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1. RESUMEN

Este trabajo presenta los principios teéricos bdsicos para entender y modelar las fuerzas y
fenémenos presentes en un pinza éptica. Ademads, se muestran las principales y mas ttiles técnicas
experimentales para la calibracién de la elasticidad y cuantificacién de las fuerzas de una pinza
6ptica. Por ultimo, se presentan varios métodos para la ejecucién y medida de torque a particulas
atrapadas a través de la transferencia de momentum angular, de espin y orbital, entre la luz y la
materia. Los resultados logrados y las aplicaciones introducidas demuestran la obtencién de un
sistema de pinzas 6pticas de altras prestaciones, capaz de manipular traslacional y rotacionalmente
particulas micrométricas, y ademds la cuantificacién de las fuerzas y torques ejercidos, de forma no
invasiva ni destructiva. El sistema desarrollado es pionero en nuestro pafs y brinda un campo muy
amplio de investigacién y desarrollo.

2. ABSTRACT

This work presents the basic theoretical principles to understand and model the forces and
phenomena occurring in an optical tweezer. Aditionally, shows the main and most useful
experimental techniques for the calibration of the elasticity and quantification of the forces in an
optical trap. Several methods are presented are presented for execution and measurement of
torque on trapped particles through the transfer of angula momentum, spin and orbital, between
light and matter. The results achieved and applications introduced demostrate that a high profile
system was obtained, which is capable of handling translation and rotarion of micro-particles, and
also, the quantification of the forces and torques exerted on a non-invasive or destructive way.
The developed system is a pioneer in our country and provides a wide field of research and
development.



3. INTRODUCCION

Desde las observaciones de las colas de cometas hechas por Kepler en el siglo XVII se insinué la
posibilidad de que la luz pudiera ejercer algin tipo de fuerza mecédnica sobre cuerpos materiales.
Sin embargo, no fue sino hasta la formulacién electromagnética de Maxwell que se tuvo una idea
clara y un soporte teérico de la presién de radiacion. Posteriormente, y a pesar de las primeras
observaciones experimentales de las fuerzas de presién de radiacién (Nichols and Hull, 1903a,
1903b), decayé el interés en el drea debido a las muy bajas magnitudes de las fuerzas, que no
superaban ni a la fuerzas gravitacional ni a la de friccién, lo que dificultaba significativamente su

medicién y manipulacién, es decir, las hacia tecnolégicamente inttiles.

No obstante, luego de la invencién del laser, Arthur Ashkin, Steven Chu y sus colaboradores,
aprovecharon precisamente las fuerzas débiles, priducidas por un haz laser ligeramente enfocado,
para impulsar microesferas dieléctricas en un medio acuoso, también atraparlas completamente
usando dos haces enfrentados (Ashkin, 1970). Estos experimentos demostraron, por primera vez,
que la presién de radiaciéon es idénea para la manipulacién de objetos microscépicos, e incluso

sugirieron la posibilidad experimental de atrapar 4tomos individualmente.

Luego de varios trabajos del grupo de Ashkin dedicados a la levitacién de particulas (Ashkin and
Dziedzic, 1975)(Ashkin and Dziedzic, 1980), a la observacién y analisis de dispersién (Ashkin and
Dziedzic, 1980)(Ashkin and Dziedzic, 1981) y al atrapamiento de particulas utilizando haces
alternados (Ashkin, 1984; Ashkin and Dziedzic, 1985), en 1986 se logra el primer confinamiento
6ptico de microparticulas con un tdnico haz fuertemente enfocado por medio de un objetivo de
microscopio de inmersién (Ashkin et al., 1986). A partir de este momento, y vistas las capacidades
de atrapar y manipular microparticulas, asi como ejercer y medir fuerzas del orden de los
piconewton, las pinzas épticas se convierten en el centro de atencién de muchos campos de
investigacién, principalmente en las ciencias biolégicas, los sistemas coloidales, la micro y
nanoreologia, la nanotecnologfa, y la éptica y la fisica teérica para estudiar fenémenos nunca antes
observados, en los limites contrarios de la fisica estadistica y la mecanica cudntica. Por ejemplo,
Kuo (Kuo, 2001) asi como Lang y Block (Lang and Block, 2003) recogen cientos de referencias de

trabajos sobre mediciones de fuerzas en biologfa y sistemas coloidales.

Aunque todavia no se tiene una idea completa de todos los fenémenos involucrados, una pinza
Optica se basa en la utilizacién de la fuerza debida a la presién de radiacién que ejerce un haz de luz
fuertemente enfocado para confinar particulas en la escala micro y nanométrica. Esto se logra

generalmente mediante la utilizacién de un objetivo de microscopio de alta apertura numérica, que



concentra un haz laser. Dependiendo de la relacién entre la longitud de onda de la luz de
atrapamiento y el tamafio de la particula atrapada existen dos acercamientos tedéricos para
entender las fuerzas épticas. Por una parte, cuando las particulas son mucho més pequefias que la
longitud de onda se aplica la teoria de esparcimiento de Rayleigh, de modo que éstas son tratadas
como dipolos eléctricos puntuales (Harada and Asakura, 1996). En contraste, cuando la particula
es al menos un orden de magnitud mas grande que la longitud de onda, los objetos atrapados
pueden modelarse como pequefias lentes que refractan los rayos de luz, redireccionando el
momentum de los fotones incidentes (Grier, 2003). De esta forma las herramientas de la 6ptica
geométrica son empleadas en el que se denomina régimen de Mie (Ashkin, 1998). Para el caso
intermedio, y el caso general, es necesario un modelo que tenga en cuenta todos los aspectos
electromagnéticos involucrados en la interaccién entre la particula y la luz de atrapamiento. En
este caso se utiliza la teoria generalizada de Lorentz — Mie, acompafiada usualmente por

herramientas de cdlculo y métodos numéricos dada su complejidad.

Las fuerzas resultantes que provocan el atrapamiento usualemtne se clasifican en dos clases: una
fuerza de gradiente, proporcional al gradiente de la intensidad, que impulsa a la particula hacia la
zona de mayor intensidad en el centro del punto focal; y una fuerza de scattering o dispersién, que
impulsa la particula lejos del foco en la direccién de propagacién. La estabilidad de la trampa
6ptica recae en el dominio de la fuerza de gradiente sobre la fuerza de scattering, y se logra cuando

el haz diverge rapidamente del foco.

Una vez la particula ha sido atrapada, es posible manipular su ubicacién dentro de la muestra
cambiando la inclinacién o la divergencia del haz que ingresa al objetivo, o moviendo la muestra
misma respecto al punto focal por medio de microposicionamiento mecanico. El paso siguiente es
proceder a medir la magnitud de la fuerza que ejerce la pinza 6ptica sobre la particula atrapada, lo
cual permite obtener un instrumento calibrado para la ejecucién y medicién de fuerzas en los

sistemas que se deseen intervenir.

Aunque una pinza 6ptica que se puede desplazar por la muestra y arrastrar particulas es un
sofisticado instrumento actuador y transductor, su utilidad es limitada debido a que s6lo ofrece un
punto de sujecién. Para superar esta restriccién y potenciar ain mds las aplicaciones del
confinamiento 6ptico, se introducen las pinzas 6pticas multiples. Estas se pueden lograr por varios

métodos, a saber:

e Ingresar dos haces independientes al objetivo de microscopio, cada uno de los cuales forma una
pinza manipulable individualmente, en puntos diferentes. Sin embargo, este sistema puede

llegar a ser demasiado aparatoso.



¢ Programar un barrido de la pinza por la muestra, manteniéndola cortos instantes en puntos
definidos que sefialan la ubicacién de cada una de las trampas. Este procedimiento se conoce
como scanned optical tweezers o laser-scanning micromanipulation (Sasaki et al, 1991). Sin
embargo, para que sea exitoso, se debe garantizar que i) el tiempo de permanencia de la pinza
en cada punto sea suficientemente largo, de manera que las particulas que se han desplazado a
la deriva puedan ser reposicionadas, y i) que el tiempo del ciclo de barrido sea lo
suficientemente corto para evitar que las particulas se escapen, por accién del movimiento
browniano, antes de que vuelva el haz a sujetarlas. Ademds de su complejidad, este tipo de
pinzas Opticas estd restringido a trabajar en el plano focal; no obstante, pueden ser muy utiles
para formar arreglos planos de particulas coloidales (Grier, 2003), para probar nuevas ideas en
mecanica estadistica (FFaucheux et al., 1995) y medir interacciones macromoleculares (Verma et

al., 1998).

e Manipular el frente de onda que ingresa al objetivo, empleando un modulador espacial de luz
en el que se proyectan hologramas generados por computador, para lograr trampas en el
ntimero, ubicacién y morfologia deseada (Dufresne, 1998; Reicherter et al., 1999; Liesener et
al., 2000; Dufresne et al., 2001; Curtis et al., 2002). Esta es actualmente la forma mas eficiente,

versitil y robusta de hacer pinzas 6pticas multiples, y la que utilizé en el presente trabajo.

Ademas del trasporte y la transferencia de momentum lineal de la luz, la transferencia de
momentum angular a particulas ha sido muy intensamente investigada en los tltimos afos (Parkin
et al, 2007). La habilidad para ejercer torque Optico, con el que pueda manipularse
rotacionalmente microparticulas, revela un campo mas amplio de aplicaciones, gracias a que se
gana total control tridimensional del objeto atrapado. La rotacién permite la orientacién
controlada de especimenes, el estudio de propiedades de biomoléculas y la conduccién de

microméaquinas como microbombas para andlisis de flujos microscépicos, entre otras aplicaciones.

El torque optico siempre resulta de la conservacién del momentum angular cuando éste se
transfiere del haz a la particula. Asf, la rotacién se produce cuando el haz incidente lleva
momentum angular, o cuando no lo lleva pero le es inducido por la particula. La naturaleza del
momentum angular que lleva la luz, es decir, si es orbital, de espin o ambos, define los mecanismos
por los cuales se logra la rotacién de las particulas segtn sus caracteristicas (v.gr. morfologfa,
anisotropfias, tamarfio, asimetrias y absorcién). E1 momentum angular de espin estd relacionado con
la polarizacién circular de la luz, mientras que el orbital estd relacionado con una estructura
circular de la distribucién de la energfa en el haz, como ocurre por ejemplo en los haces tipo

Laguerre - Gauss o modos helicoidales (Allen et al., 1992; Simpson et al., 1996).



Sin embargo, existen otras formas de rotar particulas. Por ejemplo, dos pinzas 6pticas que sujetan
una microparticula alargada por sus extremos, pueden hacerla girar sin que intervenga el estado
de polarizacién de la luz (Bingelyte et al, 2003). Alternativamente, pueden utilizarse
distribuciones no circulares de intensidad, en las cuales las particulas alargadas se confinan bajo el
principio bésico de la fuerza de gradiente. Un método mds complejo emplea botellas le luz para

manipular espacialmente particulas (Arlt and Padgett, 2000).

En resumen, un sistema de pinzas 6pticas es un instrumento actuador y sensor en la escala micro y
nanométrica, que se fundamenta en el transporte de los momentos lineal y angular de la luz para la
captura, traslaciéon y rotaciéon de particulas. Explotar todas las capacidades de este sistema requiere
caracterizar las fuerzas y torques dpticos que ejerce, asi como garantizar la movilidad controlada

de los especimenes.

Este trabajo tiene como principal objetivo caracterizacién y cuantificacién de fuerzas y torques
ejercidos en un sistema de pinzas O6pticas, de tal manera que obtenga un equipo con las
caracteristicas necesarias para su insercién inmediata en las 4reas de investigacién actuales y
futuras en nuestra Sede. Al ser una herramienta ampliamente reconocida internacionalmente por
sus bondades, la apropiacién de esta tecnologia resulta de gran importancia e interés para nuestra

comunidad cientifica.

En primer lugar se exponen los aspectos teéricos mas relevantes para hacerse a una idea clara de
los fenémenos presentes durante el proceso de atrapamiento. Se detallan las aproximaciones de
Rayleigh y de Mie, que son muy utiles dadas sus herramientas matematicas simples, y se introduce
la teorfa generalizada mostrando los principales trabajos al respecto. En segundo lugar se presenta
la teorfa, montaje experimental y resultados para el proceso de calibracién de las fuerzas por los
dos métodos mas comunes, con el detalle y rigurosidad necesarios para obtener una herramienta
de alta precisiéon y versatilidad. Finalmente, medidas de transferencia de momentum angular,
torque y algunas aplicaciones completan el trabajo, mostrando la teorfa bésica y montajes

experimentales requeridos.

Como resultado de este trabajo se obtuvo por primera vez en Colombia un sistema de pinzas
Opticas con las mds altas prestaciones para la manipulacién de objetos micrométricos que queda al
servicio de la comunidad cientifica y académica local. La calidad de los equipos implementados y

los resultados experimentales demuestran que el sistema desarrollado es de primer nivel.



4. FISICA DE LAS PINZAS OPTICAS

4.1.INTRODUCCION

Las fuerzas responsables del atrapamiento en una pinza éptica se pueden entender en términos del
cambio temporal del flujo de momentum del haz incidente, que es resultado de la transferencia de
dicho momentum a la particula atrapada (Nieminen, Knoner, et al., 2007). Debe tenerse en cuenta
que la magnitud del momentum que porta un fotén en un rayo de luz que se propaga en un medio
de indice de refracciéon 7, aplicando la Ley de Planck y la Ley de Einstein, estd dada por(Ashkin,

2006):

p=hk="==——="= (1)

Donde n=h/2w con h la constante de Planck, k=27/2 es la magnitud del vector de onda,

donde A es la longitud de onda de la luz en el medio de propagacién, v =c/A es la frecuencia de

la luz, con ¢ la velocidad de la luz en el vacio respectivamente y E=hv es la energia del fotén.

Considerando entonces el flujo de energfa de un rayo, podemos tener el flujo de momentum:

con P la potencia o flujo de energfa.

Las fuerzas generadas por el intercambio de momentum se pueden descomponer en una
componente axial, en la direccién de propagacién, y otra transversal o radial, ortogonal a la
direccién de propagacién. A grandes rasgos, la componente axial se relaciona con la divergencia o
convergencia del haz, de modo que a mayor convergencia o divergencia, menor el flujo de
momentum; mientras que la componente radial se relaciona con la direccién global del haz, es
decir, si el haz es desviado en cierta direccién, gana momentum transversal en esa misma

direccién, y la particula sufre una fuerza reactiva en la direccién opuesta.

La forma mas simple de hacerse una idea del comportamiento de las fuerzas en un sistema de
pinzas 6pticas es asumiendo que la particula atrapada funciona como una pequefia lente positiva de
baja potencia éptica como se muestra en la Figura 4.1 (Nieminen, Knoéner, et al., 2007). Si la

particula estd centrada en el foco, los rayos de luz pasaran por su centro sin ser desviados y no



sufrira fuerza; serd un estado de equilibrio. Si la particula estd antes del foco, aumenta la
convergencia del haz y por lo tanto disminuye su flujo de momentum. Tal disminucién
corresponde a un incremento del momentum de la particula, equivalente a la accién de una fuerza
en la direccién de propagacién, que la empuja hacia el foco. Cuando la particula estd después del
toco, disminuye la divergencia del haz aumentando su flujo de momentum. Dicho aumento
corresponde ahora a un incremento del momentum de la particula, equivalente a la accién de una
tuerza que la lleva al foco. Si la particula se encuentra desplazada lateralmente con respecto al foco,
el haz es desviado y ganara momentum en la direccién de desvio. Por lo tanto, la particula sufrird

una fuerza en la direccién opuesta que la dirige al foco. En resumen, tanto las fuerzas axiales, como
las transversales operan como fuerzas restauradoras.

AVAYA
\WAYAY

Figura 4.1. Modelo simplificado de las fuerzas en una pinza 6ptica asumiendo que la particula
atrapada se comporta como una pequeiia lente. (a) la particula esta centrada en el foco: los rayos
de luz pasan por su centro sin ser desviados, de tal forma que la particula no sufre ninguna fuerza.
En los casos en los que la particula est4 alejada del foco, situaciones (b) a (d), los cambios en la
divergencia o direccion del haz provocan la aparicién de fuerzas restauradoras que empujan la
particula hacia al foco.

Es importante tener en cuenta que este modelo es una ligera aproximacién con cierta cercania
cualitativa al fenémeno de atrapamiento de particulas por un haz luminoso. De hecho, son muy
pocas las particulas que, en la préctica, se comportan como una pequefia lente. Ademads, el modelo
no tiene en cuenta la reflexién de algunos rayos que desplaza el punto de equilibrio de la particula

ligeramente fuera del foco, en la direccién de propagacion.

Aunque en realidad los fenémenos fundamentales son los mismos, convencionalmente se han

dividido las fuerzas en una pinza éptica en dos clases:

e TFuerza de scattering, ligada a fenémenos de esparcimiento, la cual es proporcional a la
intensidad del campo y es aplicada en direcciéon de la propagacién de la luz.



e Fuerza de gradiente, llamada as{ por su dependencia con el gradiente espacial de la
intensidad de la luz, el cual le da su direccion.

Una formalizacién maés rigurosa de las fuerzas o6pticas de confinamiento se logra a partir de
algunas consideraciones. Cuando el didmetro de la particula atrapada es mucho mayor que la
longitud de onda del haz, se cumplen las condiciones de la Solucién de Mie (o scattering de Mie), la
cual se basa en la 6ptica geométrica para cuantificar las fuerzas. En este contexto, las desviaciones
de los rayos de luz debidos a reflexiones y refracciones dan origen a cambios en el flujo de
momentum de la luz, los cuales se manifiestan en fuerzas sobre la particula que obedecen los
principios de conservacién y las leyes de Newton para la fuerzas (Neuman and Block, 2004). Este
modelo se encuentra muy bien descrito y desarrollado en los trabajos de Ashkin (Ashkin, 1998) y
Wright et dl. (Wright et al., 1993, 1994), y en primera instancia por Roosen e Imbert (Roosen and

Imbert, 1976).

Por otra parte, cuando la particula es mucho més pequena que la longitud de onda, debe aplicarse
la teorfa de esparcimiento de Rayleigh se cumple, y la particula se puede tratar como un dipolo
puntual. La relacién entre el tamaiio de la particula y la longitud de onda permite considerar que el
campo instantaneo es homogéneo dentro de toda la particula y por lo tanto se pueden aplicar las
ecuaciones de la electrostatica. Como el campo eléctrico oscila arménicamente en el tiempo, el
dipolo puntual inducido sigue sincrénicamente el campo, y por lo tanto la particula se comporta
como un dipolo puntual oscilante, ubicado en el centro de la particula, que radia ondas secundarias
en todas las direcciones (Harada and Asakura, 1996). En este marco, las dos componentes de las
fuerzas estdn claramente diferenciadas: la fuerza de scattering es debida a la absorcién y reemisién
de la luz por el dipolo, mientras la fuerza de gradiente resulta de la interaccién del dipolo inducido

con la distribucién espacial del campo eléctrico.

Cuando el tamaiio de la particula se encuentra en el llamado régimen intermedio, no se pueden
aplicar el modelo geométrico ni la teorfa de esparcimiento de Rayleigh. Es necesaria una
formulacién general de la electrodindmica como la Teorfa Generalizada de Lorentz — Mie, que es
véalida para todos los tamafios de particula, pero que implica una gran cantidad de calculos con

importante complejidad.

4.2.REGIMEN DE RAYLEIGH

Como se dijo anteriormente, en la situacién en la que la particula atrapada tiene unas dimensiones
mucho menores que la longitud de onda, el campo instantdneo dentro de su extensiéon se puede

considerar homogéneo. De esta manera las ecuaciones de la electrostética se pueden emplear para



las fuerzas sobre la particula, que se trata como un dipolo puntual inducido ubicado en su centro.
Asimismo, la fuerza que sufre puede ser descompuesta en dos componentes: la fuerza de scatteringy
la fuerza de gradiente, que estin asociadas con el cambio de momentum de la onda
electromagnética debido al esparcimiento causado por el dipolo y a la fuerza de Lorentz que actta

sobre el dipolo inducido, respectivamente (Harada and Asakura, 1996).

Con un sistema de coordenadas cartesianas (x,y,z), Figura 4.2, con origen en el centro de la

cintura del haz, que tiene radio w,,, y el haz propagéndose en la direccién del eje z positivo, en un
campo eléctrico instantaneo E(r,t) en el punto r=(x,y,z), el momento de dipolo d(r,¢) para una

particula de radio a esté dado por:

d(r,t):47rnfneoa3(mz_1]E(r,t) (3)

m’+2
donde m=n,/n, es la relacién entre el indice de refracciéon de la particula 7, y el indice de

refracciéon del medio 7, , en el cual estd sumergida.

Asumiendo que el material es no absorbente, se puede tener que el dipolo puntual inducido est4 en
fase con el campo eléctrico y oscila sincrénicamente con éste, radiando ondas secundarias en todas
las direcciones, cambiando tanto la magnitud como la direccién de la onda electromagnética, y
generando una transferencia de momentum cuya fuerza de scattering asociada se aplica sobre la

particula. Esta fuerza de scattering es:

n,o, (S(r,t o I(r),
Fy(r)= ”<C( )>T=n’" Pc (r)z

(%)

donde o = es la seccién transversal de la presiéon de radiacién, <S(r,t)> es el promedio temporal
pr T

del vector de Poynting orientado en la direccién de propagacién del haz Z, I(r) es la intensidad

del haz y ¢ esla velocidad de la luz en el vacio.

Como la particula es suficientemente pequefia, esparce la luz de forma isotrépica y la seccién

transversal de la presién de radiacién es igual a la seccién transversal de scattering, que es igual a:

(3)

5 128w’ (m’—1)
s 3A° m*+2

De acuerdo con la ecuacién (4), la fuerza de scattering es proporcional a la intensidad de la luz y

esta orientada en la direccién de su propagacién. La fuerte dependencia con el radio de la particula



hace que la fuerza de scattering se pueda balancear solo en los casos en los que realmente la

particula sea pequenia.

Figura 4.2. Geometria para el cilculo de la fuerza en el régimen de Rayleigh. Los ejes cartesianos
tienen su origen en el centro de la cintura del haz, cuyo radio es w.. El haz se propaga de la
direccién del eje z positivo.

Por otro lado, la fuerza de gradiente es el resultado de la interaccién del dipolo eléctrico con el

campo electromagnético inhomogéneo. La fuerza de Lorentz sobre un monopolo de carga g que
se mueve con una velocidad dr/dt en presencia de un campo eléctrico E(l‘,t) y uno magnético

B(r,t) es de la forma:

F(r,t)=q(E(r,t)+%xB(r,t)) (6)

Ahora, la fuerza neta instanténea sobre el dipolo, cuyas cargas se encuentran en las posiciones r, y

r,, se pueden escribir igualmente en términos de la fuerza de Lorentz, de la forma (Sehgal, 2010):

MXB(I‘,I)] (7)

£ ()= o Bl (e )+ £

El campo eléctrico E(rl,t) y E(rz,t) se relacionan de la siguiente forma:

E(rz,t):E(rl,t)+((r2 ~1,)-V)E(r.1) (8)
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Ademas, tomando el momento de dipolo eléctrico d=q(l‘1 —rz) , la ecuacién (7) la podemos

escribir como:

Fm(r,t)z(d-V)E(r,t)+%><B(r,t) (9)

Si la magnitud del campo eléctrico es apropiada, el comportamiento de la particula dieléctrica sera

lineal, es decir, el momento de dipolo eléctrico es proporcional al campo eléctrico aplicado,
d:OCE(I',t), con ¢ la polarizabilidad de la particula. Ademads, usando la identidad vectorial,

aplicada al campo eléctrico:
VE’ (r,t)=2(E(r,t)-V)E(r,t)+2E(r,t)x(V x E(r,t)) (10)

y aplicando la Ley de FFaraday, La ecuacién (9) se convierte en

net

F (r,t):a(%VEZ(r,t)+E(r,t)x%B(r,tH%E(r,t)xB(r,t))

net

¥ (r,t):a(%VEZ(r,t)+%(E(r,t)xB(r,t))) (1)

1 d
F,(r.t)=a| =VE*(r,t)+—S(r,
(e) = SVE )+ L s(r) |

Si la potencia del l4ser de atrapamiento es constante, el tltimo término de la ecuacién anterior, que
es el cambio temporal del vector de Poynting, es nulo. Ademds, la fuerza neta en estado
estacionario es el promedio temporal de la fuerza en la ecuacién anterior, que tomando el nombre

de fuerza de gradiente, se escribe entonces

1

FG(r):oc(EV<E2(r,t)>T)
FG(r):a(%V‘E(r)‘zj (12)

F,(r)=a( 3Vi(r)|

Con I(r) la intensidad del haz. Se puede ver claramente que la fuerza en la ecuacién (12) es

proporcional al gradiente de intensidad, y por lo tanto tiene tres componentes rectangulares que

estan dirigidos hacia la regién de mayor incremento de intensidad del haz.

Una forma mdas robusta a la presentada anteriormente segin Sehgal (Sehgal, 2010) es la

presentada anteriormente por Harada & Asakura. Cuya geometria se muestra en la Figura 4.2. A

11



partir del momento de dipolo en la ecuacién (8), y de la energfa en un campo aplicado, la fuerza de

gradiente instantadnea est4 definida como:

F,(r,t)= (d(r,t) . V)E(r,t)

2 _ 13
FG(r,t)=4n'n,2n£0a3(m2 1]EVE2(U) 1)

m-+2)2

Donde se ha aplicado la identidad vectorial (10) de forma andloga al caso anterior. Del mismo
modo, para el caso estacionario, la fuerza de sobre la particula gradiente es el promedio temporal

de la ecuacioén (13):

2 —_—
By ()= amriee | L LV (),

(14)

2 —
K, (r) = ””rzngoaz [ Z:z + ;]V|E(r)‘2

2n a’( m’—1
By ()= 22 2 o

Es importante notar que esta fuerza es, ademas, proporcional al volumen de la particula, es decir,
que depende de forma mas moderada del tamafio de la misma, comparada con la fuerza de

scattering.

Adicionalmente, Harada & Asakura consideran el haz con la forma de un haz gaussiano en la
aproximacién del orden cero, con el campo eléctrico linealmente polarizado paralelo al eje x y

propagédndose en direccién del eje z positivo, cuya intensidad estd dada por:

1(r)=(2p j 1 exp[—M] (13)

mwe J1+47 1+47°

donde P es la potencia del haz, segin P =mwn, g, cE; /4, con E, la intensidad del campo eléctrico
en el centro de la cintura del haz, cuya cintura tiene radio w, . Las coordenadas X, j y Z, son
coordenadas espaciales normalizadas, definidas por (i,i,2)=(X/Wo,y/wo,z/kwg), en donde

k=2m/A eslamagnitud del vector de onda en el medio.

La ecuacién (15) resulta de la aproximacién paraxial de un haz gaussiano escalar, el cual es muy

diferente a un haz fuertemente enfocado, ya que en este ultimo ningiin componente

12



electromagnético puede ser despreciado. Por tal motivo, Harada & Asakura introducen el

pardmetro adimensional

A
§=

2w,

(16)

que permite estimar la precisién de la aproximacién paraxial en situaciones especificas. En efecto,

estos autores muestran que tal descripcién, en términos de las componente eléctricas y magnéticas
solamente, es valida para los casos en que A< Wy, es decir, s <1, y demostraron que, bajo estas

condiciones, la aproximacién de orden cero tiene errores de 0.817% para s=0.02 (w,=81), y de

~4.87% para s=0.1 (w, =1.64).

Reemplazando la ecuacién (15) en la ecuacién (4) para la fuerza de scattering, se obtiene:

5.6 2 1)? 272+ 72
B (r) 1287 (m 1][2PJ L ol (% y)2 -

3eat \mP+2) \mw) J1+47° 1+47°

Para la fuerza de gradiente, se tienen las tres componentes cartesianas de la fuerza:

2mna*(m* =1 [ 2P 45 2(¥+3°) |,
ch(r)z— ’" ( 5 ) [ 5 2 SXp| — ( = ) X (18)
c m-+2 ) \ ww, WO(1+4Z ) 1+4z7
2nn a’(( m* -1\ ( 2P 45 2(2+5°) |
B, ()= (2 (20 H gy e | PR
c m°+2 w, WO(1+4Z ) 1+4z2
2ena(m* 1Y 8PZ 2(¥* +5 2(8°+5°) |.
FG,Z(I')=— = ( 5 ] - o\ 1- ( ~2) exp —(—4) zZ (20)
c m +2 T W0(1+4Z ) 1+4z7 1+4z7

La fuerza total que sufre una particula atrapada en una pinza éptica, en el régimen de Rayleigh, es
la suma de las componentes en las ecuaciones (17) a (20). Ademas, se puede ver claramente que la
fuerza tiene simetrfa de revolucién respecto al eje z, lo cual es de esperar dado el perfil de
intensidad, y al hecho de que para m >1 estin dirigidas hacia el centro de la cintura del haz. Por

otra parte, las componentes transversales F,. vy F;, tienen sus MAximos en (x,y,z) = (iw0 /2,0,0)

y (x,y,z)=(0,iw0/2,0) respectivamente, mientras que F; , la componente longitudinal en

(x..2)=(0.0.£kw,/243)-
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En la Figura 4.3 se muestran los perfiles de las componentes x y z de la fuerza de gradiente. Las

curvas fueron hechas tomando w, =1.51, con una particula de silice de radio a = 0.034, indice de

refraccién np=145599, y sumergida en un medio de indice n, =1.332. Con estas condiciones, el

pardmetro s=0.08, y por lo tanto, se puede trabajar bajo las aproximaciones planteadas.

En la Figura 4.3 se puede ver que la morfologia de la fuerza de gradiente sigue los cambios en la
intensidad y presenta sus méximos en donde los cambios espaciales de la intensidad son mas
rapidos. Igualmente tiene un comportamiento tipico de una fuerza restauradora que empuja la
particula atrapada hacia el punto de mayor intensidad. Se destaca ademas, que las curvas cruzan
por el origen y determinan allf un punto de estabilidad. Por otro lado, la Figura 4.4 muestra la
tfuerza de scattering comparada con la componente longitudinal de la fuerza de gradiente. La fuerza
de scattering se encarga de acelerar la particula en la direcciéon de propagacién, y debe ser superada
por la fuerza de gradiente para que sea posible el confinamiento éptico. Se puede ver que,
efectivamente para este caso, la magnitud de la fuerza de gradiente es mayor y permite retener la

particula.

Fex Fa,:

—k w},

Figura 4.3. Perfiles de las componentes x (Azul) y z (Verde) de la fuerza de gradiente. Las dos
curvas pasan por el origen, lo que significa que la fuerza de gradiente genera un punto de
estabilidad en el maximo de intensidad y actiia como una fuerza restauradora para particulas
cercanas a éste.

La relacién de magnitudes entre las dos clases de fuerza no solo especifica la estabilidad de la pinza
6ptica y, sino que ademds determina el punto de estabilidad a lo largo del eje de propagacién. La
Figura 4.5 muestra la componente longitudinal de la fuerza total a lo largo del eje de propagacién;

en ella se puede ver que la cuerva ya no pasa por el origen sino que esté ligeramente desplazada en
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el sentido de la propagacién. Esto quiere decir que la fuerza de scattering traslada el punto de
equilibrio de la pinza hasta el punto en donde es equilibrada por la fuerza de gradiente. Se puede
ver ademas que la simetria respecto al origen de la fuerza de gradiente estd rota y que el

movimiento de la particula es ahora notablemente mas restringido en direccién contrapropagante.

Fg,: Fs

—_-—
N

—k wj kwy

Figura 4.4. Componente longitudinal de la fuerza de gradiente (verde) y la fuerza de scattering
(rojo) a lo largo del eje z. El hecho de que la fuerza de gradiente sea de mayor magnitud a la
fuerza de scattering hace posible el atrapamiento en la pinza.

F,

<

Figura 4.5. Componente longitudinal de la fuerza total a lo largo del eje z. Se puede ver que el
punto de estabilidad esta ligeramente desplazado del origen por accién de la fuerza de scattering
y que ahora son notoriamente mayores las fuerzas en la direcciéon de propagacion.
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El campo de fuerzas generado por la fuerza de gradiente, la fuerza de scattering y la fuerza total se
muestran en la Figura 4.6, calculados en Mathematica. Cada una de las flechas simboliza la fuerza
que sufrirfa una particula si estuviera en esa posicién. El color y tamafio de cada flecha es
indicativo de la magnitud de la fuerza. Se puede observar que el campo de fuerzas de gradiente estd

mondtonamente dirigido hacia el origen, mientras las fuerzas de scattering se dirigen en el sentido

de la propagacién (Eje z).

-~

b) Campo de fuerzas de scattering.

..|
| '3
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\ 4
4

—

—k wp e
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A

c) Campo de fuerzas total.

Figura 4.6. Campo de fuerzas de gradiente, de scattering y total. Cada flecha simboliza la fuerza
que sufriria una particula en un punto particular.
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La Figura 4.7 muestra los campo de fuerza total en los planos xz y xy, superpuestos con el perfil de

intensidad en los mismos.

Figura 4.7. Perfiles de intensidad en los planos zz (a) y zy (b) con sus correspondientes campos de

fuerzas.

4.3.REGIMEN DE MIE

La 6ptica geométrica ha mostrado ser una herramienta muy util en la estimacién de fuerzas en una
pinza 6ptica desde los trabajos de Ashkin (Ashkin, 1998) y Wright et dl. (Wright et al., 1993,
1994), y Roosen e Imbert(Roosen and Imbert, 1976), como se comenté anteriormente. A partir de
tundamentos y ecuaciones sencillas se pueden tener muy buenas aproximaciones bajo la condicién

de que la particula sea al menos un orden de magnitud més grande que la longitud de onda.

La geometria de este andlisis es la misma presentada por Ashkin, y se muestra en la Figura 4.8. Un

rayo de potencia P, que viaja paralelo al eje z en un medio de indice de refraccién n,,, incide sobre
una esfera dieléctrica de indice n, a un dngulo 6 respecto a la normal de la superficie de la

particula en el punto de incidencia. Se puede asociar entonces a cada rayo un flujo de momentum
como el de la ecuacién (2), y asi, la fuerza total sobre la esfera es la suma de las contribuciones

debidas a los cambios en el flujo de momentum de los rayos al ser reflejados y refractados.
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Figura 4.8. Diagrama para el calculo de fuerzas sombre una particula esférica dieléctrica a través
de 6ptica geométrica. Por cada rayo de potencia P que incide sobre la particula, es reflejado un
rayo de potencia PR., mientras se refracta uno de potencia PT. que da origen a una serie infinita
de rayos emergentes.

Parte de la potencia del rayo incidente es reflejada en el rayo PR, , mientras que el resto se
transmite en el rayo PT,, donde R, y T, son los coeficientes de reflexién y transmisién de
Fresnel a un 4ngulo 0 para el caso de incidencia desde el medio hacia el interior de la particula.
Ahora, a partir de ese primer rayo refractado hacia el interior de la particula se genera una serie

infinita de rayos emergentes; el primer rayo emergente tiene una potencia PT,T, el segundo

PT,TR, el tercero PTOTRz, y de esta forma sucesivamente, donde T y R son los coeficientes de

Fresnel para el caso de incidencia desde en interior de la particula hacia el medio, cuyo dngulo de
incidencia es r como se muestra en la Figura 4.9. En esta figura se puede ver que el tridngulo que
se forma entre el punto de entrada del rayo, el centro de la particula y el punto de salida, siempre
es isésceles, y por lo tanto el dngulo de refraccién al ingresar el rayo es el dngulo de incidencia al
salir. Entonces, para los siguientes rayos reflejados internamente, el dngulo de incidencia hacia el

medio siempre sera r .
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PT,T

Figura 4.9. Diagrama de los dngulos de los rayos al ingresar y salir de la particula. El tridngulo
que se forma entre el punto de ingreso del rayo, el centro de la particula y el punto de salida del
rayo, siempre es isésceles.

El calculo de la fuerza producida por un rayo de luz se hace a partir del anélisis de los cambios en
direccién y potencia que sufre al incidir en sobre la particula, lo cual corresponde al cambio en el
flujo del momentum asociado al rayo. Luego, se descompone la fuerza en dos componentes
ortogonales: Una componente longitudinal en la direccién del eje z positivo , denominada fuerza
de scattering, y a otra transversal, en la direccién del eje y positivo que serd la fuerza de gradiente.
Dadas las condiciones de simetria, se tiene en cuenta que la componente x de la fuerza es idéntica a

la componente en y.
Asf, la fuerza de scattering se define como:

n AP
Fy=Ag, == (21)

donde en subindice indica la direccién sobre la que se toman los cambios.

De la Figura 4.8 se tiene que la componente longitudinal del primer rayo reflejado tiene una

potencia de PR,cos[7+20], mientras que el primer rayo transmitido, que hace un angulo «

respecto al incidente, tiene una potencia de PT,T cos[ct]. Ahora, el segundo rayo emergente hace

un 4ngulo a+f, mientras que el del tercero es o+2f8. De esta forma, el rayo n emergente hard un

dngulo a+nf3, con n=0,1,2,3,..., respecto al incidente y tendré una potencia:

PT,TR" cos|[ ot +nf] con n=0,1,2,3,... (22)
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Con esto, podemos reescribir la ecuacién (21) en la forma:

P P P
Fsan—{nm R, cos|[ +20]+ = ZTOTR”cos[oc+nﬁ]}
Cc Cc n=|
° (23)
p o
F,= it {1 + R, cos[m+20]+ TOTZR" cos[a + nﬂ]}
c n=0
Para la componente transversal, de forma analoga se tiene:
P P
F, :0—{’1’” Rosen[7r+29]+n’” ZTOTR” sen[oc+nﬁ]}
c -
" (24)

P
F,="n
c

{RO sen[20]-T,7 S R sen[ar +nﬁ]}

n=0

La suma de todas las fuerzas se puede calcular considerando la fuerza total en el plano complejo en

la forma F, = F; +iF, (Roosen and Imbert, 1976; Ashkin, 1998). De esta forma

F, = n,P {1 +R, cos[26]- TOTi R’ cos[a+nfB]+iR,sen[20] - iTOTiR" sen|or + nﬂ]}
c n=0 n=0
(25)

n, P
c

F = {1 + R, cos[26]+iR, sen[26]— TOTiR" exp[i(a+ nﬁ)]}
n=0

Teniendo en cuenta que 0<R<I1, el dltimo término de la ecuacién anterior es una serie

geométrica que se puede escribir como:

oo

%R” exp[i((l+nﬁ)]=—${;§]}_l (26)

Reemplazando en la ecuacién (25), racionalizando y organizando los términos se obtiene:

P explio |(1— Rexp|—i
F, == 11+ R, cos[26]+iR, sen[260]-T,T ul ]2( p[-iA]) (27)
c 14+ R> —2Rcos| ]
De la geometria en la Figura 4.8 y aplicando la Ley de Snell se tienen las siguientes relaciones:
o=20-2r A B=n-2r (28)

donde

r=sen” [n’” sen[O]} (29)

n,
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De esta forma, reemplazando y separando de nuevo las partes real e imaginarias, se tienen las

componentes longitudinal y transversal de la fuerza en funcién del dngulo 0.

n P cos[20—2r]+ Rcos[260] | .
F =<1 20|(-T.T
5(9) c { +ROCOS[ 0] 0 1+R2+2Rcos[2r] ¢ (30)
n P sen[20—2r]+Rsen[20] N
F. (6)=——<R 20-T.T
G‘y( ) c { Osen[ ] 0 1+R2+2Rcos[2r] Y (31)

Es importante destacar que las ecuaciones anteriores estdn en funcién de los coeficientes de
Fresnel, los cuales se definen para estados de polarizacién lineal particulares. Por lo tanto, dada la
geometria de la particula, la fuerza ejercida sobre ella por un haz linealmente polarizado y
axialmente simétrico es independiente de la orientacién del plano de polarizacién. Se escoge
entonces, por conveniencia que la luz de atrapamiento esté circularmente polarizada con la mitad
de la potencia en cada componente de polarizacién lineal, lo que justifica considerar el promedio de

reflectanca y transmitancia, definidos como (Roosen and Imbert, 1976):

e RHR ;DT

2 2 (32)

en donde R, y T, Ry T, son los coeficientes de intensidad de Fresnel de reflexién y

transmisién para el campo eléctrico TE y TM.

Una forma alternativa es la que utilizan Ashkin y Roosen, al tomar el promedio de las fuerzas

calculadas para cada estado de polarizacién, de la siguiente forma:

o E+E

5 (39

Se introduce ahora la magnitud adimensional Q, que se relaciona con la fuerza de la siguiente

forma:

F
O=—"= (84)
(n,P/c)
Teniendo en cuenta que n,P/c es el momentum incidente por segundo de la luz de atrapamiento
en el medio de indice de refraccién n, , la magnitud el pardmetro Q cuantifica cuan eficiente es la

transferencia de momentum entre la luz incidente y la particula. En la Figura 4.10 se muestran las

graficas de O, Qg y la suma Q, +Q,; para una esfera de silice sumergida en agua. Los signos de
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las curvas estdn asociados a las direcciones de las fuerzas, lo que permite apreciar la naturaleza

restauradora de la fuerza de gradiente en particular. Por otra parte, los valores de la fuerza de

scattering siempre son positivos, mostrando que siempre estd dirigida en la direccién de

propagacion.

Figura 4.10. Grifica de Q para la fuerza de scattering (rojo), la de gradiente (azul) y la suma de

ambas (verde continua), para una esfera de silice sumergida en agua.

Consideremos ahora algunas situaciones de particular interés. Supongamos que el centro de la

esfera estd desplazado una distancia S respecto al foco de atrapamiento a lo largo del eje %, como

se muestra en la Figura 4.11. E] objetivo tiene una apertura de entrada con un radio de a

max Y UNa

distancia focal f, y la esfera tiene un radio p. Un rayo particular, que ingresa al objetivo a una

distancia a del eje z incide sobre la particula haciendo un dngulo 6 respecto a la normal de la

formara un angulo ¢, .

superficie, y a un angulo ¢ respecto al eje z. El plano de incidencia contiene al eje z y forma un

dngulo B respecto al plano yz. Un rayo que ingrese a una distancia a

max >

Las fuerzas de gradiente y de scattering generadas por ese rayo particular se muestra también en

la Figura 4.11. La simetria de la particula y la simetrfa axial del haz de atrapamiento permiten

inferir que para este caso las componentes transversales diametralmente opuestas de las fuerzas se

cancelan una a la otra, y por lo tanto solo habra componente longitudinal. De esta forma:

Q;.. = Oscos[9]

—~0,sen[0]
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Del tridngulo que se forma entre el centro de la esfera, el punto de incidencia del rayo y el punto

de interseccién de la proyeccién del rayo con el eje z, se tiene la siguiente relacién:
psen[0]=Ssen[¢]
Ademas, de la geometria y la apertura numérica:

tan[q)] = % A NA=n, sen[(bméx]

|

Apertura del ob) Ravo

de microsc oplo

(36)

(87)

a

AN

0 > X 2’ 0
é
X F\
Y
v p v
A Z

Figura 4.11. Geometria para el caso en que la particula estd desplazada longitudinalmente

respecto al foco. La imagen de la derecha corresponde al corte en el plano de incidencia.

De esta forma, utilizando las ecuaciones (36) y (37) se obtiene 6 y se pueden calcular Qg y Qg

para un rayo. Para todo el haz, el procedimiento consiste en integrar para todos los valores de a y

del angulo f.

a,

2
0. = ﬂaiéx 3.[ 0, cos[q)]ada
Q,.=- 21 UTXQ sen[¢|ada
o ”aiéx 0 ¢

en donde
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0 =sen isen{tan"1 {gﬂ (39)
R f

Para el caso en que el centro de la particula se encuentra desplazado transversalmente sobre el eje
yuna distancia §’, Ashkin toma en cuenta que para este caso se deben considerar las contribuciones
de cada estado de polarizacién de manera separada. Ademads, los célculos de las diferentes fuerzas y
componentes pierden la simetria entre los cuadrantes y es necesario atender muy detalladamente
los signos y orientaciones de los dangulos implicados. Sin embargo, se pueden tener expresiones
menos detalladas, que pueden ser ttiles, como las reportadas por Sun Wei y colaboradores (Wei et
al., 2000). Segun la Figura 4.12, un rayo particular ingresa al objetivo a una distancia a del eje de
la lente e incide sobre la esfera en el punto /" sobe el plano de incidencia AW Wf; que es el plano de
incidencia, formando un angulo ¢ respecto a la linea f#”. Las componentes de las fuerzas estan
contenidas en el plano f7O, el cual contiene el rayo incidente y el vector normal. El rayo incidente

y el eje y forman un dngulo y .

Eje dptico Rayo
W
A 1
g 1
. |
n 1
b 1
1
A\ |
/
X R :
!
/ w
Y £ > Y
fl BY|O
5
VA
A 4
Z

Figura 4.12. Geometria para el caso en que el foco esta desplazado una distancia S' del centro de
la esfera a lo largo del eje y.

De la geometria se obtienen ademas las siguientes relaciones para los angulos de interés y para el

calculo de las fuerzas:

tan[a|=1/a
psen[6]=S'sen[y] (40)
cos[y] = cos[a]cos|B]
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Con estas relaciones, se calculan entonces las contribuciones de todos los rayos a partir de las

siguientes integrales:

Q.= ﬂ;i ﬁIoI(QS sen|ct|)adadf (41)
0, miﬁjj 0. —EE—{‘;‘]] adadp (42)
0, - MZ Bjj 0, (~cos|ar]cos[ B])adadp (45)
0., = Mz ﬁjj 0, (~sen[y])adadp (44)

Es importante recordar que las ecuaciones anteriores permiten calcular las componentes de las

diferentes fuerzas, pero no tienen en cuenta los efectos de polarizacién.

El caso generalizado cuando el foco del haz se encuentra en cualquier punto del espacio se infiere
de forma similar, dando origen a ecuaciones atin més complejas, pero con la misma forma de

céalculo.

4.4.APLICABILIDAD, RESTRICCIONES Y TEORIA GENERALIZADA

La validez de las aproximaciones geométricas y de Rayleigh esta limitada a casos limite, pero han
demostrado ser muy utiles en sus rangos. En el caso del modelo de éptica geométrica, su
aplicabilidad se reduce a casos en los que el tamafio minimo de la particula sea al menos de 104, o
mads estrictamente unos 204 . Ademds, la fenomenologfa no queda satisfactoriamente descrita por
solamente los fenémenos de reflexién y refraccién de rayos de luz. Por otra parte, es claro que en
el foco de un haz fuertemente concentrado, la 6ptica geométrica colapsa y serfa imposible
considerar particulas en la escala del segmento focal real. Sin embargo, se ha mostrado la utilidad
del modelo geométrico para el calculo de fuerzas en los casos donde es aplicable, con muy buen
acuerdo con medidas experimentales (Wright et al., 1994)(Wright et al., 1993)(Gauthier and
Wallace, 1995)(Kawauchi et al., 2007), con la considerable ventaja de la simplicidad de los calculos

y la formulacién teérica.

El marco conceptual del esparcimiento de Rayleigh permite tener una nocién mas cercana a la

realidad respecto a la verdadera naturaleza de los fenémenos tras las fuerzas en las pinzas épticas.
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Harada y Asakura mostraron (Harada and Asakura, 1996), sin embargo, que la validez de la

aproximacion se limita para los casos en los que el radio de la particula sea menor a 1/20. Para

radios mayores, la fuerza de scattering difiere fuertemente comparado con célculos exactos hechos
con la teorfa generalizada de Lorentz — Mie. A pesar de esto, la fuerza de gradiente presenta un
muy buen comportamiento, extendiendo su rango de validez al llamado régimen intermedio, hasta
llegar a dimensiones comparables con la seccién focal, a partir de las cuales pierde su validez
debido a que desaparece la dependencia con el volumen de la esfera en la teoria generalizada. Es
decir, la aplicabilidad de la aproximacién de Rayleigh para la fuerza de gradiente esta limitada por
el tamarfio del spot en el foco respecto al tamafio de la particula. Solo cuando la particula es de un
tamaifio menor que el spot del foco se puede aplicar la suposicién de que el campo eléctrico dentro
de la particula es homogéneo, lo que permite reducir el modelo a un dipolo puntual en el sentido de
la electrostatica. Esta limitacion se puede superar aplicando la aproximacién de Rayleigh — Debye

para el momento de dipolo de una particula dieléctrica de tamaiio finito.

A pesar de la utilidad que puedan tener las aproximaciones presentadas, la gran mayoria de los
casos de interés recae en el régimen intermedio. De esta forma, si se requiere tener un modelo que
abarque todo los rangos de trabajo, se requiere utilizar la teorfa exacta electromagnética, que
tenga en cuenta que en los haces fuertemente concentrados la cintura del haz tiene un tamafio
limite y las componentes electromagnéticas axiales no se pueden despreciar. Ademas, fenémenos
resonantes e interferométricos son muy notorios cuando la particula es comparable con la longitud

de onda, sin contar posibles efectos no lineales debidos a las altas concentraciones de luz.

Se han realizado varios trabajos utilizando diferentes estrategias de calculo, métodos numéricos y
computacionales. Mazolli et dl. derivan una representacién de las fuerzas en pinzas épticas sobre
una esfera dieléctrica con una serie explicita de ondas parciales (Mazolli et al., 2003). Ganic et dl.
mostraron un célculo exacto a partir de la teoria vectorial de difraccién (Ganic et al., 2004). El
equipo de Rubinsztein-Dunlop ha desarrollado herramientas computacionales utilizando la teorfa
generalizada Lorentz — Mie y con el método de la matriz-T (Nieminen, Rubinsztein-Dunlop,
Heckenberg, et al., 2001; Nieminen, Knoner, et al., 2007; Nieminen, Loke, et al., 2007) que incluso
puede calcular para particulas no estéricas (Nieminen, Rubinsztein-Dunlop, and Heckenberg,
2001). También hay trabajos para pinzas Opticas con campos electromagnéticos arbitrarios
(Rohrbach and Stelzer, 2001), para particulas muy generales (Bonessi et al., 2007) e incluso

estados de polarizacién radiales (Kawauchi et al., 2007).

Sin embargo, a pesar de que se pueden tener calculos tedricos de mucha calidad, la cantidad de
factores experimentales como las fuerzas térmicas, las hidrodindmicas, cambios locales en la

composicién de la muestra, y la calidad y el buen uso que se haga de los equipos de atrapamiento y
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medicién, marcan muy fuertemente cada experimento y limitan la aplicabilidad de las teorias de
atrapamiento a condiciones muy restringidas. En la préctica resulta més ttil tener una primera
idea aproximada de las caracteristicas de la pinza e implementar un sistema de caracterizaciéon y
control que permita tener versatilidad en las medidas y aplicaciones de fuerza para una gama

amplia de muestras y condiciones de trabajo.
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5. FUERZAS Y ELASTICIDAD DE LAS PINZAS OPTICAS

5.1. INTRODUCCION

Las pinzas 6pticas han sido empleadas en una gran variedad de aplicaciones dentro de la biologia
(Ashkin and Dziedzic, 1987; Svoboda and Block, 1994; Oddershede et al., 2000; Kuo, 2001; Zhang
and Liu, 2008), la fisica y quimica molecular (Lang et al., 2002; Grier, 2003; Kitamura and
Kitagawa, 2003; Moffitt et al., 2008), la fisica atémica (Chu et al., 1986) y los coloides (Grier, 1997;
Verma et al.,, 1998; Daria et al., 2003; Smalyukh et al., 2005), entre otras. Su capacidad de trasladar
particulas en el volumen de la muestra, con resoluciones en la escala nanométrica, fue la primera
en explotarse, gracias a la posibilidad de inmersién no invasiva ni destructiva de las pinzas en
ambientes hostiles para cualquier otra técnica. Sin embargo, se ha demostrado que el uso de las
pinzas 6pticas como herramienta transductora de fuerzas, en la escala de los piconewtons, la

convierten en una técnica practicamente imprescindible para diversas 4reas del conocimiento.

Como se mostré en el capitulo anterior, se han establecido relaciones teéricas para determinar la
fuerza en una pinza 6ptica con clerta aproximacién. Debe tenerse en cuenta, no obstante, el papel
definitivo de las condiciones experimentales particulares y las cualidades especificas de la muestra
cuando se requiere medir o ejercer fuerzas. Son estas circunstancias las que hacen necesaria la
calibracién de las fuerza de la trampa 6ptica, bajo condiciones especificas de trabajo y para cada

muestra particular.

Se han utilizado varios métodos para medir la fuerza de una pinza éptica (Capitanio et al., 2002;
Williams, 2002; Neuman and Block, 2004). Una técnica comtn utiliza el arrastre viscoso de Stokes
para una particula esférica que se mueve a una velocidad o aceleracién conocida en un medio
particular (Felgner et al., 1995). Esta estrategia permite medir la fuerza bajo condiciones no
necesariamente iguales a las de una muestra biolégica, por ejemplo. Ademds, este método no
permite tener conocimiento o control continuo de la fuerza cuando se est4 haciendo uso de ella, ni
permite prever cambios en las condiciones de la muestra que afectan la magnitud o caracteristica

de la fuerza.

Resulta més conveniente explotar el hecho de que en la regién cercana al punto de equilibrio de la
trampa, la interaccién entre la particula y la pinza es aproximadamente de la forma de un potencial

armoénico (Bartlett and Henderson, 2002; Ashkin, 2006; Deng et al., 2007), con un coeficiente que
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relaciona linealmente el desplazamiento relativo con la fuerza, llamado contante de elasticidad o
rigidez de la pinza. Asi, determinando la elasticidad de la trampa y acoplando un sistema que
identifique la posicién de la particula respecto a su posicién de equilibrio, se puede realizar una
medida de la fuerza que se esté aplicando, con la ventaja de que puede calibrarse cada vez que se

necesite e incluso sobre la misma muestra.

Existen varios métodos para la deteccién de la posicién de la particula. En primer lugar, acoplando
una camara de alta velocidad para capturar la imagen de la muestra en el microscopio, y aplicando
algoritmos de seguimiento de objetos, se ha demostrado que se puede determinar la posicién de la
particula atrapada con una precisién de 10 nm y un ancho de banda de unos pocos kilohertzios, a
una rata de adquisicién de imagenes de 2KHz (Keen et al., 2007). Esta técnica ofrece la ventaja de
poder medir simultdneamente la posicién de varias particulas atrapadas en pinzas multiples, pero
esta limitada en resolucién y ancho de banda respecto a otros métodos y necesita gran capacidad
de memoria de cédlculo o almacenamiento, o alternativamente, la utilizacién de una cdmara
inteligente capaz de realizar el seguimiento de las particulas de forma auténoma, de manera que

informe sélo sobre las coordenadas de las posiciones.

Otra técnica para la medida de la posicién utiliza interferémetro diferencial basado en un
microscopio de contraste de interferencia diferencial modificado. Esta técnica es tedricamente
independiente de la posicién de la particula en el plano de la muestra, y puede lograr alta
sensitividad (Denk and Webb, 1990). En el procedimiento, se divide la luz de atrapamiento,
polarizada linealmente, en haces con estados de polarizacién ortogonales, desplazados fisicamente
uno del otro, mediante un prisma de wollastonita. Dichos haces se recombinan por medio de otro
prisma de wollastonita, luego de pasar por la muestra, y el estado de polarizacién resultante es
medido en un polarimetro, consistente en una ldmina retardadora seguida de un divisor de haz
polarizado y de sensores que determinan la intensidad de los dos haces salientes del divisor de haz.
La senal diferencial y normalizada, obtenida de las lecturas de los sensores, da razén del estado de
polarizacién mencionado. Asf, una particula centrada en la trampa genera un desfase igual en los
dos haces, induciendo un estado de polarizacién lineal en la luz recombinada. Cuando la particula
se desplaza fuera de la posicién de equilibrio, introduce un desfase relativo entre los dos haces, y la
luz en el polarimetro sera ligeramente eliptica. Se calibra entonces la elipticidad de la luz con el
desplazamiento de la particula una distancia conocida sobre la muestra (Capitanio et al., 2002;

Neuman and Block, 2004).

Por otra parte, la deteccién con un sensor de cuadratura de la interferencia entre la luz que pasa
por la muestra y la que es dispersada por la particula atrapada, permite tener una sefial de la

posicién respecto al punto de equilibrio de la trampa, cuando el detector se pone en un plano
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conjugado al plano focal trasero del condensador a lo largo del eje 6ptico. De esta forma, es posible
tener resoluciones espaciales nanométricas y frecuencias de muestreo superiores a los 100KHz.
Ademas, el procesamiento de los datos puede ser hecho de forma automética por software y

hardware especializado.

Otra ventaja de uso del sensor de cuadratura para la deteccién de la posicién de la particula
atrapada en la pinza, es que éste no es sensible a la ubicacién de la trampa y la particula dentro del
plano de la muestra. Ademads, la geometria de la particula no afecta la medida y ésta puede ser
hecha en tiempo real bajo condiciones de turbulencia o inhomogeneidades, bajo las cuales los otros
métodos no pueden trabajar. Igualmente, la deteccién con sensor de cuadratura es simple y

econémica de implementar.

Una vez se obtiene la sefial de la posicién de la particula dentro de la pinza, se analiza su espectro
de potencia o se aplica el teorema de equiparticién, como se mostrara mas adelante, para

determinar la elasticidad o rigidez de la pinza.

5.2. MARCO TEORICO

Como se dijo anteriormente, el analisis del movimiento browniano de la particula atrapada en una
pinza éptica, bajo un potencial arménico, arroja informacién acerca de la rigidez de la trampa, util
para determinar su calibracién. Con tal fin, se utiliza la teorfa de Einstein — Ornstein — Uhlenbeck
para el movimiento browniano, que describe el movimiento de una particula en un potencial

armoénico de acuerdo a la siguiente ecuacién de Langevin, unidimensional por simplicidad, para la

trayectoria de la particula x(z) (Berg-Serensen and Flyvbjerg, 2004; Deng et al., 2007):

mi (1) +y, k(1) +xx(t) =2k, Ty, n(t) (1)

donde el término kx(r) corresponde a la fuerza arménica hookeana de la trampa, con kK como el
coeficiente de elasticidad o rigidez de la pinza. La fuerza debida a la fricciéon viscosa corresponde al
término ¥,x(¢), con el coeficiente de friccién o arrastre 7y, definido segin la Ley de Stokes para

una particula de radio @ que se encuentra muy lejos de cualquier superficie, sumergida en un

fluido con densidad p y viscosidad cinemdtica v, por medio de la siguiente relacién:

Y, =67pva (2)
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El miembro derecho de la ecuacién (1) representa un proceso aleatorio gaussiano que da cuenta de
las fuerzas brownianas a una temperatura absoluta 7, y con una energfa térmica kT, donde k, es

la constante de Bolzmann, y se cumplen las siguientes relaciones para todo  y t”:

(n(e)=0;  (n()n()=8(t-r) ()

Por ultimo, el primer término de la ecuacién (1) corresponde al término inercial, donde m es la

masa aparente de la esfera. Este término se puede despreciar puesto que el tiempo caracteristico de

pérdida de energfa cinética por friccién, 7, =m/y,, es de al menos tres érdenes de magnitud

merc
menor que el tiempo minimo que se puede resolver con la tarjeta de adquisicién, a una frecuencia
maxima de muestreo de 44kHz. Por otra parte, cabe reconocer que tanto la masa aparente como el
coeficiente de friccién son dependientes de la frecuencia, pero a bajas frecuencias de oscilacién de la
particula, el coeficiente de friccién no varfa apreciablemente, ademas de que el término inercial

puede ignorarse (Berg-Serensen and Flyvbjerg, 2004; Deng et al., 2007). Con base en este andlisis,

e introduciendo la frecuencia de corte f. = K'/(ZTL’)/O) y la ecuacién de Einstein para el coeficiente

de atenuacién D =k,T /v, ,la ecuacién (1) se escribe entonces:

#(r)+2mfx(r) = (20) " n(r) (4)

Si se registra el movimiento de la particula durante un periodo de tiempo 7,,, la transformada de

m?

Fourier para x(¢) y 1(¢) toman las formas:

1,2
% = j x(t)e* " dt,f, =k/T, , con kentero (5)

-T2

Con lo que se puede obtener, a partir de la ecuacién (4), la siguiente relacién:

. (2D)"#,

" 2w Y

Ademds, a partir de las ecuaciones (3), Berg-Serensen & Flyvbjerg mostraron que el valor

experimental del espectro de potencia es de la forma:

P(eX) = |5€k|2 — D |ﬁk|2
g T, 2n°T, f +f

m

Cuyo valor esperado, pada k>0 es una lorentziana.
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YR Ry (8)

- D
21 (2 + )

= ( pex)
P=(R
De esta forma, a partir del ajuste a una funcién lorentziana del espectro de potencia de la posicién

de la particula en la trampa, se obtiene f, y se calcula la rigidez.

Para la aplicacién de la ecuacién lorentziana es conveniente definir un rango de frecuencias que no
incluyan efectos de ruido de baja frecuencia fruto del muestreo finito, algunas vibraciones

mecénicas y la luz que no es afectada por la particula. Ademds, para frecuencias altas, el ajuste

. 1. . 2 2 .
lorentziano solo es vélido para frecuencias tales que f~ < fy,,, donde Jnyq €s la frecuencia de

Nyquist. [gualmente, los detectores tienen un comportamiento intrinseco de filtros paso bajo, y la
teoria de movimiento browniano de Einstein — Ornstein — Uhlenbeck utilizada es una
aproximacién de bajas frecuencias. Es por esto, que se selecciona una banda de frecuencias
conveniente, que contenga la frecuencia de corte, para realizar el ajuste cumpliendo los criterios

anteriores.

Por otra parte, como se ha mostrado, la particula atrapada en la trampa experimenta un potencial
armoénico en cercanfas de su punto de equilibrio. Igualmente, debido a la naturaleza del
movimiento, la distribucién de posiciones de la particula en la pinza se describe por la estadistica

de Boltzmann en un potencial arménico (Oddershede et al., 2000):

p(x)e<exp[—x*/207 ] (9)

De esta forma, ajustando el histograma de las posiciones o analizando estadisticamente el registro
de las posiciones tomadas en el sensor de cuadratura, se aplica el teorema de equiparticién, con el

cual se tiene la siguiente relacion:

or=(x")= (10)

Este método tiene la ventaja de que con tan solo estimar la varianza de la posicién, se puede
obtener la rigidez de la pinza. Ademads, este teorema no depende explicitamente del arrastre
viscoso de la particula, y por lo tanto no es necesario conocer su forma ni posicién respecto a las

superficies, y tampoco es necesario conocer la viscosidad del medio.

La forma del pozo de potencial axial se puede obtener por inversién de la ecuacién (9):

U(x)=—k,TIn[ p(x)] (11)
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Es muy importante notar que el método que usa el teorema de equiparticiéon requiere que el sensor
de cuadratura esté calibrado. Es decir, se deben relacionar la seflal registrada en unidades
arbitrarias de voltaje con unidades fisicas de posicién. El escalamiento de unidades en el caso de el
espectro de potencia no afecta la frecuencia de corte, y por lo tanto no es necesario. Sin embargo,
del ajuste a la funcién lorentziana se obtiene un valor experimental en unidades arbitrarias para el
coeficiente de difusién D, que al compararse con el tedrico, permite establecer el factor de escala.
Con este factor se ajustan las unidades y escala de la sefial de posicién se puede obtener la rigidez

por el método del teorema de equiparticién como una medida de comparacién.

Aunque se ha mostrado que este método de calibracién de la sefial del sensor de cuadratura es muy
precisa (Berg-Serensen and Flyvbjerg, 2004), el hecho de que el coeficiente de difusién sea funcién
del arrastre, hace que sea muy sensible a variaciones en la viscosidad que son resultado de la
presencia de sustancias diferentes al medio predominante. El método es muy efectivo cuando se
tiene total certeza de la composiciéon y viscosidad del medio, o del efecto en la misma por diferentes

concentraciones de sustancias agregadas.

5.3. MATERIALES Y METODOS

El método de deteccién que se empleard utiliza un fotodetector de cuadratura (FDC). La sefal
proviene de un sistema de pinzas épticas basado en un microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-U
con un objetivo Nikon CFI Apo TIRF 100x con 1.49 de apertura numérica inmerso en aceite, al
cual ingresa la luz de atrapamiento por el puerto de fluorescencia. Dicha luz proviene de un laser
de estado s6lido AZURE-L6711III con una longitud de onda de 671nm y una potencia nominal a la
salida de 300 mW, controlada mediante combinaciones de filtros de densidad neutra. E1 montaje
experimental, que se muestra esquemdticamente en la Figura 5.1, permite trabajar utilizando un
sistema de pizas Opticas basico y también un sistema de pinzas 6pticas hologréfico con el cual se
puede tener atrapamiento multiple y dindmico a través del uso de un modulador espacial de luz
controlado a través de LabVIEW. El modulador utilizado es Holoeye LC-R 720, el cual es de
cristal liquido en fase nemética de alineacién helicoidal, por lo cual es necesario un cuidadoso
andlisis y preparacién de los estados polarimétricos del haz, de tal forma que sea posible desacoplar
la modulacién de amplitud con la modulacién de fase, y esta Gltima sea aprovechable. El
acondicionamiento y optimizacién del modulador para trabajar en modo de fase pura fue

desarrollado por Marfa Isabel Alvarez Castafio en su tesis de Maestrfa en Ciencias — Fisica.

En el montaje de la izquierda en la Figura 5.1 se muestra un sistema de pinzas épticas basicas. El

laser es expandido por las lentes L1 y L2 que forman un sistema telescépico. El espejo E1 es un
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espejo tijo que dirige el haz hacia el espejo E2, que puede girar sobre s{ mismo. Las lentes L3 y L4
forman un sistema confocal que hace que el plano del espejo E2 sea épticamente conjugado con el
plano de la apertura de entrada del objetivo de microscopio. De esta forma, una inclinacién del
espejo provoca una inclinacién del haz a la entrada del microscopio, lo que produce una traslacién
del punto focal sobre el plano imagen. La relaciéon de focos de las lentes L8 y L4 magnifican el haz
para que llene completamente la entrada del objetivo de microscopio. El espejo E3 dirige
adecuadamente el haz hacia el interior del microscopio invertido a través del puerto de

fluorescencia.

El sistema de pinzas 6pticas holograficas que se muestra en la parte derecha de la Figura 5.1,
utiliza el despliegue de hologramas de fase generados por computador sobre el modulador espacial
de luz para generar multiples trampas y manipularlas dindmicamente a través del computador.
Para pasar del sistema basico al holografico basta con reemplazar el espejo E2 en el montaje, por el
modulador, y acondicionar el estado de polarizacién de la luz incidente sobre el modulador
utilizando l4minas retardadoras y de cuarto y media onda, en la Figura 3.1, A/4 y A/2
respectivamente. Ademds, debido a que el modulador tiene un comportamiento intrinseco de
retardador, se requiere la utilizacién de una ldmina de cuarto de onda (A/4) y un polarizador lineal
(P) para filtrar estados de polarizacién no deseados. La geometria del recorrido de la luz fue

disefiada para tener el minimo angulo de incidencia posible sobre la superficie del modulador.
L Liser L2 L1 Liser

pt—— |

En El

. . Microscopio . . Microscopio

invertido invertido

Figura 5.1. Esquema de los montajes de pinzas dpticas (izq.) y pinzas 6pticas holograficas (der.)

que se desarrollaron para la manipulacién de particulas micrométricas y la caracterizacion de las
fuerzas de atrapamiento.
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La Figura 5.2 muestra el recorrido del haz de atrapameinto en el microscopio, al que ingresa por el
puerto de epifluorescencia y es dirigido por un espejo dicroico (ED1) hacia el objetivo, que
concentra la luz sobre el plano de la muestra. La luz que atraviesa la muestra es colectada por la
lente condensadora C, de la iluminacién, para ser llevada hacia el sensor de cuadratura por medio
de un segundo espejo dicroico ED2 y la lente L. Este espejo dicroico permite el paso de la luz de
iluminacién de la muestra, proveniente de una lampara convencional, al tiempo que refleja el haz
laser de atrapamiento, que incide a 45° sobre su superficie. La imagen de la muestra es registrada

por una camara CCD en uno de los puertos propios del microscopio.

FDC

ED2 ‘

\ 4
( % 100X
‘T 149 AN

¥ EDI

CCD

Figura 5.2. Esquema del paso de la luz de atrapamiento dentro del microscopio y el arreglo para
medir la posicion de la particula dentro de la trampa.

El sensor de cuadratura usado fue el PDQ80A - Quadrant Detector Sensor Head de THORLABS,
cuya senales de posicién (x, y) se adquiren por medio la tarjeta de adquisicién National
Instruments NI USB-6009 y aplicativos de la plataforma LabVIEW. Simultineamente, se
calcularon los espectros de potencia de cada sefial cada dos segundos, cubriendo 10.000 muestras a
una tasa de muestreo de 5KHz. Se tomaron diez series de datos consecutivas, que equivalen a
tomas de veinte segundos cada una. Los datos colectados se procesaron estadisticamente y se
analizaron con aplicativos de la plataforma Mathematica, orientados al estudio del movimiento
browniano con base en el espectro de potencia y el teorema de equiparticién. Adicionalmente, se
tomaron sefiales de ruido de oscuridad y de la sefial con el laser encendido pero sin particula
atrapada, para dar cuenta de otros factores de ruido adicionales. La calibracién se realizé para los

ejes transversales (z, ), puesto que son de mayor utilidad practica.
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Las particulas de prueba fueron microesteras de poliestireno, silica y latex, suspendidas en agua. Se
utiliz6 un portamuestras ibidi p-Slide [°* Luer, con un microcanal plano, para depositar las
suspensiones de particulas. La temperatura de la muestra fue constantemente monitoreada por
medio de una termocupla que estaba en contacto con la muestra, y la temperatura del recinto del
laboratorio se mantenfa constante por medio de un sistema de aire acondicionado. En cada
medicién se controlaron los valores y la estabilidad de las temperaturas ambiental y de la muestra,
asegurando niveles adecuados. Con la muestra estable, el cubiculo cerrado y sin corrientes de aire,
se realizaron las medidas controlando remotamente el computador y el programa de LabVIEW a
través de internet. Las Figura 5.3 y la Figura 5.4 muestran fotografias del montaje experimental

desarrollado.

Figura 5.3. Montaje experimental completo para pinzas épticas holograficas. El sistema de pinzas
opticas basicas no requiere el SLM, el cual es reemplazado por un espejo. Las laminas de retardo
y el polarizador P son retirados. La trayectoria del haz de luz fue disefiada para minimizar el
angulo de incidencia sobre el modulador. Las tres bases extras en la parte inferior de la imagen
son para los filtros de densidad neutra.

El programa de adquisicién para la calibracién fue desarrollado en LabVIEW 9. Este registra las
dos sefiales de voltaje de los ejes (z, y) del sensor de cuadratura, calcula y despliega sus espectros
de potencia e histogramas, y muestra la imagen continua de la particula atrapada en el
microscopio. Los datos de las sefiales de voltaje y el espectro de potencia se almacenan en archivos

de datos independientes en el formato LabVIEW measurement file .lvm, el cual es compatible con
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los programas de hojas de célculo, procesamiento de texto plano o programas de célculo. En este

caso fueron convertidas a formato .txt e importadas en Mathematica.

cuadratura.

La capacidad de ver en tiempo real el histograma y el espectro de potencia es muy importante pues
permite detectar sefiales andémalas en el espectro de potencia que deforman o alteran la
lorentziana, ver que efectivamente la particula se estd moviendo siguiendo un proceso gaussiano
en el histograma, y ver el estado de la particula atrapada y su entorno en la imagen. De esta forma
se pueden reconocer y suprimir fuentes de ruido y establecer condiciones éptimas para la medicién.

La Figura 5.5 muestra la interfaz del programa durante el proceso de medida.

"
-
»
-
»
©
»
»

Figura 5.5. Interfaz del programa de adquisicion de sefiales para la calibracién de las fuerzas en
un sistema de pinzas 6pticas. En la parte superior estan las grificas de las seiiales y los espectros
de potencia. En la parte inferior esta el histograma y la imagen de la particula en el microscopio.
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5.4. RESULTADOS

Con el sistema desarrollado se pueden manipular particulas micrométricas traslacionalmente, en
sentidos transversal y longitudinal, en el volumen de la muestra. También, se pueden realizar

arreglos arbitrarios de particulas como se puede ver en la Figura 5.6.

Figura 5.6. Logo de la Universidad Nacional de Colombia hecho con microesferas de silice de
1pm de didmetro, suspendidas en agua. Cada punto del logo representa una pinza dptica
independiente, generada hologrificamente por medio del modulador espacial de luz.

En el modo de sistema de pinzas épticas simples, se calculd la rigidez de las trampas para
microesteras de latex de 1um de didmetro (Merck Estapor) suspendidas en agua a 23°C, con varias
potencias. Las combinaciones de filtros de densidad neutra determinaron fracciones conocidas de la
potencia mdxima. En la Tabla 5.1 se muestran las combinaciones utilizadas junto con el porcentaje
de transmisién de cada una respecto a la potencia maxima del ldser. Aunque dos combinaciones
dan la misma potencia, se utilizaron para comparar.

Tabla 5.1. Combinaciones de filtros de densidad neutra utilizados para obtener varias potencias
en la pinza, y su correspondiente porcentaje de transmision.

Filtros % de potencia
ND8+ND2 6.25
ND8+ND4 3.125
ND8+ND4+ND2 1.15625
ND8+NDs8 1.15625
ND8+ND2+NDs 0.78125

Como lo mostraron Berg-Serensen & Flyvbjerg (Berg-Serensen and Flyvbjerg, 2004), para
potencias altas, el método del espectro de potencia no puede ser utilizado debido a que no se ajusta
a ninguna lorentziana, por lo tanto, se trabaja reduciendo fuertemente la potiencia, se grafican los

resultados y se espera que la dependencia de la rigidez de la pinza con la potencia sea lineal. De
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esta forma se obtiene la rigidez para la potencia maxima y para otras fracciones conocidas, sin
medir la potencia real en el foco. Para cada una de las combinaciones de filtros se registraron
cuatro sefales, a saber:

e Espectro de potencia de la sefial de la particula

e Espectro de potencia del ruido de oscuridad

e Espectro de potencia del ruido con las mismas condiciones de atrapamiento, pero sin particula
atrapada.

e Registro directo del voltaje del fotodetector de cuadratura para cada una de las coordenadas.

Los dos espectros de potencia de ruido dan cuenta de buena parte de las fuentes de ruido, siendo

mas completo el segundo de ellos, es decir, el espectro con el laser encendido. Adicionalmente,

cada una de las sefiales de espectro de potencia es el resultado de un promedio sobre diez tomas. La

Figura 5.7 muestra un ejemplo de estas cuatro sefiales adquiridas para el caso de una potencia al

3.125%.
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(b) Espectro del ruido de oscuridad.
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(d) Seial de voltaje en un periodo de un segundo.

Figura 5.7. Sefales adquiridas para una particula de latex de 1um de didmetro para el caso en que
se utiliza un 3.125% de la potencia total del laser de atrapamiento. Las grificas (a) a (c)
corresponden a espectros de potencia de la sefial del fotodetector de cuadratura, la sefial de
interés y las sefiales de ruido, mientras la grafica (d) corresponde a una fraccion de la sefial misma

en un periodo de un segundo.
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En la Figura 5.7 se puede ver que el espectro del ruido con iluminacién y sin particula, no solo
contiene el ruido eléctrico que tiene el espectro de ruido de oscuridad, sino que también contiene
una notoria carga de bajas frecuencias que son producidas mecanicamente y por la luz que pasa a
través de la muestra sin ser desviada. Asi mismo, los picos debido al ruido de 60Hz y sus
armoénicos se encuentran mayormente discriminados. Sin embargo, ninguna de las sefiales de ruido

logra tener un aporte a la sefial total de méas del 10%.

Para realizar el ajuste se toma el espectro de potencia al cual se le ha retirado el ruido y se hace
una compresién de los datos dividiendo el espectro en bloques de 25Hz, que corresponden a 50
datos consecutivos, que se promedian y se aparean con la frecuencia central del bloque. Esto da
como resultado una nube de puntos mucho mas reducida, que ademds garantiza la independencia
estadistica de los datos y favorece el ajuste (Berg-Serensen and Flyvbjerg, 2004). Igualmente, el
espectro se reduce para un rango de frecuencias entre los 25Hz y 1KHz. La Figura 5.8 muestra el

resultado final con la curva de ajuste.
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Figura 5.8. Espectro de potencia con reduccién de ruido y compresiéon de datos, junto con la

curva lorentziana de mejor ajuste, para una microesfera de litex de 1um de didametro suspendida

en agua a 23°C. En este caso, tiene una frecuencia de corte de 154.49Hz, para una rigidez de

16.654 pN/um. El factor de escala obtenido es de 7.10703x10° m/V.
Del ajuste se toman los datos de la frecuencia de corte para el cdlculo de la rigidez, y el coeficiente
de difusién D experimental que se utiliza para determinar el factor de escala para calibrar los
valores de voltaje en unidades fisicas de distancia, a través de la comparacién con el coeficiente de

difusién tedrico. Una vez se tiene el factor de escala, se calcula la rigidez utilizando el teorema de

equiparticién. Los resultados para las 5 combinaciones de filtros y las dos técnicas de medida se
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muestran en la Tabla 5.2, tanto para x como para y, en donde se discriminan por el método
utilizado: k7, la constante hallada por el método del ajuste lorentziano; kw, la constante por el

método del Teorema de Equiparticién.

La Figura 5.9 muestra la grafica de los resultados y el ajuste a una recta para los dos métodos, en
donde se tomo el valor promedio de la constante de elasticidad para las dos combinaciones de igual
potencia. Né6tese que, como se esperaba, la rigidez de la pinza es efectivamente proporcional a la
potencia. Ademads, es muy clara la fuerte asimetria entre las direcciones x y y de los valores de la
constante de elasticidad. Esto es debido a los efectos de la polarizacién: como el laser de
atrapamiento estaba linealmente polarizado, la intensidad del campo eléctrico no era igual a lo
largo de dichos ejes. Esta asimetrfa se puede reducir utilizando laser circular o elipticamente

polarizado (Rohrbach, 2005).

Tabla 5.2. Valores de la constante de elasticidad en una pinza éptica para varios valores de
porcentuales de potencia respecto a la maxima, en donde X: y Xu son las constantes obtenidas por

el método espectral y por el teorema de equiparticién, respectivamente; mientras que Kz es la
constante promedio entre las dos técnicas.

%Potencia K: [pN/um] Ku [pN/pm] Ku [pN/pum]

X Y X Y X Y
6.25 34.3607 | 7.28241 34.95562 | 6.29962 | 34.658 6.79102
3.125 16.654 3.83641 16.4909 | 2.75136 | 16.5725 | 3.29389
1.15625 9.85638 | 2.9063 9.88728 | 1.79479 | 9.34683 | 2.85055
1.15625 9.50006 | 4.30274 9.257383 | 2.62047 | 9.3787 3.46161
0.78125 4.16563 | 0.722086 | 4.04544 | 1.01099 | 4.10554 | 0.866538
k [pN/pm]
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Figura 5.9. Grifica de los valores de la rigidez de una pinza éptica, obtenidos por los dos
métodos, para una microesfera de latex de 1um de didmetro suspendida en agua a 23°C, contra
diferentes valores porcentuales de potencia respecto a la potencia maxima del laser. Igualmente
se muestran las rectas de mejor ajuste, con interseccién en el origen.
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Las ecuaciones de ajuste, llevadas a pasar por el origen, se muestran a continuacién, donde (%P) es

el procentaje de potencia respecto a la potencia maxima del laser de atrapamiento:

5.53327(%P) R*=0993  Espectro de potencia en x

5.59158(%P) R*=0.976 Equiparticién en x

1.21562(%P) R*=0959  Espectro de potencia en y (%)
1.01059(%P) R*=0.976 Equiparticién en y

Asi, para este caso se tendrfa una rigidez maxima de alrededor de 556 pN/um en la direccién z, y

una rigidez de alrededor de 110 pN/pm para y, utilizando el 100% de la potencia del laser.

Se verific6 ademés que el movimiento de la particula dentro de la pinza fuera efectivamente un
proceso gaussiano, y que el pozo de potencial fuera armoénico. La Figura 5.10 muestra el
histograma del registro de la posicién de la particula durante un periodo de 20 segundos, en
unidades arbitrarias, para el caso de un porcentaje de potencia del 3.125%. Igualmente se muestra
el pozo de potencial correspondiente. En ambas graficas se superponen las cuervas de mejor ajuste;

gaussiana para el histograma y cuadrética para el pozo de potencial.

a. Histograma y ajuste gaussiano. b. Pozo de potencial y ajuste cuadrético.

Figura 5.10. (a) Histograma de la posicién, en unidades arbitrarias, de una microesfera de latex de
1pm de didmetro suspendida en agua a 23°C. La linea continua es el ajuste a una funcién
gaussiana. (b) Pozo de potencial correspondiente y ajuste a curva cuadratica.

La verificacién de la morfologia de la distribucién de posiciones y el pozo de potencial es muy
importante pues son las premisas sobre las cuales se fundamenté todo el anélisis para determinar
la rigidez de la pinza. Para todos los casos medidos, todos los procesos fueron verificados y

encajaron sin problema con la distribucién gaussiana y el pozo arménico.
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Figura 5.11. Constante de rigidez de la pinza 6ptica para microesfereas de poliestireno de varios
diametros, suspendidas en agua a 24°C. Se utiliz6 una potencia constante en el foco, equivalente
al 3.125% de la potencia producida por el liser.

La dependencia de la constante de elasticidad de la pinza 6ptica con el didmetro de la particula
atrapada se estudi6 utilizando microesferas de poliestireno de 1um a 5um de didmetro, con una
temperatura de la muestra constante en 24°C y utilizando el 3.125% de la potencia del laser. La
Figura 5.11 muestra la grifica donde se encuentra que la elasticidad transversal decae con el
didmetro de la particula, lo cual corresponde con las predicciones teéricas de un decaimiento
mondétono con pequefias oscilaciones para particulas mas grandes que el segmento focal (Neto and
Nussenzveig, 1999; Mazolli et al., 2003; Rohrbach, 2005; Viana et al., 2007). También son claros
los efectos de la polarizacién lineal en al asimetria de las constantes de rigidez para las dos

direcciones transversales.

Se tiene entonces un sistema de pinzas 6pticas dotado con los equipos y programas de adquisiciéon
y calculo necesarios para caracterizar y medir las fuerzas que ejerce, bajo diferentes condiciones de
potencia del laser de atrapamiento, tamafio y material de la particula atrapada. Los dos métodos
utilizados se pueden aplicar en tiempo real en condiciones de trabajo, lo que permite la adopcién de

la técnica para una gama muy amplia de aplicaciones.

Los efectos del estado de polarizacién del haz de atrapamiento son muy notables para los valores
de rigidez cuando se encuentra linealmente polarizado. Sin embargo, si esto resulta inconveniente,
se puede reducir utilizando un haz circularmente polarizado. Adicionalmente, las variaciones
temporales en la potencia del laser tienen un papel muy fuerte en las medidas de rigidez y fuerza.
Se requiere un laser muy estable en potencia o un monitoreo constante de tal forma que se puedan

compensar los efectos indeseados.
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