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RESUMEN

El correcto y temprano diagndéstico de enfermedades como la malaria disminuye
significativamente su tasa de mortalidad, infeccion y eventualmente esta practica
podria erradicarla [1]. Para realizar un diagnéstico médico es necesario tener
técnicos y tecnologia adecuados para identificar algin patégeno, sin embargo,
ambos requerimientos son dificiles de alcanzar en zonas de escasos recursos [2].
Los microscopios portables han surgido como una propuesta tecnolégica que
aprovecha la creciente capacidad de los teléfonos mdviles y su relativo bajo costo,
para mitigar el déficit que hay en ciertos lugares del mundo en tecnologia médica y
con estos potenciar el diagnostico de enfermedades [3].

En este trabajo se presenta el estudio, disefio, desarrollo, implementacién y
validacion de un microscopio polarimétrico portable sin lentes utilizado para
visualizar y analizar muestras biolégicas con comportamientos dicroicos Yy
birrefringentes.



INTRODUCCION

La aparicion de la microscopia optica en Europa alrededor de 1620 fue un hecho
gue revoluciond la medicina, ya que permitié observar objetos mas pequefios de los
que anteriormente se podian resolver y con esto entender la biologia que hay dentro
de cada ser viviente [4]. Desde esta época, se han hecho grandes descubrimientos
cientificos como el entendimiento del funcionamiento del sistema nervioso y el
estudio microscépico de las células y bacterias. Gracias a esto ultimo se ha logrado
identificar agentes productores de enfermedades pudiendo diagnosticarlas a tiempo
mejorando asi la calidad y la expectativa de vida de quienes las padecen.

La microscopia clasica utiliza propiedades épticas de la luz como la absorcion y la
refraccion para el andlisis de las muestras [5]. Sin embargo, se han desarrollado
distintas técnicas microscopicas que buscan utilizar todo el campo 6ptico
proveniente de las muestras con el fin de obtener mas informacion de los
especimenes bajo estudio. Lo anterior ha llevado al desarrollo de técnicas como la
microscopia holografica, la iluminacion de campo oscuro, el microscopio invertido,
polarimétrico, entre otros [6]. En el area biomédica las técnicas hologréficas y
polarimétricas han sido particularmente atractivas en los ultimos afios debido a que
las primeras permiten ver objetos en fase, ademas de obtener informacién 3D de
las muestras y por otro lado, los efectos polarimétricos de la luz dan cuenta de la
naturaleza de los tejidos y proveen informacion estructural de los mismos [7].
Ademas de esto, realzan el contraste de las muestras, permitiendo observar efectos
gue no son comunmente visibles [8]. Uniendo estas dos técnicas se puede lograr
capturar toda la informacion Optica proveniente de las muestras [9].

Si bien en términos cientificos, se han podido solucionar muchos problemas de
salud publica, sigue habiendo una gran brecha entre las personas que reciben los
beneficios de la ciencia y las que no. La globalizacién busca llevar cada vez mas
tecnologia a lugares de bajos recursos para incrementar la calidad de vida de las
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personas que alli habitan [10]. Una solucion que ha llamado la atencién de distintos
grupos de investigacion es la de microscopios portables. Estos dispositivos son mas
econémicos que un microscopio convencional y mas faciles de llevar a estos
lugares. Debido a la creciente ola de la inteligencia artificial se ha logrado hacer
diagnésticos tempranos de enfermedades letales, como la malaria, sin la necesidad
de tener a un experto alli [2][11][12]. Un importante referente en este tema es el
Profesor Aydogan Ozcan, quien ha disefiado diferentes prototipos de microscopios
portables , que, a partir de lo reportado, son suficientemente eficaces y funcionales
para reemplazar los grandes y costosos equipos que utilizan los hospitales
estadounidenses [3].

En este documento se expone el proceso llevado a cabo para desarrollar un
microscopio polarimétrico sin lentes portable acoplado a un dispositivo maovil. Se
parte desde el planteamiento fisico y matematico de la microscopia éptica clasica y
la microscopia holografica, fundamentos que permiten establecer una correcta
validacion del dispositivo portable propuesto. Luego se desarrolla el modelo fisico y
matematico de la microscopia sin lentes, desarrollo necesario para el entendimiento
e implementacion de las simulaciones 6pticas y las reconstrucciones numéricas de
los hologramas. En el capitulo 3 se describen los fundamentos del polarimetro y
también los comportamientos polarimétricos esperados en las muestras bioldgicas.
Por ultimo, el Capitulo 4 describe todo el proceso que se realizd en la
implementacion del dispositivo portable y los resultados obtenidos con este.



PLANTEAMIENTO
DEL PROBLEMA

En el 2010 la Unién Internacional de Telecomunicaciones reporté que alrededor de
5 mil millones de personas en el mundo, eran usuarios de teléfonos celulares, un
gran porcentaje de esta poblacion (cerca del 70%) hace parte de paises en via de
desarrollo. Los celulares son dispositivos que actualmente cuentan con una gran
capacidad tanto en hardware como en software y pueden representar numerosas
oportunidades para mejorar problemas de salud publica, porque con ellos se pueden
desarrollar herramientas para llevar a cabo pruebas médicas y diagnésticas [13].

158 Cell phones are now everywhere:
=) A great potential for Telemedicine needs

S South Africa ALy
gentina 4 x
12 Mobile cellular subscriptions (per 100 people)
World Bank 2009 . 0 i 22
* > 5 billion cell phones are being used worldwide.
¢ >70% are in developing countries. (ITU, 2010).

Figura 1. Distribucién de celulares al rededor del mundo segun la Unién
Internacional de Telecomunicaciones en 2010.

La humanidad se ha enfrentado a lo largo de su historia a una gran diversidad de

enfermedades letales, gracias al desarrollo cientifico que comenzo en el siglo XVIy

gue ahora se complementa con la revolucion tecnoldgica, se ha podido mejorar la
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calidad y expectativa de vida del ser humano [2]. Sin embargo, aun enfermedades
infecciosas como tuberculosis y malaria causan alrededor de 4 millones de muertes
al afio, ademas, si a esto se le suman las muertes relacionadas al contacto con agua
no potable las cifras alcanzan a ser 6 millones, segun lo reportado por la OMS en
2012 [13].

Teniendo esto en cuenta, las oportunidades que presentan los teléfonos moéviles
complementados con los instrumentos 6pticos que a ellos se les puede acoplar son
enormes, especialmente cuando se trata de lugares donde las enfermedades y
problemas de salud publica anteriormente mencionados estan presentes, porque es
alli precisamente donde escasea la tecnologia y el personal médico.

Considerando lo anterior y debido a que en el grupo de investigacién en Optica
Aplicada de la Universidad EAFIT se desarrollé previamente en el curso Proyecto
Avanzado Il un microscopio polarimétrico de campo brillante para la deteccion de
malaria [14] se propone desarrollar como proyecto de grado un microscopio
polarimétrico sin lentes portable acoplado a un dispositivo movil que permita
capturar las imagenes hologréficas en él, ademas de ser sensible a muestras que
presenten efectos polarimétricos.

10



1.1. Objetivos

1.1.1.0bjetivo general
Desarrollar un microscopio polarimétrico sin lentes portable con el fin de acoplarlo
a un dispositivo mévil y obtener imdgenes de muestras bioldgicas.

1.1.2.0bjetivos especificos

e Entender los fundamentos de la técnica microscopia holografica sin lentes
(DLHM) para implementar la reconstruccion numérica de sus hologramas.

e Comprender el comportamiento Optico del montaje por medio de una
implementacion numérica de los algoritmos necesarios en la técnica DLHM
involucrando etapas de polarizacion de la luz para visualizar
computacionalmente el comportamiento optico de las muestras.

e Disefiar e implementar el sistema Optico DLHM polarimétrico en una mesa
Optica que permita garantizar los requisitos de desempefio que impone la
visualizacion de las muestras biolégicas bajo estudio.

e Adquirir imagenes en el montaje desarrollado en laboratorio, haciendo uso
de un sensor CMOS y una camara de un dispositivo movil para su posterior
procesamiento.

e Disefiar, manufacturar y ensamblar un DLHM portable para acoplarlo en un
dispositivo movil.

e Adquirir y procesar imagenes obtenidas con el acople en el dispositivo movil
para recuperar informacién de las muestras bajo estudio.

e Comparar los resultados obtenidos con el microscopio polarimétrico portable
implementado con aquellos obtenidos en un microscopio polarimétrico de
campo brillante con el fin de validar el desempefio del desarrollo.
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MICROSCOPIA

2.1. Microscopia optica

Un microscopio de campo brillante es una herramienta Optica de formacion de
imagenes magnificadas que permite observar elementos mas pequefios de los que
el ojo humado puede resolver [1]. Su resolucion se encuentra cercana al tamafio de
las células lo cual lo hace ideal para el estudio y entendimiento de organelos y otras
estructuras bioldgicas [2]. Ademas, debido a que la luz visible no perturba a estas
estructuras bioldgicas, esta técnica permite hacer estudios con células vivas, por
periodos de tiempo largos [2].

La historia de los microscopios se remonta al siglo XVI. En 1665 el cientifico inglés
Robert Hooke, el mismo de la ley de elasticidad, present6é su obra “Micrographia”,
en donde hizo la descripcién de 50 observaciones microscopicas y telescopicas
detalladas con ilustraciones [3] [4]. Las observaciones microscoépicas las realizd con
un microscopio disefiado por él mismo, éste constaba de tres lentes y su disefio se
basé en propuestas ya reportadas por Kepler y Galileo [3]. Hooke descubri6 las
células observando una lamina de corcho en su microscopio, debido a que esta
tiene unas cavidades poliédricas similares a las de una celda, las llamo células [5].

Figura 2. (a) Microscopio de campo brillante disefiado por Hooke. (b) Células de
corcho ilustradas por Hooke, con estas aparece por primera vez la palabra célula.
(c) llustracion de una pulga por Hooke [4].
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Durante esta época los “microscopistas” lidiaban con aberraciones 6pticas,
imagenes borrosas y disefios Opticos muy pobres, la calidad de los trabajos y
descubrimientos que presentaban dependia mas de su experticia que del
instrumento en si.

Antonie van Leeuwenhoek quién fue un comerciante neerlandés, contemporaneo a
Hooke, desarroll6 también microscopios simples para la visualizacion de las telas
gue €l comercializaba. Leeuwenhoek manifestd que €l “inventd” una metodologia
para la manufactura de sus lentes, y que con estas logré resoluciones por encima
de las presentes en la época. Dado que nunca compartié esta metodologia tomé
mucho tiempo supéralas. El junto con el médico Regnier de Graff descubrieron las
bacterias y otros numerosos microorganismos como los espermatozoides [6].
Leeuwenhoek lograba magnificaciones hasta de 200 aumentos, con imagenes
claras, sin distorsiones y no se observaban grandes evidencias de aberraciones
crométicas, debido a que las dimensiones de sus lentes eran pequefias (menores a
1 cm de diametro) [7]. Sin embargo, a pesar de que sus lentes eran las de “mejor”
calidad, sus disefios 6pticos seguian siendo limitados [7].

No fue sino hasta el siglo XVIII con los avances de la tecnologia y la fabricacion de
lentes que lo microscopios cobraron vida, se comenzaron a comercializar y su uso
se volvid mas popular. En 1886 Carl Zeiss junto con Ernst Abbé desarrollaron
objetivos apocromaticos, los cudles redujeron las aberraciones esféricas y
cromaticas y llevaron la resolucion de la microscopia a los limites tedricos impuestos
por las longitudes de onda de la luz empleada como iluminacién de estos sistemas
[8]. Posteriormente en 1896 Kohler reportdé un método de iluminacion que permitio
obtener toda la calidad y resolucion que los objetivos desarrollados por Abbe
proveian.

Desde esta época la microscopia ha sido una herramienta fundamental para el
crecimiento y la expansion de investigaciones relacionadas con objetos
microscoépicos como la caracterizacion de materiales y el estudio de especimenes
bioldgicos. A su vez, los avances tecnolégicos han llevado a que la microscopia
Optica en si haya evolucionado, mejorando las técnicas clasicas de formacion de
imagen e implementando nuevas. Actualmente se cuenta con una gran variedad de
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microscopios, dentro de los mas comunes se encuentran los de campo brillante,
campo oscuro, de contraste de fase, polarimétricos y hologréficos [9].

Figura 3. Células de mucosa bucal vistas en: (a) microscopio de campo brillante, (b)
microscopio de campo oscuro, (c) microscopio de contraste de fase Zernike, (d)
microscopio hologréfico. (e) Fibras de nylon vistas en un microscopio polarimétrico
de campo brillante. Imadgenes tomadas de [9].

De forma general un microscopio compuesto incluye tres elementos esenciales: una
fuente de iluminacion, la cual usualmente es incoherente y junto a un iluminador de
Kohler irradia de forma uniforme la muestra. Un objetivo de microscopio, que es un
elemento Optico compuesto por distintos elementos refractivos y se encarga de
magnificar el campo éptico de la muestra, este elemento define la resolucién del
sistema. Por ultimo, un ocular, elemento encargado de llevar la imagen magnificada
hasta el observador, bien sea una camara o el ojo humano.
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Figura 4. llustracién microscopio compuesto comercial.

El modelamiento matematico de la formacion de imagen de estos elementos suele
hacerse por medio de dptica geométrica. La Figura 5 muestra el trazado de rayos
de un microscopio compuesto por los elementos mencionados anteriormente.

Apertura
de campo

Colector Condensador Lente de tubo Ocular

Objetivo de Imagen Imagen
Muestra Microscopio intermedia
~
“ “““ 59 A
\-/ .
U Plano focal Eyepoint

objetivo de Ojo
microscopio

Fuente Apertura
condensador

Figura 5. Trazado de rayos de un microscopio compuesto

El iluminador de Kéhler se encarga de colimar la fuente extendida de entrada para
que a la muestra llegue una iluminacién uniforme, lo anterior se logra a través de
una lente colectora, que como su nombre lo indica colecta la luz de la fuente, y forma
imagen de la ldmpara o el filamento en la apertura condensador, la cual controla la
intensidad del haz de salida. Como se evidencia en la zona sombreada del trazado
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de rayos de la Figura 5. La apertura condensadora esta ubicada en un plano
conjugado del plano focal del objetivo de microscopio y del “eyepoint” del ocular.
Por otro lado, la apertura de campo ubicada después de la lente colectora controla
el area de iluminacion del haz en la muestra, la cual se encuentra ubicada a la
distancia de trabajo del objetivo de microscopio garantizando que la muestra se
ubigue en la focal efectiva de este y asi la imagen de salida esté enfocada. El
objetivo de microscopio y la lente de tubo proyectan una imagen real, invertida y
magnificada en el plano intermedio del microscopio [1] [9]. Como se puede observar
en la linea solida amarilla de la Figura 5, la apertura de campo, la muestra, laimagen
intermedia y la imagen que se proyecta en la camara se encuentran en planos
conjugados.

La focal efectiva del objetivo de microscopio y la de la lente de tubo definen la
magnificacion del sistema M,, esta esta dada por la relacion entre la focal de la
lente de tubo f; y la focal del objetivo de microscopio f, [9].

M, = ]é (2.1)
Cuando se tiene esta configuracion de microscopio compuesto, entre el objetivo de
microscopio y la lente de tubo hay una zona donde los rayos de luz son paralelos,
esta zona es conocida como “espacio infinito” y es usada para anadir elementos
Opticos como polarizadores, placas retardadoras, entre otros, con disefios mas
simples y logrando menores distorsiones en la imagen [1]. La imagen intermedia es
finalmente magnificada por el ocular y llevada hasta la retina del ojo. La
magnificacion total del sistema esta dada por la multiplicacién entre la magnificacion
del objetivo (Objetivo de microscopio + lente de tubo) M, y la magnificacion del
ocular M, [1].

My = M,M, (2.2)
En caso de que la imagen no vaya a ser enfocada en la retina del 0jo sino en una

camara, el ocular no se hace necesario y la magnificacion total del sistema seria
M,.
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Si bien la Optica geométrica se ha encargado de encontrar la posicion y
magnificacion de la imagen a partir de trazado de rayos, el entendimiento completo
de este sistema requiere hacer un analisis de frecuencias espaciales del mismo, el
cual se puede llevar a cabo a partir de la teoria de difraccion escalar [10].

Los sistemas o6pticos lineales, pueden ser descritos como cajas negras, con una
pupila de entrada que limita la informacion que entra al sistema y una pupila de
salida que modifica la amplitud y fase del campo Optico. Para el caso de iluminacion
coherente, como es el caso que se esta considerando, los sistemas oOpticos se
comportan como sistemas lineales invariantes en amplitud [10].

Para la modelacién del microscopio entonces, se asume que el sistema satisface la

., 1 1 1 .. . .
ecuacion de la lente ~—t—= 7 y que tanto el objetivo de microscopio como la lente
1 2

de tubo hacen parte de un sistema caja negra que tiene una funcion de respuesta
al impulso (PSF por sus siglas en inglés) como la que se presenta en la ecuacion
(2.3)[10].

L

ko2 02) 24,2 . .
RGoy;§m) = e’z )z (12 p(y, v)e ik gudy  (2.3)

El plano de entrada, ubicado a una distancia z; de la pupila tiene coordenadas
(x,y) y el plano de salida, ubicado a una distancia z, de la pupila tiene coordenadas
(¢,m). La pupila de este sistema es la funcion P(u,v) y 1 es la longitud de
iluminacion.

Dada la magnificacion total del sistema 6ptico M,, entonces se puede predecir la
imagen de salida con base en calculos geométricos, como se establecio
anteriormente. La imagen geométrica se obtiene escalando la imagen original como
se presenta en la ecuacion ( 2.4 ) [10].

1
Uimagen(f: 77) = m Uobjeto (Mio'MLO) ( 2.4 )
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El campo Optico en el plano de salida esta dado por la convolucién entre la imagen
encontrada por optica geométrica (ecuacion ( 2.4)) y la PSF del sistema (ecuacién

(2.3)).

o} 1

Uimagen(ff 77) = .U_oo M, | Uobjeto (i L) h(x &y — n)dXdy ( 2.5 )

My’ M,

La ecuacion ( 2.5) representa el patron de difraccién de Fraunhoffer de la pupila
P(u,v) convolucionado con la funcion de entrada. Si el sistema esta libre de
aberraciones, la imagen de salida es simplemente una version escalada del objeto
[10].

La transformada de Fourier de la PSF, es conocida como la funcién de transferencia
de este sistema lineal y es una version escalada de la pupila.

H(fe fy) = Flh(x — &, x —n)} = A Az, P(Azyfs, Az, fy) (2.6)

Para este caso, lo que fisicamente limita la entrada de luz al microscopio es la
apertura numérica (NA) del objetivo de microscopio, por lo tanto, la pupila es un
circulo cuyo radio depende de la apertura numérica. La PSF por lo tanto es la
funcién de Bessel de orden 1, esta demostracién puede ser profundizada en la
referencia [10]. De acuerdo con lo anterior, la resolucion lateral es el radio del primer
cero de la funcion respuesta al impulso h y es inversamente proporcional a esta
apertura numeérica.

— A
§xo = 0.61-— (2.7)
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2.2. Microscopia holografica digital

La holografia, es una técnica interferométrica propuesta por Denis Gabor en 1948.
Gabor la descubri6 cuando buscaba mejorar la resolucion del microscopio
electronico. Con esta técnica se registra toda la informacién Optica del campo
complejo que es transmitido y/o reflejado por un objeto, haciendo interferir el frente
de onda que es esparcido por el objeto y un frente de onda de referencia; cléasica o
analdgicamente este interferograma es grabado en una pelicula fotosensible. Luego
del registro y el revelado, al iluminar la pelicula con la onda referencia, el frente de
onda de esta se difracta y logra que se recupere toda la informacién éptica del objeto
[11].

La holografia digital, es una técnica de formacion de imagen que reemplaza los
procesos fotoquimicos presentes en la holografia analégica por una camara digital
y esta técnica permite tener acceso al campo 6ptico numérico del objeto, pudiendo
asi recuperar directamente la fase y amplitud del mismo[11] [9].

Unos de los primeros resultados de esta técnica fueron presentados por Joseph
Goodman, cuando demostré la viabilidad de desarrollar reconstrucciones
completamente numéricas [9] [12].

Figura 6. Reconstruccion numeérica de un holograma digital realizado por J.
Goodman. Imagen tomada de [12].

La microscopia holografica digital es entonces una variacion de la holografia digital,
para este caso se le afiade a un sistema de holografia digital un objetivo de
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microscopio que magnifica el campo Optico de la muestra. Debido a la capacidad de
recuperacion de fase, la microscopia holografica digital resulta ser una técnica que
se ha destacado en la biologia y la biomedicina debido a que muchos elementos
bioldgicos son traslucidos y bajo esta técnica la informacion de la muestra se puede
recuperar completamente sin el uso de tintes [9].

Un montaje 6ptico clasico de microscopia hologréafica digital consta de una fuente
de iluminacion coherente, un interferdmetro con un objetivo de microscopio en uno
de los brazos, para un montaje de transmisiébn se utiliza normalmente un
interferémetro Mach Zenhder y para un montaje de reflexion se utiliza un Michelson.
La luz dispersada por el objeto interfiere con el brazo referencia, que es una onda
plana [9]. El holograma se digitaliza por medio de una camara digital y
posteriormente se lleva a un computador para hacer la reconstruccién numérica. La
Figura 7 muestra un montaje de microscopia hologréfica digital por transmision.

T N

Divisor de haz

Objetivo de Lente
microscopio de tubo
£ 2\
U v/
Muestra Divisor de haz Camara

Figura 7. Esquema de un montaje de microscopia holografica digital por
transmision.

Dado que esta técnica registra toda la informacion Optica del objeto, esta puede

reconstruirse computacionalmente. El caso mas sencillo es el de plano imagen, para

este caso la configuracién del objetivo de microscopio y la lente de tubo deben ser

telecéntricas y la reconstruccion numérica del campo 6ptico solo requiere una etapa
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de filtrado espacial que es soportada principalmente a través de una transformada
de Fourier. Con el campo éptico se puede obtener la amplitud del objeto y su fase.
La posibilidad de recuperar la informacion de fase de las muestras es una de las
caracteristicas mas significativas de la técnica microscopia holografica digital
debido a que permite medir Opticamente espesores con precisiones hanometricas
a partir de un solo grabado digital [9].

En la Figura 8 se presentan tres reconstrucciones cuantitativas de fase de objetos
microscopicos capturados con un microscopio holografico digital [[9]].

Figura 8. Ejemplos de reconstruccion cuantitativa de fase de objetos microscopicos,
realizado con microscopia holografica. (a) Células de cebolla. (b) Células epiteliales.
(c) Glébulos rojos. Imagenes tomadas de [9].
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2.3. Microscopia holografica digital sin lentes
(DLHM)

En las técnicas estudiadas anteriormente, la formacion de imagen de objetos
microscopicos y la magnificacion de estos se logra gracias a un objetivo de
microscopio, sin embargo, en la microscopia digital sin lentes, la magnificacion del
patron de difraccion se logra por la propagacién en el espacio libre de la luz haciendo
uso de una iluminacion esférica divergente en una configuracion en linea [13]. Esta
técnica tiene una ventaja frente a las otras técnicas de microscopia y es su
capacidad para registrar todo el campo Optico de las muestras empleando
solamente un sistema de iluminacion y una camara. Por lo cual esta técnica es ideal
para implementaciones compactas.

En la Figura 9 se presenta un esquema de un montaje DLHM. La iluminacion
esférica divergente se consigue enfocando un haz de luz colimado con una longitud
de onda A en un pinhole cuyo tamafio es del orden de la longitud de onda que se
esta utilizando. Esta onda esférica incide sobre la muestra, la cual esta situada a
una distancia z del pinole, este agujero representa una fuente puntual. El patron de
difraccién resultante después de que el frente de onda de iluminacién se esparce
en la muestra se registra en una camara digital situada a una distancia L del pinhole.
Esta intensidad registrada por la camara se denomina holograma digital y luego es
transferido a un computador para ser procesado, por lo tanto, esta técnica, como
cualquier otra técnica hologréfica requiere dos pasos.

y
i

Sensor

n

Fuente

puntual N

L -
Muestra

Haz objeto
Haz referencia

L

Figura 9. Representacion esquematica de un montaje DLHM. El
patrén de difraccion generado por la presencia de la muestra U, (') en la onda
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ikr!
esférica divergente (de la forma elr_’l) capturado por la camara puede ser

matematicamente descrito con la ecuacion de difraccion de Rayleigh-Sommerfield
[10][14].

I(r) = U;(r)U; (r) (2.8)

7 pikr’ pik(r-1')

— U, —dr’
llfmuestra ? |1"'| |1"—1"'|

Ui(r) =

Con el fin de recuperar el campo oOptico de la muestra U,, se debe “decodificar’ el
patrén de difraccion I(r) capturado. Este proceso se realiza propagando a través
del holograma digital una onda esférica convergente con caracteristicas similares a
la onda con la cual se capturé el holograma. Se hace uso nuevamente una integral
de difraccion escalar obteniéndose la expresion ( 2.9).

—ikr Gik(r-1")

1(r) e

n=2%2 -—
U (1) = i) Ysensor [r|  |r—r']|
Esta expresion puede ser reescrita como la integral de difraccion de Fresnel-
Kirchhoff [10] [15].

(2.9)

U,(r') = % 1(r) (14 cosy)dr (2.10)

sensor [r—r'|
En esta integral se obtiene un campo o6ptico de salida U,(r") a partir de la
propagacion de la luz por unarejilla I(r) generada por la difraccion del campo éptico
de un objeto U,. El vector ' = (§, 1, z) define el plano de saliday r = (x,y,0) es el
plano de entrada. El factor (1 + cos y) se conoce como factor de oblicuidad. Para
un mejor entendimiento de estas variables, observar la Figura 9. De la solucion de
esta integral (ecuacion ( 2.9 )) se puede obtener la amplitud y fase de la onda de
salida de la siguiente manera,

Uy ()] = [Re2{U, ")} + Im2(U, )}z (2.11)
N = fant [P}
¢(r') = tan [m (2.12)
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Las implementaciones numeéricas requeridas para resolver la ecuacion de difraccion
de Fresnel-Kirchhoff, son computacionalmente complejas [10][15]. Para resolverla,
lo ideal es buscar aproximaciones o sustituciones que faciliten y reduzcan el costo
computacional y que ademas satisfagan los requerimientos para llevar a cabo la
propagacion inversa. Para este caso, se necesita que el modelo numérico permita
realizar propagaciones en distancias del orden de milimetros, requerimiento que no
satisface la aproximacion de Fresnel [10]. También se debe tener la capacidad de
manipular el tamafio de la ventana de salida, ya que el tamafio de los planos varia
segun la magnificacion que se obtenga a partir del montaje dptico.

Se han propuesto distintas técnicas que satisfacen estos dos requerimientos para
llevar a cabo reconstruccion de estos hologramas, una de ellas es la transformada
de Fresnel-Bluestein [16]. Por otro lado, se pueden encontrar librerias cientificas
como JDiffraction [17] y plugins gratuitos como Digital Lensless Holographic
Microscopy y Numerical Propagation que tienen implementaciones numéricas de
este tipo de propagadores [18][19].
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POLARIMETRIA

La interaccion de la luz con un medio se describe matematicamente gracias a las
ecuaciones de Maxwell, estas describen el comportamiento del campo eléctrico y
magnético un frente de onda. A partir de ellas se desglosa la ecuacion que describe
la propagacion de las ondas electromagnéticas, como la luz, en un medio [1].

0%E 0E
VZE=EHOF+O—HOE (31)
Como solucidn a esta ecuacion se tiene una onda de la forma,
E = Ejeitkr—wb (3.2)

2 . . .
Donde |k| = 7” es la magnitud del nimero de onda, w = 2nf es la frecuencia

angular y E, es la amplitud méxima de la onda. El término kr — wt es llamado
propagador [2].

Alrededor de 1820 y después de Bartholin y Huygens se acercaran a los efectos de
la luz en algunos materiales, como el doble indice de refraccion de la calcita, Fresnel
y Arago demuestran experimentalmente que el campo 6ptico consiste en dos
componentes ortogonales a la direccion de propagacion de este [3] [4]. Con base
en lo anterior se define la polarizacion, que es la direccion de oscilacion del campo
eléctrico de la luz a medida que se propaga en el espacio [1].

Para encontrar un formalismo matematico que describa el comportamiento
polarimétrico de un haz de luz, se asume un campo E que se propaga a través del

eje z, por lo tanto, las componentes transversales de este campo Optico vienen
dadas por las ecuaciones (3.3)y (3.4).

E.(z,t) = Ey, cos(wt — kz + 6,,) (3.3)

28



E,(zt) = Ey, cos(wt — kz + 6y) (3.4)

Donde E,, Yy Ep, son amplitudes maximas y &, y 6, las fases iniciales en cada
componente. La propagacion de estas dos ecuaciones ( (3.3 )y (3.4)) se puede
representar graficamente como se muestra en la Figura 10 [2] [5]. La componente
en el eje y es llamada polarizacion p, similarmente la componente en el eje x es
llamada polarizacion s, estas notaciones provienen de las palabras germanas
paralelle (paralelo) y senkrecht (perpendicular) [2].

WUV

Figura 10. Componentes ortogonales de un campo éptico.

A pesar de que (3.3 )y (3.4 ) describen el comportamiento oscilatorio de la onda,
no revelan mucho sobre su polarizacion. Para desarrollar un mejor analisis, se divide
cada ecuacion por su componente en amplitud, es decir E,,y Ey, y Se descompone
el coseno de cada una utilizando la identidad de suma de angulo cos(a + ) =
cos(a) cos(B) + sen(a)sen(B), con el fin de eliminar el propagador wt — kz.
Después de realizar estas operaciones se obtienen las ecuaciones (3.5) y ( 3. 6).

Ex(z,t)

= cos(wt — kz) cos(6,) — sen(wt — kz)sen(d,) (3.5)

0x

—Eé(z't) = cos(wt — kz) cos(8,) — sen(wt — kz)sen(5,) (3.6)
oy

Al multiplicar la ecuacion ( 3.5 ) por sen(§,) y la ecuacion ( 3.6 ) por sen(8,), restar

ambas ecuaciones y simplificar la expresion trigopnométrica se obtiene la expresion

(3.7). De forma similar, se multiplica nuevamente la ecuacion ( 3.5 ) por el término
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cos(8,) y la ecuacion ( 3.6 ) por cos(8,), se restan, se simplifican y se obtiene la
expresion ( 3.8) [6].

B son(5,) — 22 sen(s,) = cos(wt — kz) sen(8, — 55) (37)
0x oy

B (05(8,) — 222 cos(6,) = sen(wt — kz) sen(s, — &) (38)
0x oy

Se elevan al cuadrado las ecuaciones ( 3.7 ) y ( 3.8 ), se suman y se obtiene la
ecuacion ( 3.9).
E} | Ej

2L 22 c05(8) = sen?(8), §=68,— 0 (3.9)

2 2
Eox  Edy EoxEoy

Esta ecuacion describe una elipse en su forma no convencional y es conocida elipse
de polarizacion [2].

Se puede observar que el propagador espacio-temporal wt—kz quedd
explicitamente eliminado de la ecuacion, sin embargo, las componentes del campo
eléctrico E, y E,, siguen siendo espacio-temporalmente dependientes. Por lo tanto,
la ecuacion ( 3.9 ) es la distribucién del campo eléctrico dado un tiempo y una
posicion (z,t).

Figura 11. Representacion grafica de la elipse de polarizacién para un tiempo t.
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Si se define un angulo de rotacion con respecto al eje x, de forma tal que el eje
menor de la elipse esté alineado con el eje horizontal de un nuevo sistema de
coordenadas (x',y') se obtiene una expresion matematica mas simple de la elipse
de polarizacion.

B+ - (510)

De forma general un campo oOptico presenta polarizacion eliptica, sin embargo, hay
casos particulares de esta elipse que deben considerarse. Estos casos son
llamados estados de polarizacién degenerados [2] y se resumen en las siguientes
tres condiciones:

e Ep, =0V Ep,=0

Para este caso, si la amplitud en uno de los ejes es cero, el campo 6ptico no
tiene componente en este eje, por lo que el campo 6ptico solamente sera
descrito por una oscilaciébn en uno de los ejes. Si E;, = 0 el campo Optico
solamente es descrito por la componente E,, descrita en la ecuacion (3.4 )y en
este caso se dice que el campo Optico tiene polarizacion lineal vertical (LVP por
sus siglas en inglés), en el caso contrario la polarizacion del campo 6ptico se
conoce como polarizacion lineal horizontal (LHP por sus siglas en inglés)

e §=0vod=nm, neN
Para este caso, al reemplazar en valor de § en la ecuacion de la elipse (3.9) se
obtiene,

2 E2 ExE
L S R e B (3.11)
E§, = Egy EoxEoy

Al factorizar y despejar una de las componentes, en este caso E, se obtiene la

E

ecuacion de una linea recta con pendiente i% e intercepto en 0.
0x

2
(EL+EL) =0 » E,= +E°_yEx (3.12)



En este caso se tiene un campo Optico linealmente polarizado con un angulo

. E,
igual a tan™? (i ﬂ) rad.
Eox

Cuando E,, = E, se tiene el caso de luz linealmente polarizada a +45° (L+45P
por sus siglas en inglés).

2n-1)rm

o E0x=Eoy=E0/\8= ,nEE

Para este ultimo caso, al reemplazar los valores de la condicion, la ecuacion de
la elipse (3.9 ) se reduce a la ecuacion de un circulo. Este caso se conoce como
polarizacion circular, es circular derecha si § =§ (RCP) y es izquierda si § =
~=. (LCP)

2
2 S (3.13)

Eg  E§

Figura 12. Representacion en el plano x, y de los estados de polarizacion
degenerados LHP, L+45P y RCP.
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3.1. Parametros de Stokes y calculo de Jones

Atraves de la elipse de polarizacion es posible describir matematicamente cualquier
estado de polarizacion de un campo 6ptico completamente polarizado, es decir cuya
oscilacion es constante en una configuracion especifica. Sin embargo, este
formalismo es poco practico a la hora de calcular numéricamente distintos efectos.
Algunos de ellos son la interaccion de luz polarizada con un medio [2][6] o el calculo
de estados de polarizacion aleatorios. Los campos Opticos que no tienen un estado
de polarizacion definido se le denominan parcialmente polarizados y se encuentran
comunmente cuando luz no polarizada es reflejada por una superficie [1].

Una forma alternativa para representar un campo optico parcial o completamente
polarizado fue introducida por Stokes alrededor de 1852 [4]. Este formalismo se
desarrolla calculando el promedio temporal de la ecuacién ( 3.9 )*. Al realizar este
calculo se obtiene la siguiente expresion

Sé=S?+57+S2 (3.14)

De la ecuacion ( 3.14 ) las cantidades S, S;, S5, S; son los observables del campo
Optico. Estos observables son llamados los parametros de polarizacion de Stokes o
simplemente parametros de Stokes.

So = E¢ + E§,

S1 = ng - Egy

S, = 2EgxEqycosé

S3 = 2Ey,Egysind (3.15)

Con estos parametros es posible construir un vector, llamado vector de Stokes y
con este vector describir completamente la polarizacién de un campo 6éptico.

Lira[2] y [6] para mas detalles sobre este calculo.
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S = (3.16)

En la Figura 13 se muestran algunos vectores de Stokes para los estados de
polarizacion degenerados.

1 1 1
1 0 0
Srap = Io 0 Sr+asp = I 1 RCP = I 0
0 0 1

Z2LIe

Figura 13. Representacion vectorial de Stokes de los estados de polarizacion
degenerados LHP, L+45P y RCP.

Con los parametros de Stokes se puede obtener facilmente cuatro cantidades que
facilitan el entendimiento de la polarizacion del campo 6ptico. La primera es la
intensidad total del haz éptico (I), la segunda es el grado de polarizacion (DOP) esta
es la medida que cuantifica el porcentaje de luz que cuenta con polarizacion estable,
bien sea que el campo oscile en una sola direccidon (polarizacién lineal) o que
constantemente los campos giren en un plano (polarizacion circular o eliptica). Por
altimo se puede calcular también el grado de polarizacion lineal (DOLP) y grado de
polarizacion circular (DOCP) [2] que estas son las medidas que cuantifican qué
porcentaje del campo Optico tiene polarizacion lineal y/o polarizacion circular. Las
expresiones para obtener estos calculos se muestran en las ecuaciones ( 3. 17).

I = SO
DOP = St +S2+ 82
So

S2 452

poLp =Y"1 "2
So

pocp =3 (3.17)
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Otra metodologia relevante para el tratamiento matematico de la polarizacion de la
luz es aquel propuesto por Jones en 1941, y es una formulacion matricial para el
estado de polarizacion y la interaccién de un haz polarizado con un medio [1].

En este formalismo, un estado de polarizacion se representa a partir de un vector
de 2x1 elementos, los cuales son las componentes x y y del campo éptico, llamado
vector de Jones. Un medio con propiedades polarizadoras se representa con una
matriz de 2x2 elementos y se denomina matriz de Jones [2][6]. Esta formulacién
solamente es valida para luz totalmente polarizada, por lo cual debe ser usado en
problemas donde se traten campos épticos y no la intensidad de estos.

Para un campo E el vector de Jones se constituye de las componentes del campo
E,YyE,.

_ Ey — Li(kz—wt) onei6x
E= [Ey] —e s (3.18)

Como ejemplo de este formalismo, en la expresién ( 3.19 ) se presentan los vectores
de Jones de los estados degenerados LHP, L+45P y RCP.

1

Epnp = [O] Elt45p = \/% [ﬂ Ercp = \/% [ﬂ (3.19)

Dado un campo 6ptico polarizado de entrada E; que pasa a través de un medio
polarizador J se puede conocer la polarizacion del campo Optico de salida E, por
medio de una multiplicacion matricial como se presenta en la expresion ( 3.20 ),

E,=] E; = Joo ]01] [gxi] (3.20)

10 ]11
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3.2. Polarizacion en medios bioldgicos

Se ha descrito hasta la seccién anterior la representacion de haces de luz
polarizados. En esta seccion, se busca establecer qué sucede cuando la luz
polarizada interactia con una muestra, particularmente muestras que se componen
por especimenes biolégicos.

La polarimetria ha sido un area de importante investigacion principalmente en el
estudio de materiales, pero en las Ultimas décadas ha sido ampliamente usado en
biologia, ya que los tejidos biolégicos presentan estructuras con propiedades
polarimétricas debido a ciertos factores como las fibras, la distribucion molecular y
las estructuras proteinicas [7] [8]. Estas propiedades de los medios pueden
agruparse en tres casos: la propiedad de polarizar la luz (aumentar el grado de
polarizacion DOP), de despolarizarla (disminuir el grado de polarizacion DOP) y la
de inducir cambios en el estado de polarizacion. A continuacion, se detallan estos
tres casos [6][2].

3.2.1.Dicroismo

También conocido como diatenuacion, es la capacidad de un medio de presentar
distintas transmitancias en funcion del estado de polarizacion de la luz que le incide
[2]. Un material idealmente dicroico, presenta una transmitancia de intensidad
maxima para un estado de polarizacion dado y una transmitancia de intensidad igual
a cero para el estado de polarizacion ortogonal. También es comun encontrar esta
propiedad en porcentajes, es decir, solo un porcentaje del campo Optico presenta
una transmitancia maxima para un estado de polarizaciéon y una minima para su
estado ortogonal.

La cuantificacién del dicroismo se hace mediante la siguiente expresion,

_ Imax)=Imin(1)
D(A) N Imax(l)‘Hmin(/D ( 321 )
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3.2.2.Birrefringencia

De forma general esta propiedad se conoce como retardo lineal, y es la capacidad
de un medio de generar una diferencia de fase entre dos estados de polarizacién
ortogonales [1] [2] [6], lo cual se debe a que presentan distintos indices de refraccion
a lo largo del material para cada una de las componentes ortogonales del campo
eléctrico que se transmite a lo largo del mismo. La diferencia de fase hace que una
de las componentes del campo Optico presente un retraso respecto a la otra y es
por esto por lo que esta propiedad recibe el nombre de retardo [2]. ComUnmente se
caracterizan los medios birrefringentes por la diferencia entre los mencionados
indices de refraccion

An(2) = [ny (1) = nz(2)] (3.22)

En la practica, los retardadores son utilizados para cambiar el estado de polarizacion
de un haz de entrada. Los ejemplos mas comunes son las placas retardadoras o
placas de onda (wave plates). La placa 1/4 es un elemento 6ptico que induce una
diferencia de fase relativa de m/2 entre las componentes del campo eléctrico.
Cuando un campo Optico que tiene polarizacion de +45° (L+45P) pasa por esta
placa, las componentes del campo eléctrico tienen igual amplitud, y bajo esta
circunstancia el haz pasa a estar polarizado circularmente [1]. Similarmente, si el
haz incidente tiene polarizacién circular, al pasar por el retardador sale con
polarizacion lineal a £45° (L+45P o L-45P). Normalmente estas placas estan hechas
de cuarzo, mica o polimeros [1].

y 7

Salida Entrada

Retardador
cuarto de onda

Figura 14. Representacion del funcionamiento de una placa retardadora 1/4, esta
convierte un haz de luz con polarizaciéon L+45P a RCP o LCP.
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3.2.3.Despolarizacion

Si un haz de luz 100% polarizado incide sobre una muestra y a la salida del medio,
el grado de polarizacion del haz ha disminuido se dice que el medio posee
propiedades de despolarizacién. Como su nombre lo indica, es la capacidad de
convertir un haz polarizado en uno no polarizado; la despolarizacion puede ser
parcial o total. Esta propiedad esta presente cuando hay esparcimiento de fotones
en orientaciones aleatorias a lo largo de la propagacion del haz luminico a través
del medio [2][3]. También puede presentarse el caso contrario, donde luz no
polarizada al pasar por un medio se polarice, a esta capacidad se le llama
polarizancia y se mide con el grado de polarizacion (DOP).

Un ejemplo de esta propiedad son los polarizadores, los cuales convierten un haz
de luz no polarizado en uno con alguna forma de polarizacion [1]. Los polarizadores
cuentan con propiedades asimétricas que permiten “seleccionar” un estado de
polarizacion particular del haz de entrada y descartar las demas [1].
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3.3. Microscopio polarimétrico

Para cuantificar los observables vistos anteriormente y determinar las propiedades
polarimétricas de la luz y de los medios, es necesario implementar un montaje optico
llamado polarimetro [6].

Se han desarrollado distintas configuraciones de polarimetros, pero la mas comun
consiste en un generador de estados de polarizacion (PSG por sus siglas en inglés),
un analizador de estados de polarizacion (PSA por sus siglas en inglés), ambos,
tanto el generador como el analizador son dispositivos capaces de crear todos los
estados de polarizacién degenerados (LHP, LVP, L+45P, L-45P, RCP; LCP). Estos
sistemas Opticos se conforman usualmente de un polarizador lineal seguido de una
placa retardadora 1/4.

Para una configuracion por transmision, se ubica una muestra entre el PSG vy el
PSA. Cuando el andlisis que se desea hacer es en muestras micrométricas, se
coloca un sistema magnificador telecéntrico (Objetivo de microscopio y lente de
tubo) como el que se estudid en el Capitulo 2 : Microscopia, para magnificar el
campo oOptico de la muestra. El esquema de un montaje 6ptico de un microscopio
polarimétrico de campo brillante se muestra en la Figura 15.

Objetivo de

microscopio “ 1
PS

Polarizador
Placa 1/4

Lente de

PSG Muestra tubo A Camara

Figura 15. Esquema de un microscopio polarimétrico de campo brillante.
Si Unicamente se quieren evaluar las propiedades polarimétricas lineales de la

muestra, no se hace necesario tener la placa 1/4y tanto el PSG como el PSA
constan Unicamente de polarizadores lineales.
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3.4. Microscopio sin lentes polarimétrico

En el Capitulo 2: Microscopia, se presentd la microscopia sin lentes como una
alternativa adecuada para el desarrollo de un microscopio portable, ya que sus
dimensiones son considerablemente mas pequefias que las de un microscopio
Optico compuesto tradicional, y, al ser una técnica hologréfica, permite capturar la
fase de las muestras y reconstruir tridimensionalmente objetos. Ademés de todas
estas ventajas, al sistema DLHM se le puede afadir un polarimetro lineal para hacer
analisis polarimétricos [9] .

El montaje Optico de este sistema es el clasico de microscopia sin lentes [10] con
dos polarizadores lineales, uno antes de la muestra y otro después de esta, cercano
al sensor. Si se desean estudiar propiedades polarimétricas circulares, se hace
necesario afiadir una placa retardadora 1/4 en el PSG y otra en el PSA.

[=]

@ I j
Fuente

PSG Muestra
puntual

PSA  Sensor

Figura 16. Esquema de un microscopio sin lentes polarimétrico.

En esta configuracién es pertinente asegurar que el filtrado espacial realizado por
la lente y el pinhole no afecta el estado de polarizacién inducido por el PSG. Para
demostrar lo anterior, se considera un campo optico de entrada E;,,,, este es una
onda plana como se observa en Figura 16, aqui se asume que las componentes del
vector de Jones también son ondas planas.

- [Eg
Einpue = €'*? Eoﬂ (3.23)
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Las lentes delgadas tienen la capacidad de ejecutar épticamente transformadas de
Fourier [11], por lo tanto, a la distancia focal de la lente se obtiene la transformada
de Fourier de la onda plana de entrada. En este mismo plano se encuentra ubicado
el pinhole cuyo diametro es 2p, y tiene como funcidn hacer un filtrado espacial e
inducir coherencia espacial a la onda de salida. Dicho esto, en el plano de Fourier
de la lente, se tiene el campo 6ptico presentado en la ecuaciéon ( 3.24 ), lo cual es
una representacion matematica de una fuente puntual generada por las condiciones
antes mencionadas.

E
focalé i
E focal = ] e ez

(€2+n2) FTee{Eox} _ ik C(szm Eogd($)
Efocaln

(3.24)
FT yn{EOy} Eon5( )]

Para encontrar la expresion matematica del campo 6ptico después del pinhole, que
es donde se desea conocer el estado de polarizacién, se utiliza como formalismo
de propagacion la transformada de Fresnel sobre el campo Optico Ef,¢q;, Obteniendo

la siguiente expresion,

ik(§-x)?
elkz f Efocalfe 2z df e2ikz 2 Ox
Eout = T . ik(n-y)? = ilz (x2+y2) ]1(27rp(x ty )) [E ] ( 3.25 )

f_oo Efocaln e 2z dn

Como era de esperarse, después del pinhole se tiene una onda esférica que se
propaga a través del eje z, y cuya esfericidad depende de la apertura del pinhole.
También es claro que esta onda esférica tiene la misma distribucién en las
componentes de polarizacion que el haz de entrada, con un vector de Jones de

. E ] . .
salida igual al de entrada [sz], demostrando asi que el filtrado espacial no afecta
y

las condiciones polarimétricas de la luz.
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IMPLEMENTACION:

MICROSCOPIO POLARIMETRICO
SIN LENTES PORTABLE

4.1. Microscopio polarimétrico sin lentes en
mesa optica

El primer acercamiento al microscopio polarimétrico sin lentes portable (PPLM
Portable Polarimetric Lensfree Microscope) se hizo a través de simulaciones
computacionales del mismo. Para esto se empled un algoritmo de propagacion de
una onda esférica que hace uso de la transformada Fresnel-Bluestein [1] a este
algoritmo se le afiadié una fase para el modelamiento de la de polarizacién que
utiliza el formalismo de Jones estudiado en el Capitulo 3. A continuacion, en la
Figura 17 se presenta un holograma DLHM simulado y su reconstruccién en campo
brillante de los elementos 4 y 5 del grupo 4 de un test de resolucion USAF.

Figura 17. Holograma simulado y reconstruccion de los elementos 4 y 5 del grupo 4
de un test de resolucion USAF 1951.
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Posterior a las simulaciones Opticas, se disefid e implementdé un montaje de
microscopia sin lentes [2](Figura 16) en una mesa Optica. La fuente de iluminacion
utilizada es un laser diodo Cobolt de 532 nm que cuenta con potencia variable entre
1mWy200mWW. En este montaje se utilizO una potencia de 20mW. La onda
esférica divergente, propia del sistema DLHM, se genera enfocando el haz colimado
gue sale del laser con un objetivo de microscopio 20x de Newport. A 1.7 mm de la
salida del objetivo de microscopio (a su distancia de trabajo [3]) se ubica un pinhole.
Estos dos elementos se utilizan comunmente para realizar filtrado espacial éptico.
El montaje descrito se muestra en la Figura 18.

Objetivo
de microscopio

fe=1 1

PSG Pinhole Muestra

PSA  Sensor

Figura 18. (Izquierda) Esquema del montaje Optico microscopio polarimétrico sin
lentes en mesa Optica y (derecha) fotografia del mismo.

El pinhole, es un pequefio agujero cuyo tamafio es del orden de la longitud de onda
con la que se esta trabajando [4], para este caso, el tamafio debe ser de unos
micrometros (Entre 0.1 umy 10 um). En el laboratorio de Optica Aplicada de la
universidad EAFIT se dispone de diversos pinholes hechos en molibdeno con
monturas roscadas y de acero de la marca Newport, su precio es de alrededor de
$150 USD [5]. Las monturas en las que estan ensamblados los pinholes son ideales
para hacer filtrado espacial, pero para un montaje DLHM, donde se necesita que la
muestra se ubique muy cercana a la fuente puntual, estas monturas son un
inconveniente. Teniendo en cuenta la dificultad de remover los pinholes de su
montura, ademas del riesgo de dafiarlos, se optd por construir estos elementos
manualmente. Para ello, se cortaron unas laminas de papel aluminio y
delicadamente con una aguja textil de punta fina, se perfor6 el aluminio. Con esta
técnica se lograron obtener pinholes de diametros entre 5 umy 15 um. En la Figura
19 (a) se muestra una imagen adquirida con un microscopio electrénico de barrido
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SEM de la Universidad de Antioquia, medida tomada gracias a la profesora Claudia
Palacio de la Universidad EAFIT, de un pinhole manufacturado en papel aluminio.
A pesar de que este no es perfectamente circular, su forma y tamafio son
comparables con los de un pinhole comercial de Newport de 5um, cuya imagen
SEM adquirida en la Universidad EAFIT se muestra en la Figura 19 (b),a pesar de
gue los aumentos y las resoluciones de las imagenes no son las mismas, se puede
observar como la forma del pinhole en aluminio es mas circular y uniforme que la
del pinhole comercial, cuyo tamario ideal deberia ser de 5um.

5pm “ ; 59 2 B j! ;
Figura 19. (a) Imagen de un pinhole manufacturado en aluminio, observado a 5000
aumentos en el SEM de la Universidad de Antioquia. (b) Imagen de un pinhole
comercial de Newport de 5um observado a 3000 aumentos en el SEM de la
Universidad EAFIT.

Debido a que la finalidad de este proyecto es capturar imagenes utilizando el sensor
de un dispositivo movil, se tomaron hologramas de un mismo objeto con un sensor
CMOS y el sensor de un dispositivo movil a modo de comparacion.

El sensor CMOS utilizado es de Thorlabs y cuenta con 1280x1024 pixeles
cuadrados. El tamafio de pixel es de 3.6 um. Debido a que se empled una imagen
cuadrada por la facilidad en la reconstruccion, el tamafio de esta area del sensor es
de 3.6 x 3.6 mm?2. Bajo esta configuracion, la resolucion espacial tedrica del sistema
es de 3um y tiene una apertura numérica de 0.12. Por otro lado, se utilizo la camara
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principal de un celular Samsung Galaxy S10 Plus, para capturar imagenes
cuadradas de 3024x3024 pixeles. El tamafio lateral del pixel para este sensor es de
1um. Debido a que, en esta configuracion, el haz de luz no llega directamente al
sensor, sino que pasa por un arreglo de micro lentes, no se utiliza completamente
su area, sino, aproximadamente el 50% de ella. Bajo estas condiciones se tiene una
resoluciéon espacial teérica de 7.5 um y una apertura numérica de 0.05.

En la Figura 20 se presentan los hologramas y sus respectivas reconstrucciones en
intensidad para los elementos 4 y 5 del grupo 4 de un test USAF 1951. En (a) se
muestran los resultados utilizando la camara Thorlabs antes descrita y en (b)
utilizando la cdmara del celular.

3 .. 8 c
Holograma Reconstrucciont | b Holograma Reconstruccitn,
it

L)
o, %

(®)

Figura 20. Hologramas y reconstrucciones de los elementos 4 y 5 del grupo 4 de
un test de resolucion USAF 1951. Los hologramas fueron adquiridos con (a) un
sensor CMOS de Thorlabs y (b) la camara de un Samsung S10 +.

Para el andlisis en polarizacion, se emplearon muestras que presentan algun tipo
de informacién polarimétrica. La primera de ellas es el oxalato de calcio, cristal que
se puede encontrar facilmente en plantas del género Agave o en la pifia. También
se pueden encontrar residuos de estos cristales en muestras de orina de pacientes
renales o en pacientes con enfermedades como la gota [6][7]. Este cristal presenta
dicroismo lineal inverso[7], por lo tanto cuando el PSA y PSG estan paralelos su
intensidad es minima, y cuando estos estan cruzados, la intensidad es maxima. En
la Figura 21 se muestra el comportamiento dicroico anteriormente descrito de unos
cristales de oxalato de calcio observados en un microscopio de campo brillante
polarimétrico [8].En el papel (c) se muestra laimagen dicroica (para 633 nm) de esta
muestra, como era de esperarse, el valor numérico del dicroismo para el cristal es
de —1.
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Figura 21. Imagenes de intensidad de una muestra con oxalato de calcio adquiridas
en un microscopio polarimétrico de campo brillante [8] con (a) los PSG y PSA
paralelos y (b) con los PSG y PSA cruzados. (c) Imagen dicroica de la muestra de
oxalato de calcio.

La muestra se obtuvo a partir de la savia de una planta Agave Chiapnesis, la cual
contiene altas proporciones de oxalato de calcio y se puso a prueba en el montaje
en mesa Optica. Debido a que la savia es un elemento denso, la visualizacion de los
cristales es compleja. En la Figura 22 (a) se muestra el holograma y la
reconstruccién para una porcion de la muestra, este holograma se capturé con el
PSG y el PSA paralelos. En la reconstruccién se evidencia un cristal, sin embargo,
su imagen no es muy clara, lo anterior es de esperar si se tiene en cuenta que el
modelo de registro y reconstruccion DLHM supone como muestras espersores
débiles, caso que no se cumple completamente con esta muestra. En la Figura 22
(b) se capturé el holograma en la misma zona de la muestra con el PSG y el PSA
cruzados, en este caso, se evidencia la reconstruccion del cristal de forma mas clara
y con mejor detalle. Para estos resultados se calcul6 la imagen dicroica, la cual se
puede observar en la Figura 22 (c). Esta imagen representa idoneamente el
comportamiento polarimétrico de esta muestra, comparado con la Figura 21 (c).
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Figura 22. Hologramas y reconstrucciones de muestra con oxalato de calcio
adquiridas en el microscopio polarimétrico sin lentes en mesa Optica con (a) los PSG
y PSA paralelos y (b) con los PSG y PSA cruzados. (c) Imagenes dicroicas del
holograma de la muestra con oxalato de calcio y su reconstruccion.

Por otro lado, para la validaciéon de esta implementacion, se pusieron a prueba
muestras birrefringentes. Para este caso, se obtuvo una muestra que contiene
almidén de papa. Esta se preparé realizando un raspado a la parte interna de una
papa. El liquido obtenido se ubicé en un porta muestras con un cubre objetos. Al
secarse quedan zonas donde se aglomeran los compuestos del raspado de papa,
que contienen en buena proporcién granos de almidén. En la Figura 23 (a) se
muestra una imagen de campo brillante de una porcion de la muestra adquirida.
Cuando se observan granulos de almidon de papa con luz polarizada estos exhiben
diferentes patrones birrefringentes en la forma de cruces de Malta [9]. Los patrones
birrefringentes se pueden cruzar, combinar o incluso pueden desaparecer para
algunas muestras. La birrefringencia positiva en estas muestras indica que el grano
tiene un alto grado de moléculas o cristales alineados [9]. En la Figura 23 (b) se
muestra una imagen de campo brillante de almidén de papa tefido con yodo, y la
Figura 23 (c) muestra el comportamiento birrefringente del almidon de papa cuando
este se observa con luz polarizada. Estas imagenes fueron tomadas de la referencia

9.
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Figura 23. (a) Imagen de campo brillante de una seccion de la muestra de papa
preparada. (b) Imagen de campo brillante de granos de papa. (c) Imagen
polarimétrica de granos de papa (Observadas con un PSG y PSA cruzados). Las
imagenes (b) y (c) fueron tomadas de [9].

Los resultados de las imagenes capturadas por el microscopio polarimétrico sin
lentes en mesa optica se muestran en la Figura 24. En (a) se presenta el holograma
y la reconstruccién de la muestra de papa, aqui se evidencia de forma no muy clara
la presencia de un grano de almidon de papa. Como se observa en el area
magnificada, sin embargo, no se puede concluir totalmente que este es un grano de
almidon. En (b) se presenta el holograma y la reconstruccion de la misma zona de
la muestra, con el PSG y PSA cruzados, en este caso la reconstrucciéon del grano
del almidon es de mejor calidad, su forma es mucho méas clara que en la
reconstrucciéon de la imagen (a), su forma ovalada y su intensidad bajo esta
configuracion dan cuenta de caracteristicas propias un grano de almidén. Cuando
los polarizadores estan cruzados, se tiene la ventaja de que los elementos que no
presentan actividad polarimétrica no aparecen en la reconstruccién, por tanto, la
identificacion de los elementos que si presentan esta actividad se facilita.

Holograma Reconstruccion Holograma Reconstruccion

(®)

Figura 24. Hologramas y reconstrucciones de la muestra de papa con presencia de
granos de almidén adquiridas en el microscopio polarimétrico sin lentes en mesa
Optica con (a) los PSG y PSA paralelos y (b) con los PSG y PSA cruzados.
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4.2. Microscopio polarimétrico sin lentes
portable (PPLM)

El primer elemento para considerar en el microscopio portable (PPLM) es la fuente
de iluminacion. La ventaja del uso de laser gaussiano es que permite enfocar toda
la irradiancia del haz en un punto, acercandose a los limites de un sistema limitado
por difraccion, por lo tanto, no hay una perdida significativa de intensidad a la salida
del pinhole. Ademas de esto la potencia del laser, permite que los tiempos de
exposicion sean cortos facilitando asi la captura de los hologramas, especialmente
en las condiciones donde el PSG y PSA estan cruzados.

Para la implementacion del PPLM se opto6 por utilizar como fuente de iluminacién
un LED de alta potencia, que tiene un ancho de banda de aproximadamente 50 nm
y cuyo pico se encuentra en los 512nm como se puede observar en su
espectrograma presentado en la Figura 25, este espectrograma fue medido con un
miniespectrémetro de espacio libre de Newport [10]. Para aprovechar al maximo la
potencia de este LED, este se alimenta con 3.8 V obtenidos de una bateria Li-lon
recargable, logrando con esto una irradiancia de aproximadamente salida de 5 mW,
de acuerdo al medida tomada con un medidor de potencia 6ptica PM100D con un
sensor 120C, ambos de la marca Thorlabs [11].

Espectrograma LED verde

512 nm

@]

Figura 25. LED de alta potencia utilizado como fuente de iluminacion en el
microscopio polarimétrico sin lentes portable y su espectrograma.
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Por otro lado, en el montaje en mesa optica se utilizé un objetivo de microscopio
para enfocar el haz gaussiano. Por el contrario, para el montaje portable se decidio
disefiar e implementar un arreglo 6ptico sencillo y que ocupara el menor espacio
posible para realizar este trabajo. Teniendo esto en cuenta y también la
disponibilidad de lentes del laboratorio de Optica Aplicada, se decidi6 utilizar dos
lentes plano convexas cuyas referencias y especificaciones se presentan en la
Tabla 1.

Marca | Referencia | Focal Efectiva (mm) | Didmetro (mm) | Precio (USD)
L1 | Newport | KPX076 254 +0.2 24.5 $34 [12]
L2 | Thorlabs | LA1540-A 149 +0.1 12.7 $33.83 [13]

Tabla 1. Especificaciones de las lentes utilizadas en el sistema de generacion del
haz divergente.

Con estas dos lentes, se llevé a cabo una simulacion en Zemax® con el fin de
optimizar las distancias entre ellas para tener el haz de salida mas pequefio, la
fuente extendida se simulé como tres fuentes puntuales, con una separacion de
1um entre ellas. En la Figura 26 se muestra el resultado de la simulacién en el
software Zemax®.

L1

e
N

\,\\‘\

l
!
A
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#*

s 1
1.6 mm

(b)

Figura 26. Simulacion del sistema Optico de enfoque realizado en Zemax. (a)
Visualizacion del trazado de rayos. (b) Visualizacion del haz de salida.

(@)

} i 20 mm

Este sistema éptico tiene una longitud de 65.7 mm y logra un spot de salida cuyo
diametro es de 1.6 mm aproximadamente. La lente L1 logra colectar alrededor del
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15% de la irradiancia del LED. Posterior a este sistema Optico, se ubican los mismos
elementos del montaje en mesa optica: un pinhole, que para este caso también se
utilizé uno elaborado manualmente en papel aluminio, luego la muestra, el PSA 'y
por ultimo el sensor. El esquema de este montaje Optico se presenta en la Figura
27.

]
!/

ol I
Fuente

LED L1 PSG L2 Muestra
puntual

(=

PSA  Sensor
Figura 27. Esquema del montaje 6ptico del microscopio polarimétrico sin lentes
portable.

Una vez definidos los elementos Opticos y demas componentes que conforman el
prototipo portable, sus dimensiones y las distancias entre ellos, se disefié el acople
mecanico que ensambla todos estos elementos y hace posible que el dispositivo
sea portable y que ademas pueda ser utilizado facilmente con un teléfono mévil. La
primera etapa de disefio consistié en evaluar los grados de libertad que tiene cada
elemento del microscopio, considerando los desplazamientos que cada uno tiene
que realizar. En la Tabla 2 se presentan todos los elementos que conforman el
PPLM, su modelo CAD vy el (los) grado (s) de libertad que tiene cada pieza.

Elemento CAD Grado (s) de libertad

Bateria - e Rigido

Boton ON/OFF ‘ e Rigido
Disipador LED | | e Rigido
L

LED Q) ) e Rigido
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e -
Apertura [ ( @ Rigido
2R
PSG O o~ » 7 .Deslizador . Angular
—
Deslizador
L1 —»z
Deslizador
L2 — »z [
Y
. X
Pinhole
7 Planar
X
Muestra .
/ 7 . Deslizador
PSA Q e Rigido
Céamara celular - e Rigido

Tabla 2. Elementos que conforman el PPLM, su modelo CAD y el (los) grado (s) de

libertad que tienen en el acople mecénico.

Una vez definidos los elementos mecanicos involucrados, se realizé un modelo CAD
de las piezas necesarias para el correcto ensamble y funcionamiento del dispositivo,
verificando con este modelo que todos los grados de libertad requeridos para cada
elemento se supliera. En la Tabla 3 se especifican las trece piezas que conforman

el dispositivo.
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Elementos

. ; Precio
Pieza que Modelo CAD Fotografia
(COoP)
soporta
-Botén
1 2500
ON/OFF
-Disipador
2 5000
-LED
-Iris
3 -Ejes 5000
-Carcasa
4-5 -PSG ' 2250
6-7 -L1 o 5000
8-9 -L2 o 4000
10 -Pinhole @ 2500
-Porta
11 O 2500
muestras 4

54




13 -PSA 3000

Tabla 3. Elementos mecanicos que conforman el PPLM, con las piezas que cada
uno soporta, el modelo CAD, la fotografia y el precio de la impresion.

Las trece piezas que conforman el acople mecanico fueron impresas en 3D con la
colaboracién y el patrocinio de Solid3D, un emprendimiento liderado por el
estudiante de Ingenieria Fisica José Manuel Renddn [14]. El costo total del prototipo
mecanico es de aproximadamente $40.000 COP.

Teniendo en cuenta todos los elementos que conforman el PPLM se estima que el
precio total de este es de aproximadamente $140 USD, el costo de cada elemento
se detalla en la Tabla 4.

Elemento Precio (USD)
Lentes 64

Iris ID12 Thorlabs 50
Impresion 3D 10

LED 1
Disipador + Ejes

Bateria + Cargador 10
Total 140

Tabla 4. Costo de cada elemento que conforma el PPLH y precio total del
dispositivo.

El PPLH ensamblado tiene una altura de 10 cm y pesa 170 gr. Las fotografias del
dispositivo final se muestran en la Figura 28.
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Figura 28. Fotografias del microscopio polarimétrico sin lentes portable de perfil
(izquierda) y de frente (derecha) acompanado del celular con el que se adquieren
los hologramas.

Como validacion de la calidad de los hologramas que se pueden capturar en este
dispositivo portable se capturaron imagenes de un test USAF, bajo las mismas
configuraciones presentadas en seccion 4.43 Microscopio polarimétrico sin lentes
en mesa oOptica, especificamente en la Figura 20. Debido a que las distancias y los
sensores se conservan, las resoluciones tanto para la camara Thorlabs y el celular
se mantienen, sin embargo, como la potencia de la fuente disminuy6
significativamente, los tiempos de exposicion deben ser aumentados, sacrificando
con esto la calidad de los hologramas y por tanto la calidad en su reconstruccion.

Q £

)
ku)gt:ar\l}a ——— 5!) 0 pm Reconstruccién

12b um

Holograma 500 um Reconstfuécién 250 pym
(@ g G5 (b))

Figura 29. Hologramas y reconstrucciones de un test USAF. (a) Elementos 4 y 5 del
grupo 3 adquiridos utilizando el PPLH y capturados con un sensor CMOS de
Thorlabs y (b) elementos 4 y 5 del grupo 4, adquiridos utilizando el PPL y la camara
de un Samsung S10 +.
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Por otro lado, como segunda validacion en la Figura 30 se comparan las imagenes
en intensidad de un microscopio de biologico PLEUGER XSZ-107 con las obtenidas
con el PPLM. Inicialmente se ubicd en el plano de la muestra la antena de un
espécimen del orden Hymenoptera. Debido a que este elemento no es delgado, en
la reconstruccion del holograma se encuentran varios planos de enfoque. La
reconstruccién recrea idoneamente la mayoria de los detalles de esta muestra.

(b)

Figura 30. Imagenes de campo brillante de la antena de un espécimen del orden
Hymenoptera capturadas con (a) un microscopio biologico PLEUGER XSZ-107 con
objetivo de microscopio 20x y (b) el PPLM.

Otra validacion importante que se hizo fue en torno a la capacidad del PPLM de
capturar informacion de fase, para ello se capturaron hologramas en el PPLM de un
elemento que tuviera informacién de fase y también se capturaron imagenes para
el mismo elemento en un montaje de microscopia hologréfica digital DHM. Se utilizé
como muestra una Eisena fétida mas conocida como lombriz roja o lombriz
californiana en sus primeras etapas de vida. En esta etapa las lombrices son muy
pequenas, de alrededor de 40 mm de longitud y su debido a que su anillos
segmentales no se han desarrollado completamente, su cuerpo es transparente
[15]. Las muestras traslucidas resultan complejas de observar en un microscopio de
campo brillante, debido a que estos elementos no cambian significativamente la
intensidad de la luz que pasa a través de ellas. En la Figura 31 (a) se muestra una
imagen de campo brillante capturada con un microscopio biologico PLEUGER XSZ-
107 con objetivo 5x. Se pueden observar ciertas partes de la lombriz que son
trasllcidas, especialmente cerca de sus bordes. La lombriz observada presentaba
tierra por dentro, por lo tanto, no todo su cuerpo es traslucido e identificarla en este
dispositivo fue sencillo. Por otro lado, se capturé una imagen hologréafica de la

57



muestra en un microscopio holografico digital [16], este montaje tiene una
magnificacion total de 44x y una resolucion lateral de aproximadamente 0.8um. Se
reconstruyd una imagen de fase de la muestra, la cual fue desenvuelta haciendo
uso de un algoritmo de Flynn [17]. Este resultado se muestra en la Figura 31 (b).
Aqui se puede observar que en general esta seccién de la lombriz presenta
informacion de fase, también es mucho mas notorio el borde de la lombriz, donde el
valor de fase es mas elevado y esto puede estar dado porgque esta seccion de la
lombriz es més densa, por lo tanto, su indice de refraccion es mayor. También se
realiz6 una adquisicién de otra seccion de la muestra en el PPLM, y a pesar de que
la magnificacion y resolucibn no es comparable con el DHM presentado
anteriormente, el cual es un montaje Optico muy robusto, si es comparable la
respuesta que ambos dispositivos tienen a los elementos de fase. Para este
resultado, se calculé la fase, la cual se compensoé y posteriormente fue desenvuelta.
Se utilizé un algoritmo de desenvolvimiento de fase via cortes de gréafica [18].
Posteriormente se le incremento el contraste a la imagen de salida, y se le aplic6 un
filtro gaussiano a la zona de la imagen que no contiene informacion de la muestra.
Estas imagenes se muestran en la Figura 31 (c). En este resultado, tal como en el
anterior se observa que toda la lombriz tiene informacion de fase y también se
evidencia cémo el borde de la lombriz presenta un valor mas elevado de fase. Esta
validacion permite verificar que el dispositivo tiene la capacidad de capturar
informacion de fase, que a su vez permite obtener informacion adicional del objeto
como como su espesor, indice de refraccion, densidad y concentracion [2].
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Figura 31. (a) Imagen de campo brillante de una lombriz californiana adquirida con
un microscopio biolégico PLEUGER XSZ-107 y objetivo de microscopio 5x. (b)
Holograma, reconstruccion en fase envuelta y desenvuelta de la muestra adquirido
con un DHM [16]. (c) Holograma, reconstruccion en fase envuelta y desenvuelta de
la muestra adquirido con el PPLM.

Por ultimo, la validacion de la capacidad del PPLM de adquirir informacion
polarimétrica se realiz6 empleando la muestra birrefringente que contiene granos
de almidon de papa. En la Figura 32 se muestra el holograma (a) y la reconstrucciéon
(b) de la muestra en cuestion, observada con el PSG y PSA perpendiculares. En la
reconstruccién se evidencian dos Iébulos correspondientes a un grano de papa, en
el &rea magnificada en (b) se sombrearon con morado estos dos I6bulos, y se marcé
la linea entre ellos, esta linea negra es caracteristica a este comportamiento
birrefringente como se mostré en la Figura 23 (c).

120 um

Reconstruccion

Holograma

() (b)
Figura 32. Holograma y reconstruccién de la muestra de papa con presencia de
granos de almidén adquiridas en el PPLM con el PSA y PSG cruzados.
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CONCLUSIONES Y
TRABAJO FUTURO

La sensibilidad a la polarizacion de un microscopio polarimétrico sin lentes permite
mejorar la visualizacién de algunas secciones de las muestras con comportamientos
birrefringentes y dicroicos. Esta premisa fue comprobada en los resultados
polarimétricos obtenidos tanto con el microscopio polarimétrico sin lentes en mesa
Optica como con el PPLM. Este dispositivo tiene la ventaja de que al observar una
muestra que contiene elementos que presentan algun tipo de actividad
polarimétrica, el campo éptico de la porcidn de la muestra que no tiene informacion
importante (la savia, por ejemplo, en el caso del oxalato de calcio) no sera
capturada, logrando una mejor visualizacion del objeto en las reconstrucciones y
con esto un mejor andlisis de las muestras. Esto es un importante desarrollo en el
ambito de la microscopia portable debido a que le otorga al dispositivo la capacidad
de detectar con mayor facilidad ciertas estructuras microscopicas. Por ejemplo, se
ha reportado que los pacientes en los que se encuentre una alta proporcion de
oxalato de calcio en su orina pueden ser diagnosticados con gota [1]-[3] o a ser
propensos a desarrollar calculos renales. Con el PPLM se podrian identificar estos
elementos de forma mas sencilla y econ6mica, gracias a su sensibilidad
polarimétrica, resolucion y magnificaciones adecuadas, con el fin otorgar
diagndsticos a estas condiciones médicas.

El dispositivo, ademas de tener la capacidad de capturar informacién polarimétrica,
al hacer uso de una técnica hologréfica, tiene sensibilidad a elementos de fase,
permitiendo con esto ampliar la gama de objetos que puede observar ademas de
otorgarle la capacidad de obtener informacion adicional del objeto como como su
espesor, indice de refraccion, densidad y concentracion [4]. Esta sensibilidad fue
validada y comparada con la de un microscopio holografico digital [5].

La calidad de las reconstrucciones en intensidad de muestras bioldgicas se
contrasté con un microscopio biolégico PLEUGER XSZ-107. Para elementos que
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estan por encima de laresolucién del PPLM las imagenes en intensidad representan
de manera idénea el objeto y sus detalles. Ademas, el dispositivo propuesto permite
observar objetos que tienen distintos planos de enfoque gracias a su capacidad de
reconstruir informacién plano a plano a lo largo de un volumen de reconstruccion.

El estudio de los fundamentos de microscopia y polarimetria, asi como las
simulaciones implementadas, permitieron desarrollar correctamente un montaje en
mesa oOptica con elementos opticos de alta calidad y desarrollar un montaje en un
acople portable. Para el montaje portable se evaluaron las condiciones necesarias
con el fin de obtener una relacion equilibrada entre la disponibilidad, el tamafio y el
precio de los elementos utilizados.

El microscopio polarimétrico sin lentes portable PPLM manufacturado tiene la
capacidad de adquirir hologramas digitales en un teléfono mévil para posteriormente
reconstruir en un computador imagenes de campo brillante, imagenes
polarimétricas y de fase de muestras cuyos tamafios son mayores a 8um. Debido a
gue este dispositivo no utiliza ninguna técnica invasiva lo hace ideal para adquirir
imagenes de muestras biolégicas, como lo fueron los resultados presentados en la
seccién de implementacion.

El precio del PPLM es de alrededor de 140 USD, un precio bajo comparado con
otros dispositivos que pueden realizar sus mismas funciones. En la Tabla 5 se
presentan las caracteristicas del PPLM, las de un microscopio portable comercial
de la marca Carson® y un microscopio polarimétrico de laboratorio binocular de la
marca AmScope. El PPLM tiene un precio medio entre estos dos dispositivos,
siendo mucho menor que el precio del microscopio de laboratorio y tiene la ventaja
de adquirir informacion plano a plano de un volumen de inspeccion, polarimétrica y
ademas tener sensibilidad a objetos traslucidos, es decir que son esencialmente de
fase, lo cual cumple con todos los objetivos esperados de este dispositivo.
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. . Carson® MP-250 AmScope: Microscopio
Microscopios PPLM . o .
Handled Microscope [6] Polarimétrico Binocular [7]
Fotografia
Precio 140 USD 15 USD 1600 USD
Tamafio 6x4x9 cm 3.5x2.5x14 cm 28x17.8x35 cm
Peso 120gr 74q9r 9000gr
Fuente de Bateria . )
. ., AA- no incluida 110V
alimentacion recargable
Digital Si Si NO
Magpnificacion [1-20X] [100-250X] [4X,10X,40X]
Resolucion 8um - 0.5um
Imagenes campo . . .
. SIB/N SI COLOR SI COLOR
brillante
Informacion 3D Si NO NO
Informacion . .
o SI NO Sl
polarimétrica
Sensibilidad en fase Si NO NO

Tabla 5. Comparacién de caracteristicas entre el PPLM, un microscopio portable
de CARSON y un microscopio de campo brillante de AmScope.

Se lograron obtener con el PPLM resultados tanto de campo brillante, polarimétricos
y de fase comparables con microscopios biolégicos, microscopios polarimétricos [8]
y microscopios hologréficos digitales [5]. Sin embargo, se propone seguir trabajando
en disminuir la pérdida de intensidad ocasionada por el filtrado espacial disefiado,
ademas de el hecho de que no se utiliza completamente el sensor del teléfono movil.
Estos son factores importantes que definen la resolucion del sistema y la calidad de
las imagenes. Se propone seguir trabajando y mejorando la fuente de iluminacion
junto con el sistema de enfoque.

Por otro lado y continuando con el enfoque de potenciar diagndsticos, se reporté en
el desarrollo de un microscopio polarimétrico de campo brillante que los parasitos
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plasmodium que generan la enfermedad de malaria pueden ser detectados con
mayor facilidad al adquirir imdgenes dicroicas (ecuacion ( 3.21 )) de muestras de
sangre [8][9], para que esta enfermedad pueda ser detectada en el PPLM se debe
garantizar que la resolucion del mismo esté cercana a los 4 um y que la intensidad
de la fuente sea suficiente para capturar la informacion polarimétrica del parasito
cuando el PSG y PSA estan paralelos, representando un reto y un trabajo futuro
importante por el cual vale la pena continuar con el desarrollo y mejoramiento de
este proyecto.

Como ultima propuesta de trabajo futuro para este proyecto, y debido a que se
pretenden aprovechar las capacidades tanto en hardware como en software del
dispositivo moévil que se utiliza con el PPLM, se plantea desarrollar un software que
permita realizar las reconstrucciones numéricas de los hologramas capturados
directamente en el teléfono movil, y con esto darle facilidad al uso del dispositivo
ademas de dejar abierta la posibilidad de implementar en él mas algoritmos que
mejoren la calidad y la autonomia del mismo
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