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permite corregir las aberraciones dentro de la configuracion éptica (E. R. Dufresne and D. G. Grier

1998); (M. Montes-Usategui 2006); (E. Pleguezuelos 2007).

Estos sistemas de pinzas, operan mediante la ubicacién de los elementos de difraccion en el plano
Opticamente conjugado de la apertura posterior del objetivo del microscopio (figura 3.1). Esto se
traduce en una distribucion de intensidad en el plano de la pinza que es la transformada de
Fourier del holograma escrito en el SLM, ubicado en el Plano de Entrada (PE) (figura 3.16). La
ventaja de este método sobre el uso de CGHs es que hay una operacion de imagen directa entre el

SLM vy la intensidad de perfil en el plano de operacidn de las pinzas.
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Figura 3. 16 Representacion esquematica de la propagacion del holograma des de el plano de entrada PE (plano
objeto) al Plano de Fourier PF (Plano imagen, donde operan las pinzas 6ptica)

Para calcular el holograma de fase, realizaremos un andlisis matemadtico del sistema, orientado

principalmente a la determinacién del perfil de intensidad transversal en el plano focal del

objetivo del microscopio | f ([)), cuya distribucién de campo eléctrico toma la forma:

E'(pt)=A (ﬁ)eiw(ﬁ)ei“’té Ec.3.17
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con @ la frecuencia angular de la luz incidente y € es el vector de polarizacion. A (/3) representa

la amplitud del campo eléctrico en el plano focal, mientras que ¢ (,5) describe la fase. Entonces,

la intensidad en el plano focal es dada como:
If(ﬁ,t)ocEf(/S,t)-Ef(,B,t) :‘Af(ﬁ)‘ , Ec.3.18

donde el asterisco denota complejo conjugado. Es claro que la distribucion de intensidad en el

plano focal no depende explicitamente del tiempo ni de la fase del campo eléctrico, | (,5) =

2 = a2
‘Af (p)‘ :‘Ef(p)‘ . Por otra parte, el campo eléctrico en el plano focal del objetivo

corresponde a la transformada de Fourier del campo eléctrico del plano de entrada (Dufresne, y

otros 2001), esto es:

— k i0(p = inf =)\ A-ikF-p inf &
Ef(/?)zme g(p)IerE (Fe ™ 7" = F{E"(T)}, Ec. 3. 19

donde f eslalongitud focal de la lente y k el nimero de onda. 9(,5) es la fase contribuida por

una lente completamente corregida, pero no es relevante y puede ignorarse sin perder

generalidad (Dufresne, y otros 2001).

La transformada inversa de Fourier puede ser usada para expresar el campo eléctrico en el plano

de entrada en términos del campo en el plano focal como:

. k . _io(p =\ aikF5 - =
Em(r)zzﬂf d’pe "V E" (p)e" " = F 1{Ef(p)} Ec. 3.20

Es decir, los campos eléctricos en el PE y el PF constituyen un par de Fourier. Pasemos ahora al

tema de crear un arreglo bidimensional de trampas Gaussianas idénticas en el plano focal. Con tal

fin, consideramos el frente de onda E ' (,5) como una superposicion de N trampas épticas en las

posiciones p,, como:
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= (9)| Yokl (5-)]

i=1

N
. .. 2 p
De modo que la normalizacidn E |ai| =1 conserva la energia. Podemos expresar el campo
i-1

eléctrico en el plano focal E' (,5) como una convolucion del perfil de campo eléctrico para una

. f . s . . ez
sola pinza E; con una funcién T, que describe la posicidn de la trampa en el plano focal:

Ef(fa):[Eof °T(:5)} Ec.3.22
donde o simboliza la operacién de convolucién, y
T(A)=Y a6(p-5,) Ec.3.23
con &(#) la funcion delta de Dirac. Entonces, de las ecuaciones (3.20) a (3.23) se sigue:
EQ(r)e” = A ES oT(p)) Ee.3.24

Usando el teorema de la convolucidn:

3 (r)ei¢i"(t’) :%[f—l{Eof } L Fl {T (/5)}} Ec.3.25

Considerando de nuevo la ecuacion (3.20), se concluye que

g :%[f‘l {T (,5)}} Ec. 3. 26

Asi, la ecuacion (3.26) determina la transmision del holograma de fase requerido para lograr el
arreglo de trampas Opticas, sea cual sea la forma de la trampa individual. Todos los desarrollos
anteriores se pueden realizar puesto que afortunadamente, la captura éptica se basa en la

intensidad del haz y no en su fase.
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3.3.1. Algoritmo para la Generacion de Trampas Hologrdficas

Como se ha discutido, las HOTs usan un dispositivo de cristal liquido para la reconstruccion de un
holograma generado por computador. De esta manera, se disefia el frente de onda del laser de
captura en el plano de Fourier del SLM, que corresponde al plano focal del objetivo de microscopio
(plano de operacion de las pinzas dpticas o también plano de la muestra), en forma de

distribuciones de intensidad arbitrarias que pueden cambiarse de forma dinamica.

Los principales métodos que se han desarrollado para calcular hologramas sélo de fase, o
kinoforms'", se basan en los siguientes algoritmos: simplificado del algoritmo Gerchberg-Saxton
(GS), los Algoritmos Adaptativos (AA) (Dufresne, y otros 2001), y el de prismas y lentes (PL, Prisms
and Lenses) (J. Liesener 2000). Para el desarrollo de esta tesis se aplicé el algoritmo PL, el cual
combina la fase de dos componentes Opticas basicas: los prismas, que permiten los
desplazamientos laterales, y las lentes que permiten el control axial de la trampa. Este algoritmo
fue seleccionado por dos motivos: i) requiere un tiempo de calculo corto puesto que no es
iterativo, y ii) provee resultados aceptables para trampas de perfil sencillo. Esta técnica es
usualmente referenciada como el método de “gratings and lenses” o “superposition” y es el punto

de partida de los demas algoritmos usados.

Un atrapamiento en el PF se produce por medio de la distribucién de fase q)(x,y). Para lograr un

desplazamiento lateral de la trampa es necesario crear un retraso de fase, mediante un prisma,

27

27
(Pprims(x’)’)= A_x+A_y mod 27 Ec.3.27

x y

Tt ,,. .z .

Kinoforms: es un holograma de fase en el cual solo la modulacién de fase de un frente de onda objeto es
grabado como una de superficie con relieve mod 2m. Es decir, un perfil de un elemento de fase se divide
encapas de ancho 2m.
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donde, A,y Ayson los periodos de la rejilla en las direcciones x y vy, el cual es el causante del

desplazamiento de la trampa. Asi, la fase (3.27) permite el control bidimensional de la trampa en

el PF.

Para conseguir un desplazamiento paralelo al eje dptico, es necesario crear una contribucion de
fase que cause una curvatura del campo, lo cual se logra por medio de una lente de Fresnel de la

forma de fase (J. Liesener 2000); (H. Melville 2003):

2
Pren (x,y): ;;f(xz +y2)m0d 27 Ec.3.28

donde z es el desplazamiento deseado de la trampa con respecto al plano focal y f la longitud

focal efectiva de la lente. Entonces para generar un holograma que controle la posicion de la
trampa en tres dimensiones se superponen las fases de los elementos en las ecuaciones (3.27) y

(3.28) asi:

¢ (x’)’) = |:¢’Prims (X’Y) T Dren (x’)’):|m0d 2r Ec. 3.29

Esta idea se extiende para conseguir trampas multiples, sumando la funcién compleja

Expliiqojf(x,y)] y calculando luego el argumento de dicha funcién como:

p(xy)=arg Zew’? mod 27 Ec.3.30

Adicionalmente, el haz Gaussiano se puede transformar, si se requiere, en un haz de perfil
arbitrario, como por ejemplo algin modo tipo Laguerre-Gauss, Bessel o un haz de correccion de
una aberraciones, sencillamente adicionando a la ecuacion (3.29) el perfil de fase requerido.

Entonces, el kinoform sera de la forma:
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3D

¢ (x’y) =l:¢Prims('x’y) +¢Lgn(x,)’) +(0M0d0(x,y)]mod 2 Ec. 3. 31

En el caso de un haz Laguerre-Gauss, la fase adicional estara dada por:

X
Prioto (1Y) =-Larc Tan(;} Ec.3.32

Donde, la carga de [ describe el paso de la espiral de fase en multiplos de 27 . La transformacion
del haz destaca las ventajas ofrecidas por los hologramas generados por computador y escritos en

los SLMs.

3.3.2. LabVIEW® Para Control de Trampas

Para el desarrollo de las HOTs se planteé la necesidad de agrupar en una sola herramienta todos
los componentes de control, procesamiento y despliegue del Kinoform, ademds de la adquisicion
de imagenes. Se eligio la plataforma LabVIEW® como software para desarrollar esta herramienta,
considerando la facilidad que brinda para el manejo de librerias de adquisiciéon y calculos
numeéricos. El producto final es una libreria de LabVIEW®. A continuacidn se presenta una breve

descripcidn de la herramienta desarrollada para el manejo de las pinzas holograficas.

El control de nuestras pinzas se realiza por medio de la libreria PinzasUN.IIb. Est3, a su vez esta

compuesta por tres archivos: InterfaceUN.vi, CalculateLaguerre.vi, y DisplaySLM.vi.

El control principal de la libreria estd asignado al archivo InterfaceUN.vi que se encarga de
administrar todas las tareas requeridas recibiendo la informacién del usuario para configurar
adecuadamente las trampas. Una imagen del panel frontal de este archivo se presenta en la figura

3.17. Dichas tareas son:
e Adquisicion de la cdmara:

El control de lista titulado Camera Name se emplea para seleccionar el nombre del puerto

destinado para la cdmara de adquisicidn, en este caso la cdmara CCD Basler.
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El botdn toggle REC permite activar la grabacién del video con mdaxima resoluciéon y a la frecuencia
de adquisicidn presentada por el indicador Acquired FPS. El indicador sefiala la ventana temporal
en que se esté grabando el video. El indicador de texto Selected Path sefiala el nombre vy la

ubicacidn del archivo .vi que se esta grabando.

La ventana Image representa la ventana de adquisicion en tiempo real de la cdmara, el tamafio de
la ventana es fijo y equivale a un re-escalamiento de 1:2 con respecto al tamafio real de
adquisicion en pixeles de 1392X1040. Esto permite adquirir las imdgenes con la maxima resolucion

espacial disponible de la camara.

Finalmente el indicador Displayed FPS, representa la velocidad con la que se estan enviando las

imagenes para su despliegue en el modulador.

STOP APP

STOF

Spot #  Scaling (um) L

Displayed FPS. | 6,470 Acquired FPS (17 0y

Figura 3. 17 Interfaz grafica de Usuario de la libraria PinzasUN.IIb para el control de las pinzas 6pticas holograficas

e Control de los Spots creados:

El usuario controla la creacién y eliminacion de trampas denominadas “spots” en la sintaxis de la

herramienta, mediante los botones add new spot y delete current spot. Los spots creados se

muestran como circunferencias en la ventana de adquisicion. En la figura3.17 el spot se representa

con color azul.
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El spot actual se puede seleccionar con el puntero sobre la ventana de adquisicién o igualmente
con el control denominado Spot#. Los controles Width y Height establecen el tamafio en pixeles de
la imagen calculada, en este caso se calculo un arreglo de 512 X 512 pixeles. El control Scaling(um)
permite ajustar el tamafio de pixel del objeto el cual coincide con la ventana de adquisicién. Dicho
valor estara determinado por la magnificacién empleada en la formacién de la imagen de la
muestra. El control L permite afiadir un fase helicoidal para obtener un spot tipo Laguerre sobre la

muestra, su valor representa la carga del spot circular, ecuacién (3.32).

A continuacidn se presentan algunos ejemplos de imagenes de trampas que serian desplegadas en
el modulador espacial de luz, cuando esta configurado para desplegar imagenes modulo 2 (figura

3.18).

i =2

<)
Figura 3. 18 a) Imagenes de fase para la generacion de pinzas opticas. a) Corresponde a las fase de una red de
difraccion cuiia o prisma,b) una lente de Fresnel, y c) una fase helicoidal de un modo Laguerre-Gauss.

Sin embargo, para el control de las pinzas existen en la red Software abiertos para el uso del

publico como lo es el “Miles Padgett Hologram Program” (www.physics.gla.ac.uk/

~jonathan/slmcontrol/, J.Leach s.f.)

3.4. TECNICAS EXPERIMENTALES DE LAS PINZAS OPTICAS
HOLOGRAFICAS
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El SLM optimizado se incorpora al sistema de pinzas dpticas de haz simple (ver capitulo 2) para
transformarlo en un sistema holografico dinamico. En efecto, desplegando en el SLM una funcion
de fase apropiada, codificada en niveles de gris, se crea la HOT dinamica, con capacidad de

atrapamiento multiple de manera simultanea.

Como se manifesté anteriormente, un dispositivo de este tipo corresponde a las configuraciones
mas avanzadas de las pinzas dpticas y, segun nuestro conocimiento, este es el primer intento de
implementarlo en Colombia. Es importante resaltar que, en su desarrollo, se logré optimizar el
SLM para profundidad de modulacién cercana a 3m/2, significativamente mayor a la garantizada
por el fabricante para este modelo de SLM. No obstante, la eficiencia de nuestro sistema puede
tener una mejora importante empleando modelos mds avanzados de SLM, lo que le permitiria

alcanzar niveles de operacion similares a los sistemas dinamicos de primera linea en la actualidad.

3.4.1. Montaje Experimental de HOTs dinadmicas

El montaje experimental usado para implementar HOTs dindmicas se esquematiza en la figura
3.19. Para crear las trampas, hemos usado un diodo laser AZURE-L671lll (Diode-Pumped Solid-
State (DPSS) de 671 nm de longitud de onda y potencia nominal 300 mW). El haz es expandido y
colimado mediante las lentes corregidas L1 y L2, para iluminar una region suficiente del SLM
Holoeye LCR 720. La seccidn transversal del haz reflejado por este dispositivo es reducida usando
un telescopio auxiliar, compuesto por las lentes corregidas L3 y L4, para lograr que el spot sea de
igual diametro a la apertura de entrada del objetivo del microscopio (NIKON CFI PLAN APO 100X
Oil-inmersion con N.A. 1,49), lo cual asegura trampas fuertes y estables. Ademas, este sistema de
lentes es el encargado de lograr, por medio de los planos conjugados, que la distribucién de
intensidad en el foco del objetivo del microscopio corresponda a la transformada de Fourier de la

funcién de fase desplegada en el SLM.

Luego del proceso de magnificacién realizado por las lentes L1-L4, el haz laser es ingresado al
microscopio invertido (NIKON ECLIPSE Ti-U) por el puerto de Fluorescencia. Un espejo dicroico
(CHROMA TECH 575DCSPXR) refleja el haz hacia el objetivo de atrapamiento y ademas permite

observar la imagen de las particulas atrapadas por medio de la cdmara CCD. Estas componentes
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estdn incorporadas al microscopio, por lo que el sistema de iluminacién y otras componentes no

pueden ser manipuladas directamente por el usuario.

3 i

Figura 3. 19 Esquema conceptual del sistema de pinzas 6pticas holograficas dinamicas.

En el PF usamos un filtro de alfiler para eliminar el orden cero de difraccién, que causa
perturbaciones en las particulas atrapadas cuando son trasladadas alrededor de él. En el montaje
experimental los espejos E.1 y E.2 se dispusieron de tal forma que garantizara incidencia a un

angulo pequenio sobre el modulador (figura 3.20).

Para el sistema de HOTs dindmicas se modula la fase y no la amplitud del frente de onda incidente,
lo cual se asegura instalando el SLM entre el generador de estados de polarizacién (PDG) y
detector de estado de polarizacion (PSD) descritos en la seccidon 3.2.4. Cada sistema esta

conformado por una placa de retardo acromatizada /1/4 (Achromatic Quarter-Wave Plates

(AQWP), para A = 400 - 800 nm, de Thorlabs Inc.) y un polarizador de Precisién (Precision Linear
Polarizer (PLP), para A= 430-670nm, de Newport). El SLM ha sido calibrado de modo que un
cambio de fase dado por el dispositivo de direccionamiento, corresponda a un nivel de gris. Para la

longitud de onda del ldser de atrapamiento se encontré una disposicion adecuada de
polarizadores PSG(P=85°;QWP=10°) APSD(QWP =20%P =4°) para lograr modulacién de

hasta 37/2 (figura 3.15).
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b)
Figura 3. 20 a) Montaje experimental con la trayectoria del haz laser ilustrada, y con cada una de las componentes
marcadas como se ilustra en el esquema de la figura 3.19. b) Montaje experimental completo para un sistema de
pinzas dpticas holograficas.

En el SLM se ensamblaron principalmente CGHs que generan haces con perfil de intensidad
Gaussiano, controlados por la libreria de LabView PinzasUN.IIb desarrollada por el efecto, que se
describié en la seccién 3.3.1. Con esta herramienta, es posible manipular la posicion de multiples

haces de atrapamiento en tiempo real por medio de movimientos de posicién del cursor.
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3.4.1. Resultados Experimentales

Para los experimentos de trampas multiples, la preparacidn de la muestra se realizé de la misma
forma que para el sistema de pinzas épticas de haz simple, segin se describié en el Capitulo 2. El
medio, agua destilada mas una pequefa cantidad de compuesto tenso-activo idnico, conocido
como dodecilsulfato sédico (SDS o NaDS), que retrasa la evaporacién de la muestra y disminuye la

viscosidad, asegura un mejor atrapamiento y translacién (manipulacién) de la particula.

A diferencia del montaje para la pinza de haz simple, se usé un microcanal ibidi p-Slide 1° Luer, de
400 pum de alto sin recubrimiento, hidrofébico, con capacidad de 100ul (www.ibidi.com). Este, se
emplea generalmente en aplicaciones bioldgicas y estudios de microflujos. Son perfectos para
aplicaciones con microscopios invertidos puesto que poseen un espesor igual al de los cubre
objetos, con la diferencia de que con ellos, el manejo de las muestras es mucho mas comodo y
versatil. Ademas, aisla las perturbaciones del ambiente, proporcionando un microclima adecuado

dentro de ellas.

En esta seccién se mostrara la evidencia experimental del exitoso desarrollo de las trampas
multiples, por medio de arreglos bidimensionales, control translacional (debido a la transferencia
de momentum lineal), y finalmente control axial, en resumen control total de la muestra en las

tres dimensiones.

La figura 3.21a) ilustra un experimento con un arreglo arbitrario de 16 trampas individuales de
particulas de silice de 1um de didmetro, conformando el logo de nuestra universidad (un). Cada
trampa del arreglo es creada por medio de kinoforms diente de sierra, situados a alturas

diferentes. Como se ilustra en la figura 3.21b).
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a)
Figura 3. 21 a) Arreglo de particulas de silice de 1um de diametro atrapadas en el mismo plano, conformando el logo
de la Universidad Nacional de Colombia. b) Holograma generado para lograr la configuracion de particulas que
conforman el logo un.

La potencia del atrapamiento de cada trampa individual permite capturar axialmente mas de una
particula lo que ocurre con aquellas que lucen mas brillantes (figura 3.21). Esto es indicativo de la
fuerza de cada trampa y por ende, de la disponibilidad de potencia para generar mas de 16 puntos
de atrapamiento. El punto que se ha marcado como “a” corresponde al orden cero de difraccion,
notese que este punto posee aproximadamente la misma energia de las demads trampas lo cual
indica que la luz se ha modulado mayormente en fase. De no ser asi, no se podria configurar el
arreglo mostrado, pues las particulas de los puntos mas cercanos serian atraidas mayormente por

esta trampa, ya que la intensidad no modulada se dirige al orden cero aumentando

significativamente su potencia de atrapamiento.

Ademads, con el sistema desarrollado se pueden manipular particulas micrométricas
traslacionalmente, transversal y longitudinalmente, dentro de la muestra. Una evidencia de esto
se ilustra en la figura 3.22. Donde un arreglo de 4 particulas de poliestireno de 5 um dispuestas en
los vértices de un cuadrado (figura 3.22a)) se trasladan hasta formar un rombo figura 3.22a)-

3.22b). En las figuras 3.22e)-3.22h) las particulas se mueven de forma arbitraria.
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f) g) h)
Figura 3. 22 Arreglo de 4 particulas de poliestireno de 5 um dispuestas en los vértices de un cuadrado (figura 3.25a))
se trasladan hasta formar un rombo figura 3.25a)-3.25b). En las figuras 3.25e)-3.25h) las particulas se mueven de
forma arbitraria. Una flecha sefiala la particula desplazada y su direccion.

La Figura 3.23 muestra los kinoforms que se utilizaron para crear dos trampas con una de ellas a
diferente altura o posicidn axial. El primer kinoform es la solucién para una disposicién de un par
de trampas calculadas utilizando el algoritmo de prisma, el segundo corresponde a una lente
mddulo 2m. Esta Gltima fase sélo se suma a una de las trampas de tal forma que sélo una de ellas

desplace axialmente la particula atrapada.
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Figura 3. 23 Adicion del kinoform para una disposicion de dos particulas y una lente simple (médulo 2m). Esta suma
genera un kinoform que desplaza una de las particulas atrapadas en la direccion de propagaciéon una cantidad
conocida.

La secuencia de imagenes de la figura 3.24 demuestra el movimiento axial de una particula de

poliestireno de 5um. Estas particulas se mueven controladamente fuera del plano focal 5um. Para
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esto se uso la fase lograda por la superposiciéon de un prisma y una lente, figura 3.23, y obtener un
holograma que nos permita realizar el movimiento axial de la pinza sin necesidad de introducir
componentes fisicas sobre el montaje experimental. Entonces, atrapamos 2 particulas y una se
toma como referencia respecto a la otra para comparar el desplazamiento axial. Este resultado y el
anterior, comprueba la construccion de un sistema de pinzas holograficas con control en las tres
dimensiones. En otras palabras, con el sistema desarrollado se pueden manipular la translacién de
particulas micrométricas, tanto transversal (sobre el plano focal) como longitudinalmente (a lo

largo del eje dptico), dentro de la muestra.

a) b) <)

e) f) 8) h)
Figura 3. 24 Serie de imagenes de particulas de poliestireno de 5um mostrando el control en z de la pinza. Las figuras
de la a)-d) muestran como la particula de la izquierda cambia de plano una distancia aproximada de 5um con la
particula de derecha como referencia . Las figuras e)-h) ilustran como la particula de la derecha varia de plano una
distancia aproximada de -5um con la particula de la izquierda como referencia.
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CAPITULO 4

CALIBRACION DEL SISTEMA DE CAPTURA OPTICA

4.1. INTRODUCCION

Actualmente se sabe que las pinzas dpticas operan como un transductor de fuerza, y este atributo
se aplica en campos como la biologia molecular (Svodoba & Block 1994); (A. Ashkin 1991),
viscosimetria (G. Pesce 2005), y fisica fundamental (C. Hertlein 2008). En dichas aplicaciones, el
conocimiento preciso de la fuerza real ejercida sobre la particula es necesario, y a tal efecto, se
emplea una esfera unida al objeto de investigacion, sobre la cual se ejerce la fuerza variando el
enfoque del laser. Existe una relacién estrecha entre la fuerza aplicada y el desplazamiento de la
esfera fuera del centro o eje de atrapamiento, la cual en el caso éptimo es de proporcionalidad
directa. No obstante, para determinar la fuerza de captura en cada caso especifico existen dos
enfoques principales, nombrados como: calibracién directa de la fuerza y calibracion indirecta, por
medio de la medida de la rigidez k de la trampa (A. Ashkin 1991). Cada enfoque ha establecido

diversos métodos de calibracion.

El método mas comun para la calibracién directa de la fuerza es la determinacién de la fuerza de
escape. Este método determina la resistencia transversal y axial de la trampa déptica mediante la
medicion de la fuerza minima necesaria para arrastrar un objeto y liberarlo de la trampa dptica (S.
F. Tolic-Ngrrelykkea et al 2006). El procedimiento consiste en ejercer un desplazamiento de la
particula atrapada o del medio en el que ella se encuentra, a velocidad constante, determinando
el corrimiento de la particula desde el punto en el que se encontraba en equilibrio. El movimiento
se genera a través de actuadores controlados que desplacen la muestra a velocidad controlada
respecto al medio, o utilizando cdmaras de flujo laminar que generan movimiento del medio

respecto a la particula de una forma uniforme y a una velocidad controlada y estable. Dado que es
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instrumentalmente sencillo conocer la velocidad del desplazamiento y medir el corrimiento de la
particula en el orden de los nanédmetros, usando ecuaciones bdsicas de mecanica de fluidos para
situaciones de flujo ideal se determina directamente la fuerza que se estd aplicando a través del

haz de atrapamiento (Svodoba & Block 1994); (S. F. Tolic-Ngrrelykkea et al 2006).

Aunque la determinacién directa de la fuerza transversal en una pinza dptica es atil, resulta mas
conveniente la medida de la rigidez o constante de elasticidad. Para esto se aplica el analisis de las
fluctuaciones térmicas o movimiento browniano de la particula atrapada en el marco de un
modelo de pozo de potencial armdnico o “resorte virtual” que tira la particula hacia el centro de la
trampa (S. B. Smith 2003). El problema consiste en analizar el movimiento aleatorio de la particula
por accion de la energia térmica, el cual es amortiguado por la fuerza de gradiente ejercida por el
pozo de potencial que restaura la posicidn de la particula. Entonces, midiendo el desplazamiento
Ax de una particula con respecto a su posicion de equilibrio y estimando la constante k de

rigidez, se obtiene la fuerza ejercida sobre la particula F =—kAx (Rohrbach 2005).

El monitoreo del desplazamiento de la particula atrapada se realiza colectando la luz del haz de
atrapamiento dispersada por la particula, equivalente al cambio del flujo del momentum. Debido a
la conservacién del momentum, este cambio es una medida directa de la ganancia de momentum
de la particula, y por tanto de la fuerza ejercida sobre ella (M. Capitanio et al 2002). En los ultimos
afios se han usado diferentes métodos para determinar la rigidez de la trampa, tales como: el
analisis del potencial dptico, el método de equiparticién, y el método de potencia espectral, todos
estos emplean el movimiento browniano como base de su medida (M. Capitanio et al 2002); (K.

Berg-Sgrensen & H.Flyvbjerg 2004); (Rohrbach 2005).

El método de calibracion de la fuerza que ejerce nuestra pinza dptica se basé en la estimacién de
la rigidez de la trampa por el método del espectro de potencia. El procedimiento requiere la
deteccién de la posicidén exacta de la particula, lo cual puede realizarse de varias formas. Las dos
mas comunes son: el uso del analisis de imagenes de video (J. C. Crocke 1996), y el uso de sensores
de cuadratura (QPD, Quadrant PhotoDiode) (M. Fischer & K. Berg-Sgrensen 2007); (S. B. Smith
2003). El analisis de video tiene una precisién de subpixel (alrededor de unos pocos nanémetros),

pero no ofrece el ancho de banda necesario para la mayoria de los experimentos. La sensibilidad
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del QPD es muy alta, pues permite medir posiciones en pasos tan finos como 0,1 nm. El QPD
transforma el movimiento de la particula en una sefal de voltaje a partir del cual se toma
directamente el desplazamiento (M. Fischer & K. Berg-Sgrensen 2007). Su velocidad de
funcionamiento posibilita obtener los espectros de potencia de hasta 100 kHz. Por esta razon, en

la tesis presente se utilizd el sensor de cuadratura que tiene la adquisicién mas rapida.

A continuacidn, se presenta la calibracidon de una configuracion de pinza dptica basica. La fuerza se
determina estimando la rigidez de la trampa, mediante un ajuste de la densidad espectral de
potencia (DEP), producto de la deteccién de la posicion de la particula con un QPD, a una

Lorentziana.

4.2. LA ECUACION DEL MOVIMIENTO

La comprension de la dindmica de una particula atrapada en una pinza dptica se fundamenta en el
movimiento Browniano de una particula en un medio viscoso (agua), atrapada en un potencial
armoénico. Entonces, para definir el problema y construir la solucién de describir el movimiento
browniano de una particula se utiliza el enfoque adoptado por Langevin, debido a su relativa
simplicidad. Supondremos que la velocidad de la particula es muy inferior a la velocidad del
sonido, asi la propagacion de las interacciones en el fluido son instantaneas, por lo tanto, el liquido
es tratado como incompresible. Se ha establecido la fuerza de friccién de arrastre viscoso sobre la

esfera F,

<tokes » CON NUMero de Reynolds muy bajo, sumergida en un fluido que se rige por la ley de

Stokes, y es con correcciones debido al niumero finito de Knudsen como:

F,

Stokes = “OTTNTV =YX Ec.4.1

Donde y, es el coeficiente de arrastre viscoso, r el radio de la particula, 77 la viscosidad del

medio, y Vv la velocidad de la particula en el medio. El objeto atrapado se mueve

independientemente en las coordenadas x, y, z. Para describir el movimiento de una particula
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atrapada en un medio viscoso, planteamos su ecuacion del movimiento en una de las

coordenadas, como:

mjc'+7/0x=0 Ec.4.2

con m la masa de la particula. Sin embargo esta ecuacidn sélo es Util cuando se considera la masa
de la particula suficientemente grande comparada con su velocidad, de manera que las
fluctuaciones térmicas pueden despreciarse. De lo contrario, se modifica la ecuacidn para incluir

los efectos de las fluctuaciones térmicas:

mi +yx=q&(1) Ec.4.3

con cf(t) es una fuerza estocastica, cuyas propiedades estadisticas, son <§(t)>=0;

<§(t)§(t')>=5(t-t'); A q2 =2y,kgT paratodo ty t',siendo k,T la energia térmica y k,

la constante de Boltzman. Por lo tanto, la ecuacién de movimiento de una particula que

experimenta fluctuaciones térmicas es,

(1) 705(1) =(24,77,) (1)

En esta ecuacién es evidente que la influencia del medio circundante se divide en dos partes, a

saber: i) una parte sistematica —y x , causante de la friccion, y ii) una parte estocastica o parte
1/2 , . .

fluctuante (ZkBTJ/O)/ §(t), que representa la distribucién Gaussiana de las fuerzas aleatorias

que dan lugar al movimiento Browniano a temperatura 7" (Uhlenbeck & Ornstein 1930); (K. Berg-

Sgrensen & H.Flyvbjerg 2004).
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Cuando se estudia el comportamiento de la particula atrapada por la pinza, la fisica se modifica
debido a que la particula experimenta un potencial, que se puede considerar armodnico si el
desplazamiento de la particula desde el centro de la trampa no es muy grande (Rohrbach 2005).

Su movimiento serd entonces sobre-amortiguado y obedecera la siguiente ecuacion:

mit(1)+ yo (1) + kx(£) = (2K, Ty, ) £(1) Ec.4.5

conocida como ecuacidon de Langevin unidimensional, la cual se enmarca en la teoria del

movimiento Browniano de Einstein-Ornstein-Uhlenbeck (Uhlenbeck & Ornstein 1930); (K. Berg-
Sgrensen & H.Flyvbjerg 2004), con X(t) la posicion en el tiempo, —kXX(t) la fuerza armodnica de
la trampa o fuerza Hookeana restauradora resultante del desplazamiento causado por las fuerzas

estocadsticas del movimiento browniano. Dada la rigidez de la trampa k (en unidades de pN/,um ),
este término permite el cdlculo de las fuerzas que se ejercen sobre los objetos atrapados. El
modelo dindmico anterior permite realizar mediciones de desplazamientos al nivel de A y medidas

de fuerza de hasta 25 fN.

4.3. METODO DE ESPECTRO DE POTENCIA

Esté método es uno de los mas confiable y consiste en la medicién y calculo del espectro de
potencia de las fluctuaciones de la posicion de la particula para obtener la rigidez de la trampa sin
necesidad de realizar la calibraciéon de la sensibilidad del detector. Existen unas pequeiias
diferencias en el analisis cuando se estudia un sistema en el que la inercia es o no un contriblyete
importante al movimiento. En nuestro caso, el tiempo de pérdida de energia por friccion de

microparticulas en un medio acuoso, t,,.=mMm/y,, es menor que la resolucién experimental del

tiempo. En consecuencia, el término inercial no contribuye a la ecuacidn de Langevin del
movimiento de una particula, atrapada en un potencial armdnico como el que se aplica en las
pinzas Opticas (K. Berg-Sgrensen & H.Flyvbjerg 2004). Entonces, tal ecuacion puede reescribirse

como:
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)'c(t)+27rf0x(t):(ZkBT/yO)I/Zg(z) Ec.4.6

con f, la frecuencia de corte definida como:

k

= Ec.4.7
27y,

Jo

Luego de realizar la transformada de Fourier a ambos lados de la ecuacién (4.6), obtenemos la

densidad espectral de potencia (DEP, Power Spectral Density) SX:X*(f)X(f) para el

movimiento, la cual tiene un perfil Lorentziano (Gittes & Schmidt 1998); (K. Berg-Sgrensen &

H.Flyvbjerg 2004); (K. Berg-Sgrensen & H. Flyvbjerg 2005):

k. T
§(f)=— Rst
x(f) yoﬁz(foz+f2)

Ec.4.8

Con S, en unidades de distancia’/frecuencia. El coeficiente de arrastre viscoso y, para una esfera
aislada de radio r, relativamente lejos de una superficie, en un medio con una viscosidad 77, esta

dada por la Ley de Stokes y, = 6 xn7r de modo que la rigidez de la trampa k es:

k=127nrf, Ec.4.9

Por tanto, ajustando la PSD a una Lorentziana, se determina la frecuencia de corte. Ademas, de la

ecuacion (4.9) y las mediciones de desplazamiento Ax  obtenemos la fuerza sobre la particula en

un potencial armdnico:

-kAx Ec.4.10

~y
I

La elasticidad de la trampa aumenta con la potencia del laser de atrapamiento.
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4.4. TECNICAS EXPERIMENTALES PARA LA MEDIDA DE LA
ELASTICIDAD

El método de calibracidn descrito, basado en la medicién del espectro de potencia del movimiento
browniano de la particula atrapada. Para esto, se registra el movimiento de una particula
atrapada, colectando la luz de dispersada del haz de atrapamiento al atravesar la particula usando
un fotodetector de cuadratura (QPD). Con esto, se realiza un andlisis de la sefial recogida
realizdndole una trasformada de Fourier. Una vez se tiene el espectro de frecuencias del
movimiento browniano de la particula, se hace un ajuste Lorentziano y se tiene la constante de

elasticidad de la trampa éptica.

Este método de calibracion comprueba la fuerza maxima impuesta por la pinza éptica sobre una
particula, y se mide como una funciéon de tamafio de particula, el indice de refraccion, y la
potencia del laser. Ademds, K depende de los pardmetros geométricos, tales como la apertura
numeérica del objetivo del microscopio, la uniformidad de la iluminacién de la abertura objetivo, y

la polarizacién de la luz.

4.4.1. Montaje Experimental

Para la calibracién de la pinza se uso un sistema bdsico, construido con componentes épticas
estandar, como se describid en la seccién 2.4.1. El sistema se basd en un microscopio invertido
(NIKON Eclipse Ti-U) y empled un diodo laser AZURE (Diode-Pumped Solid-State, DPSS) a 671 nmy
potencia 300 mW) para producir el haz de atrapamiento. Dicho haz entra al sistema del
microscopio invertido por el puerto de epi-fluorescencia y es dirigido introducido al camino éptico
del microscopio usando un espejo dicroico (CHROMA TECH 575DCSPXR), localizado en la torreta
para filtros del microscopio, para direccionar el haz hacia el objetivo de atrapamiento (NIKON CF/

PLAN APO 100X Oil-inmersion con N.A. 1,49).

El desplazamiento de la particula atrapada es medido usando la luz dispersada por ella, la cual es

colectada por el condensador (NIKON TI-C-LWD LWD NA 0.52). El rayo laser se separa de la
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iluminacion con un espejo dicroico (CHROMA TECH 575DCSPXR) situado por encima del
condensador, y es dirigido a través de una lente colimadora, hacia un fotodiodo de cuadratura
(PDQS8OA - Quadrant Detector Sensor Head THORLABS), como se muestra en la figura 4.1. El
registro de la sefial de desplazamiento de la particula por el QPD y el calculo de su espectro de

potencia son comandados por un programa disefiado en LabVIEW®.

I u e
REl Ly L ]

Figura 4. 1 Esquema experimental para la medida de la rigidez de una pinza basica, usando un sensor de QPD.

Para probar la capacidad del sistema, se atraparon las particulas aplicando diferentes niveles de
potencia, ajustados como fracciones conocidas de la potencia maxima con combinaciones
apropiadas de filtros de densidad neutra. Se realizaron pruebas con particulas de poliestireno de
diferentes tamafios y particulas de latex, silicio y poliestireno de 1 um de didametro. De esta forma
se establecen diferencias entre particulas del mismo material con didmetros diferentes, vy
particulas con igual indice de refraccién e didmetro pero con diferente fuerza aplicada. El

resultado de esto es una amplia gama de frecuencias de corte.

Para la calibracién, la muestra se preparo Unicamente con agua destilada. Se usé un microcanal
ibidi p-Slide 1°* Luer, (www.ibidi.com) figura 4.2a). El procedimiento experimental para la medida
del desplazamiento de cada particula consistia en atrapar la particula y alejarla lo suficiente,
aproximadamente 5 um, de la superficie del canal, distancia suficiente para minimizar efectos de

pared y lograr la mejor aproximacién al movimiento de la particula. Para evitar errores en la
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medida, se monitored constantemente la temperatura del microcanal, usando una termocupla.
Ademas, la temperatura del recinto de medida se controld con aire acondicionado y realizando las

medidas remotamente (por fuera del recinto) via internet.
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a) b)
Figura 4. 2 a) microcanal ibidi usado para la muestra de calibracion. b) Montaje experimental Sensor de cuadratura
para la calibracién de la trampa.

4.4.1. Resultados Experimentales

Los datos recopilados por el programa hecho en LabVIEW® fueron procesados estadisticamente
por medio del programa Mathematica®. Para reducir el ruido de la sefial se tomaron 10 series de
datos consecutivos del espectro de potencia y se promediaron. Ademads, se tomo la sefial del ruido
de oscuridad y la sefial con el laser encendido pero sin particula atrapada, para ser restadas del

espectro de potencia y dar cuenta de buena parte del ruido, incluyendo el eléctrico y el mecanico.

La figura 4.3 ilustra el espectro de potencia obtenido, para una particula de latex de 1 um de
didmetro usando la combinacién de filtros neutros ND8+ND4+ND8, al cual se le retird el ruido. La
curva Lorentziana ajustada al espectro, se hallé6 usando el algoritmo iterativo LevenBerg

Marquardt del programa Mathematica®.
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Figura 4. 3 Densidad Espectral de potencia (DEP) para una particula de Latex 1,0 pm de didametro suspendida en agua.
Las curvas corresponden a la sefial en X, usando los filtros de densidad neutra ND8+ND4+NDS8, y el ajuste de la
Lorentziana con f, = 22,22 Hz. Con elasticidad k =2,51 pN/um -

En primer lugar, se utilizd un sistema de pinzas dpticas bdsico, manteniendo la potencia del laser
constante, y utilizando cinco particulas de poliestireno con didmetros diferentes. La figura 4.4
muestra las curvas de los ajustes a los correspondientes espectros de potencia medidos. En la
tabla 4.1 se muestra las frecuencias de corte y la rigidez de la trampa, y la forma como disminuyen
a medida que el didmetro de la particula aumenta, lo cual es justamente el comportamiento que
se espera para particulas mds grandes que el didmetro del punto focal del haz. Ademas, se puede
esperarse que la captura de particulas de menor didmetro es mucho mas fuerte, debido a que por
su menor masa, la transferencia de momentum es mas facil. Sin embargo, también son mas

sensibles a las perturbaciones térmicas y aberraciones del haz de atrapamiento.
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Figura 4. 4 Curvas de ajuste de la Densidad Espectral de Potencia (DSP) de la sefial en X, usando los filtros de
densidad neutra ND2+ND8, para particulas de poliestireno con diferentes diametros suspendidas en agua
desionizada, y con frecuencias de corte y rigidez de la pinza indicadas en la tabla 4.1.

Tabla 4. 1 Relacién de frecuencia de corte y elasticidad para particulas de poliestireno con diferente diametro.
Aplicando una potencia en la trampa del 6.35% (ND8 + ND2) de la potencia total.

Diametro [um] fo [Hz] ¥ [pN/pm]
1.0 224.82 24.26
2.0 64.82 6.99
3.0 18.91 2.77
4.0 16.75 1.81
5.0 6.35 0.67

Por otro lado, para determinar la rigidez de la trampa como funcién de la potencia, se uso una
particula de latex de 1 um de didmetro. En la figura 4.5 observamos que la rigidez de la trampa
aumenta con la potencia del laser. Sin embargo, a lo largo de las medidas que se realizaron se notd
que la inestabilidad en la potencia del laser es un factor critico para la calibracién acertada de las
fuerzas. Esto se puede evidenciar, en la tabla 4.2, en donde el valor con el filtro ND8 no se ajusta
bien con los demdas valores debido a que el laser empleado presenta variaciones de potencias
mayores incluso al 15% en periodos de tiempo de tan solo 10 minutos. Por esta razén se compré e

implementd un laser con mejores prestaciones y estabilidad de potencia.
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Figura 4. 5 Curvas de ajuste de la Densidad Espectral de Potencia (DSP) de la sefial en X, para 4 potencias diferentes
(diferente combinacion de filtros de densidad neutra), para una particula de latex de diametro 1 um, y con
frecuencias de corte y rigidez de la pinza indicadas en la tabla 4.2.

Tabla 4. 2 Relacidn de frecuencia de corte y elasticidad para diferentes valores de potencia en la pinza dptica,
producto de combinaciones de filtros de densidad neutra (con su correspondiente porcentaje de transmision). Para
una particula de latex de 1 um de diametro.

Filtro % de Potencia fo [Hz] K [pN/um]
ND8 12.5 293.84 31.676
ND8 + ND2 6.25 319.263 34.4167
ND8 + ND4 3.125 152.991 16.4925
ND8 + ND4 + ND2 1.15625 86.6797 9.34411
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y PESPECTIVAS

En el marco de esta tesis se desarrolld un sistema de pinzas dpticas holograficas dindamicas, el
primero en su clase en Colombia, el cual presenta todas las bondades necesarias para su inclusion
como herramienta de alto nivel para diversas aplicaciones. La arquitectura del sistema permite su
adaptacion, optimizacion y modificacion para emplearse en diversos problemas o especialidades.

Especificamente.

e Se mostrd el marco conceptual y tedrico bdsico para comprender la interaccién entre la
luz de atrapamiento y las particulas a través de dos aproximaciones: dptica geométrica y
dispersion de Rayleigh, las cuales permiten la comprension de algunos de los fendmenos

presentes y la discriminacion de parametros de disefio y optimizacion.

e Se implementd un sistema de pinzas dpticas de haz simple utilizando piezas estandar de
laboratorio, por medio del cual se establecieron las bases y estrategias para el disefio de

un sistema optimo de atrapamiento dptico.

e Se optimizé un modulador espacial de luz, a partir de las medidas de sus parametros de
Stokes de la luz reflejada, considerando los diferentes estados de polarizacién de la luz
incidente, generados por el PSG (Generador de Estados de Polarizacién) y los detectados
por el PSD (Detector de Estados de Polarizacién). De esta forma, se calculd la matriz de
Mueller del dispositivo y se analizaron la diatenuacién, la depolarizacién y los cambios en
el estado de polarizacion de la luz inducidas por el SLM. Por medio de estos parametros,
el analisis de la esfera de Poincare y la determinando la varianza minima de la intensidad

se pudo establecer las curvas de respuesta éptima en fase para el modulador.
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e Se obtuvo una profundidad de modulacion en fase mayor a la documentada por el
fabricante del modulador, con la cual se logré implementar en el sistema de pinzas dpticas
para la creacién de pinzas multiples holograficas dindmicas. A pesar de lo dispendioso de
la optimizacion del modulador ésta es completamente necesaria ya que con una
profundidad de modulacién menor en fase era imposible realizar trampas hologréficas

multiples y dindmicas.

e El sistema de pinzas dpticas holograficas logra emplear un modulador espacial de luz que
no ha sido empleado con éxito antes para estos fines, dadas sus bajas prestaciones. Esto

permitié obtener una herramienta completa y funcional con un modulador de bajo costo.

e Se empled el algoritmo de prismas y lentes para crear los mapas de fase necesarios para el
control y la manipulaciéon de las trampas espacialmente, a través de un programa de

generacion y despliegue por computador.

e Con la técnica del analisis espectral de la posicidn de la particula atrapada en la trampa, se
determind la elasticidad de la misma, lo que permite la mediciéon de las fuerzas que se
estan ejerciendo para tener una herramienta sensora y actuadora calibrada. Ademas, se
mostré la dependencia de la elasticidad con la potencia, extrapolando para altas potencias
donde no existe teoria para el comportamiento de la particula dentro de la trampa.

También se analizé la dependencia con el didmetro de la particula atrapada.

Obviamente, los avances alcanzados en esta tesis abren perspectivas a trabajos futuros, de los

cuales destaco:

¢ Tomar provecho del sistema holografico montado y realizar las correcciones de las

aberraciones épticas del montaje usando el modulador espacial de luz.

¢ Desarrollar un sistema de calibracion mas eficiente, estable y menos ruidoso por medio de

una camara CMOS vy realizar las comparaciones entre ambos sensores CMOS y QPD.
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Ademads, de implementar una caracterizacidon de las fuerzas en las trampas O6pticas
holograficas a medida que se aumentan el nimero de trampas, pero en la medida de lo

posible usando un modulador con caracteristicas técnicas mejores que el actual.

¢ Desarrollar todas la aplicaciones épticas posibles, explotando ademas el rango de fuerzas
de la pinzas, picoNewtons, el cual es ideal para medir las propiedades eslasticas de

polimeros y biopolimeros, por ejemplo.

La identificacion de un faltante en el contexto de la investigacidn en ciencia y tecnologia en el pais,
en el marco del desarrollo internacional: las pinzas Opticas son una llave de acceso a la
investigacion en meso-escala. El pais estd incursionando en ese nivel de tecnologia en diferentes
areas (biotecnologia, ciecias bio-médicas, materiales, dispositivos micro-estructurados, en fin), las
pinzas épticas son una herramienta indispensable para hacer investigacion de punta en esas areas,
como se ha demostrado en el mundo. Nosotros la estamos aportando al pais como un desarrollo
tecnologico propio. Y como vimos en esta tesis los resultados experimentales fueron contundentes

y de amplia aplicabilidad.
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