacion
de respuesta instantanea, estas pueden tomarse como constantes. La ecuacién de onda
que describe a un medio 6ptico no lineal homogéneo puede ser escrita como
2 2F 2PNL

- n°O°E 1 0°P
V’E — — = , (2.2)

¢ Ot? €gc?  Ot?
donde n es el indice de refraccion lineal y ¢ es la velocidad de la luz en el vacio.

. . §2pNL L . "
El término “5— es el término que genera la radiacion electromagnética.

2.1.1. Procesos no lineales de segundo orden

La respuesta no lineal de segundo orden puede representarse de la siguiente forma:
un campo eléctrico E' compuesto por dos frecuencias w; y ws, interacciona con un



6 CAPITULO 2. MARCO TEORICO

material y genera una respuesta no lineal en el vector de polarizabilidad ﬁ, el cual
viene dado como una onda descrita por:

E(t) = E 7 4 Epe72) 4 ¢ e

donde c.c. indica complejo conjugado. Asumiendo que en la ecuacion (2.1]) la
contribucién de segundo orden a la polarizacion no lineal de segundo orden es:

P2(t) = ey PE2(t), (2.3)

tenemos que el vector de polarizacion no lineal viene dado por:

152(t) = €0X(2) [E%G—Qz‘wlt + E%G—inzt 4 9 Byeiw1tw2)t
+2E Eje " 4 ce] 4 2¢0x P [E(E] + EoEj).

El primer y segundo término de la ecuacion se pueden identificar como los
correspondientes al fenémeno denominado generacion de segundo armonico (SHG).
Mientras que el proceso asociado al tercer término es llamado generacion de suma
de frecuencias (SFG). El cuarto término corresponde a la generacion de diferencia
de frecuencias (DFG) y el dltimo al proceso de rectificacion optica (OR), el cual es
un proceso no radiativo que genera un campo eléctrico estatico en el material no

lineal [29].
'&

)
€

A A S

Figura 2.1: Diagramas de Feynman para procesos no lineales de segundo orden. (i) Gene-
racion de segundo armonico. (ii) Generacion de suma de frecuencias. (iii) Generacion de
diferencia de frecuencias.

La generacion de nuevas frecuencias a través de procesos no lineales puede ser
representada por medio de diagramas de Feynman [30], ver Fig. [2.1} que involucran
los tres fotones. En la generacion de segundo armonico, dos fotones entrantes de la
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misma frecuencia w son aniquilados mientras que un fotén es creado con el doble de
frecuencia 2w. En la generacion de suma de frecuencias, dos fotones entrantes con
frecuencias w; y wsy, son aniquilados mientras que un fotén con frecuencias w; + wsy es
creado. En el proceso de generacion de diferencia de frecuencias, los dos fotones con
frecuencias w; y ws dan lugar a un fotéon que emerge con una frecuencia de w; — ws.

Analizando el diagrama de energias del proceso de generacion de diferencia de
frecuencias, mostrado en la Fig. [2.2] tenemos que el atomo absorbe un foton de fre-
cuencia wy y es llevado a un estado virtual, para posteriormente decaer emitiendo
dos fotones, por el proceso emisién estimulada debido a la presencia de un fotén con
frecuencia wy. La emision de estos dos fotones puede ocurrir incluso si el foton de
frecuencia ws no es aplicado [29|. La generacion de esta pareja de fotones es un caso
mucho menos eficiente, debido a que son creados a partir de un proceso de emision
espontanea que decaen de un nivel virtual.

Figura 2.2: Diagrama de energias para el proceso no lineal DFG.

2.2. Generacion del segundo arménico (SHG)

La generacion del segundo armoénico es un proceso de 6ptica no lineal clasico en
el que obtenemos fotones del doble de la frecuencia o la mitad de la longitud de onda
de los fotones de bombeo como respuesta de segundo orden a la perturbacién de un
campo eléctrico externo.

La generacion del segundo armoénico se produce en materiales no lineales o que pre-
sentan una no-centrosimetria en su distribuciéon molecular, donde se ve afectada la
susceptibilidad xy® de segundo orden.

La relacion entre las intensidades de los fotones de segundo armonico y de los
fotones del bombeo, se describe por medio de una relaciéon cuadrética, asi:

L, = AIZ, (2.4)

donde A una constante de proporcionalidad, por lo tanto, la intensidad en funciéon



8 CAPITULO 2. MARCO TEORICO

Figura 2.3: diagrama energético

de la longitud del medio est4 dada por la siguiente expresion

WXZ5N\ 19 . o LAK
hdL)-A(n%C>5sm . (2.5)

donde w es la frecuencia angular de la onda incidente, ng es la susceptibilidad
efectiva de segundo orden del material, ny, es el indice de refracciéon del medio a la
frecuencia 2w yAk = ko, — 2k, es la diferencia de las magnitudes de los vectores de
onda del haz incidente y el haz del SHG, siendo 2k, = = el vector de onda de la
luz incidente y ks, el vector de onda del SHG, este ultimo término es el resultado del
desfasamiento entre las ondas de segundo armoénico que se generan a través del medio

no-lineal de longitud L y que se propagan de forma colineal con la onda incidente.

2.2.1. Técnicas para el analisis de segundo armoénico

En la literatura de microscopia se han reportado diversas técnicas para anéalisis de
imégenes obtenidas con segundo armoénico como lo son: la polarimetria, el analisis de
transmision y reflexion de la luz, anélisis de intensidades, la transformada de Fourier
y Machine learning. A continuacion, se presenta una breve descripciéon de cada una
de estas, empleada para el anélisis de muestras biologicas

1. La polarimetria

Es una técnica que estudia la respuesta de emision conforme se rota la polari-
zacion del haz incidente, con esta se cuantifica la organizacion de las fibras |15]

La polarizaciéon es una propiedad de la luz que describe como es su forma y
la orientaciéon en un lugar geométrico en funcién del tiempo para un punto
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fijo en el espacio. Cuando la luz es refractada en la interfaz de dos medios o
reflejada sobre una superficie, el estado de polarizaciéon cambia, por lo tanto
si la luz esta polarizada esta presenta o describe una curva estacionaria en un
tiempo determinado con una orientacién y forma definida, por el contrario si
su trayectoria es aleatoria en funciéon del tiempo se dice que esta luz no esta
polarizada.

SGH en direciéon Forward and Backward de la luz emitida por un
tejido biologico.

Los tejidos tienen propiedades 6pticas de esparcimiento, absorcion, y emision de
luz. El método de transmision y reflexion de la luz es una esparcimiento de luz
que producen los tejidos, el cual consiste en medir la intensidad relativa de las
senales de SHG en la direcciéon del bombeo y en la direcciéon backward o la epi-
direcciéon como nombran algunos autores. La transmision ocurre en la direccion
axial del tejido; por el contrario, la reflexion de la luz se da en la direcciones
donde alcanza el angulo solido. |31].

Esta técnica permite obtener el tamano de las fibrillas. Se ha reportado que si
el tamano axial es mayor a la longitud de onda del SHG (Razial > ASHG)
la emision es principalmente en transmisiéon, mientras que si el tamano axial
es menor a la longitud de onda Raxial << ASHG las emisiones de intensidad
son en reflexion esto implica que las imagenes obtenidas de ambas direcciones
llegan a mostrar grandes diferencias estructurales, lo que brinda informacion
complementaria y permite diferenciar los tipos de colageno [28].

Las fibras orientadas lateralmente aparecen principalmente en la direccion re-
flexion de la luz, mientras que las orientadas axialmente las fibras aparecen
principalmente en la direccion transmision [32]

Analisis de intensidad transversal del SGH

En un tejido de coldgeno fibrilar, la intensidad de la senal de SHG total corres-
ponde a la superposicion de las intensidades de cada fibra, y la organizacion
estructural del coldgeno determina la eficiencia en la emision de SHG, es por
ello que la senal de SHG proporciona informaciéon sobre la orientacion y la dis-
tribucion de estas estructuras [28|.

El analisis de intensidades es una técnica sencilla y la més reportada en la lite-
ratura en la que cada imagen es asociada a una escala de pixeles dependiendo
de la intensidad de la luz, por ende es posible asociar una region de la muestra
a una cantidad de colageno [2], [16]. Esta técnica utiliza estadisticas como la
media, la desviacion estandar, la densidad integrada, la asimetria y la curtosis
para su descripcion; la asimetria evalia cuantitativamente la falta de simetria
de la forma de la distribucién de las intensidades de los pixeles alrededor del
valor medio de un histograma y la curtosis mide el pico de la distribucion en
relacion con la longitud y el tamano de las colas del histograma. Un ejemplo de



10

CAPITULO 2. MARCO TEORICO

este analisis se presenta en los estudios de Raghu Ambekar, Tung Yuen y Kima-
ni Toussaint |4], donde hacen uso de la estadistica mencionada para determinar
el angulo de corte de tejidos (el cual depende de la direccion del colageno), que
inicialmente fueron cortados de manera arbitraria.

En este anéalisis también se determina una medida 6ptica como lo es el Contras-
te de la imagen el cual es el resultado de la interaccién de una luz incidente con
la muestra y se representa matematicimente como el cociente entre el cambio
de intensidad en una imagen y su intensidad promedio

Al
Contraste = 5l (2.6)

. Transformada de Fourier

La transformada de Fourier es la transformaciéon matemética de una funcion
espacial o temporal al dominio de frecuencias la cual se define como:

Flolt)] = X(w) = /_ (et

o0

Esta técnica para el analisis de imagenes de tejidos es la més utilizada y reporta-
da en la literatura ya que es un complemento de las otras técnicas mencionadas
para hacer una caracterizacion de las iméagenes de forma efectiva, es decir, a
partir de una imagen que se encuentra en dos dimensiones aplicar la transfor-
mada de Fourier reduce la dimensionalidad y permite obtener informaciéon como
el angulo de orientacion de las fibras. Su sencillez radica en que su aplicacion se
hace mediante el uso de diferentes softwares escritos en Matlab o python como
se reportan los trabajos de Mayandi Sivaguru y Sushmitha Durgam, 4] |7].

. Machine Learning

Es una técnica de anélisis que consta de la construcciéon de una red la cual es
similar a una red neuronal biolégica, que se encarga de detectar patrones por
medio de auto aprendizaje, es decir, su arquitectura inicia con una entrada la
cual va corresponder a una variedad considerable de imagenes que pasa por
un un sistema de nodos llamados neuronas conectadas e interactuando entre
si, cada una de estas capas extrae caracteristicas de las imagenes de entrada
para que luego una imagen de otro conjunto de datos pueda ser clasificado. La
topologia de la red o las conexiones entre los nodos esta determinada por las
conexiones entre las neuronas de diferentes capas, a cada conexiéon se le asigna
un peso w se seleccionan durante el aprendizaje. El propoésito del aprendizaje
es ajustar los pesos para minimizar el error o funciéon de costo entre la salida
esperada y el valor resultante en la neurona de salida.

En muestras biologicas este anélisis permite por medio de una red describir si
un tejido presenta o no algun tipo de patologia, al proveerse de una gran base
de datos, sus diagnoésticos alcanzan pronodsticos con buena precision alrededor

del 80 % [33] o el [34]
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Sin embargo, para lograr esta clasificacion es necesario utilizar un conjunto am-
plio de imégenes que se encargan de entrenar o alimentar la red para que esta
logre clasificar posteriormente. |34]

Los algoritmos de Machine learning han permitido ademas del estudio e iden-
tificacion de patologias en las muestras bioldgicas, el reconocimiento de propie-
dades elasticas del tejido de coldgeno. En el trabajo realizado por Liang, Liu
y Sun [34], el modelo entrenado es capaz de identificar la rigidez total del teji-
do con una precision de clasificacion del 84 %, y predecir las curvas de tension
y deformacién anisotropicas no lineales con errores de regresion promedio de
0.021 y 0.031. su algoritmo se basa en la arquitectura de redes convolucionales
profundas, algoritmos que estan basados en las librerias de Sklearn [35].

2.2.2. Parametros de Stokes

Los parametros de Stokes se utilizan para caracterizar la polarizacion de la luz,
por lo tanto, en este trabajo se determinan los vectores de Stokes para investigar las
propiedades de polarizacion de la luz SHG de una muestra biologica y en el almidén
de fécula de maiz, donde la senal SHG se genera por la no centrosimetria de su es-
tructura interna.

En 1852 George Gabriel Stokes propuso una descripcion matematica de la radia-
cion incoherente o parcialmente polarizada, en términos de su intensidad total (I),
(parcial) grado de polarizacion (p) y los parametros de forma de la elipse de polari-
zacion.

El campo eléctrico que viaja en direcciéon Z con componentes transversales T y ¢ se
representan como:

E.(z,t)\ _ [cos(—kz+ 0,) 0 Eo. @7)
E,(z,t)) 0 cos(—kz+6,) ) \ Eoy '
siendo, Ey, y Eo, las amplitudes del campo eléctrico, 9 las fases, dada la propagacion

de campo se genera un vector que describe la propagacion en el espacio para encontrar
la curva eliptica se normalizan las componentes de campo eléctrico asi:

(ﬁ) = (COS(_kz)(éx) _osm(_kz) i) cos(—kz)(4,) —Osin(—k;z) sm(ay)> G)

Eoy
(2.8)
operando,
E? E? E, E 2
+ 2 -2 Y cos(6, — 6,) = sin(d, — 0,)°, 2.9
Egz Egy Eol' E()y ( ) 33) ( Yy 73) ( )
este comportamiento eliptico de la luz se denomina polarizaciéon 6ptica. Retomando
la ecuacion , la intensidad de campo esta descrita como:
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integrando o promediando la forma eliptica y multiplicando por 4E§$E§y se tiene
que

AES, < E2(t) > +4E7, < E2(t) > —8Eg, Eoy < Ex(t)E,(t) > cos(6,—6,) = (2B, Eoysin(6,—0,))’
(2.11)
aplicando a

1
< El(t)Ej(t) >= §E01E0yCOS(5y — (Sx) (212)
sustituyendo en y completando los cuadrados
(ng + E§y>2 - (ng - Egy)2 — (2B, Ey, cos(d, — 53:))2 = (2EozEoy (6, — 5w)>2 (2.13)

y re acomodado términos podemos escribir los pardmetros de Stokes Sy, S1 S v S3
para un onda plana en términos de las intensidades como:

So = Ej, + Ey, == E,E; + E,E;, (2.14)
S\ = Ej, — By, == E,E; — EE, (2.15)
52 = ZEOIE[)y COS<5y — 5:r>2 == EIE; + EyE; (216)
y
Sg = 2E01«E0y sin(5y — (593)2 == Z(ExE; + EyE;), (217)
donde,
S% =82+ ST+ S5+ Sz (2.18)

La generacion de la senal SHG depende en gran medida del angulo en que incide
la luz polarizada y la alineaciéon del colageno. Esto permite cuantificar el angulo de
orientacion de las fibras de colageno [36]. En microscopia SHG se hace el célculo de
Jones y se aplica para encontrar la birrefringencia lineal y la anisotropia rotando los
estados de polarizacion de entrada y midiendo las intensidades SHG correspondien-
tes [37]. En algunos estudios se ha reportado la caracterizacion de la polarizacion que
se obtiene de la distribucion azimutal de las fibras de colageno, ademéas se presenta
un analisis de la anisotropia (organizacion de las fibrillas de colageno) e isotropia (
desorganizacion de las fibrillas de coldgeno) de muestras biologicas [1], en otro estu-
dios se ha reportado la visualizacion de la distribucion tridimensional de las fibras
de tejido [5]. El cambio de intensidad con la que se produce el SHG depende expli-
citamente de la polarizacion de la luz incidente sobre la muestra, donde la mayor
intensidad en una escala de grises oscila entre una escala de pixeles del blanco (255)
a el negro (0). En el trabajo realizado por Mostago y Hackett TL |15] se muestra la
dependencia de la intensidad de polarizaciéon como funciéon del angulo de polarizacion.
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2.2.3. Ventajas de SHG sobre otras técnicas

» Es una técnica no invasiva, no foto toxica, que no produce foto blanqueo |38|
= Sirve para sondear la macro estructura molecular.

= Preserva la coherencia del laser de bombeo debido a la capacidad intrinseca del
seccionamiento Optico, lo que permite la construcciéon de imagenes en 3D con
mayor profundidad [2].

= Permite la visualizacion de la estructura de la muestra mientras que otras téc-
nicas de iluminacién solo infieren con la estructura, ya que se basan en la ab-
sorcion, mientras que con SHG son las propias fibras las que generan la luz [28].

= La senal de SHG generada por la muestra provee de informacién sobre la es-
tructura y orientacion molecular asi como de la densidad de coldgeno presente,
lo cual brinda informacion sobre el estado de salud de los tejidos [34], [39].

» Lasenal de SHG es altamente dependiente de la orientacion de las fibras respecto
a la polarizacion de la luz incidente [40].

= El SHG tiene una ventaja sobre la fluorecencia, ya que esta ultima crea otro
estados electronicos excitados, por lo que los tejidos son expuestos a més calor
lo que provoca un mayor deterioro de las estructuras. |41]

2.3. Calidad de la imagen

La calidad de la imagen es uno de los requerimientos claves en el analisis de
imégenes biologicas debido a que las fibrillas de los tejidos son de tamano de orden de
los 50nm a 500 nm [9] y su organizacion es la que ha permitido diagnosticar patologias
en los diferentes estudios |7], [4], [18], [1], entre otros. En la mayoria de estos utilizan
microscopios de alta precision |42| capaces de resolver estas fibrillas.

2.3.1. Resolucion

La resolucién de una imagen corresponde al nimero de pixeles utilizados para
construir una imagen. A mayor numero de pixeles presentes en una determinada
cantidad de &rea, mayor sera la resolucion espacial [41].

Existen dos tipos de resoluciones: La resoluciéon axial, la cual es la capacidad de
discernir entre dos puntos paralelos a la trayectoria del haz de luz y la resolucién la
transversal la cual es la capacidad de discernir entre dos puntos perpendiculares a la
trayectoria del haz de luz.

La resolucion de dos puntos esta limitado por la distancia minima Al que se logra al
resolverlos.
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Resolucién axial

La resolucion axial cosiste en distinguir dos puntos que se encuentren paralelos
a la trayectoria de la luz incidente corresponde a la resoluciéon axial esta a su vez
depende de tres factores como lo son: la longitud de onda o frecuencia, el ancho de
banda y la longitud del pulso (una longitud de onda mas corta puede diferenciar dos
estructuras mas facilmente que una longitud de onda mas larga). [43|

Resoluciéon transversal

La resolucion lateral, o la capacidad de distinguir entre dos puntos en el plano per-
pendicular a la luz que incide, esta depende de: la frecuencia, el ancho del haz el ancho
de banda y de la rejilla, De la misma forma que la resoluciéon axial, una longitud de
onda pequena discernird dos puntos méas facilmente que una longitud de onda més
grande. De igual forma, un haz mas enfocado (de tamano de spot pequeno) puede
distinguir dos puntos mejor que un haz de mayor didmetro. Una vez que se ha al-
canzado el punto focal del rayo, el rayo comienza a diverger. La divergencia del haz
aumenta el diametro del spot de tal manera que las estructuras mas profundas seran
mas borrosas y aparecen detalles méas grandes que su ancho real. [41]

La resolucion del objetivo de microscopio esta dada por la ecuacién de Abbe:

~0.61)

d
NA

(2.19)

En 1873 Ernst Abbe [44] establecio el formalismo mateméatico que define el limite
fisico de la resoluciéon 6ptica, aunque habian sido vislumbradas poco antes por Emile
Verdet. Abbe determiné que que el limite de difraccion de la luz, corresponde a la
distancia minima a la que dos puntos cercanos son distinguibles como independientes
es tan grande como la mitad de la longitud de onda de la luz utilizada para observar
la muestra. [44]

Resolucién de la caAmara

La resolucion de la camara se define como la capacidad del sensor de la camara
para muestrear la imagen y el poder de resolucién de una camara cientifica depende
completamente del tamano del pixel y de cuanto se magnifica. La separacion de
caracteristicas de una imagen requiere la presencia de al menos un pixel intermedio
con un valor de intensidad diferente. Segiin el teorema de muestreo de Nyquist la
mejor resolucion espacial que se puede lograr requiere igualar la resolucién limitada
por difracciéon del microscopio a dos pixeles en el sensor. Esto se puede calcular usando
la siguiente ecuacion:

Tamano Pixel
Rcam = . =
Magnificacion
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2.3.2. Apertura numérica.

La apertura numérica del objetivo, contribuye a la resolucién de una imagen y
definida por la relacion:

NA = nsend,

donde n es el indice de refraccion del medio entre la lente y la muestra, y 6 es el
semiangulo subtendido por la lente en su foco. Cuanto mayor sea el angulo, mayor es
la cantidad de luz se puede captar; por tanto, la apertura numérica es una medida de
la resolucion y de la capacidad de captacion de luz del objetivo.

2.3.3. La Magnificaciéon

La magnificacion determina el tamano de la imagen en el detector. Existe magni-
ficacion en la direccion transversal y magnificacion en la direccion longitudinal; Para
una lente simple, la magnificaciéon en la direccién transversal viene dada por la rela-
cion negativa entre la distancia de la imagen y la distancia del objeto, Mjepe = —%.
El signo negativo explica la inversion de la imagen mediante una lente simple. La
magnificacion longitudinal, esta dado como el cuadrado del magnificaciéon transversal
Mrp,q = —M?>.

La magnificacion total M7 de la imagen en un microscopio 6ptico viene dado por
el producto de los magnificaciéon del objetivo y magnificaciéon de los componentes
posteriores al objetivo My;s,asi My = Mp; M.

La magnificacion se divide en magnificacion ttil y magnificacion vacio del micros-
copio. La imagen que forma el microscopio foténico compuesto posee caracteristicas
que permiten ver mayor cantidad de detalles de la misma. Se define como magni-
ficacion til de un microscopio cuando al ampliar la imagen del objeto a través de
un sistema optico se distinguen una serie de detalles, es decir se resuelven mejor las
estructuras. por otro lado, se define magnificacién vacio de la imagen de un objeto,
aquel que por méas ampliacion que se haga de la imagen, utilizando oculares de mayo-
res magnificacion, se llega a un punto en que ya no se logran distinguir méas detalles
. 145

2.4. Proceso de Conversion Paramétrica Descenden-
te (SPDC)

El proceso de conversion paramétrica descendente esponténea (SPDC, por sus si-
glas en ingles), es un fenomeno de 6ptica no-lineal de segundo orden, en el que a partir
de un fotéon que incide sobre un material no lineal, se generan dos fotones donde la
suma frecuencias corresponde a la frecuencia del foton incidente.

En el fenémeno SPDC, un solo fotén de entrada de frecuencia wy, llamado usualmente
foton de bombeo, interactiia con un cristal no lineal y es convertido en dos fotones con
frecuencias menores ws y ws, llamados fotones senal (s) y acompanante (i). El efecto
SPDC es un tipo especial de diferencia de frecuencias. En el proceso de generacion
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de diferencia de frecuencias, si el campo a la frecuencia wy esta presente como campo
de entrada, este estimula la generacion de diferencia de frecuencias ws = w; — wq, que
resulta ser un proceso bastante eficiente llamado oscilacion paramétrica dptica, un es-
quema de este proceso se muestra en la Fig. [2.2(a). Cuando no tenemos un campo de
entrada a wo, como se muestra en la Fig. (b), aun podemos obtener la generacion
de diferencia de frecuencias w3 = w; — we acompanado por la generacién de wo. Sin
embargo, en este caso la generacion de diferencia de frecuencias es estimulada por un
modo de vacio a la frecuencia w, como campo de entrada y por consecuencia este pro-
ceso es bastante ineficiente. Este proceso de generacion de diferencia de frecuencias
w3 y wy a partir de la frecuencia de entrada w; es denominada fluorescencia parameé-
trica 6 conversion espontanea paramétrica descendente [29]. La etiqueta esponténea
se refiere a que el proceso es estimulado por un modo de vacio de frecuencia w, como
campo de entrada y la expresion paramétrica significa que la totalidad de la energia
se conserva durante el proceso.

(a)

(V]
—_—
_> '
wr W3= W1-W>
(b)
(V)
(V]
' X(Z)
—_—
W3= W1-Wy

Figura 2.4: a) Proceso de generacion de diferencia de frecuencias. b) Proceso de conversion
espontanea paramétrica descendente.

Cada fotén producto de la conversion paramétrica descendente espontanea se en-
cuentra correlacionados de manera: espacial, temporal, en frecuencia o polarizacion
respecto de su par, donde cada pareja de féton senal y acompanante obedece las leyes
de conservacion de momento y energia, que se expresan de la siguiente forma:

Wy = ws + wj, (2.20)

—

k, =k, + ki, (2.21)

donde, w es la frecuencia y k es el vector de onda. Los subindices p, 1y S ha-
cen referencia a los fotones de bombeo, acompanante y senal, respectivamente. La
ecuacion (2.21) es llamada condicion de empatamiento de fase, la cual determina la
distribucién espacial y espectral de los fotones SPDC. En la mayoria de los mate-
riales el indice de refracciéon tiende a aumentar con la frecuencia, por debajo de la
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frecuencia de resonancia, la conservacion de energia y la condicion de empata-
miento de fase no pueden cumplirse simultdneamente en materiales isotrépicos
que trabajan en el régimen de dispersion normal. Por lo tanto, La conservacion de
momento y energia, deriva el vector de onda k, frecuencia v = hw donde los fotones
en un proceso SPDC pueden emerger degenerados si la frecuencia es la misma o no
degenerados si es diferente, pero debe cumplir siempre que la suma en frecuencias de
sus partes debe ser igual a la frecuencia de la luz de bombeo. Es de considerar que
si el vector de onda k de los fotones es el mismo, la suma es el vector de onda del
bombeo y los fotones son emitidos del cristal o la responsable de la generacion del
proceso SPDC en la forma de conos simétricos, ver imagen [2.6} en este caso todos los
fotones de una misma longitud de onda son emitidos formando un cono coaxial con la
direccion de propagacion del haz de bombeo, en este proceso se conserva el momento
lineal, angular y orbital. Al no suceder esto, es decir los vectores de onda tiene la
misma polarizacion que el de bombeo, y ortogonal a la de su companero, los conos
resultan ser asimétricos, en este caso hay dos conos (no coaxiales) por cada longitud
de onda, uno por cada polarizacion.

Estos fotones de salida forman dos conos coaxiales, en el caso de cristales de tipo I,
o dos conos desplazados, para cristales de tipo II. [46]

Bombeo
No lineal
Figura 2.5: Condicién de fase tipo I
Bombeo = Sefial
S Acompafiante
No lineal

Figura 2.6: Condicién de fase tipo II

Una de las propiedades méas importantes de los cristales uniaxiales es el llamado
eje Optico, que es la direccion de propagacion de la onda incidente en la que el indice
de refraccion es independiente de la polarizacion. Existen dos tipos de rayos que se
pueden propagar en un cristal uniaxial;
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Figura 2.7: Conservacion de la energia en el proceso de la conservacion

(i) Rayo ordinario linealmente polarizada perpendicular al plano formado por el
eje optico del cristal y la direccion de incidencia. A esto se le llama eje ordinario
(0). En este caso, la luz atraviesa el cristal de forma esperada, cumpliendo con
la ley de Snell y es su indice de refracciéon asociado a ella es n,.

(ii) Rayo extraordinario linealmente polarizada paralela al plano formado por el
eje optico del cristal y la direccion de incidencia, la cual es denominada luz
extraordinaria y el indice de refraccion extraordinario n. depende del angulo
entre el vector de onda incidente y el vector del eje 6ptico del cristal.

Para este tipo de materiales si se cumple que n, > n., entonces es denominado
cristal uniaxial negativo y si n, < n. hablamos de un cristal uniaxial positivo. Si
consideramos todos los escenarios de polarizacion posibles y factibles para los fotones
de bombeo, senal y acompanante que pueden satisfacer la condiciéon de empatamiento
de fase para un cristal uniaxial que tiene dispersion normal (por ejemplo un cristal
BBO), tenemos los siguientes escenarios:

H Tipo \ Cristal \ Wy \ W \ w; H
Tipol | Positivo | o | e | e
Tipo I | Negativo | e | o | o
Tipo II | Positivo | o | e | o
Tipo II | Positivo | o | o | e
Tipo IT | Negativo | e | e | o
Tipo II | Negativo | e | o | e

Tabla 2.1: Distintas configuraciones de polarizaciéon de los fotones SPDC para un cristal

uniaxial.

Los cristales BBO generan SPDC Tipo I obtenido de en un cristal uniaxial negativo
En SPDC Tipo I el haz de bombeo £, tienen polarizacion extraordinaria, mientras

que los fotones generados kg y k; tienen polarizacion ordinaria. Entonces, tenemos
que la conservacion de momento se puede escribir como:

—

AE = K (wp) — ko(w,) — K2 (wi), (2.22)
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donde los superindices e y o denotan polarizacion extraordinaria y ordinaria, respec-
tivamente. Dado que la polarizacion del bombeo es extraordinaria, la magnitud de
su vector de onda depende del angulo formado entre la direccion de incidencia y el
eje optico, dicho angulo es usualmente llamado dngulo de empatamiento de fase 0,,,.
Dicha dependencia se describe a través de la siguiente relacion:

1 sen?(Opm)  cos?(0pm)
= ) 2.23
o) 2w 22

Los valores de indice de refraccion para la luz ordinaria y extraordinaria viajando
en cristales uniaxiales pueden ser encontradas en la literatura. Sin embargo, estos
valores pueden ser aproximados utilizando las ecuaciones de Sellmeier, que en el caso
especifico del cristal BBO estan dadas por |47] :

0.01878 1/2
o= 273594+ ———— —0.01354\? 2.94
" ( N oomsz O ) : (2:24)
0.01224 1/2
o= (237534 - 0.01516)2 ) . 92.25
" ( T 32 —0.01667 ) (225)

Debido a la simetria azimutal del proceso SPDC Tipo I, los fotones convertidos
senal y acompanante son emitidos en dos conos colineales centrados en el eje del bom-
beo k;. Se puede encontrar los fotones correlacionados trazando una linea imaginaria
desde uno de los extremos del cono senal hasta el extremo opuesto del cono del fotéon
pasando pasando a través del centro.

De la ecuacion (2.22)) podemos separar las condiciones de empatamiento de fase
longitudinal y transversal, obteniendo el siguiente conjunto de relaciones:

S (0p) = KO(s) 05 6 + K7 (w5) cos (2.26)
k2(ws)sengs = —k7 (w;)seng;. (2.27)

Los éngulos de emision de los fotones senal y acompanante son dados por la
ecuacion de Snell dadas por:

¢ei = arcsin (nseng;), (2.28)
Ges = arcsin (ngsengs). (2.29)

Utilizando las ecuaciones (2.8)-(2.11) en combinacion de los coeficientes de Sell-
meier para calcular n,(),), ns(As) y n;(\;) del BBO, podemos determinar los déngulos
de emision para los fotones senal y acompanante para cada valor del angulo de em-
patamiento de fase. Por lo que cambiando la orientacién del eje optico del cristal
podemos obtener SPDC Tipo I en configuraciones de emision no colineal y colineal.
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2.5. Descripcion cuantica del proceso SPDC

En esta seccion presentamos la derivacion del estado bi-foténico obtenido en la
generacion de SPDC. Primero, es necesario derivar el Hamiltoniano H (t) para este
proceso. Partimos de la expresion para la energia de un campo clésico de bombeo
dentro de un material [47]

1

H(t) = 5 / B, Dy] av, (2.30)
14

donde E es el vector de campo eléctrico y D es el vector de desplazamiento eléctrico

que cumplen la constriccion D = eOE + P Si consideramos que la polarizabilidad
del medio depende del campo electrlco, la podemos escribir como:

ﬁp = ﬁp(O) + €0X(1) . Ep +§0X(2) . ESEZ —+ .- y (231)

donde P( Jesla polarizacion espontanea del medio, x M) v 2 son las susceptibilidades
de primer y segundo orden del medio, E, y E; son los campos eléctricos senal y
acompanante. Se puede demostrar que para una interacciéon paramétrica dentro de
un cristal uniaxial negativo el Hamiltoniano esta dado por [?]:

—

Hy(t) = / Deodyy (7 E, By ExdV, (2.32)
Vv

donde d.s7(7) es el coeficiente no lineal efectivo de segundo orden. Podemos sustituir
en la ecuacion los vectores por los operadores de campo para los fotones de
bombeo Ep, senal F, y acompanante E;. En general, podemos expresar cada uno de
los operadores de campo como una suma de sus frecuencias positivas y negativas,
escribiéndolos como Eu = EA,(f) + E,(f) con (u = p,s,1i). Sustituyendo lo anterior en
nuestro Hamiltoniano de interacciéon y manteniendo solo los términos que conservan
energia tenemos que el operador Hamiltoniano de interaccion para el proceso SPDC
tiene la forma:

H; = 2¢ / doss(MESEDET v + H.C., (2.33)
1%

donde H.C' es el Hermitiano conjugado. Podemos emplear ahora el operador unitario
de evolucién temporal para determinar el estado cuantico al tiempo ¢ dado un estado
inicial |Wy), el cual esta dado por [47]:

W(E) = exp [% /0 t At B (1)) ), (2.34)

donde H 7(t) es el Hamiltoniano dependiente del tiempo dado por la ecuacion (2.33)).
Para tiempos de interaccién que son pequenos en comparaciéon con el tiempo que
transcurre entre interacciones paramétricas sucesivas, podemos expander el exponen-
cial como:
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| Y .

|W(t)) ~ [1 + _h/ dt’HI(t')] |vac), (2.35)
e Jo

donde se ha considerado el estado inicial como el estado de vacio, el cual esta dado

por:

[vac) = |0) ® |0);. (2.36)

Podemos truncar la expansion de el exponencial en la ecuacion a primer
orden, ya que resulta en emision de parejas de fotones. Los términos de orden superior
en dicha expansion resultan en la emision de multiples pares de fotones. Dado que la
emision de SPDC opera en el limite que en la emisiéon de miltiples pares de fotones
es despreciable, podemos prescindir de los términos de orden superior.

Para continuar, asumimos que las tres ondas que interacttan en el proceso SPDC
estan descritas por ondas planas. Entonces, los operadores de campo eléctrico para
los modos senal y acompanante son (con p = s,1):

A

B(Ft) = i / (0, Yo e0,) exp [i(Ry) -7 — )] + H.C, (2.37)
donde

feon) = (260(2:;;22(wu)>27

(2.38)

donde a, representa el operador de aniquilacién para el modo . Por otro lado, el haz
de bombeo es tratado clasicamente y lo podemos escribir como:

E,(7,t) = Ap/dwpap(wp) exp [i(ﬁp(wp) 7= wpt)] +C.C., (2.39)
donde A, y a,(w,) representan la amplitud y el perfil espectral del campo de bombeo,

respectivamente. Sustituyendo las ecuaciones (2.37)) y (2.39) en la ecuacion ([2.33|) para

el Hamiltoniano obtenemos:

H(t) =A, / / / dwpdwsdw;l(ws)l(w;)a(w,) exp [— i(wp — ws — wi)t] af (we)al (wy)

[ Vg 7 exp 1) = i) = e} -7,
(2.40)

Si sustituimos la ecuacion (2.40) en ([2.35) y representamos el empatamiento de
fase como Ak =k, — ks — k; y en frecuencia Aw = w, — ws — w; podemos escribir el
estado de SPDC como [?]:
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¢
| W) =|vac) + VApt///dwpdwsdwi{l/ dt'e‘m“’t/}K(ws)é(wi)a(wp)
th tJo

(2.41)
1 iAk-7 | At At
X {V dVd, ;s (P)e }as(ws)ai (wi)|vac).
El primer termino dentro de las llaves {x} en la ecuacion (2.41)), al integrar co-
rresponde a una funciéon delta de Dirac §(Aw). Entonces podemos escribir el estado
que se produce en el proceso SPDC como:

[¢) = [vac) +n//dwsdwif(ws)€(wi)a(ws+wi)¢(ws,wi)dl(ws)dl(wi) [vac), (2.42)

donde el parametro n absorbe las constantes fuera de la integral y donde

1

o) = 57 [ dVilgy (e (2.43)

es conocida como la funciéon de empatamiento de fase que incorpora las propiedades
de dispersion del cristal. Podemos definir la funcion:

fws, wi) = l(ws)l(w;)a(ws + w;i)Pp(ws, w;), (2.44)

que representa un factor de peso en las probabilidades de los operadores de creacion
actuando sobre el vacio. Esta funcion dicta la probabilidad de generar un fotén senal
con vector de onda lgs y frecuencia w, y simultdneamente un fotéon con vector de
onda k_; y frecuencia w,. Esta funciéon es denominada funcién de amplitud espectral
conjunta.

Algunas caracteristicas del proceso son: |30]

= Es paramétrico, puesto que la energia incidente se transfiere totalmente a los
fotones generados.

= Es de conversion descendente, debido a que cada uno de los fotones generados
tiene una energia mas baja que el fotéon incidente. ”

= Es espontaneo, ya que el par de fotones es generado solo con la interaccion del
haz de bombeo con el medio.

2.5.1. Cuentas accidentales

Las cuentas accidentales como su nombre lo indica son cuentas que registra un de-
tector y no corresponden a cuentas de parejas de coincidencias de fotones. El calculo
de las coincidencias accidentales corresponde al producto de las probabilidades sim-
ples, es decir la probabilidad del brazo A P4 y la probabilidad del brazo B Py de
observar un evento en cada uno de los detectores, siendo P4 = Ji/VTi (donde NA es el
namero de conteos individuales en el detector A) lo mismo sucede para B.
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En el caso de generar SPDC con un laser de onda continuo (CW, por sus siglas en
ingles), la tasa de recuentos accidentales es decir, el nimero de conteos divididos por
el tiempo total, se escribe como:

Roee = RaRpT,, (2.45)

donde, R,.. son los recuentos de fotones accidentales, R, las cuentas simples de
fotones en el brazo A, Rp las cuentas simples de fotones en el brazo B y T, la
ventana temporal de las coincidencias.

Al detectar las parejas de fotones en coincidencias, dichas debe restarse del nimero
total de registros coincidencias para evaluar el grado de coincidencias logrado. Una
estimacion correcta del niimero de coincidencias accidentales es crucial en cualquier
experimento [48].
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3 Antedecedentes Experimentales

A continuacién se presenta una descripciéon breve de los equipos que se emplearon
para la elaboracion de los montajes experimentales, esto con el fin de dar al lector
una breve descripcion del equipo a utilizar.

3.1. Equipo para el montaje experimental

Con la finalidad de generar los dos procesos mencionados anteriormente, SHG y
SPDC se va utilizar los siguientes materiales:

1. OM Objetivos de Microscopio

Un objetivo de microscopio es un sistema de lentes que se encarga de obtener
imégenes magnificadas de algiin espécimen que se este observando, este es uno
de los componentes més importantes de cualquier tipo de microscopio 6ptico.

Existen diversos tipos de objetivos los cuales se pueden clasificar segin su mag-
nificacion, sus correcciones Opticas, su apertura numérica y su inmersion. La
magnificacion de los objetivos esta dada segin como se magnifica la imagen, la
cual va de los 4x a los 100x en objetivos de inmersion en aire; la resoluciéon de-
pende de la apertura numérica del objetivo este valor se encuentra en un rango
de 0.2 a 1.6 y corresponde al dngulo solido del cono de luz que sale de la lente
de la pupila. En resumen cada objetivo posee las siguientes caracteristicas [41]

a) Magnificacion (M)

b) Distancia de trabajo (WD)
Es la distancia entre la pupila del objetivo y el plano focal.

c¢) Distancia focal efectiva (EF'L)
d) Apertura numérica (NA)
e) Didametro de la pupila de entrada (EP)

El tamano de salida del spot de un objetivo es una mediciéon importante
para caracterizar la luz, para esto se utiliza la relacion[2.19] la cual establece
que si al objetivo entra un spot de tamano E P, entonces el valor obtenido
serd el méximo enfoque sobre la muestra a una distancia méxima de trabajo
WD de la pupila de salida del objetivo con tamano d. Por otro lado, si
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el spot de entrada al objetivo es de menor tamano a FP, entonces su
didmetro de enfoque dg estara dada por la siguiente expresion:

A(EFL)A
d, = === (3.1)
- @7 (3.2)

donde EF'L corresponde a la distancia de la lente al plano de enfoque, y
D es diametro del spot de entrada.

Radio de entrada y salida en un objetivo

5 N
8 ¥

Spot Enfocado 10%3(um)

4
Spot Incidente(um)

Figura 3.1: Relacion de radios con un objetivo PLAN del fabricante THORLABS [49]con
M = 40X, WD = 0.6mm, EFL = 4.5mm, NA=0.65y EP = 5.9mm

EFL

d 4EFL
~ mD

Figura 3.2: Enfoque del tamano de spot segtn la ecuacion Airy

En el objetivo de Thorlabs [49] de 40x con correccion PLAN el spot de
entrada es tres ordenes de magnitud mayor al spot que enfoca sobre la
muestra.

2. PBF Filtros
Su funcionalidad consiste en hacer un filtrado que diferencia y discrimina algu-
nas frecuencias. Su funcién principal es seleccionar una franja del espectro de
luz con determinada longitud de onda, mientras bloquea otras. Existen diversos
tipos de filtros espectrales, como: infrarrojos, ultravioleta, polarizadores, entre
otros, sin embargo, los filtros que se emplean en esté experimento son: pasa
bandas, pasa altas y pasa bajas. Los filtros pasa bandas se definen por su rango
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de longitud de onda transmitido |50]; los filtros pasa altas transmiten longitudes
de onda superiores a la longitud de onda de corte A. y bloquen las longitudes
de onda inferiores a \.; de manera inversa los filtros pasa bajas transmiten lon-
gitudes de onda inferiores a su . y bloquen el resto de senal. como se ve en la
figura [3.3] estos filtros tienen una precision de orden milimétrico.

Pasa Bajas Pasa Altas Pasa Bandas

L

A Ai AF

Amplitud
Amplitud
Amplitud

Ac

Figura 3.3: Tipos de filtrado

Los filtros opticos estan construido de recubrimientos ultraduros (UHC) para
componentes 6pticos de peliculas delgadas. Los filtros pasa banda 6pticos UHC
exhiben cualidades mecénicas excepcionales, soportando multiples usos con luz
incidente y radiacion, con resistencias extremas a la intensidad de la luz, la hu-
medad y el calor. [49].

3. Placa de media onda:

Las placas retardadoras son cristales birrefrigentes lo suficientemente delgados
como para causar una diferencia de fase entre los rayos ordinarios y extraordi-
narios de luz polarizada. El material birrefringente que generalmente se emplea
es el cuarzo, la mica o calcita; estos materiales poseen dos indices de refraccion,
por lo que tienen un eje extraordinario y un eje ordinario. La componente de
polarizacion a lo largo del eje ordinario viaja a través del cristal con una velo-
cidad v, = ¢/n, , mientras que la componente de polarizacion a lo largo del eje
extraordinario viaja con una velocidad v, = ¢/n.. Esto conduce a una diferencia
de fase entre los dos componentes cuando salen del cristal. Cuando n, < n, ,
como sucede en la calcita , el eje extraordinario se denomina eje rapido y el eje
ordinario se llama eje lento. Para n. > n, la situaciéon se invierte.

Supongamos una onda polarizada linealmente con un vector de polarizacion P es
el vector a lo largo del eje rapido de la placa de ondas. Sea z el eje de propagacion
de la onda. El campo eléctrico de la onda incidente descrito en la ecuacion (2.7).

El efecto de la placa de media onda es introducir un término de cambio de fase
entre las componentes f y § de la onda, de modo que la onda al salir del cristal
estd dada por:



28

CAPITULO 3. ANTEDECEDENTES EXPERIMENTALES

E(cos 0f — sin 02)e'**~) = E[cos(—0)f + sin(—0)z]e’**+")

por lo tanto, la placa de media onda rota el vector de polarizacién en un angulo
de 20

. (BS) Divisor de haz El divisor de haz (BS, por sus siglas en ingles) es un

cristal capaz de dividir la luz en dos caminos, es decir, una parte de la luz
incidente a través de la cara del cubo se refleja y la otra parte se transmite.

. APD Fotodiodo de avalancha Los fotodiodos de avalancha estan hechos de

materiales de silicio (Si) o de Indio, Galio y Arsénico (InGaAs). Los APD que se
utilizan en el desarrollo de este trabajo son de Silicio cubren el rango espectral
de 400 nm a 1100 nm, asi mismo los APD de InGaAs cubren un rango de 950
nm a 1550 nm [51]. Un fotodiodo de avalancha (APD) proporciona una mayor
sensibilidad que un fotodiodo estandar. Su uso es para la deteccion de luz de
bajo nivel extremo y el conteo de fotones. En general, los fotodiodos de avalan-
cha utilizan un mecanismo de ganancia interno para aumentar la sensibilidad
con la que detectan fotones. Para su funcionamiento se aplica un alto voltaje
de polarizacion inversa a los diodos para crear un campo eléctrico fuerte. Cuan-
do un fotéon incidente genera un par electron-hueco, el campo eléctrico acelera
los electrones, lo que conduce a la producciéon de electrones secundarios por
ionizacion. La avalancha de electrones resultante puede producir un factor de
ganancia de varios cientos de veces.

Especificaciones

a) Eficiencia maxima de deteccion de fotones PDE @780nm: 70 % tipico
b) Area activa: 180um
¢) Suministro tnico de +5V

)

d

Linealidad sobre alta tasa de conteo

. Etiquetador de tiempos (ID 800) Es un contador de coincidencias en inter-

valos de tiempo. Este sistema se utiliza para transferir los eventos registrados en
picosegundos. Cuenta con 8 canales de medicién que permiten registrar cuentas
simples detectadas en cada canal y las tasas de coincidencias entre los canales,
ademés permite registrar los eventos mediante el uso de una interfaz grafica o
software. [52]

. Monocromador Un monocromador es un dispositivo capaz medir espectral-

mente los modos 6pticos mediante un sistema integrado de monocromador y
camara intensificada. [53|



4 Medicién del Segundo Armoénico (SHG)
detectado en longitud de onda de
810nm

En este capitulo se presentan los resultados experimentales de la generacion de

segundo armonico producido en muestras biologicas de tendén porcino y en fécula
de maiz con un sistema Optico analogo a un microscopio de campo amplio y un
microscopio confocal LSM 710 NLO de la marca Zeiss.
Las muestras de tejido de cerdo fueron suministrado por el equipo de investigacion
del Dr. Kimani C Toussaint, quien en la mayoria de sus investigaciones trabaja con
un bombeo centrado en 810 nm, por tal razén tomamos como punto de partida esta
longitud de onda con el fin de replicar parte de sus resultados.

4.1. Montaje Experimental

4.1.1. Microscopio de campo amplio

En la Figura [.1] se muestra el arreglo experimental empleado para la SHG en
el rango optico visible. El haz de bombeo utilizado es un laser pulsado Ti:Za que
produce pulsos 70 fs a una tasa de repeticion de 80 MHz, operando en una longitud
de onda central de A\, = 810 nm. La polarizacién del ldser es manipulada por una
placa retardadora de media onda simbolizada con la letra F, lo cual nos permite
controlar la intensidad de la SHG, con la finalidad de obtener una senal intensa de
SHG. El haz de bombeo es enfocado sobre la muestra biologica utilizando objetivos
de microscopio como lo son: objetivo de 40X con NA de 0.61 y un objetivo de 20x
con NA de 0.4 ambos tipo PLAN. La senial SHG que ha de producirse en la muestra
biologica es colectada utilizando objetivos con iguales caracteristicas a los empleados
en la iluminacion. El haz de bombeo remanente es bloqueado utilizando dos filtros
pasa altas centrado en 700 nm y un pasa bandas de 810 - 10 nm. Finalmente, la senal
de SHG producida en el plano de la muestra es detectada utilizando una camara

CCD.
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MUESTRA

LASER F

Figura 4.1: Esquema de la generaciéon del segundo armoénico. F: %, OM, objetivo de micros-
copio, FPB: filtros pasa bandas y pasa bajas, L: lente plano convexa

4.2. Caracterizacion del SHG

4.2.1. Espectro de la luz colectada de SGH

Lo primero que se hizo para verificar que se estaba midiendo la senal de SHG
en la muestras de tejido fue obtener su espectro usando un bombeo centrado en 810
nm y una potencia de 150 mW. Para esto, en vez de la camara CCD se colocé un
espectrometro donde la senal detectada fue recolectada con una fibra.

Espectro del SHG

Intensidad (u.a)

300 350 400 450 500
Longitud de onda(nm)

Figura 4.2: Espectro del SHG. Linea de color naranja es un promedio de los picos de la curva
azul.

El resultado nos indicé que efectivamente se estaba midiendo la SHG, dado que
la senal registrada por el espectrometro esta centrada alrededor de 405 nm como se
aprecia en la Figura: [{.2] y presenta una sefial con baja emision, debido a la sensibi-
lidad de la emisién de la senal a la potencia incidente. Es valido recalcar que ambas
curvas son de la misma senal, la curva naranja esta suavizada
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Montaje con el microscopio LSM 710 Zeiss

Se utiliz6 un laser de Titanio zafiro, marca Coherent, modelo Chameleon con 3.0
W de méaxima potencia promedio, tasa de repeticion de 80 MHz, duraciéon de pulso de
140 fs y rango de sintonizabilidad de 680 a 1080 nm. Se emitié un haz con una longitud
de onda de 810nm al microscopio LSM 710 Zeiss [42], el cual es filtrado espacialmente
y colimado antes de enviarlo al escaner x-y accionado por un galvanémetro, para
cubrir la muestra mediante un rasterizado. Posteriormente, el haz se refleja mediante
un divisor de haz dicroico, el cual después de pasar a través de un sistema lentes
(lentes de escaneo y tubo), se enfoca en la muestra usando un objetivo de iluminacion
de 20x y 40x. La senal transmitida de la muestra es recogida por un condensador y
se recopila mediante un filtrado espectral utilizando un filtro pasa bandas seguido de
un filtro pasa bajas que solo transmite la SHG. Finalmente, la intensidad de la senal
deseada se registra con un fotomultiplicador.

petecor [b]

Pinhole in
confocal
plane

Main beam
splitter

Scanning mirrors Collimator

Lo I
»
: Laser light source
\

Obijektive lens

vy

sample

A

N

Figura 4.3: Sistema de deteccion de SHG microscopio LSM 710 Zeiss en transmisiéon y
laser de Titanio zafiro, marca Coherent, modelo Chameleon.|a] Imagen captada del centro
de investigaciones oOpticas CIO, donde se tomaron las mediciones con el microscopio. [b]
Esquema del microscopio. Tomado del manual

4.3. Comparativo de resolucion de la imagen

4.3.1. Tejido de cerdo

En los dos microscopios se colocod las muestras de tejido y la fécula de maiz para
comparar la resolucion de la imagen emitida por la senal de SHG en la misma region
de la muestra, debido a que la calidad de la imagen es uno de los requerimientos
necesarios en el anélisis de imégenes biologicas, es valido recalcar que el orden del
tamano de las fibrillas de los tejidos son de los 50 nm a 500 nm ﬂg[l dimensiones que se
necesitan definir y su organizacion es la que ha permitido diagnosticar patologias en
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los diferentes estudios |7], [4], |18], |1]. Para este comparativo se utilizo un objetivo
de 40x el sistema 6ptico completo presenta una magnificaciéon de 86x y usando un
objetivo de 20x la magnificacion del sistema 6ptico es de 43.5x.

Las figuras [£.4] y [£.5] son las imagenes de la sefial de la SHG de tejido de cerdo
captadas con el objetivo de 20x y 40x respectivamente.

Microscopio Arreglo

Figura 4.4: Comparativo del microscopio utilizando para la recoleccién un objetivo de mi-
croscopio de 20x

Las imagenes emitidas por el tejido logran resolver las fibrillas, como se aprecia
en el comparativo [£.4] y [£.5] sin embargo, en la imagen que corresponde al sistema
6ptico propuesto en este trabajo no se logra resolver las fibrillas y tampoco logra
discernir la orientacion de las mismas, debido a que la imagen que nosotros presen-
tamos es una imagen de campo completo y el microscopio utiliza técnicas de escaneo
para la reconstrucciéon de la imagen lo que permite obtener una buena resoluciéon de
las mismas sin afectar el limite de difraccion.

4.3.2. Fécula de maiz

Asi mismo, usando un objetivo de 20x se obtuvo la senal de SHG emitida por la
fécula de maiz la cual se presenta en

En la figura[£.6) se evidencia que en ambos montajes es posible discernir la estruc-
tura geométrica del almidon, sin embargo la resolucion del microscopio permite ver
microesferas bien definidas, mientras que en el arreglo propuesto se ve una imagen
plana con algunas distorsiones en la formacién de la misma, esto ocurre dado que es
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Microscopio

Figura 4.5: Comparativo del microscopio utilizando para la recoleccién un objetivo de mi-
croscopio de 40x

Microscopio Arreglo

Figura 4.6: Comparativo del microscopio utilizando para la recolecciéon un objetivo de mi-
croscopio de 20x en la fécula de maiz

una toma de campo amplio y existe una interferencia éptica de la luz entre los planos
tridimensionales que no permiten la visualizacién o la formaciéon de la imagen en la
tercera dimension, es decir que en la imagen del arreglo se define inicamente un plano
y se alcanza a ver luz que se difracta de otros planos.
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4.4. AnAlisis de Polarizacion del SGH en tejido de
cerdo y fécula de maiz

Este analisis consiste en determinar como cambia la respuesta del SHG del tejido
de cerdo y la fécula de maiz al variar la luz polarizada del bombeo se colocé una
lamina de media onda (representada por la letra F') para hacer un estudio de polari-
metria, como se muestra en la figura [4.1

El analisis de imagen fue realizado con python, donde en cada imagen de las fi-
guras para el caso del tejido y en el caso de la fécula fue representada como
una matriz que se le encontré su méaximo valor total de intensidad se promediaron
sus filas con mayor informacion y luego las columna del promedio final, dichos valores
fueron graficados en la figura[d.§ para el tejido y en la figura[f.10]en la fécula de maiz,
respectivamente .

4.4.1. Tejido de cerdo

En el caso del tejido de cerdo para incidir luz polarizada en el tejido, esta fue rotada
en el rango de los 0° a los 90° cada 10°, cuyos resultados se presentan a continuacion

en las figuras [1.7] y [4.§|

®=30°

®=0° p=10° p=20°
1
r10.8
0.6
S
®=50° P=60° @=70° ®=80° 8
0.45
0.2

Figura 4.7: Mapa de calor que representa el cambio en la intensidad de la generaciéon de
segundo armoénico de una muestra de tejido, variando la polarizacién de la luz incidente.

En la figura [£.7 se ilustra como se ven las diez imagenes de la SHG emitidas
por el tejido correspondientes a cada uno de los angulos de la polarizacion de la luz
incidente, este mapa de calor nos permite identificar de manera visual como cambia
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la intensidad de la senal al variar la polarizacién del bombeo, asi mismo, en la figura
se representa una construccion de la respuesta de la intensidad total de luz de la
sefial de SHG polarizada de las iméagenes de tejido presentadas en [L.7]

Respuesta de SHG a la polarizacion
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Figura 4.8: Intensidad de la generacién de Segundo arménico de una muestra de tejido,
variando la polarizaciéon de la luz incidente.

Cuando el colageno tipo I es excitado con luz polarizada lineal, la senal SHG pre-
senta un comportamiento periodico que depende del angulo de polarizacion [5], esto
implica que a medida que cambia el estado de polarizacion la senal de la generacion
del segundo armoénico se ve afectada y eso es notable en el cambio de intensidad,
como se aprecia en la figura [£.8 donde su pico de maxima intensidad esta a los 60°
y su periodo aproximadamente es de 90° grados. Es valido mencionar que dado que
es una imagen de campo amplio, aqui se presenta un promedio de las propiedades
de la senal de SHG que se produce en toda la muestra y dada la baja resolucién de
nuestro sistema 6ptico no se pueden resolver las fibrillas que permiten hacer estudios
més detallados.

Su pico maximo implica que hay una mayor cantidad de fibras que estan alineadas
con la polarizacion del lasér y esto nos permitiria deducir que las fibras presentan una
orientacion preferencial.

Las graficas muestran que la organizacion de las fibras en los distintos tejidos pro-
ducen una curva de polarizacion caracteristica. Al comparar estas curvas es posible
inferir cambios en la estructura de los tejidos, aunque hay que hacer énfasis que esta
técnica suele ser més ttil en tejidos con una alta direccionalidad.
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4.4.2. Fécula de Maiz

Posteriormente, se cambi6 la muestra del tejido de cerdo por una de fécula de
maiz, la cual fue bombeada con un haz de luz polarizado que se roto un édngulo de
20° en el rango de los 0° y 100°. La senal emitida para cada dngulo se midié con una
camara CCD.

a=0° a=20" a=40° a=60° a=80° a=100°

Figura 4.9: Cambio en la intensidad de la generacion de segundo armoénico de una muestra
de fécula de maiz, variando la polarizacién de la luz incidente.
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Figura 4.10: Cambio del dngulo polarizacion en la fécula de maiz

Como se aprecia en la figura [£.10] el almidon de maiz es sensible al cambio de
la polarizacion similar a la senal del tejido. Su periodo se repite aproximadamente
cada 100°, asi mismo, el angulo de los 40° se corresponde a la senal mas débil emitida
por la fécula. Esta misma respuesta de SHG al cambio de polarizaciéon también es
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representada en la figura
En las moléculas de almidén podemos notar que la senal emitida por un tnico grano
de la fécula presenta una estructura que esta alineada con la luz a 90°

En ambos resultados en el de la fécula y el tejido de cerdo se deduce que hay una
clara sensibilidad a la dependencia de polarizacion a la sefial de emisién de SHG y esa
dependencia esta ligada a la estructura y composiciéon molecular de las muestras. En
el caso de los tejidos las regiones presentadas nos permiten decir que hay una mayor
cantidad de fibrillas orientadas en una misma direccién, por que si estuvieran desor-
denadas implicarfa que las fibrillas emiten luz en varias direcciones haciendo que la
senal captada de SHG fuese menos o constante. Y en el caso de la fécula su estructura
molécular es sensible a cambios.

4.5. Andalisis de la Orientacion de las Fibrillas

En las imégenes obtenidas en el microscopio se procedié hacer el analisis de la
orientacion de la fibrillas en dos partes diferentes de la muestra, nuevamente se usa-
ron los mismos dos objetivos microscopio (20x y 40x) para enfocar sobre el tejido.

En una de las imégenes obtenidas para el objetivo de 20x se obtuvo la orientacion
de las fibrillas usando una vectorizaciéon promedio en dos regiones distintas como se
muestra en la figura [L.11] Asi mismo usando un objetivo de 40x para enfocar sobre
el tejido se hallo la orientacion de las fibrillas en cuatro regiones distintas tal como se
presenta en la figura [4.12

Para encontrar la orientacion de las fibrillas se escogié una pequena region dentro
de la imagen tomada con el microscopio a esta region o area se le calculo el &ngulo de
orientacion promedio respecto al eje horizontal de las fibrillas utilizando el software
fiji imagej. Asi mismo tomando el angulo de referencia se procedié a calcular en los
histogramas de direccionalidad ver figuras[4.13y [f.11] por otro lado, en la tabla[f.1]se
presenta el area de cada region el &ngulo de orientacion y la dispersion de las fibrillas.

Objetivos | Direccién ° | Dispersion | Area
20x Regionl | 48.55 13.26 3621
20x Regionl | 52.55 13.26 3768
40x Regionl | 17.70 2.63 4156
40x Region2 | -54.64 11.86 3782
40x Region3 | -5.31 4.75 3360
40x Regiond | -71.30 6.54 3416

Tabla 4.1: Informacién de las regiones donde se hizo el calculo para hallar el angulo de
orientacion de las fibrillas para las dos imagenes escogidas.

Usando el objetivo de 20x para enfocar sobre la muestra se not6é que la imagen
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evidenciaba una organizaciéon o una anisotropia en toda la imagen por lo que solo se
hall6 la direccion de las fibrillas de dos pequenas areas; enfocando con el objetivo de
40x se tomd una imagen con una notable isotropia.

Histogrma de direcionalidad de las fibrillas
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Figura 4.11: Orientacién de las fibrillas de tejido en una regién anisotrépica.

En la figura se presenta el histograma de direccionalidad para dos pequenas
regiones de la imagen obtenida con el microscopio, aqui se encontré que las fibras
estaban en una direccion de 50° en promedio por lo que se asume que tienen una
direccion preferencial.

En la figura [4.13] se obtuvo el histograma de direccionalidad de cuatro regiones
en toda la imagen, esto se hizo con el fin de corroborar la isotropia de la imagen,
obteniendo cuatro angulos distintos de inclinacion de las fibrillas. En esta figura se
puede observar que hay un desorden predominante en las fibrillas, muestra una region
que presenta deterioro. Aqui las fibras muestran una contraccion, lo que conlleva a que
estas pierdan sus propiedades estructurales. En los histogramas de direccionalidad se
ve reflejado en que no existe una direccion preferencial global.

4.6. Parametros de Stokes

Los parametros de Stokes fueron medidos colocando una placa de cuarto de onda
posterior a la senal emitida por la muestra como se aprecia en el siguiente esquema

414
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Figura 4.12: Histogramas de direccionalidad de las fibras en una region del tejido que presenta
isotropia

Figura 4.13: Orientacién de las fibrillas de tejido en una region isotropica

Los parametros de Stokes ademés de ser cantidades observables corresponden a la
forma estdndar de obtener informaciéon sobre la polarizacién de un haz de luz.
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MUESTRA

LASER F PMO OM FPB  PMO PQO POL

Figura 4.14: Montaje experimental para la medicién de los parametros de Stokes. Usando

un laser centrado en 810 nm, se incide sobre un F: Filtro pasa altas centrado en 700 nm y

una Placa de % PMO, un objetivo de microscopio OM es utilizado para iluminar la muestra

y otro objetivo de microscopio OM para recolectar la senial, se colocan dos filtros un pasa
A

bajas 639 nm y un pasa bandas 400 - 40 nm, posteriormente, una placa de § y una lamina

de %, finalmente un polarizador. La senial fue recogida con una camara CCD

Primero se presentan las imégenes correspondientes a cada una de las cuatro
proyecciones para medir los parametros de Stokes. También presentamos los valores
obtenidos de dichos parametros S0, S1, S2 y S3 ademas del grado de polarizacion p.
Vemos que la senal de SHG presenta preferencialmente una polarizacion vertical, si-
milar a la del laser lo cual es lo que esperamos de un proceso coherente. Los resultados
también indican que un porcentaje importante de la senal registrada esta depolari-
zada, suponemos que esto es debido a la dispersion de la luz que produce el mismo
tejido. Sin embargo, estos valores solo nos dan informacion sobre el estado promedio
de la senal de SHG, y no sobre la estructura interna de las fibras de colageno

Para conseguir informaciéon de la estructura interna de las moléculas responsa-
bles de la generaciéon de segundo armoénico debemos hacer un anélisis pixel a pixel
de la imagen, para hacer los calculos necesarios de dicho anélisis, es necesario medir
la intensidad en cuatro pares de angulos, que luego son procesados y analizados con
un programa escrito en Python, la estructura del programa se basé en el método de
analisis de Fourier usando una placa de cuarto de onda y un polarizador. Esté lamina
se rotd 8 veces dando pasos de 22.5° del dngulo 0° al angulo 157.5°, se registraron
los 8 valores de intensidad a partir del conjunto de iméagenes tomadas por la cAmara
CCD. Posteriormente se obtuvo la distribuciéon de polarizacion del vector de Stokes.
Como se aprecia en la imagen [£.16) En la figura[f.16] a partir del conjunto de iméagenes
medidos se pudo determinar que el tipo de polarizacién emitido parece ser circular
debido a que no hay cambios abruptos en la senal de la intensidad de salida de S; /Sy
respecto al de Sy/Sy. Sin embargo, dado que la resolucion del sistema no permite dis-
tinguir las fibras, los resultados de la estructura y orientacion de las fibras, decimos
que los resultados en general que esta técnica permite, son ambiguos.

Tanto la fécula como el tejido presentan una sensibilidad a la polarizacién que se
representa por la curva sinosoidal y es debido a que su estructura esta .?lineada.® en su
mayoria presentan una orientacion preferencial y esta orientacion se corresponde con
la polarizacion del laser. Dado que el arreglo ain es algo rudimentario es necesario
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Figura 4.15: Parametros de Stokes de una muestra de tejido dan informacion del SHG, sin
embargo no brindan informacién sobre la estructura interna de las fibras de colageno

que estas mediciones sean sobre un conjunto de fibras y no se necesite una gran
resolucion. No obstante nuestro sistema necesita mejorar la resolucién, ya que las
técnicas de anélisis de textura, Fourier y machine-learning son altamente dependientes
de la resolucion. Asi mismo, para mejorar nuestro analisis de pardmetros de Stokes
es necesario contar con una resoluciéon 6ptima que permita definir las fibrillas y asi
mismo su orientacion, tal como se ven en las imagenes captadas por el microscopio,
ver los comparativos 4.4]

Asi mismo, con el arreglo experimental que se propuso fue posible realizar mediciones
complementarias a un microscopio confocal caso especifico de la sensibilidad a cambios
en la polarizacion. La versatilidad del arreglo permitio llevar a cabo esta técnica de
caracterizacion que en un microscopio comercial serfan muy complicadas y costosas
de realizar.
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Figura 4.16: Parametros de Stokes para una muestra de tejido



5 Generacion de SHG con bombeo en
longitud de onda del 1550nm

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos para la generacion de SHG
en una muestra biolégica de tendén porcino y en la fécula de maiz, utilizando un laser
pulsado centrado en 1550 nm. Inicialmente se presenta el montaje experimental, se-
guido de las pruebas realizadas para detectar el fendmeno. Ademas de la dependencia
de polarizacion de la senal de SHG.

Una de las principales motivaciones que nos llevo a la medciones presentadas en este
capitulo, fue reafirmar la hipotesis de que si una muestra de tejido de cerdo o la fécula
de maiz producian SHG, entonces, se podria medir SPDC, por lo tanto, utilizamos es-
te laser casero y el unico disponible dentro del laboratorio en frecuencias del infrarojo.

5.1. Montaje Experimental de la deteccion de SHG

En este montaje se utiliz6 un laser de fibra pulsado que tiene como medio activo
una fibra dopada con Erbio en una longitud de onda centrada en 1550 nm y con
35 mw de potencia. Para incidir la luz sobre una muestra de tejido de porcino se
empled una lente asférica de 8 mm de distancia focal tipo C. Asi mismo la luz emitida
por el tejido fue colectada con un objetivo de microscopio de 20x con una apertura
numérica de 0.65. Para discernir la luz correspondiente de la senal de SHG y la luz del
bombeo se colocod un filtro pasa bajas centrado en 930nm, posteriormente se colocod
un dicroico el cual transmite longitudes de onda en 1550nm y refleja luz alrededor de
los 780nm. Para obtener la imagen de la muestra se coloco un telescopio en el camino
de la luz reflejada y la imagen se visualizé con una camara CCD. Antes del telescopio
con un espejo abatible se enfoco la senal a una fibra de 50 m de longitud que va al
monocromador que esta conectado con la camara ICCD para medir el espectro de la
senal de SHG.

El laser utilizado esta en esta alongitud de onda El espectro del laser de fibra dopado
de Erbio que se utiliz6 en este experimento se aprecia en la figura El

El espectro de este laser se caracteriza por tener dos picos centrados en 1550 nm
y en 1580 nm, y un ancho de banda de aproximadamente 55 nm.

43
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Figura 5.1: Esquema de la generacién de segundo armoénico con un laser centrado en 1500
nm. Se incide con un laser de fibra dopada de Herbio Se utiliza una lamina de media onda
F, una lente asférica tipo C LA para iluminar la muestra y un objetivo de microscopio OB
para recolectar la senal, se colocan dos filtros un pasa altas de 950 nm y un pasabandas 1550
- 80, posteriormente un espejo dicroico que que trasmite longitudes en 1500 nm y refleja
longitudes menores a 1000 nm.
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Figura 5.2: Espectro del laser de fibra pulsado

5.2. Mediciones del SHG para el tejido de cerdo

El espectro detectado por la senal SHG para tres regiones diferentes de la muestra
se presenta en la imagen [5.3

En la grafica [5.3] se puede notar que para esta longitud de onda también se genera
una senal de SHG como se reporto6 en el capitulo anterior de la deteccion de SHG al
incidir un haz bombeo centrado en 810 nm. Esta senal presenta dos picos centrados
en 775 nm y 790 nm aproximadamente, estos maximos son causados por al ancho del
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Figura 5.3: Espectro de la generacion de segundo armoénico en tejido porcino para diferentes
zonas del material

espectro del laser de fibra como se ve en la figura[5.2] Asi mismo, el corrimiento que
se muestra entre los tres espectros que se corresponde a cada regiéon son producidos
por pequenos cambios en la potencia del laser.

5.2.1. Polarizacion del Tejido

La polarizacion del tejido se midi6é colocando una lamina )\% onda para cambiar
la polarizacion de la luz de bombeo que incide sobre la muestra. En las figuras y
se evidencia las imagenes obtenidas ante el cambio de la polarizacién. Asi mismo
en los graficos 5.5 y [5.7] se realizo una construccion de la intensidad méxima de cada
una de las imagenes obtenidas al cambiar el angulo de polarizacion.

El tejido presenta una respuesta notoria al cambio de la polarizaciéon en la senal
de SHG. En la region 1 de la grafica su nivel intensidad mas alto tiene un periodo
de 90° y su nivel de menor intensidad esta centrado alrededor de los 45°. En la
region 2 representada en la gréfica su nivel de menor intensidad se encuentra
en los 50° y su nivel intensidad méxima presenta un periodo de 90°, aunque ambas
graficas reportan minimos y maximos de intensidad en longitudes de onda cercanas, la
intensidad normalizada que se corresponde a cada dngulo es distinta, por ejemplo en
un dngulo de 10° en la region 1 la intensidad esta 0.6 UA mientras que en la regiéon 2
esta en 0.9 UA, esto indica que cada region del tejido presenta diferente sensibilidad a
la incidencia de luz polarizada que posiblemente es ocasionado uno por la orientacién
de las fibrillas o dos por la cantidad de coldgeno distribuido en el tejido.
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Figura 5.4: Respuesta de Polarizacién del tejido en regién 1 Imégenes de campo amplio del
tejido
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Figura 5.5: Respuesta de Polarizacién del tejido de cerdo en regiéon 1 en funciéon a como
cambia la intensidad
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Figura 5.6: Respuesta de Polarizacién del tejido de cerdo en regién 2 Iméagenes de campo
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Figura 5.7: Respuesta de Polarizacion del tejido en regién 2 en funciéon a como cambia la
intensidad

5.3. Mediciones del SHG en la fécula de maiz

De igual formal al cambiar la muestra de tejido por la fécula se obtuvo el espectro
en dos regiones diferentes, como se ve en la figura [5.§|
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Espectro de SHG de la fecula de Maiz
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Figura 5.8: Espectro de la generacion de segundo armoénico en fécula de maiz para dos

regiones

Como resultado se mostré que efectivamente hay una senal de SHG emitida por
la fécula de maiz que se corresponde a dos picos producido por la senal del bombeo
del laser.cuyos cuyos méximos esta en 808 20 nm y 784 4+ 15 nm aproximadamente.
La senal es baja, pero es suficiente para ser detectada por nuestro sistema.

En la fécula fue mas complicado medir la senal debido a que el enfoque era muy
alto, y la potencia del laser era baja, ademés algunas veces se detectaba la senal de
una unico grano y no de un cumulo, estos tres factores hicieron més complicada la

deteccion de la senal de SHG.

Unos de los resultados méas importantes de este capitulo es que efectivamente las
muestras bioldgicas de tendon de cerdo y la fécula de maiz generan segundo armonico
al trabajar en longitudes de onda de 1550 nm, del mismo modo que en el capitulo 4
es posible medir la sensibilidad a cambios de polarizacion.



6 Medicion de la Conversion parameé-
trica descendente espontanea (SPDC)
usando un bombeo de 405nm

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos para la generacion de SPDC
en muestras biologicas de tendon de cerdo y en fécula de maiz. Inicialmente se coloco
el montaje experimental para la deteccion de cuentas simples y en coincidencias de
parejas de fotones, seguido de las pruebas realizadas para registrar el espectro del
fendémeno optico.

Usamos una fuente de bombeo centrada en 405 nm dado que como se mostré en el
capitulo anterior se ve la senal de SHG y buscamos afirmar la hipotesis de: dado que
un tejido presenta una senal de SHG es posible hacer la medicién del mismo tejido
pero de SPDC, fenémeno que hasta la fecha no esta reportado.

6.1. Montaje Experimental

6.1.1. Registro de cuentas simples en la deteccién de SPDC

Lo primero que se hizo para detectar el SPDC fue obtener cuentas simples y en
coincidencias de parejas de fotones. Con este fin se hizo un montaje en el cual se uti-
liz6 un laser de onda continua CW centrado en una longitud de onda 405 nm marca
crystalaser, con 150 mW de potencia. La luz colimada se enfoc6 sobre la muestra
con varios objetivos de microscopio para cambiar la ventana de iluminacién sobre la
misma y el plano de enfocamiento, de igual forma la luz emitida por el tejido fue re-
colectada con varios objetivos que cambiaban el &ngulo sélido de recolecciéon. Seguido
a esto se utilizo un filtro pasa bajas centrado en 680 nm con un ancho de 25nm (Sem-
rock FF01 680 / SP-25) y un filtro pasa bandas con una longitud de onda de corte de
405 nm y un ancho de 20 nm (Semrock FF01-405 / 20). Posteriormente, se coloc6 un
divisor de haz 50:50 por donde viajaban los fotones senal y acompanante por distintos
caminos, cada uno por una fibra multimodo de la misma longitud y nucleo, las cuales
estaban por separado conectadas a dos detectores APDs. Posteriormente, la salida del
pulso emitido por cada detector fue registrado por un etiquetador de tiempo (ID800)
como se muestra en el esquema de la figura 6.1
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SAMPLE

LASER F PMO

Figura 6.1: Esquema de la generacion de la conversion paramétrica descendente usando el
detector 1d800. F: filtro pasa bajas, PMO: lamina de %, OM: objetivo de microscopio, FPB:
filtros pasa bandas y pasa altas, L: lente plano convexa, E:espejo abatible, FMM: fibras
multimodo, BS:divisor de haz, APD: foto detectores

Al incidir la luz sobre 4 zonas del tejido se registraron las siguientes mediciones
de la tabla [6.1]

C. Simples A | C. Simples B | C.Coincidencias/s | C. Accidentales/s
500000 480000 2700 1200
600000 650000 2500 1950
480000 420000 2400 1008
600000 650000 2500 1950

Tabla 6.1: Cuentas simples en cuatro regiones diferentes del tejido

En las cuentas de fotones obtenidas con dos APDs se not6 que las cuentas de la
ventana de coincidencias eran bajas, dado el ntimero de coincidencias de las cuen-
tas accidentales. Obteniendose alrededor de 500 mil cuentas simples en cada brazo y
2500 cuentas de coincidencias, las cuales son bajas al ser comparadas con las que se
registraron en la medicién para un cristal BBO como se ha reportado en la secciéon

y en la literatura [29].

6.1.2. Deteccion de espectros de cuentas en coincidencias de
fotones
Dentro de este estudio se busco resolver espectralmente la senal obtenida en la

fécula de maiz y en en el tejido, por lo tanto, se utilizé un diseno experimental si-
milar al descrito en la seccion [6.1.1] el cambio que se hizo para detectar el espectro
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SAMPLE

PB F PMO PBF

Figura 6.2: Esquema de la generacion de la conversion paramétrica descendente cuya fina-
lidad es medir espectros de cuentas en coincidencia de la parejas de fotones. F: filtro pasa
bajas, PMO: lamina de %, OM: objetivo de microscopio, FPB: filtros pasa bandas y pasa
altas, L: lente plano convexa, E:espejo abatible, BS:divisor de haz , APD: foto detectores,
FMM: fibra multimodo

del SPDC fue Posterior al divisor de haz 50:50 que se encarga de separar los fotones
senal y acompanante. Por un lado, los fotones senal fueron recolectados con una fibra
multimodo y llevados a un detector de fotones individuales de silicio (APD) que a
su vez estaba conectado a la camara intensificada ICCD para abrir la ventana de
deteccion. En el otro camino, los fotones acompanante viajaban por una fibra de 50
m de longitud la cual estaba conectada al monocromador para medir el espectro de
coincidencias de parejas de fotones.

6.2. Medicién de espectros 6pticos diferentes al SPDC

Como segunda prueba se midieron los espectros de cuentas simples en el tejido y
en la fécula de maiz reportados en las figuras y utilizando un mondcromador
y la camara ICCD para un solo brazo proveniente de la luz emitida por las muestras.
En la primera figura [6.3] se compara el espectro de un cubreobjetos sin muestra con
el espectro de la fécula de maiz. En la figura [6.4] se muestran dos espectros que
caracterizan el tejido de cerdo, la diferencia radica en que uno de los espectros se
enfoco sobre el tejido con un objetivo de 40x y en el otro se incidi6 el haz directo del
laser.

Los espectros mostrados en las graficas [6.4] y [6.3] fueron obtenidos con un sistema
espectrografico constituido por un monocromador y una camara intensificada, como
se describe en la figura 6.2} Este sistema espectroscopico funciona uniendo secciones
espectrales a trozos de 40 nm de ancho, cuya transmision maxima de dicha seccién se
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encuentra en el punto medio de la ventana espectral. Por lo anterior, la forma de las
graficas, donde se mide un espectro mayor a 40 nm, contiene varios minimos y méa-
ximos locales; consecuencia de la uniéon de todas las ventanas espectrales necesarias
para obtener el espectro completo de la senal bajo estudio. Por ejemplo, las figuras
[6.4] y [6.3] estan compuestas por 9 mediciones unidas por el software de la camara con
un traslape de 20 %.

—— Espectro del cubre-objetos
—— Espectro de la Fécula
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Figura 6.3: Espectro de la Fécula de Maiz
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Figura 6.4: [a]. Espectro de tejido de cerdo enfocado con el objetivo de 40x (Curva de color
Rojo). [b]. Espectro de tejido de cerdo sin enfocar (curva de color azul)

Podemos ver que en la figura[6.3]se obtiene el espectro proveniente de la medicion
de la fécula de maiz. Ademas de la contribuciéon hecha por cubreobjetos que es de
menor proporciéon al de la fécula de maiz. Como se puede observar este espectro 6p-
tico tiene un ancho de banda significativamente mayor al de un proceso SPDC, muy
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diferente al que se presenta en en la subseccion [6.3.1| para el cristal BBO.

La figura 6.4 a dibujada de color rojo corresponde al espectro obtenido con el
objetivo de 40x, donde, se puede notar que hay un decaimiento en la senal y posible-
mente evidencia un dano en la muestra debido al grado de enfocamiento y al tiempo
de exposicion de la luz sobre el tejido (es decir, que al captar el espectro de 600 nm a
900 nm se enfoco por un tiempo prolongado en el tejido). Por lo anterior y a sabiendas
que la eficiencia del proceso SPDC no depende del grado de enfocamiento se opto por
incidir un spot de mayor tamano sobre la muestra, obteniendo asi el espectro mos-
trado en la figura 6.4 b de color azul. El ancho de banda se corresponde a una senal
que posiblemente es fluorescencia, dado que en este es un proceso no paramétrico (en
el cual no se conserva la energia de los fotones); su tiempo medio de vida es mucho
mas largo que el SPDC, ademas de que la irradianza de este fendémeno esta en un
angulo solido diferente, es decir que la fluorescencia se genera en todas las direcciones.

De las graficas anteriores podemos concluir que hay un fenémeno 6ptico que no
permite discernir una senal de SPDC, por lo que es necesario realizar un conjunto de
mediciones que nos permita aislar la senal de otras. Para esto, se proponen 3 tipos
de filtrado de luz: espacial, temporal y espectral con el fin de poder visualizar el SPDC.

6.3. Filtrado de luz

Condiciones del sistema 6ptico, filtrados de luz

El objetivo con estos filtrados es determinar si la senal medida corresponde al
SPDC proveniente del tejido de cerdo y de la fécula de maiz, teniendo en cuenta que
se incide con un haz laser de longitud de onda de 405 nm, por ende se espera encontrar
un espectro de cuentas simples y coincidencias con el doble de longitud de onda, si es
proceso degenerado, es decir con un maximo en 810 nm.

6.3.1. Senales emitidas con BBO

El filtrado espectral consiste en discriminar las longitudes de onda que no corres-
ponden a la luz con la longitud de onda esperada, para ello se utilizé un filtro pasa
altas con longitud de onda de corte en 600 nm representados por la linea azul. Con
el mismo filtro se midi6 el espectro de un BBO para comparar tal como se presenta
en la imagen [6.5]

Este comparativo sugiere que el espectro de cuentas simples por segundo, respecto
de la longitud de onda emitido por la fécula de maiz es proveniente a otro fenémeno
diferente al SPDC, debido a que su ancho de banda del espectro de la fécula de maiz
va de los 600 nm a los 900 nm, diferente a como sucede con un espectro de un cristal
BBO el cual presenta un pico centrado en 810 nm que corresponde a la emision del
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Figura 6.5: Espectro de la Fécula de maiz representado por la linea azul y espectro del BBO

SPDC, Ver la figura

Asi mismo, la intensidad de la senial de SPDC del BBO es mas baja que la emitida
por la senal de la fécula registrada en la curva de color azul, ademas si se compara la
curva del BBO de la grafica [6.5] respecto de la curva del espectro del cubre objetos
en la grafica (ambas de color rojo), estas sefiales son de intensidad similar, por lo
tanto, la senal de solo el cubre objetos no permite visualizar la senal de SPDC de la
fécula, ni del tejido.

Filtrado temporal

El filtrado temporal consiste en compensar un retraso temporal (delay) 6ptico
del fotén senal con un retraso temporal electréonico por donde viaja el fotén acom-
panante con el fin de que ambos lleguen al mismo tiempo de la deteccién. Debido
a que si dos fotones no llegan al mismo tiempo no se pueden registrar la cuentas
de coincidencias por segundo. Como ya se mencion6 en le montaje experimental se
utiliz6 una fibra de 50 m de longitud, la cual estaba conectada a un monocromador
esto produjo un delay 6ptico, es decir que la luz que viaja por uno de brazos se re-
traso un 0t, tal que tuvo que ser compensado con un delay electrénico, para esto,
cada pulso es procesado por una secuencia de moédulos NIM que discrimina los pul-
sos entrantes, controla su ancho e introduce un retardo electrénico, que garantiza la
superposicion de la puerta de deteccion en la camara intensificada ICCD. Asi mismo,
para la calibracion del delay se utilizé6 como fuente de SPDC un cristal de BBO, el
cual genera SPDC tipo I y permite obtener una ventana de coincidencias, con esto se
estableci6 el delay adecuado para detectar SPDC, tal como se aprecia en la grafica[6.6|

La figura representa 7 espectros de la generacion de SPDC del cristal BBO,
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Caracterizacion temporal SPDC
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Figura 6.6: Distribucién normalizada de los espectros de coincidencias con distinto retardos
Opticos

con lo cual se aprecia que el pico situado a un At = 0 se corresponde con el retraso de
142 ns, en este punto las coincidencias son méximas y fuera de esa ventana de tiempo
la senial de SPDC decae.

En la figura [6.7] se muestran los espectros del BBO, donde la sefial de SPDC es
méxima cuando no hay diferencia temporal entre los fotones senal y acompanante
At = 0 ns diferente a como sucede para una ventana temporal de At = 12 ns donde

no hay senal de SPDC. Ademas su ancho de banda va alrededor de los 790 nm a los
825 nm.

6.3.2. Senal emitida por el tejido y la fécula de maiz

Posteriormente, se cambio el cristal BBO por las muestras de tejido biol6gico en el
sistema temporal de calibraciéon, y se midio el espectro de coincidencias por segundo
con el retraso temporal electréonico encontrado en 142 ns, en el rango de la longitud
de onda de los 770 nm a los 830 nm, dado que se utiliza un filtro pasabandas (810-40
nm). Sin embargo, como se aprecia en la figura no hay cambio en la cuentas de
coincidencias por segundo al cambiar el retaso temporal electronico contrario a como
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Figura 6.7: Espectros de un retraso temporal sobre un cristal BBO, linea azul representa

el espectro sin retraso temporal y la linea roja corresponde al espectro fuera del retraso
temporal

sucedi6 con el cristal BBO, por lo tanto, no es posible la visualizaciéon del SPDC con
el filtrado temporal, nuevamente la idea de que la presencia de otro fenémeno 6ptico
es predominante se confirma con estos espectros.

Mediciéon de coincidencias en diferentes condiciones de exci-
tacién y recoleccion

Especiro de coincidencias del Tejido Espectro de coincidencias del Tejido Espectro de coincidencias del Tejido
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HNuminacion: 20x lNuminacion: 20x lluminacion: 40x

Recoleccidn: 4x Recoleccidn: Asferica Recoleccidn: 4x

Figura 6.8: Espectros de coincidencias/segundo respecto a la longitud de onda emitido por
la muestra de tejido biologico.

Al realizar el filtrado espacial se hizo un cambio de objetivos antes y después de la
muestra, esto con el fin de cambiar el angulo sélido de iluminaciéon y de recoleccion.
Primero se enfoc6 sobre el tejido con un objetivo de 20x luego se cambio la ilumina-
cion con un objetivo de 40x, aqui se disminuy6 el tamano del spot de incidencia sobre



6.3. FILTRADO DE LUZ 57
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Figura 6.9: Espectros de coincidencias/segundo respecto a la longitud de onda emitido por
fécula de maiz.

la muestra, para la recoleccion de la luz generada o emitida por la muestra, para esto
se usaron una lente asférica de 8 mm de distancia focal y un objetivo de 4x como se
muestra en la figura [6.8 También se cambio la muestra de tejido por una muestra de
fécula de maiz la cual se enfoco e ilumino con los mismo objetivos usados en el tejido,
como aparece en la figura [6.9]

En las tres imégenes no hubo cambio significativo de los espectros al variar la

iluminaciéon o la recoleccién de las imagenes con el tejido, se obtuvo que todas las
cuentas de coincidencias por segundo son de alrededor del treinta mil (30.000 cuen-
tas/s). Asi mismo, se hicieron las medidas teniendo en cuenta el retraso temporal
electronico donde no se evidencié ningtin cambio, y en ninguna se registré6 un cambio
de intensidad significativo, por el contrario se corroboré que es imposible detectar
SPDC ya que la senal del otro fenémeno 6ptico es mayor.
Ademas, al revisar el namero de cuentas de coincidencias por segundo al cambiar el
objetivo de 40x y el de 20x no hay un cambio significativo en las cuentas detectadas,
por lo tanto bajo las condiciones de medidas establecidas no es posible medir SPDC
en tejidos, ni en la fécula de maiz.

Tejido desenfocado

Como prueba final de detecciéon de SPDC en el tejido se desenfocod el spot que
incide sobre la muestra para esto se cambia el esquema y en vez de usar un objetivo
como fuente de iluminacion se deja pasar el haz laser colimado. La medicién de los
espectros en coincidencias por segundo se presenta en la figura [6.10}

Al desenfocar sobre el tejido se encontroé que no hay un cambio significativo en las
cuentas de coincidencias por segundo, ademas tampoco cambia el espectro al salirse
del retraso temporal como si ocurrié con el cristal BBO, ver figura [6.7]

Con las condiciones experimentales que presentamos encontramos que hay un fe-
noémeno de fluorescencia, que no permite ver la senal de SPDC, lo que nos condujo
ha realizar un conjunto de mediciones para aislar la senal sin éxito.
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Espectro de coincidencias del tejido sin enfocar
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Figura 6.10: Espectros de coincidencias/segundo emitido por el tejido respecto a la longitud

de onda. La muestra es iluminada sin un objetivo objetivo de 20x y es recolectada con una
lente asférica

El resultado presentado en la figura [6.5] es importante por que indica que la senal
de cuentas simples de luz de un cristal BBO el cual en la literatura es considerado
como uno de los més eficientes para emitir o detectar SPDC es menor que el emitido
por el tejido de cerdo por lo que nos hace reafirmar la existencia de otra senal de luz
proveniente de un fenémeno fisico distinto al SPDC.



7 Medicion de SPDC en frecuencias
del infrarojo

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos para la generacion de SPDC

proveniente de tejido de cerdo, utilizando un laser de onda continua centrado en 775
nm.
En primer lugar, se trabajo en esta longitud de onda por que de antemano nuestros
resultados del capitulo 5 evidenciaron que se produce SHG si se trabaja con un bom-
beo de 1550 nm, esto nos permitiria reafirmar la hipotesis que nos llevo a proponer
este experimento, que si hay SHG se puede esperar la deteccion de SPDC, asi mismo
en el capitulo 6 se mostré que al usar un bombeo centrado en 405 nm aparecié un
fenéomeno de fluorescencia que impidio la deteccion de SPDC, por lo tanto este estudio
se limit6 a buscar una region donde no apareciera fluorescencia. Otra razén por la
cual se decidi6 trabajar en esta region, fue por la disposicion de los filtros y optica
disponible en el laboratorio para garantizar la medicién en 1550 nm.

7.1. Montaje Experimental de la deteccién de SPDC

En este montaje se utilizé6 un laser CW centrado en 775 nm de longitud de on-
da y 100 mW de potencia. La luz colimada se enfoc6 sobre las muestras con varios
objetivos para cambiar la ventana de iluminaciéon sobre la misma, y la luz emitida
por el tejido fue recolectada con una lente asférica de 8 mm de distancia focal tipo
C, seguido a esto se utilizo un filtro pasa altas (Semrock FF01 900 / LP) con una
longitud de onda de corte de 900 nm, y un filtro pasa bandas centrado en 1550 nm
y un ancho de banda de 40 nm (Semrock 01-1550 / 40). Posteriormente, se coloco
un divisor de haz 50:50 que se encarga de separar los fotones senal y acompanante.
Dichos fotones fueron colectados cada uno por una fibra monémodo y llevados a un
contador de fotones InGaAs y la salida del pulso emitido por cada InGaAs fue detec-
tada con un contador de tiempo (ID800) como se muestra en la figura

59
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Figura 7.1: Esquema de la generacion de segundo armoénico con un laser entrado en 1500nm

7.2. Resultados de la deteccion de SPDC

En las mediciones se obtuvieron los siguientes registros de la tabld7.1] al incidir el
bombeo de 775 nm sobre 5 regiones del tejido, donde la imagen estaba completamente
enfocada por un objetivo de microscopio de 40x y dos mediciones donde la imagen
estaba desenfocada. En la figura[7.2] cada histograma presenta las cuentas simples de
cada brazo junto con las cuentas de coincidencias/s.

C. Simples A | C. Simples B | C. Coincidencias | C. Accidentales
52000 58000 32 27.2
62500 51700 30 16.2
45200 51300 23 11.6
Sin enfocar
57300 44500 22 12.7
63500 54150 44 17.2

Tabla 7.1: Registro de cuentas de fotones al incidir con un bombeo de 780nm

Los histogramas [7.2] podemos ver que las cuentas en las 5 regiones son similares
y son muy bajas comparadas con las cuentas simples, por otro lado al colocar una
lamina de % no se aprecian cambios de polarizacién como se reportd en los capitulos
del SHG. Ademas en el registro de la tabla[7.I]se observa que gran parte de las cuentas
de coincidencias son accidentales.

También se intenté medir los espectros utilizando el sistema del monocromador
con la camara intensificada, tal como se hizo en el capitulo anterior de SPDC, pero el
registro de las cuentas simples y en coincidencias fueron bajas, lo que impidi6 detec-
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tar alguna senal proveniente del tejido en este sistema, en otras palabras se esperaba
obtener una senal alrededor de 1550 nm si fuera una emisiéon degenerada y como re-
sultado no se logré visualizar el espectro que indicara la senal de SPDC.

Uno de los principales factores que afectaron la mediciéon fue la optica que se utilizo.
Caso especifico los detectores InGaAs presentan un 25 % de eficiencia disminuyendo la
eficiencia de la medida, asi mismo el monocromador y la cAmara es un espectrometro
"débil", por lo tanto requeria de mayor cantidad de potencia o intensidad de luz para
emitir el espectro que nos indicaré a que fendémeno pertenecia la luz que se midié con
el contador de tiempos ID 800.

Al trabajar con un bombeo centrado 405 nm y esperar una deteccion de SPDC
centrada en 810 nm se midi6 un fenémeno de fluorescencia que no se pudo filtrar y
esto impidi6é hacer la medicién, por lo tanto se decidié trabajar en otra longitud de
onda, donde no se generara este fenémeno 6ptico, asi que al intentar medir el SPDC
en 1550 nm como se presento en este capitulo, no se pudo detectar por la baja emision
de senal que se obtuvo.
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8 (Conclusiones

En este trabajo se pudo concluir que no es posible medir la conversion paramétrica
descendente (SPDC) proveniente de muestras biologicas de tejido de cerdo, ni en la
fécula de maiz para las condiciones experimentales establecidas en este proyecto, es
decir, con la utilizaciéon de dos laseres de onda continua cw, centrados en 405 nm y
en 775 nm de longitudes de onda; tampoco para muestras de tejido de cerdo que eran
de un grosor de 300 um.

Con este proyecto se determiné que los espectros medidos corresponden a la fluo-
rescencia proveniente de las muestras empleadas. Y que con ninguno de los 3 filtrados
opticos de luz es posible medir las coincidencias de las parejas de fotones. Es decir
que con los tres filtrados (espacial, espectral y temporal) se ratifica que no es posible
aislar la senal de fluorescencia como se especifica a continuacion: con el primer filtrado
espectral se concluye que la intensidad de luz no aumenta, ni disminuye al usar los
filtros pasa-bandas y pasa-altas, ni tampoco se puede identificar la senal de SPDC;
en el segundo filtrado después de haber caracterizado el correcto retraso temporal
para generar parejas de fotones, al usar un cristal BBO donde si se evidencia como
cambia el espectro en cuanto se hace mayor o menor el retraso temporal del 6éptimo,
no hay un cambio significativo al variar la ventana temporal en los espectros de las
muestras biolégicas o en la fécula de maiz, por lo tanto es imposible distinguir las
cuentas de coincidencias de las parejas de fotones, en un retraso temporal corto res-
pecto del 6ptimo, ni en un retraso temporal largo o alejado del 6ptimo; finalmente
como tltima prueba al cambiar los objetivos de medicién tanto en la iluminacion
como en la recoleccion de la luz se encontré que no es posible medir SPDC dado que
no hay variaciones significativas de los espectros con retrasos temporales.

Al usar un laser de bombeo de 405 nm se observé un mayor deterioro de las mues-
tras, lo cual es una desventaja para un futuro analisis y estudio de tejidos bioldgicos
o almidones. Sin embargo, este deterioro se disminuye utilizando longitudes de onda
mayores, por lo que en este trabajo se incidi6 con un bombeo de 780 nm en el tejido y
la fécula de maiz con el fin de generar una senal del SPDC alrededor de 1550 nm, sin
embargo con las caracteristicas y condiciones del montaje que se presenté en el ultimo
capitulo no se obtuvo una senal generada que correspondiera a este proceso 6ptico,
ni tampoco fue posible medir su espectro debido a la baja eficiencia en la deteccion
de cuentas simples y en coincidencias de parejas de fotones.
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En el caso de la generacion del segundo armonico la senal es fuertemente depen-
diente a cambios en la polarizaciéon de bombeo, su intensidad se ve afectada por el
cambio de direcciéon en el vector de polarizacion.

En las mediciones de SHG con el microscopio construido en este proyecto que
capta imégenes de campo amplio se encontr6é que con dicho sistema 6ptico no es po-
sible discernir la orientacion de las fibrillas porque no se logran resolver. Sin embargo
funciona como un sistema alterno al microscopio comercial en el que se permite hacer
mediciones de la respuesta de polarizacion emitida por la senal de SHG.

El dltimo resultado de este trabajo, se presenta la respuesta de la senal del SHG
utilizando una longitud de onda de 1550 nm, donde nuevamente se reafirma que la
composicion de tejido hace que la senal de emision del SHG dependa de la polarizacion
la luz incidente.
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