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RESUMO

GOMES, J. A. C. Desenvolvimento de uma microscopia éptica ndo linear por rotacéo
da polarizagéo eliptica. 2016. 66 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto

de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2016.

O uso de processos oOpticos ndo lineares € um dos recursos utilizados na
microscopia Optica para a obtencdo de imagens tridimensionais (3D), sem
destruicdo, de objetos transparentes. A obtencdo de imagens em 3D é um recurso
muito importante por permitir uma visualizagdo de objetos com estruturas internas
complexas. Existem varios processos opticos ndo lineares que sdo usados em
microscopia; por exemplo, geracdo de segundo harmoénico, geracdo de terceiro
harmonico, absor¢cdo de dois fotons, fluorescéncia induzida por absorcdo de dois
fétons, etc. cada qual com suas caracteristicas proprias, vantagens e desvantagens,
etc. Um efeito ndo linear refrativo de grande importancia é a rotacdo nao linear da
polarizacéo eliptica (RNLPE), que é uma néo linearidade tipo Kerr semelhante ao
efeito de auto focalizacdo. Através da RNLPE, é possivel determinar a magnitude
absoluta da n&o linearidade local, e com esta caracteristica é possivel o
desenvolvimento de uma microscopia ainda nunca utilizada. O sinal da RNLPE néo
€ regularmente utilizado para microscopia em parte devido a dificuldade de sua
medida. No entanto, recentemente foi desenvolvida uma nova maneira, de
determinacao precisa e simples da RNLPE com o uso de um polarizador girante e
um amplificador sensivel a fase dupla. Dessa forma, neste trabalho propomos a
prova de conceito de um microscépio simples utilizando o sinal de RNLPE.
Implementamos um microscoépio 6ptico baseado na medida da RNLPE utilizando um
polarizador girante, um amplificador sensivel a fase dupla, componentes de baixo
custo e um sistema laser de femtossegundo. Obtivemos imagens de capilares de

vidros, esferas de vidros, fibras épticas e células de cebola com sucesso.

Palavras-chave: Optica néo linear. Rotagéo nao linear da polarizacéo eliptica. Laser.
Microscopia.






ABSTRACT

GOMES, J. A. C. Development of a nonlinear optical microscopy by elliptical
polarization rotation. 2016. 66 p. Dissertagéo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de

Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2016.

The use of nonlinear optical processes is one approach used in the optical
microscopy, to obtain three-dimensional (3D) images, without destruction, of
transparent objects. The acquisition of 3D images is an important resource to allow
better visualization of those objects with internal complex structures. Various
nonlinear optical processes are used in microscopy; for example, second-harmonic
generation, third-harmonic generation, two-photon absorption, fluorescence induced
by two-photon absorption, etc. which one with particular characteristics, advantage
and disadvantage, etc. An interesting refractive nonlinearity, the nonlinear elliptical
polarization rotation (NEPR) which is a Kerr nonlinearity similar to self focusing.
Through NEPR, it is possible to determine the absolute magnitude of nonlinearity
location, and this feature is possible to develop even never used microscopy. The
NEPR signal is not regularly used for microscopy due to its difficult measurement.
However, recently a new accurate and simple method of measurement NEPR was
developed with use of rotating polarizer and a dual-phase lock-in amplifier. In this
way, in this work we propose a proof of concept of one simple microscopy using the
NEPR signal. We assembled a optical microscopy based on NEPR measurement
using a rotating polarizer, a dual phase lock-in, low cost components, and a
femtosecond laser system. We have successfully obtained image of glass capillaries,

optical fibers, glass beds and onion cells.

Keywords: Optic nonlinear. Nonlinear rotation of the elliptical polarization. Laser.

Microscopy.
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1 Introducéo

O microscopio pode ser compreendido como sendo um instrumento para
visualizar objetos invisiveis a olho nu. Em grande parte, os avancos tecnologicos
nessa area foram motivados pelo desenvolvimento das areas da biologia e da
medicina. A necessidade de entender melhor o micromundo, fez com que
microscopios avancados baseados no fenémeno Optico tradicional da refracéo
(reflexdo em alguns casos) se desenvolvessem. Além disso, na busca constante de
mais aumentos, melhor fidelidade e contraste de imagens e, eventualmente, permitir
visualizac¢des tridimensionais, motivaram o desenvolvimento de técnicas alternativas
de microscopia baseadas em fluorescéncia, imagem confocal e em processos
multifotdnicos (1-5), por exemplo.

A visualizacao tridimensional é sem duvida um avanco fantastico para estudar
sistemas complexos e multi estruturados, como Ssdo 0s casos de
espécies/organismos biolégicos. Neste sentido o desenvolvimento da microscopia
confocal se tornou um passo muito importante (6), que se baseia na capacidade de
resolucdo de profundidade da técnica confocal. No entanto, um plano de imagem
ndo pode ser visualizado instantaneamente, ou seja, um plano de imagem é obtido
ponto a ponto por meio de uma varredura da amostra ou do feixe de luz de
visualizacao.

A visualizacao de diferentes planos de imagens em diferentes profundidades
e posterior reconstrucéo tridimensional por computador permite a visualizacdo das
trés dimensdes (3D) de um objeto estruturado. Com o0s avancgos tecnoldgicos,
atualmente é possivel fazer uma rapida varredura do feixe, por exemplo, com 0 uso
de galvo motores controlados por computadores modernos a fim de obter uma
imagem tridimensional complexa com relativa velocidade.

Uma evolucado significativa para melhorar a resolucdo das imagens obtidas
por um microscopio confocal tradicional, pode ser obtida com o uso de processos
Opticos nao lineares. Estes processos Opticos, em gue a maioria, Sdo naturalmente
processos confocais, ainda estdo em fase de expansao e desenvolvimento por se
tratar de uma metodologia relativamente nova e exigir o uso de laseres pulsados
modernos. Técnicas experimentais de estudo com este tipo de fendmeno estédo

sempre surgindo, como por exemplo, recentemente foi desenvolvida uma nova
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metodologia de determinacdo precisa e simples da RNLPE com o uso de um
polarizador girante e um amplificador sensivel a fase (dual phase lock-in). (7-8)

Tradicionalmente processos 6pticos néo lineares como fluorescéncia induzida
por absorcéo de dois fotons, a geracao de segundo e terceiro harmonicos, absor¢ao
de dois fétons, etc. sdo utilizados em microscopia néo linear (9-18), no entanto, a
medida da RNLPE nunca foi utilizada para este fim. Neste trabalho propomos
explorar essa medida e desenvolver essa estratégia em microscopia, uma vez que
observamos um bom avanco e uma grande simplificacdo da medida precisa de
RNLPE.

Como veremos nessa disserta¢ao, o uso dessa nova técnica mostraram que a
medida da RNLPE, que é um efeito ndo linear de terceira ordem (19), pode ser um
bom sinal de contraste para a microscopia nao linear. Foi observado um bom sinal
ruido, e uma grande sensibilidade, o que permite em principio ser explorada para
uso em microscopia para obtencdo de imagens de estruturas complexas. Como
prova de conceito foram obtidas algumas imagens de estruturas interessantes.
Foram obtidas imagens de um capilar mergulhado dentro de um liquido, uma fibra
Optica, esferas de vidro e de células de cebola, por exemplo.

Esta dissertagdo esta dividida em cinco principais capitulos. O primeiro
capitulo € uma introducdo que contém sucintos comentarios sobre microscopia. O
segundo capitulo refere-se a microscopia oOptica. Neste tépico foi feito uma breve
explicacdo a respeito da microscopia linear, citando suas principais caracteristicas e
fazendo uma rapida comparacdo com a microscopia ndo linear situando as grandes
vantagens que esse tipo de microscopia pode fornecer. Em seguida foram citadas e
explicadas, de forma sucinta uma vez que néo objetivo deste trabalho, os tipos de
microscopias nao lineares existentes e ja trabalhadas por outros autores.

O terceiro capitulo ficou dedicado aos fundamentos tedricos da RNLPE.
Foram feitos algumas consideracdes a respeito deste fendmeno, bem como a
explicagdo de um novo método de medida da rotacdo da polarizacdo eliptica e o
comportamento da RNLPE no regime de amostras grossas e finas.

O capitulo seguinte ficou reservado para apresentacdo dos resultados
experimentais em que algumas imagens utilizando a RNLPE sdo mostradas.

O dultimo capitulo esta reservado para discussodes, conclusdes e propostas
futuras.
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2 Microscopia Optica

2.1 Consideracdes iniciais

Para entender o principio de funcionamento de um microscopio nao linear,
devido a semelhanca, € interessante fazer uma breve explanacdo do principio de
obtencdo de uma imagem tridimensional pela configuracdo confocal usando a
fluorescéncia (20), mesmo este sendo um processo Optico linear. Neste caso, é
possivel obter imagens tridimensionais pela varredura da amostra e construcédo da
imagem ponto a ponto.

Os microscépios confocais tradicionais usam, principalmente, o fenébmeno
optico linear da fluorescéncia induzida por absor¢cdo de um foton. A configuracdo
optica confocal permite uma visualizacdo localizada e pontual de objetos
“transparentes” (ou transllicidos fluorescendo apenas no comprimento de onda
utilizado) devido a uma resolucéo lateral, e também possui uma boa discriminacao
de profundidade, ou seja, apesar da fluorescéncia ocorrer num grande volume, ela é
coletada em um pequeno ponto especifico da amostra, devido uma configuracao
confocal, e a partir da varredura da amostra ou do feixe de luz, e posterior captura
da intensidade da fluorescéncia, € possivel construir a resposta da fluorescéncia de
um objeto na forma tridimensional (Figura 1). Neste caso, a visualizacao estrutural
do objeto esta vinculada as diferentes respostas locais (intensidade) de

fluorescéncia do objeto. (6)
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Al
objeto
L1

detector
Fonte de luz

AR
/

Flano focal \

Flano fora do foco

Figura 1 - Principio de funcionamento da geometria confocal para a discriminacédo da
profundidade. A1 e A2 sdo as aberturas conjugadas com as lentes L1 e L2,
respectivamente. O plano do objeto fora do plano focal do sistema (tracejada) néo é
detectado.

Fonte: Adaptada de Masters (6).

A obtencédo de um plano de imagem né&o pode ser obtida instantaneamente,
pois é necessério realizar uma varredura completa na amostra naquele plano focal.
Ademais, para se construir tridimensionalmente um objeto, € necessario varrer
varios planos em diferentes profundidades onde um programa computacional é
necessario para compor a imagem 3D. O inconveniente da ndo visualizagédo
instantdnea do objeto € compensado pela riqueza de detalhes que uma visualizagédo
em 3D possibilita.

Em grande parte, a evolucdo do microscépio confocal esta atrelada ao
desenvolvimento de sistemas de varredura do feixe e de computadores rapidos para
a reconstrucdo de uma imagem. Atualmente os sistemas de varredura do feixe
baseado em galvo motores e estagios de translacdo xyz que sdo extremamente
precisos e rapidos e os computadores portateis atuais permitem a obtencdo de
imagens muito rapidamente.

A fluorescéncia pode ser induzida por luz comum ou por laser. O uso de laser
traz muitas vantagens, como por exemplo, a maior intensidade de fluorescéncia,
maior penetracdo em amostras difusas, melhor colimacdo do feixe, etc. (6) E
importante observar que para o microscopio de fluorescéncia funcionar &€ preciso
gue a amostra possua uma fluorescéncia propria (autofluorescéncia), que essa seja
dependente da estrutura e posi¢cado da amostra, ou sendo, € necessario introduzir um

cromoforo externo adequado.
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Ja a microscopia multifotbnica tem funcionamento similar a confocal
tradicional no que diz respeito a obtencdo de imagens, como por exemplo, o sinal &
obtido pontualmente, portanto, ha a necessidade de varredura da amostra ou do
feixe para construcédo da imagem tridimensional. Dentre as principais vantagens da
microscopia multifotdbnica pode-se citar: melhor resolucdo devido a melhor
discriminagéo lateral e de profundidade (melhor que o limite de difragdo); menor
possibilidade de dano a amostra, no caso de microscopia por absorcdo e
fluorescéncia; pode-se obter maior profundidade de medida devido a menor
absorcdo 6ptica do feixe de bombeio na amostra, uma vez que se trabalha em
comprimentos de onda maiores, etc. A excitacdo multifotbnica € naturalmente
confocal, a regido analisada € no foco do feixe, e localizada devido ao processo ser

nao linear (Figura 2).

6 objetiva @

amostra

/\ /\

Microscopia hormal Microscopia multifotdnica

Figura 2 - Diagrama esquemético comparando uma fluorescéncia induzida por absorgéo
linear e multifotdnica.
Fonte: Adaptada de Masters (6).

Como podemos observar na Figura 2, a microscopia multifotdnica pode ser
obtida a partir da configuracdo basica de um microscopio confocal. Neste caso, a
fonte de excitacdo deve ser substituida por laseres pulsados especiais que podem
induzir uma excitacdo multifotbnica. Como veremos em seguida, varios processos
Opticos multifotdnicos (ou nédo lineares) sdo métodos adequados para ser utilizado
em microscopia, por exemplo, pode-se usar a fluorescéncia induzida por absorcao
de dois fétons (FIA2F) (9-11), a geragdo de segundo harménico (GSH) (9-12), a
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geracdo de terceiro harménico (GTH) (13-18), a absorcao de dois fotons (A2F) (11),
etc.

Cada processo Optico nédo linear traz vantagens e desvantagens e diferentes
tipos de informacdo com relacdo as estruturas estudadas. Por exemplo, a FIA2F
depende muito da distribuicdo dos cromoforos na estrutura (9), a GTH traz
informacdes com relacdo as propriedades das interfaces (21), a A2F com relacdo ao
volume. (11) Ademais, ha problemas intrinsecos de cada técnica como na GSH e de
GTH que depende muito do tipo de amostra quanto a transparéncia, pois necessita
gque 0 meio seja transparente tanto para o feixe fundamental quanto para o seu

harmonico.

2.2 Microscopia por FIA2F

O principio fisico da FIA2F consiste na excitagdo do fluoréforo via absorcéo
de dois fétons. O fluoréforo, no seu estado fundamental, € excitado para um estado
“virtual” enquanto a absorgcédo de outro féton, quase que instantanea, o excita para
um estado de maior energia, quando este mesmo fluoréforo decai, para o seu
estado fundamental, o mesmo emite uma luz gerando a fluorescéncia (Figura 3).
(10) Os dois fétons absorvidos tém metade da energia e, consequentemente, 0

guase o dobro do comprimento de onda do féton emitido.

Estado excitado

Fluorescéncia

Estado fundamental

Figura 3 — Diagrama esquematico por FIA2F.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Como o processo por excitagcdo de dois fétons precisa de dois fétons para
excitagdo para cada foton emitido, a intensidade do sinal gerado sera proporcional
ao quadrado da intensidade da excitacdo. (11) Devido a esta dependéncia
guadratica a fluorescéncia origina-se apenas na regiao do volume focal, pois é nesta
regido onde se concentra uma maior quantidade de fétons para interagir com o
fluoréforo e induzir a excitacdo de dois fétons.

O tipo de laser utilizado que induz mais facilmente a absorcao de dois fétons
€ o de Ti:safira (laser pulsado de femtossegundo muito comum) o qual permite
controlar o comprimento de onda de ~700-1000 nm proporcionando a excitacao de
dois fotons do fluoréforo da regido UV até a verde do espectro de luz (~350-500 nm)
(Figura 4). (9)

Excitacio de dois fotons

Ti:Safira
L Luz wisivel %
< >
300 400 500 &00 700 800 900 1000

Comprimento de onda {nm)

Figura 4 — O laser de Ti:safira gera comprimentos de onda no IV (~700-1000 nm),
possibilitando a excitacdo de dois fétons da regido UV e regiéo visivel(~350-500
nm).

Fonte: Adaptada de Mulligan (9).

A microscopia por FIA2F consiste em produzir imagens pela emisséo de
fétons ao sair de um estado excitado para outro estado de menor energia
(fluorescéncia). A amostra absorve a luz de uma fonte luminosa (laser), e através da
absorcao de dois fotons da fonte geradora de luz, o fluoréforo passa para um estado
mais excitado, e quando este fluoréforo retorna para um estado de menor energia ha
uma emissao de luz, e a microscopia por FIA2F utiliza esta luz para producéo de
imagens. (22-24)
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2.3 Microscopia por GSH

A GSH ocorre como resposta do meio devido a um intenso feixe de luz que se

propaga em um meio anisotropico (apresenta susceptibilidade nédo linear de segunda
ordem (X(z))). Uma vez que a polarizabilidade de segunda ordem depende do
quadrado do campo elétrico, invertendo o sentido do campo elétrico o sentido da
polarizabilidade nao invertera, portanto, o tensor desaparece em meios isotropicos
(sendo assim a Unica forma para seu desaparecimento € que o tensor de segunda
ordem seja zero em meios isotrépicos).

Considerando um campo elétrico de frequéncia fundamental @ incidindo
sobre um material anisotropico, que apresenta nao linearidade de segunda ordem,

este campo elétrico fundamental induz uma resposta de polarizacéo nao linear P

na frequéncia 2w (segundo harmonico) no material.

(b)

(a) D Y

W w
t—
w
_w @ I N
2W
t— w

v

Figura 5 — (a) Diagrama de GSH; (b) diagrama de niveis de energia de GSH.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Microscopia por GSH vem ganhando popularidade por ser, biologicamente
compativel. Em materiais biologicos onde emissores de GSH sé&o bem organizados
em microestruturas cristalinas anisotropicas, os emissores de diferentes GSH se
juntam resultando em um intenso GSH. (12) Alguns exemplos destes materiais
bioldgicos sdo granulos de amido de plantas, alguns polissacarideos, colageno,
musculos estriados e cloroplastos, ou seja, em tecidos que apresentam fibras em
geral a GSH aparece com maior intensidade.

Microscopia por GSH surgiu como uma modalidade poderosa para a imagem
latente de colageno fibrilar em uma grande quantidade de tecidos. Devido a sua
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origem fisica subjacente, é altamente sensivel a estrutura de fibras de colageno, e,
mais importante, a mudancgas que ocorrem em doencas tais como cancro, fibrose e
doencas do tecido conjuntivo. (25-28)

A GSH pode ser usada para obter informacfes estruturais no conjunto de
coldgeno, através da microscopia, e nos fornecer informac¢des quanto a sua saude,
se estdo sadias ou ndo. A microscopia por GSH permitiu o desenvolvimento da
investigacdo basica em biologia e medicina, fornecendo meios quantitativos para o
diagnoéstico de uma grande variedade de doencas e possuindo grandes aplicacdes

na biomedicina.
2.4 Microscopia por GTH

A GTH é um fendbmeno Optico ndo linear presente em qualquer tipo de
material, pois ndo € limitado por condi¢c6es de simetria, como acontece no caso da
GSH. A técnica de GTH é valiosa para a caracterizacdo de néo linearidades cubicas
em materiais Opticos, sendo importante para determinar se um dado material tem
potencial para aplicacbes em dispositivos Opticos como chaves e moduladores
rapidos. (13)

A GTH ocorre como resposta do meio devido um intenso feixe de luz que se

propaga em um meio material que apresenta susceptibilidade nédo linear de terceira

ordem (X(3)). Para a GTH, o processo é analogo ao de GSH, sendo que a resposta

do meio material € uma polarizacdo nao linear P® na frequéncia 3@ (terceiro

harménico) em um material (Figura 6).
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entre dois meios diferentes. Na microscopia por GTH, o terceiro harménico é gerado
no ponto focal do feixe de laser fortemente focalizado. Quando o meio do ponto focal
€ homogéneo o terceiro harménico (TH) gerado antes e depois do foco se interfere
destrutivamente ndo gerando o TH “livre”. No entanto quando o meio é heterogéneo,
como a interface entre dois meios, o TH é produzido. Assim, heterogeneidades com
contraste advindo do parametro X(s), podem levar ao surgimento do sinal de terceiro
harmoénico. Portanto, a alta resolucdo lateral obtida permite a utilizacdo de
microscopia em amostras transparentes, técnica que tem sido uma ferramenta
extensivamente usada nas ciéncias biologicas e de materiais. A imagem de

microscopia por GTH é feita ponto por ponto, este método permite coletar e detectar

3w

A 4

Figura 6 - Diagrama de niveis de energia de GTH.

Fonte: Elaborado pelo autor.

No regime de forte focalizacdo, a GTH aparece como um efeito de interface

regibes em um tempo curto de coleta. (14-18)
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3 Microscopia por rotacdo nao linear da polarizacao eliptica

A RNLPE é um processo 6ptico ndo linear que apresenta grande resolucao
podendo ser aplicada em microscopia. Como veremos a seguir, esse sinal tem
grande potencial para uso em microscopia devido a sensibilidade, simplicidade e
preciséo. Trata-se de um processo similar a A2F (29) com feixe de frequéncia central
(comprimento de onda) Unica, mas com sensibilidade muito maior, uma vez que se
trata de um processo refrativo e ndo absorsivo, o qual normalmente fornece um sinal
de medida maior em meios transparentes.

Neste caso, a configuracdo confocal pode ser obtida com o uso de duas
objetivas alinhadas e posicionadas a duas distancias focais uma da outra
(configuracao 2f) em que a amostra a ser analisada deve se colocada entre essas
duas objetivas.

A microscopia por RNLPE consiste na formagédo de imagens a partir da néo
linearidade local de determinada amostra. Esta nado linearidade local € conseguida a
partir da rotacdo de um feixe elipticamente polarizado e este giro ocorre quando o
feixe passa por um meio (amostra) nao linear.

A seguir serdo apresentadas as principais caracteristicas, embasamento
tedrico e a estrutura experimental para explicar a origem do sinal da RNLPE e

depois serdo apresentadas algumas imagens conseguidas a partir desta técnica.

3.1 Consideracodes iniciais

A RNLPE é um efeito ndo linear refrativo que ocorre quando um intenso feixe
de laser elipticamente polarizado se propaga ao longo de uma amostra. (30) Estas
amostras apresentam susceptibilidade ndo linear de terceira ordem (¥®) e mais
especificamente vamos considerar estes meios como sendo isotropicos.

A susceptibilidade né&o linear de terceira ordem é representada por um tensor
de ordem quatro. Tensor com esta estrutura apresenta 81 componentes, mas em
materiais isotrépicos (que € o nosso material de estudo), devido o grau de simetria,
(x'? =0), esta quantidade de termos reduz a 4 componentes diferentes de zero e 2
elementos livres. Estes dois elementos independentes podem ser escrito na forma

de dois coeficientes: A e B. (31)
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A razdo entre esses dois coeficientes depende da natureza do processo fisico
que produz a nao linearidade. Por exemplo, para orientacdo molecular, B/A=6, efeito
eletrdnico ndo ressonante, B/A=1, ou para efeitos térmicos, B/A=0. Além disso,
diferentes técnicas experimentais sob diferentes condi¢cdes de polarizacdo do laser
acessam distintamente esses dois coeficientes. Por exemplo, na técnica de
varredura-z, os sinais obtidos com feixe de laser linearmente ou circularmente
polarizados dependem dos coeficientes A e B, ou somente do coeficiente A,
respectivamente. Por outro lado, o sinal da RNLPE depende somente do coeficiente
B. Dessa forma, o estudo da dependéncia do sinal com o estado de polarizacédo do
feixe laser e pelo uso de diferentes técnicas experimentais é possivel fazer um
estudo mais aprofundado de néo linearidades refrativas em geral.

Laseres comerciais que produzem pulsos de femtossegundos (fs) seréo
utilizados devido a capacidade de induzir facilmente o processo ndo linear da
RNLPE. No procedimento experimental utilizaremos um sistema laser amplificado de
Ti:safira que produz pulsos com 150 fs, 0,8 mJ em 775 nm com taxa de repeticdo de
1 kHz (Clark MXR, Inc, CPA-2000).

3.2 Implementacéo e aperfeicoamento de um método preciso para a medida da
RNLPE

Para explorar a RNLPE para a microscopia, € necessario a determinacédo do
angulo de rotacdo da polarizacdo. Técnicas tradicionais determinam a rotacdo a
partir do uso de um polarizador estacionario que separa as componentes ortogonais
de polarizagcdes de um feixe com polarizacdo eliptica. A partir da mudanca de
intensidade das componentes com polarizacdo ortogonais € possivel determinar o
estado de polarizacao do feixe. (32-35) No entanto, esses métodos tradicionais sé&o
bastante imprecisos para pequenas mudancas do estado de polarizacao do feixe de
laser. Caso a rotacdo provocada pelo meio ndo linear seja bastante significativa é
possivel utilizar tal método.

Existe uma maneira bastante interessante de se medir o angulo de rotacao da
polarizacédo usando um polarizador (analisador) girante e um amplificador sensivel a
fase dupla (dual phase lock-in). (7-8) O principio de funcionamento da medida se
baseia no fato de que € possivel medir a mudanca do eixo principal de uma

polarizacéo eliptica pela fase ao rodar periodicamente um polarizador.
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O Polarizador girante (Figura 07), no experimento, tem por fungcdo, modular o
sinal do feixe elipticamente polarizado. Ele serve para determinar o angulo fisico
entre o eixo maior do feixe elipticamente polarizado (com a amostra longe do foco) e
0 eixo do polarizador. Uma vez determinado este angulo, 0 mesmo servira como

uma referéncia para a medida do angulo de rotagéo.

Referéncia de “trigger”

Eletronica de
controlede
velocidade de
rotacaoe
“trigger”

Abertura passante 1” p/ polarizador linear

Figura 7 - Sistema mecénico desenvolvido pelo grupo de Fotbnica. A referéncia de “trigger”
serve para que tenhamos uma referéncia para a medida do &ngulo de rotagéo.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O sinal de luz transmitida pelo polarizador girante é do tipo cosseno ao
quadrado (lei de Malus). O méaximo do sinal corresponde quando o eixo do
polarizador se encontra na direcdo do eixo maior da elipse, e caso 0 eixo maior da
elipse mude, devido a um efeito 6ptico ndo linear, haverd uma mudanca de fase na
onda cossenoidal. Em outras palavras, é possivel medir uma mudanca do eixo da
elipse pela mudanca de fase do feixe de laser, pois a rotagdo da polarizagéo eliptica
esta relacionada com esta mudanca de fase entre o feixe incidente e o feixe

transmitido (Figura 8).
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(@) (b)

ockn — Incidente
— Transmitido

— Incidente
— Transmitido

Figura 8 — (a) Feixe incidente e transmito modulado pelo polarizador e (b) &ngulo 6 do eixo
rotacionado.
Fonte: Adaptada de Miguez. (36)

Como ja mencionado, a medida precisa de mudanca de fase pode ser feita
utilizando um polarizador girante e um lock-in de fase dupla. O polarizador girante é
utilizado para modular o sinal do feixe de laser. Para melhor polarizacdo de um feixe
no infravermelho e leveza, foi utilizado polarizadores de grade de fios (wire grid
polarizer). Em que, por sua vez, € modulado o sinal com a amostra distante do foco,
onde o sinal da RNLPE ¢é desprezivel (sinal de referéncia), e do sinal transmitido (o
feixe ja transposto a amostra). O lock-in € capaz de detectar pequenas variacfes de
fase entre o sinal de referéncia e o sinal medido. Esse sinal de fase (a €

proporcional a 0) é obtido de dois sinais gerados no lock-in: o Sinal em Fase X e 0

Sinal em Quadratura Y em que, a = arctg (Y/X).

Devido a sensibilidade e precisdo dos amplificadores sensiveis a fase
comerciais, € possivel obter esse sinal de fase e/ou variacdo de fase com bastante
precisdo. Portanto, é possivel utilizar essa caracteristica para se determinar a
mudanca do angulo de polarizacdo de um feixe laser a medida que o feixe passa
pelo meio néo linear.

Como outros efeitos Opticos nado lineares, a rotacdo da polarizacdo eliptica
também depende da intensidade do feixe incidente. Portanto a montagem da técnica
varredura-z pode ser usada para indugdo da rotagcdo em funcédo da posicao z da
amostra. No foco (z=0) a rotacdo deve ser maxima e longe do foco
(z>>+zr ou z<<-zgr), onde a intensidade € pequena, ndo havera rotacdo da

polarizacéo, ou a rotacdo podera ser desprezivel (Figura 9).



31

A 0«
=

i ) 4
4
A

Amostra no ponto focal
(com efeito nao linear)

Amostra longe do ponto focal Amostra longe do ponto focal
(sem efeito ndo linear) (sem efeito ndo linear)

Figura 9 - Diagrama esquemético mostrando a rota¢do da polarizacao eliptica do feixe laser
causada pela amostra néo linear quando a mesma passa pela regido focal.
Fonte: Adaptada de Gomes. (37)

3.3 Rotacdo néo linear da polarizacao eliptica

Para o melhor entendimento do sinal de RNLPE, nesta seccdo fazemos as
consideracdes tedricas fundamentais. Por se tratar de um processo 6ptico nao linear
ainda pouco explorado para caracterizacdo de materiais, varios conceitos serao
explicados em detalhes.

3.3.1 Equacéao de ondas

Para escrever a equacao nao linear da interacdo da luz (laser) com a matéria,

€ necessario, em primeiro lugar, a utilizagdo das equacdes de Maxwell:

V.D=p (1)

V.E=0 (1.b)
= 0B

VXE= _E (l.C)

VxH=]+2 (1.d)
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— — —
em que: E é o campo elétrico, H € o campo magnético, B € o campo de inducéo
magnética, D é o campo de deslocamento elétrico, p é a densidade de cargas livres

e ] é a densidade de corrente.

E necessario, também, levar em consideracéo as relagcdes constitutivas:

D= ¢gE+P (2.a)
H=2-M (2.b)
Ho

Em que por sua vez: Péa polarizacéo elétrica, como resposta do meio devido a
presenca de um campo elétrico, e Mé a magnetizacdo devido a presenca de um
campo magnético. € e [, sdo constantes de permissividade elétrica e
permeabilidade magnética respectivamente.

Considerando o caso de um meio ndo magnético (M:O), e gque nao temos

cargas livres (p=0), nem correntes livres (T:O). Substituindo as equacbes (2.a) e

(2.b) em (1.d) e fazendo as alteracdes necessarias a Equacao (1.d) fica:

B _ a(£0§+}_)))
V X (Ll_()) == (3.a)
o _ 6(£0§+ﬁ)
VXB= 0 5 (3.b)
Aplicando o rotacional nos dois lados da Equacgao (1.c), obtemos:
Vx(VxE)=Vx(—aa—]f) (4.0)
v(v.E) - v2E = - 1420 (4.b)

substituindo a Equacéo (3.b) na Equacao (4.b) temos:
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(u00(£0§+ﬁ)>
V(V.E) — VZE = — (5)
Como V.E = 0 (p=0), temos que:
= d%E a%p
VZE—H()%ﬁ: Hy >z (6)

o lado esquerdo da Equacédo (6) representa uma onda luminosa se propagando no

Vacuo, ja o lado direito representa a interacdo da luz com a matéria.

Na optica nao linear, a polarizacdo induzida depende do campo elétrico (E) de

acordo com a equacgao a seguir:
l_)) = £0XE (7)

em que X € a susceptibilidade elétrica do meio. O carater tensorial da
susceptibilidade indica que a polarizacdo e o campo elétrico podem nao ser
paralelos (meios anisotrépicos).

Em um regime de alta intensidade do campo elétrico, a polarizacdo pode ser

escrita:
P = P! 4+ PN (8)

em que Pléa parte da polarizacdo que depende linearmente do campo elétrico e

—

PNL possui uma dependéncia néo linear. Uma vez que:

PN = ¢ x@EE + ggxPE.EE + - (9.b)

Substituindo a Equacéo (8) em (6), obtemos:
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= 0°E 02 (eox VE + PONL))
V2E — Hy€o ETe) =H, 0 Y%, (10.a)

24 1 azﬁ _ azﬁ(NL)
VZE — p, (1 + X ))F = Ky (10.b)

Usando as definicdes que Ciz= Ho€o € €M=1+ xb, em que e® ¢ a
constante dielétrica do meio. Portanto a Equacéo (10.b) fica:
= €e€WHZE 1 92p(\L)

V2E — ——

€2 9t2  gyc2  Ot2

(11)

A expressao (11) é conhecida como a equacao de ondas para um meio Optico

nao linear.

3.3.2 Determinacdo do angulo da RNLPE e mecanismos fisicos gerados pela

nado linearidade de um meio

Nesse modelo tensorial da refragdo nado linear de terceira ordem, o0s
coeficientes A e B sao referentes aos seguintes termos tensoriais da

susceptibilidade de terceira ordem:

A =6X11, OU 3Xy1p; T 3X210 (12)
B = 6X1221 (13)

Vamos considerar um feixe de laser que se propaga através de um material,
cuja polarizagdo ndo linear pode ser escrita (através dos coeficientes A e B) da

seguinte forma: (31)
PNl = ¢,A(E.E)E + %aOB(E’.E’)E’* (14)

O que queremos mostrar é que apenas a luz linearmente ou circularmente
polarizada € transmitida através desse meio com o estado de polarizacao inalterado.

Para um feixe com polarizacéo eliptica, quando se propaga através de um material
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que apresenta propriedades nao lineares, a orientacdo da elipse gira em funcao da
distancia percorrida dentro do material.

O campo elétrico de um feixe com polarizacdo arbitraria propagando-se em
uma direcao z pode ser escrita como uma combinacdo de componente circularmente

polarizada a esquerda (4,) e a direita (6_) de acordo com a expressao seguinte:
E == E+5-+ + E_é-\_ (15)

Os versores G, e 6_ podem ser escritos como em fungédo das componentes X

e y através da equacéao:

5, = (16)
A partir da equacao (16) € possivel afirmar que:
6= 05, 04-0,=0, 64-65:=1 (17)
Utilizando as Equacdes (15), (16) e (17), a Equacéao (14) fica:
PN = g A(JEL |2 + |E_|Y)E + €,B(E, E_)E* (18)

A Equacéo (18) pode ser escrita em fungdo de suas componentes circulares:
PNl = PG, +P 6 (19)

A polarizagcdo ainda pode ser escrita de forma mais compacta, em que

introduzimos a susceptibilidade nao linear efetiva (), ):

P+ = 80)(.|.E"|' (20)

em que:
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2
X, = AlE.|" + (A+B)|Ef|? (21)

Substituindo a Equacao (20) na equacdo de ondas para um meio éptico nao

linear, Equacéo (11), obtém:

€M A2EL(2t) _ x4 0%E4(2t)

+

2 +
\Y Ei(Z, t) - C_2 9t2 C—z 3t2 (22.a)
1) 52k, (1.0)
VE (zt) = = aitf (22.b)
em que:
e N=eWty, (23)

A Equacéo (22.b) possui solugcdo de uma onda plana que se propaga em um

meio, com velocidade de fase C/nJ_,’ em que ny = ’Eg_fff) . Sendo n% =€ a

Equacéo (23) pode ser reescrita da seguinte forma:

1
ni=ng+ xe = ng {1+ Z[AEI* + (A+B)Ez|’]} (24)

Usando a condigéo de que o valor para a corre¢do ny € pequeno comparado

ao valor de ny, podemos reescrever a expressao anterior da seguinte forma mais

simplificada:
1 2
n, ~ n0+E[A|EJ_,| + (A + B)|E£|?] (25)

De acordo com a Equacgédo (25) observa-se que a componente com
polarizacdo a esquerda apresenta velocidade de fase diferente da componente a
direita. Uma vez com velocidade de fase diferentes a elipse da polarizacdo da luz

gira conforme o feixe se propaga através de um material ndo linear.
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Para determinar qual o valor do angulo de rotacdo da elipse, vamos

considerar a propagacéo de uma onda plana, portanto:
E(z,t) = Aeilkz—0t) (26.a)
em que, parat=0:
E(z t) = Aeit®) (26.b)

nw
uma vez que k = —, obtemos:
c

E(z,t) = Aeinwz/c (26.0)

Partindo da Equacao (15) e escrevendo o campo elétrico da onda propagante

na forma da Equacao (26.c), temos que:

E(z) = E,(2)6, + E_(2)6_ 27)
E(z) = A,e"+07/cg 4 A_ein-wz/c5_ (28)

E(z) = (A, eiW/Dbnaz/cg 4 g o=i(1/Dhnwz/cg )oi(l/D(nitnwz/c (5g)
em que An é dado por:
An = n, —n_ (30)
De acordo com a Equacéo (25), temos que:

1
n, = ng +%[A|E+|2 + (A+B)|E_|?] (31.a)

1
n_ = ng +E[A|E_|2 + (A+ B)|EL|?] (31.b)

Portanto a Equacao (30) pode ser reescrita da seguinte forma:
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B
An = g(lE—l2 — |E4+1?) (32)
0

Podemos introduzir o vetor de propagacéo (k,,) e o angulo () de rotacéo,

por:

1 w
k=7 (4 +1)— (33)
0 = lAnﬁz (34)
2 c

Portanto a Equacao (29) pode ser reescrita da seguinte forma:
E(z) = (A6, + A_G_e 0)elkmz (35)

A Equacéo (33) descreve uma onda cuja polarizacéo eliptica € a mesma da

onda incidente, mas com o eixo da elipse rotacionado de um &ngulo (6) (Figura 10).

AN N .
3 0

x/

Feixe incidente Feixe transmitido rotacionado
de um angulo 6

Figura 10 — Figura representando uma onda com polarizagdo eliptica rotacionado de um

angulo (0) ap6s sua propagac¢do em um meio nao linear.
Fonte: Adaptada de Boyd (31).

Temos dois casos particulares em que néo € possivel determinar o angulo de
rotacdo da polarizagéo eliptica: quando a luz incidente esta linearmente polarizada

ou quando a luz esta com polarizacgéo circular.
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No primeiro caso (luz linearmente polarizada), o feixe incidente ndo muda a

polarizagdo ao atravessar um meio nao linear, neste caso temos que

|E|? = 2|E.|* = 2|E_|%. Portanto a Equagao (25) fica:

1
n=mng+ - [A|E|* + (A + B)|E|?] (36.3)

— 1 1 2
n=mno+ o (A+2B)|E| (36.b)
portanto a correcdo do indice de refracdo é dada por:
8 —L(A+EB)|E|2 37
Njjnear = 2ng 2 ( )

Para o caso da luz circularmente polarizada, somente uma componente
prevalece. E neste caso a RNLPE é maxima, porém ndo é possivel determinar a
rotacdo do eixo principal da elipse devido a degenerescéncia da circunferéncia. No
entanto, um feixe circularmente polarizado sofre uma varia¢do do indice de refracdo

ao se propagar pelo meio. A Equacéo (25) fica da seguinte forma:
n=ny+ —A|E|? (38)
0 2710
neste acontecimento a correc¢do do indice de refragéo é dada por:
1
ONgircylar = XAlElz (39)
0

Entdo uma maneira de determinar a origem do mecanismo fisico que gera a

n&o linearidade é observando a relagédo do oNnyyear /ONcircular

8 inear B
e (40)

8N ¢ircular

uma vez que se:
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ony; B . .

—lnear _ — 4 — — = 6 (orientacional) (41.a)
5ncircu1ar A

8Njinear 3 B ~ . -

——— = - — — =1 (eletrdnico puro nao ressonante) (41.b)
SN circular 2 A

ONiinear B . . . .

——— =1 — — = 0 (térmico, populacional e eletroestricgéo) (41.0)
8N ¢ircular A

Grosso modo, a técnica de varredura-z é sensivel a esse dn, ou seja, €
possivel identificar a origem da néo linearidade com medidas de varredura-z com

feixe laser com diferentes polarizagées. (7)
3.3.3 Equacéao da rotacdo néao linear da polarizacéo eliptica (RNLPE)

O campo elétrico pode ser escrito em funcdo da intensidade da radiacéo
segundo a seguinte equacao: (31)

I
2n0£0c

E|* =

(42)

Para o caso de efeito de rotacdo da polarizacéo eliptica, o feixe possui uma
componente de campo elétrico circularmente polarizado a direita e outra
componente de campo elétrico circularmente polarizado a esquerda. Cada uma
dessas componentes do feixe propaga-se no meio com velocidade de fase diferente,
a diferenca de indice de refracdo por cada uma dessas componentes é dada pela
Equacéo (32).

As amplitudes de cada componente circular relacionam-se com a amplitude
do campo elétrico E e com o grau de elipticidade ® da polarizacdo através da

equacao que segue: (38)

2 _ (1&@)2 | |2

T 2(1+02) (43)

[E:|

em que O=tg¢ (¢ € o angulo entre o feixe incidente e a lamina birrefringente de
quarto de onda) e representa o grau de elipticidade da polarizacdo do feixe(®=0,

linear e ®=1, circular).
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Para um feixe incidente com polarizacdo eliptica, o valor do An pode ser
obtido usando a Equacédo (32) e a relacdo entre as amplitudes dos campos com
polarizacdo circular e a amplitude total do campo expressa na Equacao (43).

Substituindo a Equacéo (43) na Equacao (32), obtemos:

_ Bl © 2
An = ng [1+@2] [E| (44)

O angulo de rotagdo da polarizacao eliptica sofrido pelo feixe de laser € dado
pela Equacdo (34). Substituindo a Equacédo (44) na Equacéo (34), e utilizando a
Equacao (42), e usando z=L como espessura do meio e o como angulo de rotagéo

da elipse apés a propagacédo do feixe, obtém-se:

NIRRT
a= %[1-?@2] [4n%Bsoc] LI (45.b)

Como O=tg¢= (“Z%Z), a Equacéo (45.b) fica:

=20 o

c 4ndegc

A Equacao (46) é uma relacdo utilizando ondas planas, contudo, € utilizado
feixe de laser com perfil transversal gaussiano, portanto a intensidade da onda plana
deve ser dividida por 2. (34) Entdo a mudanca de fase, ou rotagdo maxima da
polarizacdo, de um feixe gaussiano com intensidade | que se propaga por uma

distéancia z sera dado por:

s = ¢ [#57 [gee U @)

A rotacdo nao linear da polarizacdo eliptica depende apenas do coeficiente B

da nédo linearidade refrativa. Essa dependéncia Unica permite que nado haja duvida
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com relacdo a origem do sinal de rotacdo da polarizagdo e, portanto, a obtengéo
precisa dessa rotagdo € muito importante para o estudo de processos nao lineares.
Segundo (31), o indice de refracdo néo linear de um material pode ser escrito

da seguinte forma:

3
n, ==~ (48)

4An%£00

A susceptibilidade nado linear da Equacdo (48) estad relacionada com a

componente X111 - Para materiais isotropicos, temos que:

X1111 = X1122 t X1212 + X1221 (49.a)

A RNLPE depende apenas do coeficiente B = 6)4,,1 . Multiplicando a

equacgao anterior por 3, obtemos:

3X1111 = 3X1122 + 3X1212 + 3X1221 (49.b)
A B/,

Para um processo eletronico ndo ressonante (A=B). Entdo a Equacao (49.b)
fica:

1
X111 = EB (49.c)

A Equacdao (48) pode ser reescrita da seguinte forma:

ny B

3 8njegc

(50)

Substituindo a Equacéo (50) na Equacao (47), obtemos:

e =2 2] ]
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Para efeitos mais rapidos que a duragcdo de um pulso, devemos utilizar uma

média temporal ({(@,,4,) = a?;"). (39) Em que o angulo real da rotacdo da

polarizacéo eliptica € metade daquela medida pelo lock-in devido a Lei de Malus,

entao:

n, LI (52)

(2¢)
(améx )lock —in — [Sen

Através da Equacédo (52) € possivel observar que a medida de rotagdo do

angulo o depende da frequéncia angular do feixe (w), do angulo entre o feixe

incidente e a lamina de um quarto de onda (¢), do tipo de material (n,), do
comprimento da amostra (L) bem como da intensidade do feixe de laser (I).

Uma equagdo representando o angulo (@), rotagdo do feixe elipticamente
polarizado, deve-se considerar primeiramente dois tipos de regimes: amostra fina e
amostra grossa. O regime de amostra fina ocorre quando a espessura da amostra é
menor que o parametro confocal do feixe gaussiano (vamos considerar zg cOmo
sendo o intervalo de Rayleigh e 2zg como o parametro confocal), ja o de amostra
grossa ocorre quando sua espessura é maior que este parametro.

Para o regime de amostra fina, o ajuste dos dados experimentais € dado por
uma Lorentziana (proporcional a irradiacdo e inversamente proporcional ao
guadrado da cintura do feixe) e seu angulo de rotacdo em funcdo de z (posicdo da

amostra) pode ser expresso por:

<Amax >

(a(z)>lock —-in = T, 2] (53)

[1+(2)]

em que 0 < Oyax > € a maxima fase (rotagdo) alcangada pela polarizagéo eliptica

do feixe, definido por ¢ e zr, 0 qual esta diretamente relacionado com I.

[sen (Zcb)]

[” (a)z]

(a(z)>lock —in — (54)
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em que, para amostra fina, L< zg.
3.4 RNLPE em amostras grossas

Amostras grossas sao materiais que possuem um comprimento maior que o
parametro confocal (2zg) do feixe de laser. Neste caso, regides pequenas na
amostra podem ser sondadas e, portanto, melhor resolucdo espacial pode ser
adquirida. Além disso, também ha um aumento na amplitude do sinal devido a
maximizacgdo da regidao de interagéo da amostra com o laser (intervalo de Rayleigh).
(40)

Para amostra grossa, a ndo linearidade da rotagdo da polarizagéo eliptica é
muito semelhante & absorcdo de dois fotons utilizando a técnica de varredura-z,

portanto as equacdes sao similares: (29)

((Z)ock —in = %[%] npNngZgl [tg_l (Zb) — tg™! C_:)] (55)

ZR

L L .
em queiz, =z+ s—ez, =z—3—, € a espessura efetiva da amostra passa a ser
0 0

Nozr. Quanto menor zg, melhor é a resolucdo possivel. No limite de amostra fina

(L<<nozr), a Equacéo (55) reduz-se a Equacéao (51). (Apéndice A)
3.5 Configuracdo esquemaética para microscopia por RNLPE

Usando uma montagem parecida da técnica de varredura-z tradicional (39-
41), pode-se medir a ndo linearidade refrativa (coeficiente B) pela determinacdo da
rotacao da polarizagcdo em funcéo do deslocamento z da amostra. Essa rotacéo se
caracteriza pela mudanca da dire¢éo do eixo principal da polarizacéo eliptica.

O feixe de luz ao sair do laser (linearmente polarizado) normalmente n&o tem
um modo espacial bem definido, dessa forma, para se obter um modo espacial
gaussiano de ordem TEMgpy, utiliza-se um sistema de filtragem utilizando um
telescopio e pinholes adequados. Depois uma lamina de 1/4 de onda é utilizada para
gerar o feixe elipticamente polarizado. Normalmente se utiliza laminas de onda de
ordem zero e acromaticos para uma ampla banda espectral, adequadas para pulsos

ultracurtos.
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O feixe, ja elipticamente polarizado, passa por uma lente objetiva com o
intuito de focalizar o feixe na amostra. Entdo a amostra € transladada ao longo da
direcdo z em torno do ponto focal da lente a fim de variar a intensidade do feixe na
amostra. Na posicdo da regido do parametro confocal do feixe gaussiano
(-zr<z<+zg), a intensidade do feixe é alta, portanto € onde o efeito ndo linear
acontece. Fora dessa regido (z>zr ou z<-zg) o efeito ndo linear é baixo e pode ser
desconsiderado. Devido a néo linearidade do meio, o feixe elipticamente polarizado
sofrera uma rotacdo. Esta rotacdo esta associada a uma mudanca de fase do feixe
ao passar pela amostra a qual esta sendo transladada nas direcdes xyz que séo
controladas através de um programa de computador (LabView).

O movimento da amostra nestas direcdes € necessario para que toda uma
regido seja varrida pelo feixe para que posteriormente seja possivel a construcdo de
uma imagem através da magnitude da néo linearidade local.

Apbs o feixe passar pela amostra, 0 mesmo atravessa um polarizador girante,
que tem por funcdo modular o sinal do feixe, o qual é transmitido para o lock-in de
duas fases. Depois 0 mesmo feixe é coletado em um fotodetector e os dados séo
colhidos e transferidos para um computador. A seguir esta representada uma figura

que descreve resumidamente o arranjo experimental (Figura 11).

Polarizador girante
Amostra (~40 Hz)
Objetiva Objetiva
Fotodetector

fs laser .

Lamina Lente

1, de onda Translacao

Osciloscopio

\

I
Lock-in de duas fases

Figura 11 - Diagrama esquematico do sistema experimental que é semelhante & montagem
da técnica de varredura-z tradicional. Neste caso, a rotacdo da polarizacéo eliptica
do feixe é determinada pelo uso do lock-in e de um polarizador girante.

Fonte: Adaptada de Miguez (40).
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Para a realizacdo da microscopia, ou em alguma medida da RNLPE, ao fazer
girar um polarizador (analisador), uma modulagao tipo cosseno pode ser observada
no osciloscopio. Em uma volta completa (360°) do analisador, é possivel observar
um sinal da forma cossenoidal com um total de dois periodos, uma vez que o
analisador € degenerado a cada 180 graus. Usamos um motor elétrico para fazer o
polarizador girar com frequéncia constante de forma a se gerar um sinal continuo

(Figura 12), a ser analisado pelo lock-in.

Frequéncia modulada

Pulsos de laser

Figura 12 - Tipico sinal observado num osciloscépio mostrando os pulsos modulados pela
rotacdo do analisador de um feixe com polarizagdo eliptica. O lock-in sé detecta a
sinal modulado de baixa frequéncia.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para sincronizar o lock-in, utiliza-se um sinal tipo TTL gerado pelo polarizador
girante. Utilizamos uma pa de chopper com duas aberturas e um sensor composto
de um emissor e um receptor para detectar a passagem da pa do chopper e assim
gerar o sinal de referéncia que fornece a orientagcdo exata do eixo principal do
polarizador. Essa pa € fixa ao polarizador de forma que eles girem
sincronizadamente.

E importante salientar que a frequéncia de rotacdo do polarizador deve ser
sempre menor que a taxa de repeticdo do laser para que em cada ciclo de rotacéo
do analisador se tenha muitos pulsos do laser, de forma que haja uma “envoltéria”
(Figura 12) de formato cossenoidal que permita a determinagéo de atraso de fase
pelo lock-in. Como o lock-in é “travado” com o sinal de referéncia do polarizador
girante, usando constantes de tempo adequadas, o lock-in s6 detecta a fase da
modulacdo de baixa frequéncia. Além disso, a constante de integracdo do lock-in
dever ser grande o suficiente para que a taxa de repeticdo do laser ndo gere ruido

no sinal medido.
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7

Como o polarizador é relativamente grande, o sistema eletromecanico
desenvolvido para gira-lo tem um limite de frequéncia da ordem de 40 Hz, ou seja, é
adequado para ser usado com laseres pulsados com frequéncias bem acima desse
valor. Usualmente utilizamos laseres amplificados com taxa de repeticdo da ordem

de 0,5 - 1 kHz o que permite um bom funcionamento da técnica.
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4 Resultados de microscopia por RNLPE

4.1 Calibracéo do feixe de laser para sua utilizacdo em microscopia

A determinacdo dos parametros fundamentais do feixe laser é fundamental
para uma correta interpretacdo das imagens obtidas pelo sinal éptico ndo linear.
Basicamente é necessario saber a intensidade do laser no foco (lg), a cintura do
feixe (wp) e 0 parametro Rayleigh (zr). Esses parametros permitem, por exemplo,
determinar a magnitude absoluta da nao linearidade local do meio, evitar dano na
amostra, entre outros. Como a técnica de medida de RNLPE utilizando o
amplificador lock-in de fase dupla e polarizador girante ja foi calibrada (7), usamos
ela para essa funcéo. Utilizamos como amostra de calibracdo uma laminula de

microscopio (vidro soda lime), pois sua ndo linearidade é conhecida e tem uma

espessura adequada (~150 um) para as lentes utilizadas no sistema experimental.

4.1.1 Varredura em laminula como método de calibracéo

A calibracéo é feita a partir da caracterizacdo da laminula de microscopio.
Trata-se de uma medida simples em que h& apenas um meio ndo linear a ser
caracterizado na condicdo de amostra grossa. A laminula sofre uma varredura na
direcdo z e é observado o surgimento do sinal da RNLPE (Figura 13). A intensidade
do laser é ajustada até que seja observado um sinal adequado de RNLPE em que
ndo haja nem saturacdo nem que seja muito pequeno dificultando a analise do sinal.
Uma vez obtido o sinal desejado, € possivel a determinagcdo das caracteristicas do
feixe de laser como o zg (consequentemente 0 wy), bem como a intensidade do feixe

incidente na amostra utilizando a nao linearidade da laminula como referéncia.
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Z(mm)

Figura 13 — Varredura de uma laminula na direcéo z, para calibracdo do feixe incidente em
uma amostra.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 13 mostra o sinal de RNLPE de uma laminula em fun¢éo da posicao
da amostra, na qual a curva cheia (em vermelho) é o ajuste tedrico, representado
pela Equacéo 55, e os pontos sao os dados experimentais. A amplitude do sinal esta
relacionada com a nao linearidade do material (dngulo de rotacdo), enquanto a
abertura da mesma, no eixo z (em destaque na Figura 13), se correlaciona com o
comprimento L da amostra.

O angulo de rotacéo relaciona-se com a nao linearidade do material e com

sua espessura de acordo com a Equacéo 55 e cujo grafico é mostrado na Figura 13.
4.1.2 Determinacao do zg, Wo € poténcia
A determinacdo do zr do feixe gaussiano € feito a partir do ajuste da curva

tedrica com a experimental. Uma vez determinado o intervalo de Rayleigh (zgr), é

possivel a determinacéo da cintura do feixe (wp) através da equacgédo que segue: (31)

2 _ Zr2
Wy~ = — (56)

Em que: A é o comprimento de onda do feixe (775 nm) e n, é o indice de refragdo

do ar.
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De posse dos valores zr e wyp e da Equacdo 55, é possivel determinar a
intensidade do feixe gaussiano. Uma vez determinada essa intensidade é possivel o

calculo da poténcia média através da equacao seguinte: (42)

3
L wgeT

4 (In2)'2 ®7)

Em que I, é a intensidade do feixe, T tempo de duragdo do pulso (150 fs) e T é a
taxa de repeticdo (1 kHz) do feixe de laser e para esta medida a poténcia foi de
3,94 pW. Os medidores de poténcia convencionais ndo conseguem fazer esta
medida por ser considerada muito pequena e sendo entdo necessario o seu calculo.

E importante observar que cada vez em que altera algo no microscopio por
RNLPE € necessério fazer a calibracdo do feixe. Troca da obijetiva, alteracdo do
diametro do feixe de entrada, mudanca de potencia sdo 0s principais fatores que

modificam os parametros do feixe.

4.2 Imagens obtidas por RNLPE

Na microscopia, para se obter uma resolucdo espacial, € necessario fazer
uma focalizacéo forte de forma que a regido focal do laser seja pequena o suficiente
para resolver uma determinada estrutura complexa. E importante destacar que para
a microscopia por RNLPE é necessério fazer um mapeamento local da amostra
(ponto a ponto) e assim a imagem € constituida a partir da ndo linearidade local
absoluta da amostra. E bom salientar que apesar da técnica de varredura-z ser a
mais utilizada para medir ndo linearidades refrativas em geral, ela ndo pode ser
usado para microscopia nao linear devido o seu efeito de auto focalizacao.

Como prova de conceito para verificar a possibilidade da utilizacdo da RNLPE
em microscopia, foram feitos algumas testes que demonstraram a viabilidade da
obtencdo de imagens utilizando tal técnica. Iniciamos os testes com amostras
relativamente grande e uma vez observado que a técnica funcionava partimos para
microscopia em amostras menores (cilindricas e esféricas) e depois para amostras

com estruturas mais complexas como células biologicas (células de cebola).



52

De inicio utilizamos uma configuracdo mais simples em que o objeto a ser
caracterizado era um capilar dentro de uma cubeta de quartzo. Utilizamos uma
cubeta de 1,2 mm de caminho Optico, preenchida com acetona e com um pequeno
capilar de vidro (1,6 mm por 1,2 mm diametro externo e interno, respectivamente)
dentro dela (Figura 14). Devido as dimensfes desse objeto ndo era necessario
utilizar uma lente com foco muito curto. Utilizando uma lente (objetiva 10x) de foco

curto (f~3 cm, zg~0,04 mm, wp~2,6 um).

Vista por cima
[

%Z’Z
X

Figura 14 — (a) Cubeta preenchida com acetona e um capilar imerso; (b) como a varredura foi
feita em xz a figura € como se estivesse vendo por cima.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Neste teste preliminar para demonstrar a possibilidade de obtencdo de uma
imagem (43), através da movimentagao sistematica da amostra ao longo do eixo z
(direcé@o de propagacéo do feixe laser) e x (transversal ao capilar) foi possivel fazer
um mapeamento da magnitude da néo linearidade da amostra, e através de uma
escala de cores, em que a regiao mais escura a nao linearidade é maior, foi possivel
a construcdo de uma imagem (Figura 15). Usando a montagem proposta na
condicdo de amostra grossa, fez-se varias medidas do angulo médio de rotacao da
polarizagéo para o capilar dentro da acetona. Como o melhor sinal ruido é obtido
com uma polarizacao eliptica intermediaria, o &ngulo de rotacdo da lamina de onda,

¢, foi ajustado em 22,5° o que corresponde a uma elipticidade de ¢~0,414.
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Figura 15 - Imagem obtida por RNLPE de um capilar dentro de uma cubeta preenchida com
acetona. (a) Plano xz de 2x4 mm de tamanho. (b) Sinal de RNLPE (angulo) em
funcdo da direcdo z para uma determinada posicao x (perto da parte central do
capilar).

Fonte — Elaborado pelo autor.

Como mostra a Figura 15, o contraste da imagem € a magnitude local da
rotacdo da polarizacdo. Quanto maior a ndo linearidade do meio, maior € a rotagao
de polarizacéo do feixe de laser. E possivel observar o sinal da silica, ~10° (ombro
lateral na Figura 15(b)), o sinal da acetona, que é grande, ~40°. O capilar aparece
como um vale de ~25° na Figura 15(b), o que é condizente com a néo linearidade de
um vidro comum. Neste caso foi utilizado uma poténcia média do laser de P~50 uW
(50 nJ por pulso). Apesar da simplicidade do sistema experimental montado, é
possivel observar claramente a imagem circular do capilar dentro da cubeta. Uma
melhor resolucdo podera ser obtida com a substituicdo da objetiva de 10x (f~3 cm)
por objetivas com focos menores. E valido observar que a escolha do foco das
objetivas leva em conta a regido da amostra a ser analisada e a resolucéo desejada.

Para verificarmos a eficiéncia da técnica utilizando objetivas menores (foco
curto), fizemos um teste utilizando amostras cilindricas como, por exemplo, uma fibra
Optica. Foi utilizado uma objetiva de 40x, com um comprimento Rayleigh (zg~6 um) e
uma cintura (wo~1 um). A fibra Optica foi colocada entre duas laminulas de
microscopio (~150 um de espessura cada) juntamente com um gel (silicone com

propriedades 6pticas) para casar o indice de refracéo (Figura 16).



54

(b)

Varridos 3 planos xy
distanciados cada um
de 50 um na diregao z.

8 S
X z

Figura 16 — (a) Fibra entre duas laminulas junto com um gel casador de indice de refragéo;
(b) figura em perfil.
Fonte — Elaborado pelo autor.

Essa amostra foi posicionada proxima de regido 2f da montagem
experimental. A seguir, a amostra foi transladada em trés planos xy, distanciados de
50 pym, com cada plano xy formando um quadrado de dimensées 1x1 mm?. A fibra

possui um diametro de 120 uym, que esta de acordo com as dimensdes do plano
como pode ser observado na Figura 17.

Figura 17 — Imagem de uma fibra 6ptica em um sistema de eixos xyz a partir do sinal da
RNLPE, os trés planos xy estdo distanciados de 50 um ao longo do eixo z.
Fonte — Elaborado pelo autor.

Ainda utilizando lentes com foco curto (objetiva de 40x), verificamos a

viabilidade da técnica em amostras esféricas, tal como microesferas de vidros. A
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amostra foi preparada da mesma forma que a da fibra 6ptica. Colocamos as
microesferas entre duas laminulas juntamente com um gel e neste caso foram
varridos quatro planos xy.

Em nossa configuracdo experimental o intervalo de Rayleigh foi de zg~5 pm e
consequentemente a cintura do feixe (wp) foi de ~1,11 um. A poténcia do laser
utilizada foi P = 9,82 uW (9,82 nJ por pulso), e nesse caso a intensidade do laser foi
de lo = 3,18x10° GW/cm?. Para cada posicéo de z, espacados de 50 pm, um plano

xy foi obtido (Figura 18).
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Figura 18 — Microesferas de vidros em 4 planos xy diferentes espacados de 50 um.
Fonte — Elaborado pelo autor.

Na imagem das microesferas ficamos com ddvidas em algumas regides. As
regioes em vermelho seriam as microesferas ou se as regibes em azul
representavam as mesmas? E qual regido seria o gel casador de indice de refracéo
(a regidao em vermelho ou azul)? Para tirar as davidas quanto as regifes foi medida
a nao linearidade do gel utilizando a técnica da RNLPE (Figura 19). Foi colocado o

gel entre duas laminulas e foi feita sua caracterizacédo (medida sua néo linearidade).
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Figura 19 — Néo linearidade do gel utilizando a técnica da RNLPE.
Fonte — Elaborado pelo autor.
Na Figura 19 é possivel observar claramente o sinal da ndo linearidade da
laminula e do gel. A laminula mostra uma nao linearidade em aproximadamente 0,3°
e 0 gel em 1°. Como o angulo de rotacdo esta relacionado com a nao linearidade do

material (utilizando a técnica RNLPE), podemos concluir que o gel apresenta uma

nao linearidade maior que a da laminula. A n&o linearidade em uma escala de cores

pode representada na forma que segue (Figura 20).

Aumento da néo linearidade

Ny

Figura 20 — Escala em cores da néo linearidade do gel.
Fonte — Elaborado pelo autor.

A patrtir disto podemos afirmar, sem duvidas, que as regiées em azul sdo as
microesferas.

Como ultimo teste iniciou-se a obtencao de imagem por RNLPE em amostras
gue apresentam estruturas mais complexas como células de plantas. Utilizamos uma
amostra de cebola, ao qual foi colocada entre duas laminulas de microscopio. A
Figura 21(a) representa uma regido retangular da cebola, em dimensdes de 150 pym
em relacdo ao eixo x e 300 ym em relagéo ao eixo y, mostrando a nao linearidade
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refrativa local utilizando a RNLPE (as regifes claras correspondem as que tiveram
maior sinal ndo linear). A Figura 21(b) mostra a imagem de células da mesma cebola
obtida com o auxilio de um microscépio Optico tradicional, e as correspondentes

células da Figura 21(a) sao as destacadas na Figura 21(b).

(a)

400

Y (um)

0 X (um) 375

Figura 21 — Imagens de células de uma cebola. (a) representa a imagem de células de
cebola utilizando a técnica de RNLPE e em (b) temos uma imagem da regido
correspondente obtida a partir de um microscépio optico.

Fonte — Elaborado pelo autor.

E possivel observar que as regides que possuem apenas uma camada
possuem um melhor sinal da RNLPE, e as regides com mais de uma camada
apresentaram muito ruido dificultando a visibilidade. Neste caso especifico, apesar
da microscopia 6ptica linear revelar muito mais detalhes das células de cebola que a
microscopia 6ptica ndo linear, é preciso lembrar que a microscopia éptica nao linear
capta outras caracteristicas da amostra. Como estamos ainda em fase de
desenvolvimento e o aparato experimental é bastante simples, é possivel prever que
muito ainda pode ser feito para o aperfeicoamento e obtencdo de melhores imagens,

maiores resolucdes, obtencdo de imagens mais rapidamente, etc.
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5 Concluséo e perspectivas

Neste trabalho propusemos a utilizacdo de uma nova técnica para a medida
da RNLPE para microscopia oOptica ndo linear. A RNLPE € uma nao linearidade
refrativa de terceira ordem que nunca havia sido explorada para microscopia Optica
nao linear. Apesar de ser uma nao linearidade refrativa similar a auto focalizacao,
diferentemente, essa pode ser utilizada para microscopia, pois ela pode ser usada
para medir a ndo linearidade pontual e local de uma amostra e posterior construcao
de uma imagem bi- ou tridimensional (3D) do objeto. A possibilidade de obtencao de
imagens 3D bem como a observacdo de novos contrastes, sédo fatores importantes
gue tem impulsionado o desenvolvimento da microscopia néo linear.

Como prova de conceito implementamos um aparato simples para obtencao
de imagens por RNLPE. Isso foi possivel devido ao desenvolvimento de uma nova
metodologia que permite a determinacdo rapida e precisa do sinal de RNLPE
utiizando um polarizador girante e um amplificador lock-in de duas fases.
Inicialmente fizemos medidas de calibracdo da técnica no regime de focalizacéo
forte necessario para obtencdo de imagens microscépicas. Laminulas de
microscopia foram utilizadas como amostras de calibracdo. Dentre as caracteristicas
dessa nova técnica experimental podemos destacar: feixe e comprimento de onda
anico, alta sensibilidade, baixo ruido (boa relacéo sinal/ruido), determinacdo da nao
linearidade absoluta do n;local da amostra, procedimento experimental simples de
ser executada, ndo adicdo de cromdforos fluorescente exdgenos, entre outras.
Lembrando que a microscopia por RNLPE € um método que ainda estd em
desenvolvimento

Uma vez comprovada que é possivel a utilizacdo da RNLPE na condicdo de
focalizacéo forte, procuramos verificar a possibilidade de sua medida para obtencéo
de imagens. Fizemos imagens de capilares de vidro embebido em acetona, fibras
Opticas e micros esferas de vidro embebido em gel casador de indice, e também em
células vegetais (células de cebola). Os resultados foram importantes e
demonstraram a viabilidade da utilizagdo da medida da RNLPE para microscopia
Optica néo linear.

Nessa fase de teste foi possivel comprovar a viabilidade da obtencdo de
imagens néo lineares usando como contraste o sinal da RNLPE, no entanto, muito

ainda podera ser feito para que a medida da RNLPE possa se tornar uma alternativa
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viavel frente as outros efeitos néo lineares ja regularmente utilizados para esse fim
com GSH, GTH, A2F e FIA2F, por exemplo. A obtencao de imagens melhores bem
como com maior velocidade (aqui se faz o uso do laser em MHz) sdo importantes

para o desenvolvimento de um sistema comercial viavel no futuro.
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Apéndice A

A equacao de amostras grossas € valida para amostras finas

Para que a equacgao de amostras grossas se reduza na equagcao de amostras
finas é necessério fazer uma expanséo de Taylor na parte da equacao (de amostras
grossas) que contém os temos da tangente.

Consideremos a equacao de amostras grossas:

(a(Z))lock —in — %[Ser;\(/ng)] n; nOZRI [tg_l (z_};) - tg_l (Z_a)] (1A)

ZR

L
emque:z, =z+ —ez, =z——.
2110

De inicio vamos aplicar a expansao no primeiro termo que contém a tangente:

ZR

X0 —_—
€

tg~! (Z_b) =tg~! (ZZB + L/ZnozR\ (2A)

Utilizando uma expansao de Taylor da forma:

f(xo+€) =f(x0)+f (x0)€ (3A)

e aplicando o limite de amostra fina, em que L<<zg, temos que £->0, portanto:

f(xo) = tg~! (—R) (4A)

Z
fazendo —= u, temos que:
R

f'(x0) = —— = — (5A)

1+(u)? 1+(%)2
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Substituindo a Equacéao (5A) e (4A) em (3A), obtemos:

1 L

1+(%)2 2ngzg

f(xo +¢) = tg~! (i) + (6A)

Por analogia, expandindo o segundo termo que contém a tangente na
Equacédo (1A) da RNLPE temos:

f(xo+¢) =tg™! (i) — 1+(1i)2 anZR (7A)
ZR
Logo:
e G2) -7 (2)] = m%ﬁ (8A)

Substituindo a Equacao (8A) na Equacao (1A), obtemos:

ﬂ[sen 2¢) 0oLl
_ 3v2_ |2
(a)lock —in — : (9A)

)]

A equacdo (9A) é exatamente igual a equacdo da RNLPE utilizado em

amostras finas.



