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Resumen

Esta tesis consiste en el ensamble, funcionamiento y resultados obtenidos por un
Microscopio de Barrido por Luz, desarrollado en el grupo de Fotdnica de Microondas del
Centro de Ciencias Aplicadas y Desarrollo Tecnoldgico de la UNAM. El Microscopio de
Barrido por Luz, es un dispositivo simplificado para obtener imagenes en alta resolucién,
con una resolucién maxima experimental de 56 nm por pixel. La cual se obtiene por
medio de la exploracion de un barrido por luz laser de 405 nm y motorizaciéon de las
platinas con micro pasos que van desde 2.5 um a 40 nm. Todo esto es controlado por
medio de una tarjeta de adquisicién de datos de National Instruments y el software
LabView, que se encarga de la integracidn de la seiial éptica para obtener imdagenes en el
orden de decenas de nandmetros.
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Antecedentes

A través de la historia, el ser humano ha tenido la curiosidad y necesidad de crear
dispositivos que nos permitan ir mas alld de nuestros limites fisicos. Ya sea para ir mas
rapido, volar, comunicarse a largas distancias, o apreciar cosas que a simple vista no
distinguimos, porgue son cosas muy pequefias o muy lejanas.

En ese sentido, en el siglo XVI se cred el primer prototipo de microscopio [1]. Un
dispositivo capaz de observar cosas que a simple vista no se ven. El cual consistia en dos
lentes convexas en los extremos de un tubo mostrando de 3 a 9 aumentos [1].

De esta manera al pasar los afios, se fue mejorando el dispositivo, aumentando su
capacidad de aumento y resolviendo los distintos problemas que se enfrentaban como la
calidad de las lentes, o si se utilizaban lentes esféricas o hiperbdlicas, céncavas o
convexas, etc. De forma general un microscopio consistia en poner distintos lentes a cierta
distancia o con ciertas configuraciones para enfocar luz y tener una muestra con distintos
aumentos dependiendo de la configuracién [1, 2]. Sin duda hubo una gran mejora, pero
en 1887 se llegd a un limite tedrico en cuanto a resolucién éptica llamado el limite de
difraccién [3], que indicaba que no se podian llegar a resoluciones mas bajas y que solo
podia existir aumentos maximos de X 50 6 X 100 dependiendo de la longitud de onda de
la luz.

En el siglo XX se desarrollaron de forma tedrica las bases de la fisica moderna, en donde se
dieron grandes avances sobre la naturaleza de luz y su dualidad onda — particula. Por
consiguiente, se desarrollaron los primeros microscopios que eran excitados por medio de
electrones [4, 5], en donde se podia alcanzar una mayor resolucién debido a que tenian
una menor longitud de onda. Pero a su vez se tuvieron que utilizar otros dispositivos como
lentes magnéticas o pantallas fluorescentes ya que no se utilizan lentes convencionales,
porque se trabaja con los campos eléctricos y magnéticos, asi se desarrollaron objetivos
de dicha naturaleza.

El impacto que tuvo el microscopio electrénico o microscopio de electrones fue tal que
generd una gran variedad [6 — 9], con diferentes caracteristicas y diversos métodos,
permitiendo llegar a resoluciones muy bajas e imagenes en 3D. Tales como el Microscopio
de Fuerza Atémica (AFM)!, Microscopio de Sonda de Barrido (SPM)?, Microscopio de
Efecto Tunel (STM)3, entre muchos otros. Ademds de que con ayuda del procesamiento de
imagenes se han obtenido resultados sorprendentes [10].

El microscopio tiene diversas aplicaciones en areas como biologia, medicina, quimica,
materiales, etc. Uno de los principales problemas del microscopio electrénico es que no

1 Atomic Force Microscope.
2 Scanning Probe Microscope.
3 Scanning Tunneling Microscope.



puede interactuar con muestras biolégicas o no de la mejor manera, debido a la alta
potencia que se utiliza en dichos microscopios. De esta manera, se han llegado a
desarrollar métodos muy ingeniosos en donde se supera el limite de difraccién [11, 12]
permitiendo estudiar moléculas individuales dentro de las células, ademas de que las
personas que desarrollaron estos dispositivos han sido galardonadas con el Premio Nobel
de Quimica en el 2014 [13].

Como se ha indicado anteriormente, las aplicaciones son diversas, junto con el impacto
gue ha tenido en la vida humana es un instrumento simplemente invaluable. Ya que se
desarrollan nuevos farmacos, se descubren nuevos comportamientos en algln virus o
bacteria, se determina una forma mds eficiente en el uso de materiales, se desarrollan
nuevas tecnologias como la nanotecnologia, etc. Todo esto no seria posible sin la ayuda
del microscopio y aunque existe una variedad inimaginable de ellos, aun quedan nuevas y
novedosas formas de seguir desarrollando estos dispositivos, tomando en cuenta las
infinitas aplicaciones [14].

Las caracteristicas de los diferentes tipos de microscopios dependen de su aplicacién, pero
una parte muy importante es la resolucion que pueden alcanzar, es decir, la distancia
minima que pueden llegar a distinguir.

Por ejemplo, el Microscopio Electrénico de Transmisién (TEM)* fue uno de los primeros
microscopios en utilizar un haz de electrones en lugar de luz. Consiste en analizar una
muestra muy delgada y al aplicar un haz de electrones, algunos atraviesan la muestra y se
aprecia el aumento de la muestra por medio de lentes magnéticos o electrostaticos [15].

Un tipo de microscopia muy particular es donde se utiliza una sonda de barrido para
analizar la muestra, ya sea tocando la muestra o estando a una distancia muy pequefia
sobre la muestra. Estos son AFM y SPM; en donde no se hace uso de lentes que permiten
ampliar la imagen, sino que se emite una sefial y se mide la reflexiéon de dicha sefial por
medio de detectores. Alcanzando una resolucion de 0.25 — 0.7 nanémetros [8, 16, 17].
Otra forma de SPM es el Microscopio Optico de Campo Cercano de Barrido (SNOM)?, que
consiste en una sonda puntiaguda con una abertura muy pequefia en el centro, por la cual
se puede emitir luz y a su vez colectar un reflejo de la muestra formando una imagen.
Dando una resolucién en el orden de unidades de nanémetros [18].

Actualmente se desarrollan otro tipo de métodos para microscopia llamada de super
resolucion donde se pretende explotar el hecho de que el limite de difracciéon ya no
representa una barrera considerable y que la nanoscopia se pueda utilizar para diferentes
aplicaciones. Estos métodos son SIM®, STORM?, PALM8, SOFI°, entre muchos otros [19 —
21].

4 Transmission Electron Microscope.

> Near-Field Scanning Optial Microscope.

6 Structured llumination Microscopy.

7 Stochastic Optical Reconstruction Microscopy.



En esta tesis se presenta un Microscopio de Barrido por Luz, con una resolucién éptica
aproximada de 56 nm. En la que la luz de un laser de 405 nm pasa a través de un objetivo
de 100 X. Mientras que el barrido se realiza debido al movimiento uniforme de una
platina motorizada en un drea determinada por el usuario. En donde a partir de la
reflexion del laser en la muestra, se dirige a un detector para formar la imagen con ayuda
de un software que permite la automatizacién del proceso a partir de pardmetros
introducidos por el usuario.
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Introduccion

En esta tesis se presenta el ensamble, funcionamiento y resultados obtenidos por un
Microscopio de Barrido por Luz, desarrollado en el grupo de Fotdnica de Microondas del
Centro de Ciencias Aplicadas y Desarrollo Tecnoldgico de la UNAM.

El Microscopio de Barrido por Luz tiene como base de funcionamiento, la unién de la
resolucién odptica tedrica, dada por los componentes dpticos utilizados y la resolucién
espacial dada por motores de micropasos. Por consiguiente, este Microscopio ofrece una
resolucién dptica tedrica aproximadamente de 40 nm por pixel. La cual se encuentra por
debajo del limite de difraccién y que es de gran ayuda para las necesidades de diversas
investigaciones que se llevan a cabo en el Laboratorio de Foténica de Microondas.

A continuacion, se describe el contenido de esta tesis:

En el Capitulo 1 se presenta la parte tedrica de los componentes del Microscopio, sus
conceptos y herramientas utilizadas para el desarrollo experimental del mismo.

En el Capitulo 2 se realiza una comparativa de los diferentes tipos de microscopios
existentes, con algunas similitudes con el Microscopio de Barrido por Luz para poder
ubicar el tipo de microscopia utilizada, junto con las ventajas que se tiene en comparacion
con la microscopia convencional. Se muestran las caracteristicas y capacidades del
Microscopio en cuanto a resolucién éptica y el tipo de muestras a analizar.

En el Capitulo 3 se presentan los tipos de caracterizacion de materiales que se pueden
realizar para poder hacer un analisis previo de las muestras a observar. Con el fin de
determinar si son aptas o no para el Microscopio de Barrido por Luz. Ademas de que estos
tipos de caracterizaciéon ofrecen cierta informacion para considerar en el analisis de
resultados obtenidos.

En el Capitulo 4 se muestra una detallada descripcion de los componentes utilizados en el
microscopio, junto con la construcciéon experimental y el principio de operacion del
Microscopio de Barrido por Luz. Detallando los diferentes sistemas que lo componen:
Optico, electrénico, mecénico y software.

En el Capitulo 5 se muestran las imagenes obtenidas con el Microscopio de Barrido por
Luz, se hace una comparacion de los valores tedricos dados por motores de micropasos y
los valores experimentales obtenidos a partir de un proceso de calibracidn. Se realizaron
diversas pruebas con diferentes tipos de muestras, tanto organicas como inorganicas.

Por ultimo, en la seccidon 6 se presentan las conclusiones de este trabajo, junto con
reflexiones sobre optimizacion de este microscopio y posibles trabajos a futuro.



Es importante destacar que existe un margen de mejora muy amplio para este
microscopio, el cual representa un gasto econdmico mucho menor en comparacion al
costo de equipos comerciales.



1. Teoria

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron diferentes herramientas, es importante
conocer tanto el aspecto tedrico como el técnico, ya que con eso se conocen las
capacidades del dispositivo y la comprension al hacer el analisis de los resultados.

1.1. Optica

La Optica es el area de la fisica donde se estudian y analizan las propiedades de la luz,
junto con los diferentes fendmenos luminosos que se manifiestan al hacer utilidad de la
misma [1].

De esta manera, a lo largo de los avances de la ciencia, ha sido importante comprender de
donde proviene la luz o que genera dicha luz. Para después profundizar mas y tratar de
explicar cdmo se comporta en diferentes situaciones y poder llegar a hacer aplicaciones
en diversas areas de utilidad.

Como primeros indicios, se tiene el desarrollo de espejos a partir de metales pulidos.
Mientras que, por parte de algunos griegos como Pitagoras, Empédocles, Platén,
Aristoteles, entre otros; desarrollaron importantes aportaciones como la propagacién de
la luz en forma rectilinea y la ley de la reflexidn, dada por Euclides. Para después utilizar la
confecciéon de vidrio, junto con diversos materiales utilizados como espejos para
experimentar y llegar a crear dispositivos sencillos como lupas y lentes para encender
fuego.

Después de esa época el desarrollo se vio un poco pausado, con pequefios pero
importantes avances por parte de los drabes. Pero no fue hasta el siglo XVI y XVII que
continuaron con aportaciones y experimentos que permitieron el perfeccionamiento en la
fabricacién de lentes y espejos que a su vez daban lugar a dispositivos como el telescopio
y microscopio.

Por el lado de la parte tedrica, uno de los principales aportadores fue Isaac Newton. En
donde se enfocaba mas en la propagacion de la luz y sus componentes, ademas de
conocer qué era la luz, es decir, un fendmeno formado por particulas o un fendmeno
ondulatorio. Esta cuestion fue una de las mas intensas en cuanto a debates, ya que habia
experimentos que indicaban la naturaleza ondulatoria de la luz.

De manera independiente, Faraday encontré una relacion directa entre el
electromagnetismo y la luz. Mientras que Maxwell fue quien propuso los modelos
matematicos para representar dichos fendmenos. Entonces estaba claro que la luz
formaba parte de la propagaciéon ondulatoria a través de un medio al cual se le
denominaba éter en esa época, pero después paso a ser el vacio.



El siglo XX abrié la puerta a nuevas ideas en el area de fisica, al romper varios paradigmas
y dar un nuevo panorama a varias ideas estancadas. De esta manera, Max Planck daba las
bases sobre la mecdnica cuantica, y a partir de ésta, Einstein propuso que la luz consistia
en pequefios paquetes de energia, a los que les llamd: “Cuantos”. Dicha energia dependia
de su frecuencia y la constante de Planck. Pero a partir de estas bases, se afirmd que no
solo los fotones, sino que las particulas en general tienen una naturaleza de onda-
particula.

La Optica ha permitido maximizar nuestras capacidades en muchas areas con diversas
aplicaciones de la luz. Por ejemplo, podemos aprovechar la luz eléctrica en las noches,
comunicaciones a mayor velocidad con fibra éptica, en medicina el uso de laseres para
operaciones, etc. Es por eso que la dptica es un drea de mucha importancia y con grandes
proyecciones para el futuro en cuanto a tecnologia por desarrollar.

1.1.1. Electromagnetismo

Debido a sus caracteristicas de onda-particula, la luz pertenece a las ondas
electromagnéticas. Esta formada por dos ondas perpendiculares entre si y en fase como
se muestra en la Figura 1.1. Una es perteneciente al campo eléctrico y otra al campo
magnético, en donde la direccién de propagacion es perpendicular a ambas ondas [1].

Figura 1.1. Onda Electromagnética

A partir de la frecuencia de la onda electromagnética, existen diferentes tipos de ondas,
con sus respectivas caracteristicas. Los diferentes tipos de onda se pueden apreciar en el
espectro electromagnético. Como se aprecia en la Figura 1.2. Tomando en cuenta que
existe una relacién ente la longitud de onda y la frecuencia dada por:

En donde C es la velocidad de la luz equivalente a 3 X 108 m/s, aproximadamente.
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Figura 1.2. Espectro Electromagnético

Por consiguiente, se tiene que la luz solamente es una porcién del espectro
electromagnético que se subdivide en tres partes:

a) Infrarrojo que se extiende aproximadamente de 1 mm a 780 nm. Que a su vez se
subdivide en:
a. Infrarrojo cercano que va de 780 nm a 3000 nm.
b. Infrarrojo intermedio que va de 3000 nm a 6000 nm.
c. Infrarrojo lejano que va de 6000 nm a 15000 nm.
d. Infrarrojo extremo que va de 15000 nm a 1 mm.

b) Luz visible que se extiende aproximadamente de 780 nm a 390 nm. Como se
apreciaenlaTabla 1.1

Color A (nm)
Rojo 780-622
Naranja 622-597
Amarillo 597-577
Verde 577-492
Azul 492-455
Violeta 455-390

Tabla 1.1. Longitudes de onda de la luz visible

c) Ultravioleta que se extiende aproximadamente de 390 nm a 10 nm



Otra parte importante que se tiene que destacar es la energia de radiaciéon de la luz, que
son los fotones visto de la forma cudntica que esta dada a partir de:

E =hv

En donde h = 6.6261 x 10734 ], que es la constante de Planck y v es la frecuencia a la
gue se encuentra la onda. Entonces la energia de los fotones es directamente
proporcional a su frecuencia. En donde se tiene que a mayor frecuencia mayor energia de
radiacion. Es importante tomar en cuenta la energia de radiacidon en el caso de la region
ultravioleta, rayos x y rayos gamma.

1.2. Optica Geométrica

La luz se puede estudiar y analizar de diferentes maneras, principalmente depende de la
aplicacion a elegir la forma de estudio. Pero una de las maneras mas simples y sencillas es
considerar a la luz como rayo, es decir, una propagacion rectilinea y uniforme, sin tomar
en cuenta la naturaleza ondulatoria de la luz. Esto es posible cuando su aplicacién implica
objetos muy grandes en comparacion con la longitud de onda.

Como primera instancia se tiene la Ley de Snell, mostrada en la Figura 1.3. En donde se
tiene un rayo incidente en un medio con indice de refraccién n,, este rayo atraviesa la
frontera entre dos medios con indices de refraccion diferentes y cierta parte del rayo pasa
al segundo medio con indice de refraccion n,, pero con un angulo diferente al incidente
respecto a la normal. Mientras que existe una reflexiéon en el primer medio con angulo
igual al incidente respecto a la normal. De esta forma se tiene la siguiente relacion:

n, sinf;
n, sin6,
Donde:
c
1,2 —
1,2

Llamado indice de refraccidon e indica una relacién entre la velocidad de la luz y la
velocidad de fase del rayo.

10
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Figura 1.3. Ley de Snell

1.2.1. Espejos y Lentes

Una de las partes mds importantes que hicieron florecer la éptica, fue la fabricacién de
lentes y espejos. En primera instancia para apreciar reflejos ya sea de nosotros mismos o
de objetos, hasta llegar a crear sefiales de luz con el reflejo del sol entre muchas otras
aplicaciones. Para después con ayuda de lentes, ayudar a las personas con enfermedades
de la vista por medio de los anteojos. Todo esto se ha ido perfeccionando en cuanto a
fabricacidn o disefio para darles nuevas y mejores aplicaciones [1 — 2].

1.2.1.1. Espejos

Un espejo es una superficie lisa, capaz de reflejar la luz, como se muestra en la Figura 1.4.
De esta manera, un espejo permite direccionar la luz, dependiendo del angulo de

incidencia y cumpliendo con la Ley de Snell.

Figura 1.4. Reflexion en un espejo plano

Existen diferentes tipos de espejos, pero principalmente son:

e Planos: La superficie es plana y no deforma la imagen.
e Esféricos: La superficie es una fraccion de una esfera como se muestra en la Figura
1.5 y deforma la imagen. A su vez, existen de dos formas:

o Codncavo: Concentran los rayos paralelos en un punto llamado foco.



o Convexo: Los rayos se concentran en un punto virtual llamado foco.

Espejo I Espejo |
céncavo | CONVEXD |

Figura 1.5. Espejos Esféricos
1.2.1.2. Lentes

Una lente es un dispositivo que refracta la luz, es decir, direcciona los rayos incidentes.
Estan formadas por al menos un espejo esférico por un lado y por el otro puede ser un
espejo plano o esférico.

Existen fundamentalmente dos tipos de lentes (Véase Figura 1.6):

e Convergentes: también llamadas positivas. Generalmente son mas gruesas en la
parte central. Se les nombra asi porque los rayos que inciden, se refractan y se
concentran en un punto llamado punto focal, es decir, convergen en el punto focal.

o Divergentes: también llamadas negativas. Generalmente son mas delgadas en la
parte central. Se les nombra asi porque los rayos que inciden, se refractan y se
separan del eje horizontal de la lente, es decir, divergen.

8 o2 g S o2 8

Z zs S8 . 3 €3

8 =& %% g 32 z2

& Qo Lo = o Lo
a) b)

Figura 1.6. Diferentes tipos de lentes. a)
Lentes Convergentes b) Lentes Divergentes

12



1.2.2. Objetivo Para Microscopio

Uno de los principales componentes de un microscopio es el objetivo, ya que es el
encargado de colectar la luz que proviene de la muestra y mostrar una imagen aumentada
de la misma [2-3].

Estan constituidas por una o varias lentes, las cuales se encuentran alineadas y con
distancias especificas entre ellos para formar el eje éptico del sistema. Si bien es una
combinacidn de lentes, llegan a existir errores de imagen, llamados aberraciones. Aunque
a lo largo de la historia se han podido resolver debido a métodos de fabricacidn. Las
principales aberraciones son de tipo geométricas, en donde hay deformacion de imagen, y
de tipo cromaticas, en donde existen pequefios anillos de color.

La clasificacion de los objetivos para microscopio es la siguiente (Véase Figura 1.7):

e Objetivos acromaticos: correccién de aberracion cromatica para dos colores y de
aberracién esférica para un color.

e Objetivos semi — apocromaticos: correccion de aberracidon cromatica para 2 o 3
colores y de aberracién esférica para dos colores.

e Objetivos apocromaticos: tienen el mads alto nivel de correccién de aberraciones.

Figura 1.7. Tipos de Objetivos. a) Objetivo Acromdtico b)
Objetivo Semi — Apocromdtico c) Objetivo Apocromdtico

Otra caracteristica importante sobre los objetivos, es el medio que se encuentra entre las
lentes. Pueden ser objetivo seco u objetivo de inmersién. En el primer caso, el medio es el
aire con indice de refraccion n = 1, mientras que en el segundo caso puede ser algun
aceite con n = 1.51. Esto es importante ya que el indice refraccidon del vidrio es de n =
1.5, entonces en los objetivos de inmersién se disminuye la refraccion de los rayos,
permitiendo un aumento en la luminosidad de la imagen.
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1.2.3. Limite de Difraccion

La resolucién o6ptica se puede definir como la distancia minima que puede llegar a
distinguir un dispositivo éptico. Dicho lo anterior, en microscopia convencional, la
resolucién dptica depende de la Apertura Numérica (NA) y la longitud de onda (4) de la luz
incidente [4].

El limite de difraccion (criterio de Rayleigh), indica la maxima resolucién tedrica que se
puede tener debido a efectos de difraccion y esta dada por la siguiente expresién:

_ 1.221 _ 0.614
" 2nsinf  NA

Donde n es el indice de refraccién del medio, que generalmente es el aire (n = 1), y NA es
la apertura numérica del objetivo.

Con lo anterior, el indice de difraccion fue indicado por Abbe y Rayleigh (criterio de Abbe o
Rayleigh), en donde se establece que en una muestra con dos puntos a una cierta
distancia y con el mismo nivel de energia, se puedan distinguir de forma independiente,
como se muestra en la Figura 1.8.

Sin

Buena Limite de Resolucion

Resolucidn Difraccidn

nG1A

0614
NA

a) = R<=-
Figura 1.8. Limite de Difraccion a) Se cumple el criterio de Rayleigh b) Limite

de Difraccion c) No se cumple con el criterio de Rayleigh

Es importante notar que cuando no se cumple el criterio de Rayleigh, las imagenes se
sobreponen y se pierde la resolucién. Para poder mejorar eso, existen dos soluciones
simples. La primera es emplear una menor longitud de onda (A1) y la segunda utilizar un
objetivo que tenga una alta apertura numérica (NA).

Por otro lado, actualmente existen métodos de microscopia que permiten obtener una
resolucién mas baja a la que indica el criterio de Rayleigh.
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1.3. Laser

Un l4ser!® es un tipo de fuente luminosa generada por emisién estimulada. Los elementos
gue lo componen son, una cavidad resonante, un medio activo en donde se produce la
amplificacién y el bombeo que permite excitar el medio activo [5]. Las principales
propiedades de un laser son:

e Monocromaticidad: De forma tedrica, un laser, emite una sola longitud de onda.
Pero en realidad es un rango de longitudes de onda muy estrecho.

e Coherencia: es una caracteristica muy singular debido a la emisién estimulada. Ya
que las ondas que se generan, tienen una misma fase tanto temporal como
espacial.

e Direccionalidad: la radiacion se tiene en cierta direccién y con un angulo de
divergencia definido. Generalmente, el dngulo de dispersién de un laser es muy
pequefio, siendo casi paralelo en la misma direccién.

Existen varios tipos de laser, pero principalmente se tienen:

e Gas: utilizan un gas como medio activo.
e Semiconductor: fabricados a partir de semiconductores.
e Estado sdlido: utilizan cristales o fibras dopadas como medio activo.

El tipo de laser se selecciona dependiendo de su aplicacidn, Sin embargo, para esta Tesis
se considera el laser de semiconductor. Debido a su bajo costo y lo compacto que puede
ser. Aunque comparacion con otros laseres, presenta poca coherencia y un amplio rango
de longitudes de onda en su ancho espectral, como principales desventajas.

1.3.1. Colimador Laser

Aunqgue un laser posee una alta direccionalidad, siempre es importante tener controlado
el haz de un laser. Un colimador es un dispositivo que permite obtener un haz paralelo a
partir de una fuente divergente. Como se muestra en la Figura 1.9.

Figura 1.9. Colimador Ldser

10 por sus siglas en inglés: Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
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El colimador se utiliza no solo para los laseres, sino también para controlar otro tipo de
radicacion como electrones o rayos X. Pero para el caso de un colimador laser,
generalmente estd conformado por una lente esférica o parabdlica. Con esto, se mejora
aun mas la direccionalidad del laser, en especial el caso de los laseres de semiconductor.

1.4. Detector Optico

Un detector éptico, también llamado fotodetector, es un dispositivo transductor que
proporciona una sefial eléctrica a partir, de radiacion luminosa. De esta manera, un
fotodetector es capaz de modificar las propiedades de conducciéon eléctrica en el
dispositivo debido a la incidencia de fotones en un drea determinada. Por consiguiente, se
genera una fotocorriente y generalmente es utilizado como sensor de energia luminosa

[6].
Las principales propiedades de un fotodetector son:

Flujo de electrones

e Eficiencia cuantica: de forma general, estd dada por n = Flujo ae fotomes incidentes”

Pero se toman otros factores como reflexion del material, fotones absorbidos, etc.

e Responsividad: indica la sensibilidad del dispositivo y se expresa en [A/W].

e Tiempo de respuesta: indica el tiempo de subida y de bajada del dispositivo. Y es el
periodo que toma el dispositivo en emitir o detectar la luz.

e Ruido: indica el ruido que se genera debido a corrientes no deseadas.

e Sensibilidad espectral: indica el rango de longitudes de onda de operacién del
dispositivo.

Los principales fotodetectores que existen son:

e Fotodiodo PN: es una unién pn.

e Fotodiodo PIN: es la uniéon pn, pero en medio tiene un material intrinseco o
ligeramente dopado, para favorecer la absorcién de fotones.

e Fototransistor: funcionamiento equivalente a un transistor NPN.

e Fotodiodo de avalancha (APD): a partir de la incidencia de un fotén, se amplifica la
sefial por efecto de avalancha.

1.5. Motor Eléctrico

Un motor eléctrico es un dispositivo que transforma la energia eléctrica en energia
mecanica, por medio de interacciones electromagnéticas. De esta manera, generalmente,
la principal funcién de un motor es girar. Existe una gran variedad de motores y
generalmente dependen de su aplicacion, pero se enfocard principalmente a dos tipos.

16



1.5.1. Motor de DC

Un motor de corriente directa (DC), es aquel que, al incidir una corriente eléctrica gira
libremente a cierta velocidad. Lo cual hace que sea muy impreciso a la hora de girar una
fraccién de vuelta o una cantidad especifica de vueltas. Se muestra un motor de DC en el
Figura 1.10.

Figura 1.10. Motor DC

Una parte importante de este tipo de motor, es que la inercia mecanica toma un papel
importante, ya que de forma inicial no alcanza su velocidad maxima. Al igual que al cortar
la energia para detenerse, continle con cierta inercia. Lo cual lo hace poco eficiente para
varias aplicaciones.

Por otro lado, existe una configuracién llamada servo, en la que a partir de engranes, el
eje mecanico acoplado a un potencidmetro y circuito de control, se puede realizar ciertos
movimientos en fracciones de giro, lo cual representa una utilidad importante cuando no
es necesario un giro completo como en el caso de robdtica. Un servo motor se muestra en
la Figura 1.11.

Figura 1.11. Servomotor
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1.5.2. Motor de Pasos

Un motor de pasos (PaP), no gira de forma libre como el de DC, sino que lo hace a partir
de “pasos”, para conseguir una vuelta. De esta manera, tiene la capacidad de quedar
estable en cierta posicidn de giro cuando no esta girando.

Estos motores tienen varias bobinas y para su funcionamiento, es necesario un control de
energia para las bobinas, pero en una secuencia de pulsos. De esta manera, es posible
controlar el nimero de pasos y el sentido de giro de los mismos. Pero si no se tiene un
control de pulsos para las bobinas, simplemente no se moverd y solo vibrara.

Los paramentos mas importantes de un motor de pasos son los siguientes:

Angulo de paso: indica el avance angular del motor por cada pulso.

Numero de pasos: indica el nimero de pasos que se relazan para dar una vuelta.
360°

Evidentemente se hace a partir del siguiente cdlculo: NP = ———
Angulo de paso

Voltaje de operacion
Corriente de fase

Al igual, se pueden clasificar de la siguiente manera:

Unipolar: estdn conformados por cuatro bobinas, las cuales estan interconectadas
en un comun. Se ponen en serie de dos en dos para formar dos estatores y de esta
manera con la secuencia adecuada de pulsos, se generan los pasos y el sentido de
giro.

Bipolar: estan conformados por dos grupos de bobinas, y en este caso no tienen un
comun que las interconecte. Se ponen en dos estatores del motor y el proceso
requiere mayor implementacién para su control, ya que se necesitan puentes H.
Sin embargo, ofrecen un mejor torque en comparaciéon con el unipolar.

Ambos se pueden apreciar en la Figura 1.12.

Bobina 1 A
Comun B Bobina 1 3
Bobina 2 B

c D A B
Bobina 3 Bobina 4

Comiin Bobina 2
a) b)
Figura 1.12. a) Unipolar b) Bipolar
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Una parte muy importante para considerar, es la generacion de micropasos. Esto es que
un motor de pasos, pueda tener posiciones intermedias entre pasos. Por ejemplo, un
motor de 1.8° en angulo de paso, generando 4 micropasos, se tiene un angulo de paso de
0.45°. Principalmente se utilizan dos técnicas para conseguir micropasos:

e Modulacién de ancho de pulso
e Interaccion senoy coseno

En el caso de este trabajo se explicara mas a fondo la técnica de interaccién de seno y

coseno en el Desarrollo Experimental, ya que es la técnica que se implementa para la
generacién de micropasos.
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2. Microscopio

Un microscopio!?, es un dispositivo éptico que nos permite ver objetos mas pequefios, de
lo que nos permite nuestra resolucion éptica natural. Es decir, permite ver una imagen
aumentada de los objetos, con el fin de analizar y estudiar el mundo microscdpico.

Desde su invencién, por Zacharias Jensen a principios del siglo XVI (Véase Figura 2.1). Se
han logrado una innumerable cantidad de avances en varias areas de la ciencia como
biologia, quimica, fisica, materiales, medicina, etc. En los que no se hubieran logrado sin la
ayuda del microscopio [1]. Asi que ha llegado a formar parte muy importante del
desarrollo de la ciencia y las diversas aplicaciones en muchas areas.

Figura 2.1. Microscopio de
Zacharias Jensen

Por otro lado, esto se consiguid a partir de la fabricacién de lentes y espejos, junto con el
perfeccionamiento del mismo. En donde a partir de un conjunto de lentes en cascada, se
podia aumentar la resolucién de la imagen. Para después llegar a los limites fisicos dados
por la difraccién y la longitud de onda de operacién (limite de difraccién) [2].

Es por eso que fueron necesarios métodos innovadores como la microscopia electrdnica,
en donde se ha podido llegar mas alld y llegar a un nivel atémico (por ejemplo, TEM?'?).
Permitiendo obtener una mejor resolucién éptica y mejores imagenes [3].

De esta manera es importante seguir profundizando en el drea de microscopia, no solo
para obtener mejor resolucién, sino para darle otra perspectiva como la caracterizacion de
materiales y la estructura de los mismos.

2.1. Tipos de Microscopio

Existe una gran diversidad de microscopios, en donde generalmente las caracteristicas de
los mismos dependen de la aplicacién o de la muestra que se necesite analizar, ya que hay
varios que no son aptos para muestras bioldgicas o simplemente tienen mejores
resultados con ciertos materiales.

11 Del griego “Mirar pequefio”.
2 Transmission Electron Microscope.
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Como se menciond anteriormente, una de las principales razones por las que se
encontraron novedosas formas de microscopia fue el limite de difraccidn, que representa
un limite en la resolucién dptica. Y es por eso que se intentd con otro tipo de fuentes
como radiacion de electrones, microondas, radiacién con luz, etc.

La microscopia de barrido en general es una de las tantas opciones novedosas. En donde
lo que se aprecia es un area determinada, y esta puede ser amplia 0 no, a partir de un
“barrido” realizado por la fuente o por las platinas del microscopio con la muestra. De esta
manera, dependiendo de la fuente de excitacidén y el sistema de deteccidn, se formara la
imagen.

En este tipo de microscopia se encuentran microscopios como el AFM, SEM, STEM, SNOM,
etc. En donde la similitud es el barrido que hacen a la muestra con diferentes técnicas. Y
en algunos de estos casos es importante destacar que no solo obtienen una imagen
amplificada de la muestra, sino que tienen la capacidad de caracterizar materiales [4].
Otra de las ventajas que se puede tener con este tipo de microscopia, es que el andlisis de
resultados puede ser mas profundo, ya que se puede hacer un procesamiento de imagen
mas fino.

2.1.1. AFM

El Microscopio de Fuerza Atémica fue desarrollado en 1985 y consiste en una punta muy
fina, con un radio de curvatura de 20 nm a 60 nm, capaz de detectar la fuerza atédmica que
puede llegar a existir entre la muestra y la punta. De forma tedrica, tiene una resolucién
atoémica, ya que “detecta dtomos” y la fuerza que interactua entre ellos [5].

El funcionamiento consiste en que la punta hace un barrido sobre la muestra, ya sea por
medio de contacto directo o no. Para que después el sistema se desplace y permita
obtener imagenes en 3D. De esta manera se ha llegado a fracciones de nandmetro en
cuanto a resolucion. Se puede ver un AFM comercial en la Figura 2.2.

22



Figura 2.2. AFM Comercial

Este tipo de microscopio es capaz de caracterizar materiales, ya que se pueden conocer
las propiedades fisicas del material como fuerza eléctrica o fuerza magnética. Ademas de
que, al ser un barrido sobre la superficie de la muestra, se puede observar la topografia de
la superficie, lo cual es de ayuda para conocer en donde existe mayor cantidad de material
o la ausencia del mismo.

También tiene diferentes formas de operacién como tapping'3, contacto e imagen de fase,
entre otros. En donde la punta puede estar en contacto o no contacto.

Con lo anterior, el AFM puede ofrecer resultados como los que se muestran en la Figura
2.3. En donde se muestran imagenes de topografia y fase.

Figura 2.3. Resultados AFM

13 Consiste en hacer oscilar la punta de prueba con el fin de obtener mejor informacién sobre el relieve de la
muestra.
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2.1.2. SNOM

El Microscopio Optico de Campo Cercano de Barrido (SNOM), es un microscopio que
utiliza una punta muy fina con un pequefo orificio con un diametro aproximado de 100
nm, por el cual viaja luz. La cual, a partir de la reflexién de la misma, mide la luz
evanescente reflejada o transmitida y forma la imagen por medio de un detector [6]. Esto
se puede apreciar en la Figura 2.4.

Figura 2.4. Punta SNOM

La altura a la que debe estar la punta sobre la muestra, se debe encontrar en el campo
cercano dependiendo de la longitud de onda de operacion. Un ejemplo de resultados que
se pueden obtener con este tipo de microscopio junto con una comparativa de diferentes
alturas de la punta se puede apreciar en la Figura 2.5. De esta manera se ha llegado a una
resolucion en el orden de nandmetros.

e

1 pm 1 pm

ey =iy
300 nm %
100 nm 30 nm fo'iia
—_— —_ —_ —_—
e e e =

Figura 2.5. Diferentes alturas SNOM
2.1.3. Microscopio Confocal
El microscopio confocal, es un tipo de microscopia que permite enfocar un solo plano y de

esta manera se mejora la calidad de la imagen, ya que se disminuye el ruido. Ademas de
gue permite obtener imagenes en 3D [7].

14 Near-Field Scanning Optical Microscope.
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Su funcionamiento se puede apreciar en la Figura 2.6. Consiste en la iluminacién por
medio de un laser colimado, en donde el haz pasa a través de un objetivo de microscopio
hacia la muestra. El reflejo de este haz regresa por el mismo camino, solo que no llega al
laser, ya que es desviado hacia un sistema confocal. En donde por medio de una lente
confocal, apertura circular y un colimador, llega a un detector para formar la imagen.

Detector \gur——uly)

Cy S ) Pinhole
Confocal
& 9 "t.\\‘_
o) —
' i
/T T ')
o Sp— K
. = { ' N [ o
Léser (T — ‘ ! N Divisor de

haz

Objetivo

Plano Focal Muestra

Figura 2.6. Microscopio Confocal

Este microscopio enfoca un solo plano focal, ya que elimina las reflexiones no deseadas
debido a los planos fuera de foco. Esto se logra por medio del sistema confocal, pero
principalmente por la apertura circular ya que no permite el paso de la luz fuera del plano
focal.

Con lo anterior, el Microscopio Confocal permite obtener resultados como el que se
muestra en la Figura 2.7. Que, con ayuda de software, permite una visualizaciéon de los
resultados en 3D.

Figura 2.7. Resultado de Microscopio Confocal
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2.1.4. Microscopio de Fluorescencia

Es un microscopio similar al confocal, solo que utiliza la fluorescencia como caracteristica
principal. Lo cual permite tener mejores resultados en cuanto a sensibilidad y resolucién
Optica [8]. Su funcionamiento se puede apreciar en la Figura 2.8.

La fluorescencia es un fendmeno luminiscente que aparece en algunos elementos
guimicos, en donde a partir de recibir una radiacion intensa, pueden emitir luz. Esto es
gue absorben en una determinada longitud de onda y emiten en otra longitud de onda
mayor.

Filtro C————2

P
/'_’_f.-/ vig
Divisor %/ (| Pu
deHaz
Fuente
Filtro Luminosa

Objetivo

Figura 2.8. Microscopio de
Fluorescencia

El funcionamiento de este microscopio es similar al confocal, consiste en una fuente
luminosa de una longitud de onda determinada, o por medio de un filtro permitir una
longitud de onda de excitacién que pasa por un objetivo hacia la muestra. La reflexién de
la fuente luminosa sobre la muestra serd a partir de la fluorescencia de la misma. Esta
reflexion pasa por un filtro que permite pasar la longitud de onda de emisién. Para
después por medio de un detector obtener la imagen.

Generalmente este tipo de microscopia es muy util para muestras que contienen
elementos fluorescentes. Pero también se pueden agregar colorantes que permiten el
fenédmeno de fluorescencia. Como pasa en el caso de muestras biolégicas o en quimica en
donde es de los métodos de microscopia mas utilizados.

Con lo anterior, el Microscopio de Fluorescencia permite obtener resultados como el que
se muestra en la Figura 2.9. En donde se puede apreciar las proteinas en una célula viva.
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Figura 2.9. Resultados de Microscopio de Fluorescencia

2.2. Microscopia de Barrido por Luz
En el presente trabajo, se muestra el desarrollo de un Microscopio de Barrido por Luz.
Destacando sus principales caracteristicas junto con los diferentes sistemas que lo

conforman y los resultados obtenidos a partir de muestras de diferente naturaleza.

El modelo basico sobre el funcionamiento de este microscopio se puede apreciar en la
Figura 2.10.
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Figura 2.10. Microscopia de Barrido por Ldser

2.2.1. Funcionamiento

El funcionamiento consiste en incidir el haz de un laser sobre un objetivo de microscopio
hacia la muestra. Para que después el reflejo de la fuente luminosa sobre la muestra sea
dirigido hacia un detector éptico y formar la imagen por medio de software.

Este reflejo es puntual, es decir, solo se ilumina el area que se encuentra en el foco del
objetivo. Para formar la imagen completa, es necesario hacer el desplazamiento de la
platina en X — Y que indica el drea de analisis. Esto se logra a partir de motores de
micropasos que daran lugar a la resolucidon de la imagen obtenida. Ademas de que el
ajuste de la distancia focal se realiza de forma manual, ajustando la altura de la fuente
luminosa.

Es importante considerar el ancho del haz luminoso después del objetivo de microscopio.
Ya que es el drea o punto que se esta reflejando y correlacionando con el paso que avanza

el motor, se indica la resolucion de la imagen resultante.

De esta manera, se ha logrado alcanzar una maxima resolucion de 53 nandmetros
aproximadamente por pixel, los resultados obtenidos se analizan en el Capitulo 5.
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2.2.2. Sistemas que lo Componen
Para el desarrollo de este microscopio, se utilizaron los siguientes sistemas:

e Sistema 0dptico. Implica los componentes épticos utilizados y la funcién que realiza
en el microscopio a partir de sus caracteristicas.

e Sistema mecanico. Implica la estructura del microscopio junto con la parte de las
platinas y su motorizacién para obtener una resolucidn espacial.

e Sistema electrdnico. Indica los circuitos utilizados y la parte de alimentacion de
energia tanto a los motores como la fuente luminosa.

e Software. Indica el programa utilizado para la automatizacion del microscopio, es
decir, el controlador general para mover las platinas, tomar muestras del
fotodiodo y mostrar una imagen.

Los sistemas anteriores tienen caracteristicas propias, pero en conjunto conforman el
microscopio de barrido por laser. Los detalles de cada uno de los sistemas se detallan mas
adelante en el Capitulo 4.

Con lo anterior, el Microscopio de Barrido por Luz nos permite obtener resultados como el
gue se muestra en la Figura 2.11, en donde se tiene una muestra del tejido epitelial de
una cebolla.
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Figura 2.11. Resultado del Microscopio de Barrido por Luz
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3. Tipos de Caracterizacion

Muchas veces se tiene la idea de que un microscopio solo tiene la capacidad de aumentar
la imagen de una muestra o solo sirve para apreciar ciertos detalles de la misma, como
pasa en la microscopia éptica convencional. Pero existen muchas otras aplicaciones en
donde van mas alld de simples imagenes, como la caracterizacion de materiales.

A partir de diversos métodos, se puede identificar los elementos o materiales que
conforman una muestra. Evidentemente es Util para clasificar algun objeto segun su
composicidn, para conocer su grado de pureza o para futuras referencias del mismo, entre
otros.

Es por eso que analizar algunos métodos de caracterizacién es importante para poder
darle otro panorama al Microscopio de Barrido por Laser. Ya que, al analizar varias
muestras de diferente naturaleza, se tendrd un mejor andlisis de resultados como se
muestra en el Capitulo 5.

3.1. Espectroscopia UV-Vis

La Espectroscopia es el analisis de la interaccidn entre la radiacién electromagnética y la
materia. De esta manera se tiene un resultado en cuanto a la emisidn o absorcién de la
energia electromagnética radiada, en funcién de la longitud de onda [1].

Una de los principales funciones u objetivos de la espectroscopia, es la de conocer la
estructura o composicion de la materia. Ya que la configuracién electrénica de los
elementos quimicos es diferente para cada caso, y a partir de la obtencién de un espectro,
se conoce a que tipo de elemento corresponde. Entonces es muy importante la
espectroscopia para la caracterizacién de materiales analizando el espectro de emisién o
absorcién del material.

El tipo de espectroscopia depende del intervalo de frecuencias o longitudes de onda que
interactle con la materia. Ya que existe desde la espectroscopia de microondas hasta los
rayos gamma.

En este caso es de interés la espectroscopia UV-Vis, que como el nombre lo indica, abarca
las longitudes de onda del ultravioleta al visible, obteniendo el espectro de absorcién o
emision de la muestra a analizar.

Para el Microscopio de Barrido por Laser, es de suma importancia ya que se utiliza una
fuente luminosa monocromatica y al interaccionar con la muestra, una parte se absorbe y
otra se emite. De esta manera es posible hacer un mejor analisis de resultados ya que se
puede conocer en qué tipo de materiales se obtendran mejores resultados que en otros.
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Un Espectrémetro comercial se muestra en la Figura 3.1.

Figura 3.1. Agilent Cary 4000/5000/6000

3.2. Microscopia Optica

La microscopia éptica, se trata de un microscopio convencional, en donde se muestra una
imagen aumentada de la muestra, dependiendo del aumento que se desea [2]. Un
microscopio convencional se muestra en la Figura 3.2, con las respectivas partes que lo
conforman.
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Generalmente un microscopio convencional Unicamente nos ofrece una imagen en 2D o
3D, en donde no es posible obtener demasiada informacién sobre el tipo de muestra o la
composicidn de la misma. Sin embargo, sigue siendo de mucha ayuda para comprender la
estructura de la muestra o la forma de la misma.

Este tipo de microscopia llega a ser obsoleta en varios casos, ya que presenta limitaciones
en el aumento de imagen (maximo 100x), debido al limite de difraccién por los
componentes 6pticos. Es por eso que se ha innovado en el disefio de otro tipo de
microscopia para obtener mejores resultados.
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Para el Microscopio de Barrido Laser, la microscopia dptica convencional fue de mucha
ayuda, ya que sirviéo como tratamiento previo, orientacién de la muestra y ubicacién de las
partes de interés dentro de la muestra. Ademas de punto de comparacién en la obtencién
de imagenes.

3.3. AFM

En la seccion 2.1.1, se habld un poco sobre el AFM, como ejemplo de tipo de microscopia.
Pero una de las caracteristicas fundamentales de este dispositivo, es la capacidad de
caracterizacion de materiales debido a la interaccién de la punta en la muestra [3].

Esto se debe a que la punta del AFM, detecta la fuerza entre dtomos y dependiendo de la
intensidad, se puede conocer el tipo de elemento en la muestra.

De esta manera, las imagenes que se obtienen permiten mayor informacién de la
muestra, lo cual es util para apreciar la estructura y ofrece una mejor resolucion que la
microscopia convencional.

3.4. Tratamiento de Muestras

Para demostrar el funcionamiento del Microscopio de Barrido por Luz, se utilizaron varias
muestras de diferente naturaleza. Para lo cual era importante hacer un tratamiento
previo, en el cual consistia tener a la muestra lo mas plana posible. Ya que la distancia
focal era constante y si habia algun relieve o doblez, salia de foco y se mostraba borrosa la
imagen.

En la mayoria de los casos se utilizaron porta muestras convencionales. Pero necesitaban
una limpieza que consistia en un proceso de ultrasonido en acetona y después en agua
destilada.

3.4.1. Rejilla de TEM

Se utilizaron 2 tipo de las rejillas de TEM, pero se manejaron de la misma forma y
necesitaron el siguiente tratamiento:

e Colocar la muestra en el porta muestras. Por medio de cinta doble cara, se coloca
la muestra y se pega sobre el porta muestras. Esto con el fin de evitar movimientos
en la muestra, ya que es muy delgada y fragil.

e Muestra uniforme. Para poder obtener la muestra mas plana posible, se somete a
presidon para evitar irregularidades en la rejilla y posibles burbujas de aire en la
cinta. Se debe garantizar la planitud de la muestra para que las imagenes
obtenidas con el microscopio no se vean afectadas por la distancia de enfoque.
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3.4.2. Tejido de Cebolla

Se trata de analizar las células de la cebolla del tejido epitelial de la misma, para lo cual se
realizo el siguiente proceso:

Deshidratar la muestra. El tejido epitelial de la cebolla se coloca en medio de dos
hojas de papel para que estas, absorban el exceso de liquido en el tejido.

Colocar la muestra en el porta muestras. Se debia tener cuidado, ya que se trata de
un tejido delgado, facil de romper. Por lo tanto, se tuvo cuidado al desprenderlo de
las hojas para después colocarlo en el porta muestras tratando de que exista
uniformidad, evitando dobleces o burbujas de aire.

3.4.3. Plantilla de Calibracion

La plantilla de calibracién no necesité un tratamiento como tal, ya que no se necesitaba
un porta muestras. Unicamente se limpié con cuidado con un pafiuelo especial para quitar
algunos residuos de polvo o grasa.

3.4.4. Circuito

Se trata de un circuito impreso de forma comercial. Asi que se obtuvo uno de un disco
duro convencional. Para lo cual se realizd el siguiente proceso:

Obtencion del circuito. El disco duro se desarmé con cuidado, y se tomd una de las
agujas para obtener el circuito.

Colocar la muestra en el porta muestras. Al ser un circuito muy pequefio, se debia
tener cuidado de evitar movimientos a la hora de tomar muestras. Asi que se
coloca en el porta muestras con cinta adhesiva.

Muestra uniforme. El circuito no era del todo plano, ya que tenia relieve propio de
su fabricacién. Asi que se sometid a un poco de presién para tratar de tener la
muestra lo mas plana posible.

3.4.5. Nanoparticulas

Se trata de nanoparticulas de plata en solucidén acuosa, para lo cual se realizd el siguiente
proceso:

Solucidn acuosa. Las nanoparticulas se encontraban en forma de polvo, asi que se
disolvieron en agua destilada manteniendo una concentracion moderada.

Deposito en el porta muestras. Con un Spin Coating a 2000 rpm, y una duracion de
30 segundos.
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e Secado. Al depositar por medio del Spin Coating la solucién acuosa se evaporaba,
pero no completamente, asi que se esperaba unos minutos para garantizar que no
haya mas liquido para que no interfiera en las imagenes.

3.4.6. Monocristal de NaCl Dopado con Plata
Se trata de nano estructuras en un cristal, para lo cual se realiz6 el siguiente proceso:
e “Clivaje” del cristal. Las nano estructuras se encuentran dentro del cristal.

e Colocar la muestra en el porta muestras. El cristal no necesitaba adherirse al porta
muestras, asi que solo se colocaba en le porta muestras para obtener imagenes.
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4. Desarrollo Experimental

En la seccidn 2.2, se explicé tanto el funcionamiento como los sistemas que componen al
Microscopio de Barrido por Luz. Asi que se explicard de forma detallada cada una de las
partes que lo componen. Junto con el procedimiento experimental para la obtencién de
imagenes.

El modelo general de este microscopio se muestra en la Figura 4.1.

[
P Diodo
Laser
() « Colimador de

Laser

s s RSN

Y Distance Pixels

Imagen
R s Plaler
dquisicionde C
cgmm.<}:r‘ sicio Q:

Divisor de Haz

Detector

Objetivo

% Motores (X, Y)

Muestra

< Platina

Figura 4.1. Microscopio de Barrido por Luz

4.1. Sistema Optico

El sistema dptico esta conformado por los diversos componentes dpticos que se utilizan
para la obtencion de imagenes. Desde la fuente luminosa, hasta los dispositivos dpticos
gue permiten colectar la reflexion de la luz sobre la muestra.
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4.1.1. Fuente Luminosa y Lentes

La Figura 4.2, muestra el diodo laser DL — 5146 — 101S que se usa como la fuente
(Apéndice A). El cual tiene las siguientes caracteristicas:

e A1=405nm
o P =40mW
L IOP =70mA
L 9":80; 9J_=19°

Figura 4.2. Diodo Ldser
DL-5146-101S

El diodo laser esta colocado en una montura que permite la conexidn hacia la fuente de
alimentacion. Ademas de que el haz es colimado por una lente asférica para tener una
mejor calidad en el ancho del haz, ambos se muestran en la Figura 4.3.

a) b)

Figura 4.3. a) Montura b) Tubo colimador

Como se aprecia en la Figura 4.1, el haz de luz, pasa a través de un divisor de haz
(Beamsplitter, Figura 4.4), en donde solo pasa la mitad de la potencia hacia el objetivo,
mientras que la otra mitad se pierde. En primera instancia no muestra su funcion, pero se
encarga de desviar el haz que proviene de la reflexion de la muestra hacia el fotodiodo
para formar la imagen.
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Figura 4.4. Divisor de haz
(Beamsplitter)

4.1.2. Objetivo

Para la mayoria de las diversas técnicas de microscopia, el componente mds importante es
el objetivo. Ya que es el encargado de colectar la luz y proporcionar una imagen
aumentada de la muestra.

En la Figura 4.5, se muestra el objetivo utilizado para este microscopio. Para mayores
detalles véase Apéndice A.

Figura 4.5. Objetivo

Las caracteristicas de este objetivo son las siguientes:

e Objetivo acromatico

e Aumento: X 100

e Apertura Numérica (NA): 1.25
e Inmersién: aceite

e Distancia de trabajo: 0.14 mm
e Optica finita

e Marca: Nikon

Con el objetivo del microscopio, se puede conocer la maxima resoluciéon que permite
(Iimite de difraccién), a partir de:
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r - 1221 0.612 _ (0.61)(405nm)
" 2nsin® NA 1.25

= 197.64 nm

4.1.3. Fotodiodo

La construccion de la imagen se hace a partir del reflejo de la luz sobre la muestra. Y para
colectar dicha luz, se utiliza un fotodiodo FD100 (Figura 4.6). Para mayores detalles véase

Apéndice A.

Figura 4.6. Fotodiodo FDS100

Las caracteristicas de este fotodiodo son las siguientes:

e Rango de longitudes de onda de 350 — 1100 nm.

e Responsividad en 405 nm de 0.18%. Se muestra la variacion de la responsividad
con respecto a la longitud de onda en la Figura 4.7.

e Area activa de 13 mm?.

e Tiempo de respuesta de 10 ns.
e Material: Si.
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Figura 4.7. Respuesta Espectral

Este fotodiodo funciona como un transductor que genera una corriente eléctrica.
Mientras que para obtener un voltaje se pone una resistencia de carga (R;), como se
muestra en la Figura 4.8, que es el circuito para energizar al fotodiodo.
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Figura 4.8. Circuito del fotodiodo

El voltaje de salida medido en la resistencia de carga esta dado por:
V,=PXRXR,

Donde P es la potencia de la luz incidente en el fotodiodo, R la responsividad en la
longitud de onda y R}, la resistencia de carga.

Una parte crucial que se debe cuidar, es el ruido que se genera en el circuito del
fotodiodo. El fotodiodo tiene una tercera terminal, la cual permite conectar a tierra para
disminuir el ruido. Ademads, el circuito se colocd en una caja de metal junto con una
terminal BNC para facilitar su conexion con la tarjeta de adquisicion de datos como se
muestra en la Figura 4.9.

Figura 4.9. Circuito del fotodiodo

4.2. Sistema Mecanico

En este tipo de microscopia, es necesario hacer un barrido en la zona de la muestra que se
desea aumentar. Entonces el barrido se puede realizar de dos formas: la primera es que la
luz se mueva a lo largo de la muestra y la segunda es que la muestra se mueva, mientras
gue la fuente luminosa se queda estatica.

En este Microscopio de Barrido por Luz, se utilizdé la segunda forma. Haciendo que la

platina se desplace en micropasos en dos dimensiones (X - Y). Tomando un valor de
voltaje para cada punto, que permite generar una matriz y con eso una imagen resultante.
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Entonces el sistema mecanico estad conformado por la platina y los motores que permiten
el barrido de la luz sobre la muestra.

4.2.1. Platina

La platina estd conformada por 2 bases de translacion MT1/M de Thorlabs con un
desplazamiento maximo de 13 mm en forma perpendicular, para que se genereen X y Y.
Dicha base se muestra en la Figura 4.10.

Figura 4.10. Platina

La base tiene integrado un micrémetro con una resolucién de 10 um, en donde una vuelta
equivale a un recorrido de 0.5 mm. Es importante destacar esto, ya que sirvié de mucha
utilizad para conocer la resoluciéon del microscopio como el area de la muestra que se
deseaba analizar.

En el caso del eje Z, se utiliza otra base de translacién, pero esta se encuentra junto con la

fuente luminosa, el divisor de haz, y el objetivo. Es decir, dichos componentes se moveran
de forma uniforme para ajustar la distancia focal.

4.2.2. Motores de Pasos

Se trata de un motor de pasos de iman permanente unipolar, mostrado en la Figura 4.11.

Para mayores detalles véase Apéndice A.
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Figura 4.11. a) Motor a pasos b) Diagrama
eléctrico
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Las caracteristicas de este motor son las siguientes:

e Angulode paso: @ = 1.8° + 5%
e \Voltaje de operacion: Vop = 12V
e Corriente por fase: I = 160 mA
e Numero de pasos por vuelta: 200

De esta manera, se utilizan dos motores iguales para las platinas del eje X y eje Y.

4.2.2.1. Motorizacion de las Platinas

El movimiento que ofrece el motor, se ve reflejado en el desplazamiento de la platina. De
esta manera, se controlan ambos motores para obtener una exploracion uniforme en un
area determinada, lo cual nos permite tener una resolucién espacial.

Para la unién motor — platina, fue importante la fabricacion de un par de acopladores que
permitiera unir el eje del motor con el micrdmetro de la platina. Lo cual fue de suma
importancia y uno de los mayores problemas a la hora de obtener resultados. Ya que la
alineacién de dichos acopladores presentaba un ligero angulo, el cual representaba un
esfuerzo mayor al motor en cierto punto de la vuelta y en ocasiones simplemente no daba
el paso y esto representa un error. Los acopladores utilizados en este microscopio se
muestran en la Figura 4.12.

Figura 4.12. Acopladores motores — platina

Para el cdlculo de desplazamiento de la platina junto con el motor, se toma en cuenta el
numero de pasos por vuelta del motor y el recorrido de la platina en una vuelta. De la
siguiente manera:

500 um m
U 25#

~ 200 pasos -~ paso

Donde DP es la distancia que recorre la platina por un paso del motor.
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A partir de DP, se utilizo la técnica de interaccion de seno y coseno en las bobinas de los
motores para la obtencidon de micropasos. En donde se obtiene una resolucién espacial
importante, la cual se aprecia en la Tabla 4.1.

Micropasos Distancia
1 2.5 um
2 1.25 um
4 625 nm
8 312.5nm
16 156.25 nm
32 78.125nm
64 39.0625 nm

Tabla 4.1. Micropasos del motor

Los datos mostrados en la Tabla 4.1 son tedricos, ya que en realidad son solo los pasos del
motor, pero estos pasos se ven afectados en la platina debido al acoplamiento. Pero como
representa una pequefa variacion, se desprecia.

La técnica de interaccién de seno y coseno para la obtencién de micropasos, consiste en
alimentar a una bobina de un motor con una senal seno, mientras que a la otra bobina
con una sefial coseno. Manteniendo un desfasamiento constante de ambas sefiales de
90°.

El caso de 1 micropaso se muestra en la Figura 4.13, en donde se muestran ambas sefales
para las dos bobinas del motor y el valor de voltaje que se le aplica a las bobinas en cada
paso. En este caso se necesitan 4 micropasos para completar un ciclo de ambas sefiales.

1 Micro Step
T

Voltaje
)

0 1 2 3 4
Pasos

Figura 4.13. Sefiales para 1 micropaso

El caso de 2 micropasos se muestra en la Figura 4.14, en donde se muestran ambas
sefiales para las dos bobinas del motor y el valor de voltaje que se le aplica a las bobinas
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en cada paso. En este caso se necesitan 8 micropasos para completar un ciclo de ambas
sefales.

2 Micro Step
T

Voltaje
o

Pasos

Figura 4.14. Sefiales para 2 micropasos

El caso de 16 micropasos se muestra en la Figura 4.15, en donde se muestran ambas
sefales para las dos bobinas del motor y el valor de voltaje que se le aplica a las bobinas
en cada paso. En este caso se necesitan 64 micropasos para completar un ciclo de ambas
sefales.

16 Micro Step
T

Voltaje
(=}

0 10 20 30 40 50 60
Pasos

Figura 4.15. Sefiales para 16 micropasos
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El caso de 64 micropasos se muestra en la Figura 4.16, en donde se muestran ambas
sefiales para las dos bobinas del motor y el valor de voltaje que se le aplica a las bobinas
en cada paso. En este caso se necesitan 256 micropasos para completar un ciclo de ambas

sefales.

10 64 Micro Step

Voltaje
o

0 50 100 150 200 250
Pasos

Figura 4.16. Sefiales para 64 micropasos

De esta manera, la tarjeta de adquisicion de datos genera dichas sefiales para cada paso
del motor por medio del software LabView con la interfaz mostrada en la Figura 4.17, en
donde se puede configurar lo siguiente:

e Numero de pasos

e Numero de micropasos

e Voltaje de salida

e Tiempo de espera entre pasos
e Direccidn del motor

e Salidas analdgicas en la tarjeta
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Figura 4.17. Interfaz LabView

El ajuste de los motores es fundamental para el funcionamiento general del microscopio.
Ya que, si existe algun problema, los motores se traban y el desplazamiento es erréneo.
Resultando una imagen cortada o simplemente no permite el avance de los motores. Es
por eso que se realizaron una innumerable cantidad de ajustes en los motores y
seleccionando la zona en donde el motor se encontrara en mejor alineaciéon con el
acoplador en especial a la hora de empezar a bajar la resolucién espacial.

4.2.3. Proteccion

La luz ambiental significaba una alta fuente de ruido, ya que era sencillo que el fotodiodo
percibiera cambios de intensidad en la luz ambiental, que se verian reflejados en una
variacion de voltaje en las muestras.

Es por eso que se disefidé una proteccién en forma de caja, que cubriera por completo al
Microscopio de Barrido por Luz y disminuir, lo mejor posible, la interferencia de la luz
ambiental. Dicha proteccién permitia cambiar de muestras y quitar la tapa superior para
poder modificar la distancia focal. Se muestra al Microscopio de Barrido por Luz en la
Figura 4.18

Figura 4.18. Microscopio con proteccion de luz ambiental
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4.3. Sistema Electrdnico

El sistema electronico es el encargado de proporcionar energia a los diferentes
componentes. Ademds de la tarjeta de adquisicion de datos, la cual controla el
funcionamiento general del microscopio.

4.3.1. Fuentes de Alimentacion

La alimentacion es fundamental para todo el microscopio. Asi que se utilizaron diferentes
fuentes.

Para el diodo laser, se utilizé la fuente LDC201CU de Thorlabs (Figura 4.19).

__ e

Figura 4.19. Fuente LDC201CU

Se trata de una fuente de corriente, la cual ofrece como maximo 100 mA. Y se utilizé para
alimentar al diodo laser, la cual era suficiente ya que se necesitaba como maximo 70 mA.

Para la alimentacion de los motores, se utilizé una fuente de voltaje variable (GW Instek
GPS-3303, Figura 4.20.), con dos canales independientes de capacidad, suficiente para
ambos motores.
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o = v b W
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s §
s
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‘77 = >

Figura 4.20. Fuente de alimentacion para los motores
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4.3.2. Tarjeta de Adquisicion de Datos

El sistema electrénico mas importante de todo el microscopio es la Tarjeta de Adquisicidon
de Datos NI USB 6343 de National Instruments (Figura 4.21). Ya que, por medio de
software, es la que controla el movimiento de los motores y la adquisicion de datos en el
fotodiodo.

Figura 4.21. NI USB 6343

Las caracteristicas de esta tarjeta de adquisicion son las siguientes:

e Bus: USB

e Entradas Analdgicas: 32

e Entradas Analdgicas (diferencial): 16
e Resolucidn de entrada: 16 bits

e Salidas Analdgicas: 4

e Entrada/Salida Digital: 48

e Maxima velocidad de reloj: 1 MHz

e Salida de Voltaje: 10V

Pero para el funcionamiento del microscopio se utilizaron cuatro salidas analégicas (para
ambos motores) y una entrada analégica (para el fotodiodo). Junto con otras operaciones
gue ofrece el software para formar la imagen.

4.4, Software

El Software que se utilizé para automatizar el microscopio fue LabView en el que
principalmente controla el movimiento de ambos motores y tomar muestras del detector
para formar la imagen.

LabView es un software que permite programar en los dispositivos de National
Instruments por medio de un lenguaje de programacién grafico, mostrando una interfaz
de programacién, que muestra el diagrama a bloques del programa y otra interfaz de
usuario que muestra un panel frontal en donde se muestran los resultados y el usuario
puede interactuar con los componentes del programa.
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El diagrama a bloques del programa y el panel frontal del programa se muestran en la
Figura 4.22.
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Figura 4.22. b) Panel Frontal
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El funcionamiento de este programa se explica en el diagrama de flujo de la Figura 4.23 y

su respectivo algoritmo:

Habilitar canales de salidas analdgicas
para sefiales seno y coseno.

Regresa motor X

para sefial del fotodiodo

Habilitar canal de entrada analogica

Avanza 1 paso motor Y

X=entero
Y=entero
i=0
j=0

Ingresar tamafio de la muestra:

Factor de micro pasos=F

:

—» Avanza 1l paso motor X

Y

i1

Si

h 4

A

j<=Y

no

Leer dato y mapear
Guardar en M[j,i]

Regresa motor Y

Y

v

i=i+1

Si

&

Guarda M en archivo TXT

o

Figura 4.23. Diagrama de flujo del programa en LabView
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1. Habilitar canales de salida para formar la sefial seno y coseno para ambos motores
Habilitar el canal de entrada para la sefial del fotodiodo
3. Ingresar Datos

a. NumerodepasosenXyY

b. Numero de micropasosen Xy Y

c. DirecciondeXyY

d. Tiempo de espera entre pasosde XyY
4. Leer dato del fotodiodo

a. Guardar en una matriz y mapear en el panel frontal

Avanza un paso en X
Repite 4 y 5 hasta llegar al nimero de pasos en X
Regresa el nimero de pasos en X
Avanzaun pasoenY
Repite 4, 5, 6, 7 y 8 hasta llegar al nUmero de pasos en Y
10 Regresa el nUmero de pasosen Y
11. Los datos guardados en la matriz, guardarlos en un archivo de texto

N

© 0N

De esta manera se genera un barrido sobre la muestra, determinado por el nimero de
micropasos y el nimero de pasos en ambos motores. En donde después de cada paso del
motor se toma una muestra del fotodiodo para mapearse y guardarla en una matriz que
permite guardar los datos.

De forma ideal, solo se tendrian que meter los valores solicitados en software y ajustar la
muestra para el area que se pretende analizar. Sin embargo, en el proceso de toma de una
muestra, se tiene que estar en constante vigilancia, ya que en la mayoria de los casos
existia algun error debido a que algin motor se trababa o aparecian saltos en la imagen.

Finalmente, en la Figura 4.24 se puede apreciar el Microscopio de Barrido por Luz junto
con todos los sistemas que lo conforman.

Figura 4.24. Microscopio de Barrido por Luz
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5. Resultados

En esta seccidon se muestran los resultados obtenidos del Microscopio de Barrio con Luz,
mostrando su funcionamiento y el proceso de calibracién para cuantificar las dimensiones
de las muestras obtenidas.

También es importante resaltar la resolucidén que presenta este microscopio, junto con las
deficiencias del mismo para que se consideraren en futuros trabajos. Tomando en cuenta

que es un dispositivo totalmente funcional como se muestra en esta seccion.

Una imagen general del microscopio se muestra en la Figura 5.1.

Figura 5.1. Microscopio de Barrido por Luz

5.1. Primeras Pruebas

Antes de realizar las primeras pruebas, se tuvo que comprobar el funcionamiento
individual de los sistemas que lo componen y se tomaron las siguientes consideraciones:

e La motorizacién de las platinas. Resulté fundamental para el funcionamiento
general del microscopio. Por esa razédn se realizaron varias pruebas para
comprobar la distancia que podian recorrer las platinas junto con el maximo
numero de micropasos y la velocidad de giro. Ya que esta parte fue la causante del
mayor numero de errores a la hora de obtener resultados.

e E| fotodiodo. Los ajustes fueron importantes, ya que se necesitaba la menor
cantidad de ruido debido a la luz ambiental para garantizar el funcionamiento del
circuito, y obtener una variacién de voltaje en el rango de 0 — 9V para formar la
imagen.
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e La alineacidén del sistema. Fue necesario ajustar la posicion de la fuente luminosa,
el divisor de haz y el fotodiodo para obtener un sistema alineado y que la luz que
capta el fotodiodo se encuentre centrada en su zona activa. Ademads de tener el
dispositivo en una mesa fija para evitar vibraciones.

Para comprobar el funcionamiento del microscopio, se debia apreciar una variaciéon de
voltaje considerable en la deteccidn del fotodiodo para que el software pudiera hacer una
escala, en donde a cada valor de voltaje se le asigna un color para después formar un pixel
de la imagen resultante.

Un primer resultado se muestra en la Figura 5.2, en donde se utilizé un circuito impreso
con lineas de cobre. Las lineas en blanco son donde hay mayor reflexiéon que son las lineas
de cobre, mientras que los tonos obscuros de azul es el sustrato del circuito impreso.

Intensity Graph

20- -4.89892

15 ! | -0

70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 230 230 240 250 260 270
Steps Y

Figura 5.2. Primera prueba

En estas primeras pruebas era importante comprobar el funcionamiento del software en
la parte de la motorizacién de las platinas. Es decir, que, al hacer un recorrido, la platina
regrese al mismo punto. Lo cual no sucedia, como se puede ver en las Figuras 5.2 y 5.3,
para cual fueron necesarios varios ajustes. Tanto en el software como en los acopladores
de ambos motores.
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Figura 5.3. Error en el recorrido de los motores

Por otro lado, es importante identificar la distancia focal del objetivo de microscopio,
porque si esta fuera de foco se obtendra una imagen borrosa, como se muestra en la
Figura 5.4, pero si se encuentra en el foco o muy cercano a este, se tendrd una imagen con
mayor definicién, como se muestra en la Figura 5.5. Se debe mencionar que en ambas
imagenes aun no se resolvia del todo el problema de los motores, ya que existian
momentos en donde los motores no regresaban en el punto deseado y se hacia un ajuste
manual. Esto se puede ver en la frontera de la linea de cobre, en donde no se aprecia
uniformidad, sino pequefiios saltos en algunas secciones.

Intensity Graph
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Figura 5.4. Prueba de circuito impreso
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Figura 5.5. Prueba en circuito impreso

Finalmente se logré obtener buena sincronia en el movimiento de las platinas, junto con
los pasos deseados en las platinas y esto se ve reflejado en la Figura 5.6, en donde se
aprecia que las lineas obtenidas son casi verticales.

Es importante observar que en la Figura 5.6, se aprecian pequefas imperfecciones en las
lineas de cobre, lo cual alenté mucho a seguir con diversas muestras para analizar la

maxima capacidad de este microscopio en cuanto a resolucién dptica.

Intensity Graph
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Figura 5.6. Primera prueba aprobatoria
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5.2. Calibracion del Microscopio

Al comprobar el funcionamiento del microscopio, con el funcionamiento éptimo de los
sistemas que lo componen y al ver que se obtenian imagenes de buena calidad. Era
importante dimensionar dichas imagenes, para conocer la resolucion dptica del
microscopio y las capacidades del mismo en cuanto a movimientos en dos dimensiones

por parte de las platinas.

Es por eso que la calibracidn del microscopio significaba una parte importante, ya que se
obtuvieron valores tanto tedricos como experimentales para compararlos con el limite de
difraccidn y obtener una resolucién éptica maxima, la cual era muy buena.

Para la calibracién del Microscopio de Barrido por Luz, se utilizé una platilla de calibracién
por parte de la Fuerza Aérea de los Estados Unidos USAF 1951, que se muestra en la
Figura 5.7. La cual es utilizada para calibrar sistemas épticos, ya que tiene medidas
estandar y las tres barras horizontales y verticales tienen el mismo grosor dependiendo
del nimero asignado. Ademads de que el espaciamiento entre ellas es igual al grosor de la
linea. Para mayor detalle, véase el Apéndice B.

0 1
= IE
3= =
4 =1 : =
gEllllll Hl =1
USAF 1951 11X

Figura 5.7. Plantilla de Calibracion USAF 1951

umm

Es importante mencionar que la maxima division de micropasos en ambos motores, era de
64 micropasos. Mientras que en 1 micropaso no existia divisién del paso del motor.
Entonces se hicieron divisiones del paso en potencia 2, es decir, micropasos de 1, 2, 4, 8§,
16, 32 y 64. Entonces se realiz6 la calibracion correspondiente a cada micropaso.

La imagen de la plantilla de calibracion disponible se puede observar en la Figura 5.7, vista
desde un microscopio convencional. En donde se puede apreciar una numeracion superior
y otra en cada una de las barras. Esto para ubicar el nUmero de grupo y elemento, que nos
indicard el grosor de cada una de las barras.
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Figura 5.8. Plantilla disponible vista desde un
microscopio convencional a 10X

5.2.1. Calibracion para 1 micropaso

El proceso de la calibracion de cada micropaso consiste en obtener una imagen por medio
del Microscopio en el micropaso correspondiente, para después con los datos obtenidos
de la imagen, se tracen las curvas del voltaje obtenido y al final realizar un promedio de
dichas curvas.

De la gréfica resultante, a la mitad de la curva se toma la cantidad de pasos dados por el
motor. Para después realizar una comparacién con los valores de la plantilla de calibracién
y asi obtener la distancia que recorre el motor en un paso.

En el caso de 1 micropaso, se tomaron las barras correspondientes al Grupo 4, Elemento
2. Con un ancho de barra de 27.84 um. La imagen obtenida del Microscopio de Barrido
por Luz junto con una imagen obtenida con un microscopio convencional se muestra en la
Figura 5.9.
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Figura 5.9. a) Imagen obtenida del Microscopio de Barrido por Luz a 1 micropaso. b) Imagen obtenida de
un microscopio convencional a 20X

De la Figura 5.9, a partir de los datos obtenidos por el Microscopio, se trazan las curvas del
voltaje obtenido en 20 recorridos de las tres barras, como se muestra en la Figura 5.10 a).
Para después tomar el promedio de los 20 recorridos y tomar alguna de las tres curvas. En
la Figura 5.10 b), se muestra la grafica de la primera curva.
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Figura 5.10. a) Curvas de voltaje para 1 micropaso. b) Cantidad de
pasos dados por el motor a la mitad de la curva de voltaje

En la Figura 5.10 b), se toman los pasos que dio el motor a la mitad de curva de voltaje
obtenida. Dicho lo anterior se realizan los siguientes calculos:

Ancho de linea  27.84 um 27.84 um um
= = =232——
Pasos del motor 17 -5 12 micro pasos micro paso

Lo anterior nos indica que el paso del motor a 1 micropaso, es un recorrido de 2.32 um, lo
cual es muy cercano al valor tedrico que es de 2.5 um por paso.

Realizando el célculo del porcentaje de error de la siguiente manera:

2.5 um — 2.32
YoError = | ”’ZSﬂm Fml 100 = 7.29%

En la Figura 5.11 se muestra la variacidon de la desviacién estandar a cada micropaso.
Haciendo notar la regién en donde se obtuvo la escala.
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Figura 5.11. Desviacion estdndar a 1 micropaso

5.2.2. Calibracion para 2 micropasos

En el caso de 2 micropasos, se tomaron las barras correspondientes al Grupo 5, Elemento
1. Con un ancho de barra de 15.63 um. La imagen obtenida del Microscopio de Barrido
por Luz junto con una imagen obtenida con un microscopio convencional se muestra en la
Figura 5.12.

120

100

(7)]
K
(]
X 80
o
c
D 60
]
e
© 40
whed
K]
o 20
>
20 40 60 80 100 120
X Distancia en Pixeles
a) b)

Figura 5.12. a) Imagen obtenida del Microscopio de Barrido por Luz a 2 micropasos. b) Imagen obtenida
de un microscopio convencional a 50X
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De la Figura 5.12, a partir de los datos obtenidos por el Microscopio, se trazan las curvas
del voltaje obtenido en 20 recorridos de las tres barras, como se muestra en la Figura 5.13
a). Para después tomar el promedio de los 20 recorridos y tomar alguna de las tres curvas.
En la Figura 5.13 b), se muestra la grafica de la primera curva.
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Figura 5.13. a) Curvas de voltaje para 2 micropasos. b) Cantidad de

pasos dados por el motor a la mitad de la curva de voltaje
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En la Figura 5.13 b), se toman los pasos que dio el motor a la mitad de curva de voltaje
obtenida. Dicho lo anterior se realizan los siguientes cdlculos:

Ancho de linea _15.63um 15.63 um 13 um

= = = 13025 ——
Pasos del motor  35—23 12 micro pasos micro paso

Lo anterior nos indica que el paso del motor a 2 micropasos, es un recorrido de
1.3025 pm, lo cual es muy cercano al valor teérico que es de 1.25 gm por paso.

Realizando el calculo del porcentaje de error de la siguiente manera:

1.25 —1.3025
%Error = | il pm X 100 = 4.2%

1.25 um

En la Figura 5.14 se muestra la variacién de la desviacion estandar a cada micropaso.
Haciendo notar la regién en donde se obtuvo la escala.
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Figura 5.14. Desviacion estandar a 2 micropasos
5.2.3. Calibracion para 4 micropasos

En el caso de 4 micropasos, se tomaron las barras correspondientes al Grupo 5, Elemento
1. Con un ancho de barra de 15.63 um. La imagen obtenida del Microscopio de Barrido
por Luz junto con una imagen obtenida con un microscopio convencional se muestra en la
Figura 5.15.
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Figura 5.15.a) Imagen obtenida del Microscopio de Barrido por Luz a 4 micropasos. b) Imagen obtenida
de un microscopio convencional a 50X

De la Figura 5.15, a partir de los datos obtenidos por el Microscopio, se trazan las curvas
del voltaje obtenido en 20 recorridos de las tres barras, como se muestra en la Figura 5.16
a). Para después tomar el promedio de los 20 recorridos y tomar alguna de las tres curvas.
En la Figura 5.16 b), se muestra la grafica de la primera curva.
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Figura 5.16. a) Curvas de voltaje para 4 micropasos. b) Cantidad de
pasos dados por el motor a la mitad de la curva de voltaje

En la Figura 5.16 b), se toman los pasos que dio el motor a la mitad de curva de voltaje
obtenida. Dicho lo anterior se realizan los siguientes calculos:

Ancho de linea 1563 um  15.63um 625 2
Pasos del motor 43 —18 = 25 micro pasos " micro paso

Lo anterior nos indica que el paso del motor a 4 micropasos, es un recorrido de 625.2 nm,
lo cual es muy cercano al valor tedrico que es de 625 nm por paso.

Realizando el calculo del porcentaje de error de la siguiente manera:

|625 nm — 625.2 nm|
%Error = 525 X 100 = 0.03%

En la Figura 5.17 se muestra la variacidon de la desviacidn estdndar a cada micropaso.
Haciendo notar la regién en donde se obtuvo la escala.
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Figura 5.17. Desviacion estdndar a 4 micropasos

5.2.4. Calibracion para 8 micropasos

En el caso de 8 micropasos, se tomaron las barras correspondientes al Grupo 7, Elemento
1. Con un ancho de barra de 3.91 um. La imagen obtenida del Microscopio de Barrido por
Luz junto con una imagen obtenida con un microscopio convencional se muestra en la
Figura 5.18.
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Figura 5.18. a) Imagen obtenida del Microscopio de Barrido por Luz a 8 micropasos. b) Imagen obtenida
de un microscopio convencional a 100X
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De la Figura 5.18, a partir de los datos obtenidos por el Microscopio, se trazan las curvas
del voltaje obtenido en 20 recorridos de las tres barras, como se muestra en la Figura 5.19
a). Para después tomar el promedio de los 20 recorridos y tomar alguna de las tres curvas.

En la Figura 5.19 b), se muestra la grafica de la primera curva.
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Figura 5.19.a) Curvas de voltaje para 8 micropasos. b) Cantidad de pasos

dados por el motor a la mitad de la curva de voltaje
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En la Figura 5.19 b), se toman los pasos que dio el motor a la mitad de curva de voltaje
obtenida. Dicho lo anterior se realizan los siguientes cdlculos:

Ancho de linea  391um 3.91 um _ 3258
Pasos del motor 48 —36 12 micro pasos "~ micro paso

Lo anterior nos indica que el paso del motor a 8 micropasos, es un recorrido de
325.83 nm, lo cual es muy cercano al valor tedrico que es de 312.5 nm por paso.

Realizando el calculo del porcentaje de error de la siguiente manera:

|312.5 nm — 325.83 nm|
%Error = 3125 o X 100 = 4.26%

En la Figura 5.20 se muestra la variacién de la desviacion estandar a cada micropaso.
Haciendo notar la regiéon en donde se obtuvo la escala.
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Figura 5.20. Desviacion estdndar a 8 micropasos
5.2.5. Calibracion para 16 micropasos

En el caso de 16 micropasos, se tomaron las barras correspondientes al Grupo 7, Elemento
1. Con un ancho de barra de 3.91 um. La imagen obtenida del Microscopio de Barrido por
Luz junto con una imagen obtenida con un microscopio convencional se muestra en la
Figura 5.21.
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Figura 5.21. a) Imagen obtenida del Microscopio de Barrido por Luz a 16 micropasos. b) Imagen obtenida
de un microscopio convencional a 100X

De la Figura 5.21, a partir de los datos obtenidos por el Microscopio, se trazan las curvas
del voltaje obtenido en 20 recorridos de las tres barras, como se muestra en la Figura 5.22
a). Para después tomar el promedio de los 20 recorridos y tomar alguna de las tres curvas.
En la Figura 5.22 b), se muestra la grafica de la primera curva.
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Figura 5.22. a) Curvas de voltaje para 16 micropasos. b) Cantidad
de pasos dados por el motor a la mitad de la curva de voltaje

En la Figura 5.22 b), se toman los pasos que dio el motor a la mitad de curva de voltaje
obtenida. Dicho lo anterior se realizan los siguientes cdlculos:

Ancho de linea  3.91 um 3.91 um nm
= = . =170 —mM8M8M8—
Pasos del motor 91 —68 23 micro pasos micro paso

Lo anterior nos indica que el paso del motor a 16 micropasos, es un recorrido de 170 nm,
lo cual es muy cercano al valor tedrico que es de 156.25 nm por paso.

Realizando el célculo del porcentaje de error de la siguiente manera:

[156.25 nm — 170 nm|
156.25 nm

X 100 = 8.8%

%Error =

En la Figura 5.23 se muestra la variacidon de la desviacién estandar a cada micropaso.
Haciendo notar la regién en donde se obtuvo la escala.
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Figura 5.23. Desviacion estdndar a 16 micropasos

5.2.6. Calibracién para 32 micropasos

En el caso de 32 micropasos, se tomaron las barras correspondientes al Grupo 7, Elemento
6. Con un ancho de barra de 2.19 yum. La imagen obtenida del Microscopio de Barrido por
Luz junto con una imagen obtenida con un microscopio convencional se muestra en la
Figura 5.24.
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Figura 5.24. a) Imagen obtenida del Microscopio de Barrido por Luz a 32 micropasos. b) Imagen obtenida
de un microscopio convencional a 100X
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De la Figura 5.24, a partir de los datos obtenidos por el Microscopio, se trazan las curvas
del voltaje obtenido en 20 recorridos de las tres barras, como se muestra en la Figura 5.25
a). Para después tomar el promedio de los 20 recorridos y tomar alguna de las tres curvas.

En la Figura 5.25 b), se muestra la grafica de la primera curva.
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Figura 5.25. a) Curvas de voltaje para 32 micropasos. b) Cantidad
de pasos dados por el motor a la mitad de la curva de voltaje
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En la Figura 5.25 b), se toman los pasos que dio el motor a la mitad de curva de voltaje
obtenida. Dicho lo anterior se realizan los siguientes calculos:

Ancho de linea 219 um 2.19 um

= = = 11526 ——
Pasos del motor 40 —21 19 micro pasos micro paso

Lo anterior nos indica que el paso del motor a 32 micropasos, es un recorrido de
115.26 nm, lo cual no es muy cercano al valor tedrico que es de 78.125 nm por paso. Sin
embargo, esta por debajo del limite de difraccidn visto en la seccién 4.1.

Realizando el calculo del porcentaje de error de la siguiente manera:

|78.125 nm — 115.26 nm|
%Error = 78.125 7o X 100 = 47.53%

En la Figura 5.26 se muestra la variacién de la desviacion estandar a cada micropaso.
Haciendo notar la regién en donde se obtuvo la escala.

0.14—-
0.12—-
0.10—-
0.08—-
0.06—-

0.04

Desviacion Estandar

0.02

0.00 T T T T
0 10 20 30 40 50

X Distancia en Pixeles

Figura 5.26. Desviacion estdandar a 32 micropasos
5.2.7. Calibracion para 64 micropasos
En el caso de 64 micropasos, se tomaron las barras correspondientes al Grupo 7, Elemento
6. Con un ancho de barra de 2.19 um. La imagen obtenida del Microscopio de Barrido por

Luz junto con una imagen obtenida con un microscopio convencional se muestra en la
Figura 5.27.
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Figura 5.27. a) Imagen obtenida del Microscopio de Barrido por Luz a 64 micropasos. b) Imagen obtenida
de un microscopio convencional a 100X

De la Figura 5.27, a partir de los datos obtenidos por el Microscopio, se trazan las curvas
del voltaje obtenido en 20 recorridos de las tres barras, como se muestra en la Figura 5.28
a). Para después tomar el promedio de los 20 recorridos y tomar alguna de las tres curvas.
En la Figura 5.28 b), se muestra la grafica de la primera curva.
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Figura 5.28. a) Curvas de voltaje para 64 micropasos. b) Cantidad de pasos
dados por el motor a la mitad de la curva de voltaje

En la Figura 5.28 b), se toman los pasos que dio el motor a la mitad de curva de voltaje
obtenida. Dicho lo anterior se realizan los siguientes calculos:

Ancho de linea  2.19 uym 2.19 um _ 1
Pasos del motor 82 —43 39 micro pasos micro paso

Lo anterior nos indica que el paso del motor a 64 micropasos, es un recorrido de
56.153 nm, lo cual es un poco cercano al valor tedrico que es de 39.0625 nm por paso.
Sin embargo, esta por debajo del limite de difraccion visto en la seccién 4.1.

Realizando el calculo del porcentaje de error de la siguiente manera:

|39.0625 nm — 56.153 nm|
39.0625 nm

X 100 = 43.75%

%Error =

En la Figura 5.29 se muestra la variacidon de la desviacién estandar a cada micropaso.
Haciendo notar la regién en donde se obtuvo la escala.
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Figura 5.29. Desviacion estdndar a 64 micropasos

Es importante destacar que esta es la maxima resolucién que se pudo alcanzar con este
Microscopio. Ademas de que la imagen de la Figura 5.27, se aprecia con buena definicién
en comparacioén con la de un microscopio convencional.

5.2.8. Recopilacion de Resultados

El proceso de calibracion permitié poder escalar las siguientes imagenes obtenidas por el
microscopio, ademas de conocer la capacidad del mismo en cuanto a la distancia maxima
gue puede recorrer dependiendo del micropaso, ya que esta situacion era critica debido a
gue muchas veces los motores presentaban alguna falla.

La recopilacion de los resultados obtenidos en el proceso de calibracion del Microscopio,
se muestra en la Tabla 5.1. En donde se coloca el micropaso utilizado y el recorrido del
motor en dicho micropaso.

Micropasos | Grupo, Elemento Ancho de linea [um] # steps Experimental

1 ustep 4,2 27.84 12 2.32 um

2 ustep 5,1 15.63 12 1.302 ym
4 ustep 5,1 15.63 25 625.2 nm
8 ustep 7,1 3.91 12 325.83 nm
16 ustep 7,1 3.91 23 170 nm

32 ustep 7,6 2.19 19 115.26 nm
64 ustep 7,6 2.19 39 56.153 nm

Tabla 5.1. Recopilacion de resultados
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En la Tabla 5.2, se muestra una comparacién de los resultados obtenidos con los valores
tedricos. Es importante recordar que el limite de difraccién tedrico del dispositivo esta
dado por la longitud de onda de operacién y la apertura numérica del objetivo de
microscopio de la siguiente forma:

1220 0.611 _ (0.61)(405nm)

~2nsinf  NA 1.25 = 197.64nm
Micropasos Tedrico Experimental

1 ustep 2.5um 2.32 um

2 ustep 1.25 um 1.302 ym
4 ustep 625 nm 625.2 nm
8 ustep 312.5 nm 325.83 nm
16 ustep 156.25 nm 170 nm

32 ustep 78.125 nm 115.26 nm
64 ustep 39.0625 nm 56.153 nm

Tabla 5.2. Comparacion de valores tedricos y experimentales

Por consiguiente, con los resultados obtenidos se aprecia que se obtuvo una resolucién
Optica mejor de lo que se esperaba, comparando con el limite de difraccion.

En la Tabla 5.3, se muestran los porcentajes de error que se obtuvieron para cada
micropaso.

Micropasos % Error
1 ustep 7.2
2 ustep 4.2
4 ustep 0.03
8 ustep 4.26
16 ustep 8.8
32 ustep 47.53
64 ustep 43.75

Tabla 5.3. Porcentaje de error

En cada calibracién correspondiente a cada micropaso, se tomaron varias muestras,
escogiendo las mejores para cada caso. Principalmente esto se debe a que resultaba
complicado encontrar la distancia focal 6ptima para cada micropaso. En la Figura 5.30, se
muestra la variacion de la distancia focal cada 5 um, hasta llegar a una imagen con buena
definicidn.
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Figura 5.30. Imdgenes tomadas en 4 micropasos. Variacion de la distancia focal en a) 15.28 mm, b)
15.285 mm, y c¢) 15.29 mm para obtener la definicion optima en d) 15.295 mm.

Otra manera era enfocar en cierto niumero de micropasos, para después aumentar la
cantidad de micropasos y obtener la mejor resolucion. Como se muestra en la Figura 5.31,
en donde se muestra una variacion de la distancia focal de 5 um en 8 micropasos, para
después aumentar a 16 micropasos en la distancia focal éptima.
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Figura 5.31. Variacion de la distancia focal en a) 15.28 mm, b) 15.285 mm, c) 15.29 mm y d) 15.295 mm,
imdgenes tomadas en 8 micropasos para obtener la distancia focal dptima en e), imagen tomada en 16

micropasos.
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5.3. Muestras

El proceso de calibracién permitié dimensionar cualquier tipo de muestra a partir de la
cantidad de micropasos que fue tomada. Pero para comprender mejor el funcionamiento
del Microscopio de Barrido por Luz, se realizaron varias pruebas con diferentes tipos de
muestras.

En esta seccion se presenta cada tipo de muestra, mencionando el tratamiento que
recibié cada muestra se encuentra en la seccién 3.4.

5.3.1. Rejilla de TEM

En el caso de las primeras muestras, se decidié que fuera algo sencillo y reflectivo para
que el Microscopio no tuviera problemas en la deteccién de la respuesta. Asi las primeras
pruebas se realizaron con Rejillas de TEM de oro y cobre. Siendo una simetria sencilla con
una malla de cuadrados, la cual ayudd a conocer el ancho de cada barra.

5.3.1.1. Oro

En este caso se utilizé una rejilla de TEM de oro 2030G, por parte de SPI SUPPLIES que se
muestra en la Figura 5.32, con las siguientes caracteristicas:

e Metal: Oro
e Ancho de barra o Bar Width: 25 um
e Hueco o Hole: 58 um

e Ancho de barra con hueco o Pitch: 83 um
lineas

e Malla o Mesh: 300 ——

inch

4u+

H=HOLE
P = PITCH
B = BAR WIDTH

a) b)

Figura 5.32. Rejilla de TEM de oro de 300 grid, a) rejilla, b) dimensiones
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Una de las primeras imdgenes se muestra en la Figura 5.33, en donde se aprecia de forma
clara, la cuadricula. Con una reflexién muy alta debido a que se trata de oro. Hasta se llega
a una sobresaturacion en el fotodiodo. Sin embargo, existen errores en la imagen, ya que
en la parte superior se puede apreciar un fallo en el motor del eje Y, al repetir una
secuencia. Mientras que en el motor X no hay falla, ya que realiza de forma correcta su

respectivo recorrido.
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Figura 5.33. Rejilla de TEM de oro. Imagen tomada a 1 micropaso

Una vez corregido el problema del motor, se tomaron varias muestras con la intencién de
mejorar el enfoque como se muestra en la Figura 5.34. Ademdas de mejorar la alineacién
de la muestra para obtener una cuadricula mas uniforme.
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Figura 5.34. a) y b) con una variacion de la distancia focal de 10 um. Imagen tomada a 1 micropaso en

ambos casos
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La variacién del enfoque no es muy diferenciable, debido a que existia una alta intensidad
en la reflexion lo cual impedia tener una mejor definicién de la imagen. Sin embargo, el
siguiente paso era aumentar el niumero de micropasos, como se muestra en la Figura 5.35.
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Figura 5.35. a) Imagen tomada a 1 micropaso. b) Imagen tomada a 4 micropasos.

En este punto, era importante aumentar el nUmero de micropasos, pero al mismo tiempo
disminuir el area de andlisis. Con el objetivo de no forzar demasiado a los motores para
evitar errores, ademds porque el tiempo de barrido por muestra aumentaba. De esta
manera, el maximo numero de micropasos alcanzado fue de 8 como se muestra en la
Figura 5.36, en donde se puede apreciar que no tiene caso aumentar el niumero de
micropasos al obtener una buena definicién de imagen.
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Figura 5.36. a) Imagen tomada a 1 micropaso. b) Imagen tomada a 8 micropasos

En las imdgenes mostradas anteriormente, se puede apreciar una clara saturacion en el
fotodiodo, debido a la alta reflexidn. Lo cual impide apreciar detalles de la superficie. Sin
embargo, fueron unas de las primeras pruebas para comprobar el funcionamiento del
Microscopio. Ademas de que era importante conocer el ancho de las barras de la rejilla de
TEM de oro para adecuar el nUmero de pasos a recorrer por parte de los motores.
Tomando en cuenta que no era conveniente aumentar demasiado el numero de
micropasos para evitar errores.

5.3.1.2. Cobre

En este caso se utilizé una rejilla de TEM de cobre GI000HS (Ted Pella) que se muestra en
la Figura 5.37, con las siguientes caracteristicas:

e Metal: Cobre
e Ancho de barra o Bar Width: 6 um
e Hueco o Hole: 19 um

e Ancho de barra con hueco o Pitch: 25 um
lineas

e Malla o Mesh: 1000 ——

inch
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Figura 5.37. Rejilla de TEM de cobre de 1000 grid, a) rejilla, b)
dimensiones

Las primeras imagenes se muestran en la Figura 5.38. En donde se aprecia la cuadricula de
la rejilla de TEM de cobre. Que en comparacién con la de oro, no presenta una reflexién
muy alta en la longitud de onda de 405 nm, con la misma potencia dptica. Lo cual permite
apreciar otro tipo de imagen sin llegar a la saturacién del fotodiodo.
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Figura 5.38. Primeras imdgenes de la Rejilla de TEM de cobre. a) Imagen tomada a 1 micropaso. b)
Imagen tomada a dos micropasos

Las dimensiones de la rejilla de TEM de cobre son mas pequefias en comparacion de la
rejilla de oro, en donde se tenia un ancho de barra de 25 um en comparacién con 6 um en
la de cobre. Por lo cual se puede apreciar como mejora la resolucion de la imagen al
aumentar la resolucién espacial al ir aumentando el nimero de micropasos como se
muestra en la secuencia de imdagenes de la Figura 5.39. En donde claramente se parte de
una imagen con muy poca resolucion, hasta obtener una imagen que permite apreciar
detalles muy finos en la superficie del cobre.
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Figura 5.39. Secuencia de imdgenes de la Rejilla de TEM de cobre. a) Imagen tomada a 1
micropaso. b) Imagen tomada a 2 micropasos. ¢) Imagen tomada a 4 micropasos. d) y e)
Imdgenes tomadas a 8 micropasos

En esta muestra, resulté complicado encontrar la distancia focal, ya que una variacién de
5 um significaba una pérdida total del enfoque deseado, como se muestra en la Figura
5.40. Que, aunque se distinguian las lineas de cobre no se puede apreciar la superficie de

forma nitida.
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Figura 5.40. Variacion de la distancia focal. a) y b) Imdgenes tomadas a 8 micropasos
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Para finalizar, se aumentd la cantidad de micropasos a 12 y 16, para apreciar la superficie
del cobre, como se muestra en la Figura 5.41. En donde se puede observar una buena
resolucién éptica en ambos casos.
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Figura 5.41. a) Imagen tomada a 12 micropasos. b) Imagen tomada a 16 micropasos

En las imagenes mostradas anteriormente, en comparacién con la rejilla de TEM de oro, se
alcanza a apreciar la superficie de la rejilla. Con ciertos patrones como pequenos anillos,
junto con un buen contraste de imagen debido a que la reflexiéon en el cobre no es tan
intensa como el oro.

Las pruebas en la rejilla de TEM de cobre, permitieron comprobar la capacidad del
Microscopio en cuanto a resolucién 6ptica, ya que el ancho de linea era de solo 6 um vy se
obtuvieron resultados satisfactorios, pero aun sin explotar por completo la capacidad del
Microscopio. Sin embargo, eran una de las primeras pruebas, lo cual significa que aun
existian errores comunes por parte de los motores que hacia mas complicada la obtencidn
de imagenes de este tipo.

5.3.2. Tejido de Cebolla

Es importante analizar muestras bioldgicas, ya que lo principal es poder apreciar células o
tejido. En este caso se obtuvieron imagenes de las células del tejido epitelial de una
cebolla. Como se muestra en la Figura 5.42, en donde se puede apreciar el tamafio y la
forma de una célula de cebolla vista desde un microscopio convencional, en donde se
aprecia claramente la pared celular.
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Figura 5.42. Células del tejido epitelial de una cebolla. Imagen tomada con un
microscopio convencional

Resulté un poco complicado obtener imagenes, ya que se necesitaba de recorridos
amplios. Debido a que este tipo de células tienen un tamafio considerable en el orden de
fracciones de milimetro. Sin embargo, se obtuvieron imdgenes como se muestra en la
Figura 5.43. En donde se aprecia a la célula con pequefias zonas con mayor contraste
cercanas a la pared celular, por efectos de altura.
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Figura 5.43. Células de cebolla. Imdgenes tomadas a 1 micropaso

Se debe mencionar que el tejido epitelial no le fue agregado alguna sustancia para darle
mayor contraste, como generalmente se hace en microscopia convencional. Por otro lado,
el mayor problema para esta muestra, fue encontrar una zona ideal en la distancia focal.
Es decir, una zona libre de dobleces o cambios de relieve, como se muestra en la Figura
5.44. En donde se aprecia que una parte se encuentra en la distancia focal dptima,
mientras que otra parte esta fuera de foco.
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Figura 5.44. Células de cebolla. Imagen tomada a 1

micropaso

Para finalizar, se obtuvieron las imagenes mostradas en la Figura 5.45. En donde se puede
apreciar una célula de mayor tamano. Ademads de que la variacion de la distancia focal no
significaba un gran cambio, ya que la profundidad de la pared celular es muy amplia lo
cual impedia obtener un buen contraste en las zonas dentro de la célula.
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Figura 5.45. Células de cebolla, con una variacion de la distancia focal de 15 um. Imdgenes tomadas a 1

micropaso
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Se obtuvieron buenos resultados al poner una muestra biolégica en el Microscopio. Lo
cual era importante explorar, ya que no se sabia que tanta luz se podria reflejar en la
longitud de onda de operacién para que el software pudiera resolver la imagen resultante.
Sin embargo, se lograron obtener imagenes con un buen contraste para poder diferenciar
la pared celular.

Por otro lado, no se lograron apreciar los organelos celulares debido al alto relieve del
tejido celular, lo cual se aprecia a través de una alta variacién en el contraste o una alta
variacion del voltaje en el fotodiodo. Es por eso que no se llega a resolver de forma
apropiada dentro de la pared celular. Ademds de que seria importante probar con algunos
colorantes o cambiar de longitud de onda de operacidn para obtener mejores resultados.

5.3.3. Circuito

Se necesitaba tomar una muestra de algun circuito impreso a nivel comercial. Pero resulté
complicado encontrar uno de dimensiones en decenas de micrometros para que se
pudiera apreciar bien sin hacer un recorrido muy grande.

Se tomd un pequefio circuito de las agujas de un disco duro convencional como se
muestra en la Figura 5.46. Que representaba uno de los circuitos comerciales mas
pequeios, con dimensiones aproximadas de 30 — 40 um para la pista mas delgada

Figura 5.46. Circuito comercial. Imagen obtenida con un
microscopio convencional

En la Figura 5.47, se muestra un poco el detalle de las lineas de cobre. En donde se llegan
a distinguir de forma clara, pero con el detalle del bajo contraste debido a la resina en el
circuito.
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Figura 5.47. Circuito comercial Detalle en las lineas de cobre. Imdgenes tomadas a 1 micropaso

Para finalizar, se muestra una secuencia de imdagenes en la Figura 5.48. En donde aprecia
de forma clara el detalle del pequefio circulo en el circuito, junto con las lineas de cobre.
Pero en la ultima, se tiene una muy buena imagen en comparacién a la obtenida con el

microscopio convencional.

200

Y Distancia en Pixeles

v by,
) i 4
1 o | =
100 200 300 400 50

250 um . % .
X Distancia en Pixeles

600

Y Distancia en Pixeles

50 um

' S
20 40 60 80 100 120

X Distancia en Pixeles

—
140

a)

b)

91




350

300

250

200

150

100

Y Distancia en Pixeles

50

100 200 300 400

250 ym . . .
—_— X Distancia en Pixeles

Figura 5.48. Circuito comercial. Imdgenes tomadas a 1 micropaso

En el caso de obtener imdgenes de algun circuito comercial, se lograron obtener
resultados satisfactorios. Ya que se aprecian con claridad ciertos detalles del circuito
impreso, como el pequefio orificio con un diametro aproximado de 100 um o las lineas de
cobre con un grosor aproximado de 30 — 100 um, aunque estuvieran recubiertas de
algln material.

5.3.4. Nanoparticulas

Uno de los principales objetivos de este Microscopio, era obtener imagenes con una
resolucién en el orden de fracciones de micrometros. Lo cual resulta muy atil a las
necesidades de proyectos a futuro. Asi que resultd complicado encontrar muestras con
dimensiones por debajo de 1 um. Ya que la muestra mas pequefia hasta ahora era la
plantilla de calibracién con 2.19 um, la cual se aprecié de forma clara.

Para conocer mejor la resolucion del equipo y probar si era capaz de observar muestras
por debajo de una micra se utilizaron nanoparticulas de plata. Con dimensiones en
fracciones de micrémetros, que eran ideales para obtener imagenes. En la Figura 5.49, se
muestran a las nanoparticulas de plata.
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a) b)

Figura 5.49. Nanoparticulas de Plata, imdgenes tomadas con un microscopio
convencional. a) Con objetivo de 50 X. b) con objetivo de 100 X

La secuencia de imagenes se muestra en la Figura 5.50. Con un aumento de micropasos
hasta la maxima resolucion disponible.
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Figura 5.50. Nanoparticulas de plata. a) Imagen tomada con 1 micropaso. b) Imagen tomada
con 4 micropasos. c) Imagen tomada con 8 micropasos. d) Imagen tomada con 32 micropasos. e)
Imagen tomada con 64 micropasos

En la dltima imagen se alcanzan a distinguir ciertas nanoparticulas con dimensiones
aproximadas a 600 nm. En el caso de esta muestra resultd muy complicado ubicar las
nanoparticulas, ya que generalmente no se encuentran de forma individual. Sin embargo,
se logré ubicar una zona en la que se pudieron distinguir.

94




5.3.5.

Monocristal de NaCl Dopado con Plata

Se trata de un cristal con nanoparticulas en su interior. Lo cual dificulté la toma de
imagenes, ya que presentaba poco contraste y los resultados no fueron los esperados. Sin
embargo, se tomaron las imagenes mostradas en la Figura 5.51.
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Figura 5.51. Cristal. a) Imagen tomada a 1 micropaso. b) Imagen tomada a 2 micropasos. c)
Imagen tomada a 4 micropasos. d) Imagen tomada a 8 micropasos
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Como se aprecia en las imagenes anteriores, se alcanzan a distinguir ciertas
nanoparticulas o cumulos de ellas. Pero el contraste era muy bajo, lo cual al aumentar la
resolucién espacial no se distinguia, ya que la variacién de voltaje era menora 0.5V.Y
generaba bastante ruido, el cual se puede apreciar de forma mas clara en la Figura 5.52.
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Figura 5.52. Cristal. a) Imagen tomada a 16 micropasos. b) Imagen tomada a 32 micropasos

Esta muestra se trataba de un cristal transparente, el cual absorbia casi toda la luz
incidente y es por eso que la reflexidon captada en el fotodiodo era casi minima, alrededor
de una variacién de voltaje de 0.5 — 0.2 V. Lo cual impedia obtener imagenes con un buen
contraste. Sin embargo, se llegan a apreciar ciertas nanoparticulas como en la imagen 5.52
b), pero sin el contraste deseado.

5.4. Problemas y Errores

Todas las imagenes mostradas fueron tomadas repetidas veces. Principalmente debido al
ajuste de la distancia focal. Pero también debido a la aparicién de errores por problemas
en los motores.

Estos errores son debido al disefio general del microscopio, ya que no existe un buen
acoplamiento motor — platina, lo cual permite que el esfuerzo del motor no se vea
reflejado en pasos del mismo. Sin embargo, se alcanzé a sobrellevar dichos problemas
hasta tener buenas imagenes. Pero hubo casos en donde dichos errores tomaban mucho
tiempo ya que se perdia por completo la zona de andlisis y volver a retomarla resultaba
casi imposible en algunos casos.
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Dichos errores se muestran en la Figura 5.53, donde se observan las imagenes cortadas o
saltos. En algunos casos se tenia una imagen diagonal, debido a que un motor daba mas
pasos de los debidos.

Figura 5.53. Errores en las imdgenes
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Conclusiones

El Microscopio de Barrido por Luz desarrollado, demostré tener una resolucién
experimental de 56.1 nm. La cual es muy cercana al valor teérico aproximado de 40 nm.
Ademas de que se mostraron varios resultados con muestras de diversa naturaleza.

La razon por la que se obtuvo una resolucion por debajo del limite de difraccidn es debido
a que este Microscopio utiliza en conjunto la resolucién dptica dada por los componentes
Opticos utilizados y la resolucion espacial de los micropasos de los motores. Entonces el
software es el encargado de discriminar la variacion de voltaje del fotodiodo, el cual se
refleja en la construccién de una imagen. Esto se puede apreciar claramente en la seccién
5.2, en donde se determina la maxima resolucién alcanzada.

En cuanto a los resultados de forma individual se puede concluir:

e Rejilla de TEM de oro y cobre. Estas muestras fueron los primeros resultados
obtenidos, en donde se aplicaron correcciones importantes en la parte del
software y acoplamiento de los motores. Por lo cual no se lograron buenas
imagenes en el caso del oro, debido a la alta reflexién en el oro para la longitud de
onda de operacién, la cual no permitié tener una imagen con buen contraste.
Mientras que para el cobre paso lo contrario, ya que la reflexién era dptima y
permitia apreciar buenos detalles en la superficie de la rejilla, los cuales no se
distinguen con un microscopio convencional.

e Tejido de cebolla. Era importante obtener resultados con una muestra orgdnica, ya
gue este tipo de microscopia no es invasiva. La desventaja es que la muestra debe
estar estdtica durante el tiempo de andlisis, que suele ser entre 45 — 70 minutos.
Entones no es posible analizar células vivas con este Microscopio. Sin embargo,
con los resultados obtenidos se puede apreciar de forma clara el tejido epitelial de
la cebolla con la finalidad de mejorar se podria agregar algun colorante a la
muestra o cambiar la longitud de onda de operacién.

e Circuito. Fue complicado encontrar un circuito impreso con dimensiones en el
orden de decenas de micrémetros, ya que las pistas de los circuitos de la mayoria
de los componentes electrdnicos se pueden apreciar a simple vista. Entonces se
obtuvo el circuito de un disco duro convencional que se aprecié de forma clara
ademas de dimensionar el ancho de las pistas.

e Nanoparticulas de plata. El analisis de esta muestra fue para poder apreciar
nanoparticulas de plata con dimensiones cercanas a los 600 nm. De esta manera
se obtuvieron buenas imagenes en donde se alcanza a apreciar a las
nanoparticulas.

e Monocristal de NaCl dopado con plata. En este tipo de muestra no se obtuvieron
buenos resultados, ya que el cristal presentaba una muy baja reflexién en la
longitud de onda de operacidn, es decir, absorbia casi toda la luz. Entonces el
resultado de la deteccidn en el fotodiodo representaba una variacion menora 1V,
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el cual representaba un contraste muy bajo en la imagen resultante junto con
ruido y eso no permitia obtener una imagen clara.

Los resultados obtenidos, sobrepasaron las expectativas esperadas al inicio de este
trabajo. Ya que se alcanzé a explotar el maximo rendimiento en cuanto a la motorizacién
de las platinas y obtener una resolucién en el orden de decenas de nandmetros. La cual
representa una buena resolucién ya que es un equipo totalmente funcional.

Los principales problemas o errores de este Microscopio se debieron al sistema mecdnico.
Debido a la parte del acoplamiento motor — platina no era la ideal. Por lo tanto, el motor
no era capaz de realizar dicho esfuerzo y dejaba de dar pasos o aparecian saltos los cuales
se detectaban en la imagen resultante.

El Microscopio de Barrido por Luz tiene un margen de mejora muy amplio, en donde se
pueden corregir las siguientes partes:

e Mejorar la parte dptica cambiando el objetivo de microscopio por uno de mayor
apertura numérica.

e Disminuir la longitud de onda de operacién, ya que se puede obtener una mejor
resolucién dptica. Ademas de tener una fuente luminosa de mayor calidad en
cuanto a que este bien colimada.

e Ajustar la alineacidén del sistema, ya que en la mayoria de las imagenes se aprecia
un poco de sombra o cierta inclinacién. Esto se debe a que el sistema no estaba
perfectamente alineado y existia cierta inclinacién en la fuente luminosa. Esto se
puede solucionar utilizando fibra dptica para guiar mejor la luz y disminuir la
inclinacion existente.

e Cambiar el sistema mecdnico. Se lograron tener buenos resultados con el sistema
mecanico actual, pero realizaba lecturas con errores y lentas. Ya que, si existia un
error, se tenia que repetir el analisis de la muestra. Es por eso que es primordial
cambiar los motores de micropasos por una platina piezoeléctrica o motores de
mejor calidad para tener una mejor resolucién espacial en el orden de nanémetros
y evitar la aparicion de errores.

e Optimizar el tiempo de andlisis mejorando el software, junto con el tiempo de
respuesta de los dispositivos. Ya que en el sistema actual se tomaba un tiempo
considerable.

e El ajuste en la distancia focal debe ser de mayor precision, ya que el micrometro
actual tiene una resolucién de 10 um o adicional se podria utilizar un motor en el
eje Z para tener una variacion uniforme en el eje Z.

La mayor contribucién de este trabajo es poder alcanzar una resolucién por debajo del
limite de difraccion con un costo muy bajo en comparacién de equipos comerciales.
Ademas de que ofrece un tipo de microscopia diferente a la convencional en donde se
puede obtener un analisis de resultados mas completo en cuanto a composicion de la
muestra.
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Apéndices
Apéndice A. Componentes Opticos
Diodo Laser. DL -5146-101S

BLUE - VIOLET LASER DIODE  SANYO
DL'51 46'1 01 S Ver.2 May. 2008

i (Ui : rom)
~Wavelength : 405nm(Typ.) - Tolerance:+0.2

*Output power : 40mW
~Threshold current - th=35m Typ.)
*Package : ¢ 5.6mm with PD

Top dew
Applications

*Laser module .

*Industrial Use N
F
o

| Absolute Maximum Ratings |
(Tc=257C) d
Parameter Symbol | Ratings | Unit 3
Light Cutput Po(CW) 45 i
Reverse Voltage (LD) VR 2 W
Operating Temperature "'[  Topr Dto+75 | "C
Storage Temperature " Tstg |[-4Dto+B5| "C 1 a

LD A7 PO
1) Casa tempearature.

2 (CASE)
Electrical and Optical Characteristics '~ ¥ ”
(Tc=25°C)
Parameter Symbol Condition | Min. Typ. M. Unit
Threshold Current Ith cw - 35 ] A
Operaling Current lop Po=40m\/ = T0 100 ms,
Operating Voltage Vop Po=40m\W - 52 57 W
Lasing Wavelength Lp Po=40m\| 385 405 415 nm
Beam ™ Perpendicular Qv Po=40mW| 16 19 23 ;
Divergence Parallel h Po=40miW 6 8 12 "
OFff Axis Perpendicular dOv Po=40m/ -3 - 3 "
Angle Parallel dh Po=40mW| -3 - 3 "
Differential Efficiency SE Po=40mW| 0.8 1.2 - mim,
Monitoring Output Current Im Po=40m\| 0.1 0.3 1.0 mé

2) Initial Values. 3) All the above values are evaluated with Tottori sanyo's measuring apparatus.
4) It makes a lypical value a Reference Value. 5) Measurement condition : CW. B) Full angle al half maximmim.
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Objetivo

100X Nikon Achromatic Finite Conjugate Objective

Stock No. £509-038

B5230.00

1 - 5 for $230.00 each.

6 or more for $205.00.

Specifications

Type

Magmification

Numerical Aperture NA
Working Distance (mm)
Effective Focal Length EFL (mm)
Resolving Power (um)

Depth of Foeus (pm)

Field of View (mm)

Mounting Threads

Manufacturer

RoHS

Achromatic, Spring Loaded Head
100X

125

0.14

0.14

0.2

0.2

0.18

RMS

Nikon

N
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Fotodiodo. FDS100

Photodiode

il

L) R ROETAN SR T LA E ‘
0 e AL i T ~
IJ T A ) v THTRAR A & ‘ﬁ'.ﬂ
ATAI FREE WORR N R

o FDS100
Description

The Thorlabs FO5100 photodiode is ideal for measuring both pulsed and CW fiber light sources, by
converting the optical power to an electrical current. The detector is housed in a TO-5 package with an
anode, cathode, and case connection. The photodiode ancde produces a current, which is a function of
the incident light power and the wavelength. The responsivity B{}), can be read from the rezponsivity
graph to estimate the amount of photocurrent to expect. This can be converted to a voltage by placing

a load resistor (R} from the photodiode anode to the circuit ground. The output voltage is derfved as:

V,=Px®A) xR,

The bandwidth, fay, and the rize time re:ponse, ty, are determined from the diode capacitance, ),
and the load resistance, B, as shown below. Placing a bias voltage from the photo diode cathode to
the circuit ground can lower the photo dicde capacitance.

1 0.35

fow = 3B0G, ™ = o

Specifications

FDS100
Wavelength Range 350 - 1100 nm
Active Area 26 mm x 3.6 mm (12 mm2)
RisesFall Time (RL=50 0, 20 V) 10 ns
Bandwidth [RL=50 00, -3 dB, 20 V) 35 MHz ]
MEF (200 nm, 20 V] 1.2 % 10-14 WiHz:
Dark Current, Max (20 V) 20 n&
Capacitance, Typical 40pF @10V
Package TO-5, 0.36" can
Sensor Material 5i FI
Max Ratings
Damage Threshold, OW nfa
Damage Threshold, 10 ns Pulse nfa
Max Biasz (Reverse) Voltage 25V
Operating Temperature -4 to 100 *C
Storage Temperature -56 to 125 °C
Rewverse Current 5 ma
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Motor de pasos

S fEI) Motors Data Sheet 6,/13/2008

Step Angle=-===s==sseeesssmmeee e e 1.8 % £5%
Insulation Resistant-- =500V DC 100M2 Min
50Hz 1Minute S00% Min

Ambient Temperaturg =--ssssseesem— =20 ~ +50 Degree C
Temperature Rise=-- 80 Degree C Maximum
Radial Play===- ==0.02 mm Maximum
End Play====ssesssmesssmm e s s m e e =0.1-0.3 mm
Moment :
Voltag Holding of Size
MNo. of ] Current Resistance Inductance Torque inertia Weight Wiring Lo Li
Madel Phase | (WDC) (A) {0} {mH) (g.cm) {g.cm?) (Ka) Diagram | {mm) | (mm)
42BYG014 4 8.5 0.45 19 13 1300 20 0.2 WDG.B 33.5 5
42BYGO016 4 12 0.16 70 44 950 20 0.2 WDG.B 33.5 17
42BYG017 2 6.3 0.42 15 16 1400 20 0.22 WDGE.A 34 13
42BYG023 2 12 0.4 28.5 32 2000 20 0.22 WDGE.A 33 5
42BYG205 4 9.5 0.16 75 65 1320 20 0.22 WDGE.B 36 5
42BYG228 4 12 0.4 30 22 2000 20 0.22 WDGE.B 38 5
42BYG022 2 9.6 0.24 100 46 1100 20 0.2 WDiGE.A 33 5
L ¥ * A
j gl 3
Rc
wC
B O D
B D i M ¥
[ w
wdg. A wdeg. B

R B (WIRING DIAGRAM)
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Apéndice B

Plantilla de Calibracion

1653 East Main Street
Rochester, NY 14603 USA
Voice: 585.482.0300

FAX: 5B85.288.5089
imaging{@appliedimage.com

USAF 1981 Chart | APPLIED 72

a =
Standard Layout IMAGE ==
Product Specifications Ine e —

Catalog Part No: (grouped by substrate marerial)
T-20-N-CG / T-20-P-CG / T-20-2-N-CG
T-20-N-OP / T-20-P-OP / T-20-2-N-OP
T-20-N-TM / T-20-P-TM
T-20-N-RM / T-20-P-RM / T-20-M-P-RM / T-20-L-P-RM

Product Name: USAF 1951 Chart (Standard Layout)

Drawine / Photo of Part:

{meets requirermants of Mil=5td—15048)

2=

I —
3— Ill 1] N =3
— -’EIII..‘ﬁE I.Eu

WS G

ok
=1
I" ==

SR [0
s=111 — O
=m =1
AFPLIED =2 e e
MASE S o o) ar-cim
(TSR et

£ el paes, a0l mwE, B, Bgrec Bseresd s

T-20 / USAF-1&51

The above image is an apprax imate epresentation of the actual prodect.
Epecifications are subject to chanpe without notice.

Description: This test target meets requirements as specified in MIL-STD-150A
for resolving power tests. The target consists of a series of Elements having two
sets of lines at right angles. Each set of lines consists of three lines separated by
spaces equal to the line width. Each bar has a length to width ratio of 5:1. (Line
width is equal to one half of line pitch, which is the inverse of line frequency.)
Elements are arranged in groups of six each and Groups are arranged in pairs.
Even numbered Grouwps occupy the left side and bottom right corner and contain a
square feature having and edge length equal to the line length of Efement 2 in that
oroup. Odd numbered Groups occupy the top right corner and side. Groups and
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1653 East Main Street T-20 ®
Rochester, NY 14609 LISA USAF 1951 Chart APPLIED =_
Voice: 585.482 0300 IMAGE =
FAX: 585.288.5989 Standard Layout r—
imaging@appliedimage.com Product Speclﬂcatmns Ine ——r—
1951 USAF Resolution Target
Group
Element - Numbers \ Elerment
Mumbers ! Mumbers
I I I =
==
— N=4
4_ I|| |"§5 Group
— =6 Number
—
5=1 e U
— . Elemeand
=1l IIl —l* e

1951 USAF Resolution Test Pattern - Group & Element Labels

Resolution features of the 1951 USAF Resolution Target are arranged in elements
and groups. Each Element is made up of equally spaced bars; three horizontal and
three vertical. Groups consist of six elements labeled 1 through 6. Groups are
labeled by number in order of increasing frequency.

The figure above shows the location of groups and elements. Note that Element 1
of even numbered Groups is placed in the lower right comer and diagonally
opposite Element 2 of the same Group. With this exception, all Elements are
arranged in ascending order from top bottom.

The resolution limit of a system is found by examining an image of the resolution
test target to locate the Element of highest frequency where either horizontal or
vertical lines are not indistinct. Note that the horizontal limit of resolution may
indicate a different frequency than the limit of vertical resolution.
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