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RESUMEN

En Ecuador son escasos los estudios de microorganismos mediante sistemas fisicos como la pinza
Optica la cual utiliza la radiacién, el laboratorio de 6ptica de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo cuentacon el instrumento cuya funcionalidad se desconoce, por lo tanto, el objetivo
principal de este proyecto de investigacion fue analizar y estudiar el efecto de radiacion con la
materia en un medio de inmersion basado en la técnica de dptica geomeétrica y fisica usando la
pinza optica (OT). La parte experimental se llevd a cabo con un objetivo de 63X acoplado al
arreglo experimental de la OT, con un laser ubicado en el infrarrojo cercano (4 = 650 nm), una
vez calibrado el haz se midio la potenciade entraday salida por el OBJ, se tomaron muestras de
agua estancada de tres lugares de la ciudad, se hizo un anélisis de calidad de agua parahacer el
cultivo de Escherichia coliy Hongos, en la preparacion de la muestra se us6 agua destilada y
perlas de silica, la observacion fue realizada a través de una camaray el software Thorcam, los
resultados obtenidos fueron la manipulacién y captura individual y grupal de microesferas de
silica, E. Coliy Hongos, también se logr6 observar la presencia de distintos tipos de protozoos,
se formo una trampa Optica con una potencia de 7 mW, cuyacintura del haz fue 0,24 umy una
intensidad de energia de 3,87x10°W/m2. En conclusién, los microorganismos fueron
estudiados, capturados y manipulados en un régimen optico estable (d > A1), también se los
caracterizo hallando su tamafio: @ 3,84 um en los Hongos; 5,84 um de largo y 1,28 um de ancho

para la E. Coli.

Palabras clave: <PINZA OPTICA>, <HAZ>, <TRAMPA OPTICA>, <REGIMEN MIE>,
<MICROORGANISMOS>, <FUERZA DE ARRATRE>, <PRESION DE RADIACION>,
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ABSTRACT

In Ecuador there are few studies of microorganismsusing physical systems such as the optical
tweezers which use radiation, the optics laboratory of the Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo has the instrument whose functionality is unknown, therefore, the main objective of
this research project was to analyse and study the effect of radiation with matter in an immersion
medium based on the technique of geometric and physical optics using the optical tweezers (OT).
The experimental part was carried out with a 63X objective coupled to the OT experimental
arrangement, with a laser located in the near infrared (A = 650 nm), once the beam was calibrated
the input and output power was measured by the OBJ, samples of stagnant water were taken from
three locations in the city, A water quality analysis was made to make the culture of Escherichia
coli and fungi, distilled water and silica beads were used in the preparation of the sample, the
observation was done through a camera and Thorcam software, the results obtained were the
manipulation and individual and group manipulation and capture of silica microspheres, E. Coli
and Fungi, it was also possible to observe the presence of different types of protozoa, an optical
trap was formed with a power of 7 mW, whose beam waist was 0.24 um and an energy intensity
of 3,87x101°W/m?. In conclusion, the microorganisms were studied, captured and manipulated
in a stable optical regime (d>>1), they were also characterised by finding their size: @ 3.84 um in
Fungi; 5.84 um long and 1.28 um wide for E. Coli.

Keyworks: <OPTIC PINZA>, <HAZ> <OPTIC TRAP> <MIE REGIME>,
<MICROORGANISMS>, <HARRATIVE STRENGTH >, <RADIATION PRESSURE>.
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INTRODUCCION

A lo largo del tiempo la intencién de otorgar una explicacion a diversos fendmenos y
comportamientos fisicos asociados con la luz ha llevado al ser humano a revelar grandes
descubrimientos y en tal contexto una de las aplicaciones mas extraordinaria y visible en los
ultimos afios ha sido la micro manipulacion y captura de cuerpos de pequefias dimensiones a
través de la luz emitida en la pinza Optica, la cual fue merecedora de un premio nobel en el afio
2018. Los primeros experimentos sobre el comportamiento de particulas de tamafio micromeétrico
bajo la influencia de haces luminosos fueron propuestosy estudiados por Ashkiny conforme el
tiempo transcurrido se construyd un mayor progreso de las técnicas de atrapamiento 6ptico, lo
que condujo precisamente a la creacion de la denominada trampa Optica, es asi que, a través de
una larga recopilacion de informacion la idea general del presente trabajo es analizar las bases
fisicas del atrapamiento 6ptico , en esencia es imprescindible reconocer que la luz tiene la
capacidad de ejercer fuerzas que a nivel macroscopico son imposibles de percibir, sin embargo,
cuandonostrasladamos al mundomicroscopico, esto cambia por completo. Lo cual nos encamina
a la formulacion de diversas preguntas ¢ Cuéles son los principios fisicos utilizados en la captura
optica?, ;Cémose usa la luz para mover y manipular objetos?, ¢ Cuéles son las fuerzas Opticas
percibidas a escala microscopica?, luego de presentar algunos antecedentes historicos,
detallaremos algunos conceptos del electromagnetismo asociados con el transporte de energia y
de momento por la luz. Igualmente, estudiaremos el principio fisico utilizado en el atrapamiento
optico de particulas, detallando y describiendo concretamente la procedencia fisica de las
llamadas fuerza gradiente y fuerza de dispersion. Hasta este momento se ha nombrado al sistema
Optico manipulador como tal, pero es primordial también conocer ciertos parametros que
involucran a las particulas actuandobajo laalteracionde la pinza 6pticay sobretodoa los diversos
objetos micrométricos que se pueden manipular; estos pueden estar comprendidos desde
microparticulas dieléctricas individuales, biomoléculas, nanoparticulas plasménicas, virus,

bacterias, algas, células eucariotas y mas.

La investigacion efectuada esta enfocada netamente en microorganismos vivos procedentes de
agua y dado que el mundo de los seres vivos microscopicos es extenso se ha propuesto una
clasificacion general que los distribuye de tal forma que sea facil de contemplarlosy analizarlos

dentro del sistema fisico. La investigacion en su conjunto comprende los siguientes capitulos:

Capitulo I, detalla la base y el origen de la investigacién, expone los motivos que conducen al
desarrollo del proyecto lo que corresponde a informacion valiosa que respalda el trabajo de
investigacion.



Capitulo 11, abarca una introduccién base de los fundamentos elementales, como conocimiento
general para el entendimiento del funcionamiento de la pinza Optica. En este capitulo se muestran
temas que contemplan la luz en general, sus caracteristicas, comportamiento en el vacio y cuando
encuentraunasuperficieu objeto dispersory laaparicion de fuerzas ejercidas sobreeste , ademas
se describe los 2 principales regimenes de atrapamiento dptico , haz gaussiano con sus
correspondientes conceptosy descripciones matematicas, asi como también muestra el laser y
funcionamiento general para luego presentar el montajey arreglo de la pinza dptica , finalmente

trata con una breve introduccion a la clasificacién de los microorganismos de agua.

Capitulo 111, contempla el marco metodoldgico e incluye los elementosy montaje realizado en el
laboratoriodel sistemadptico como ademasla preparacion de muestras o espécimen parafinalizar

con un respectivo ajuste final.

Capitulo 1V, contiene los resultados, analisis y discusion obtenidos a partir de la investigacion
realizada, se presentan precisamente los resultados obtenidos en el proceso de manipulacion
reconociendo que fue ejecutado de manera satisfactoria.



ANTECEDENTES

En la antigiiedad el estudio de la naturalezade la luz'y sus propiedades estuvo relacionada con la
vision, para el siglo XVII , Johannes Kepler (1571-1630) formul6 una teoria satisfactoria de la
radiacion a través de aberturas basada en la propagacion rectilinea de los rayos de luz, sin
embargo, René Descartes (1590-1650) fue el primero en preocuparse por la naturalezade la luz
y las leyes dpticas, publicando asi su libro llamado Dioptric, En 1621 con la contribucion de
Pierre de Fermat (1601-1675) del principio del tiempo minimo se obtuvo la ley empirica exacta
de Snell (Gétz, 2021, p.15).

Isaac Newton (1642-1727) demostrd por primera vez que el color es propiedad de la luz y no del
medio. Tras realizar varios experimentos pudo demostrar que la luz generada por el sol constaba
de todos los colores, y de igual manera la luz blanca se componia también de todos los colores,
defendiendo asi la naturaleza corpuscular de la luz, paraél, la luz se compone de corpusculos
extremadamente pequefios, mientras que la materia ordinaria se compone de corpusculos mas
gruesos, ademas explico que el fendmeno de difraccion era solo un caso especial de refraccion.
(Zubairy et al., 2016, p.10). Christian Huygens (1629-1695) en cambio aclaro que la luz eran ondas
longitudinales de velocidad finita, limitadas por colisiones de desaceleracion elastica en el éter

(Gotz, 2021, p.169).

Entre el siglo XVIl'y XVIII aparece Thomas Young (1773-1829) que en 1803 indico que la luz
tiene una naturaleza ondulatoria a través de su experimento de doble rendija, la luz pasa a través
de una rendija estrechaaparecen franjas brillantes en la parte oscura de ahi se evidenciaque la
luz se curva. Ademas, demostro que dos rayosde luz pueden combinarse para producir franjas
claras y oscuras (Zubairy et al., 2016, p.10). Su contemporaneo Augustin Fresnel (1788-1827) apoyo
la naturaleza ondulatoria de la luz basado en el fenémeno de difraccion, pudo desarrollar una
teoria matematica para explicar la reflexion, la refraccion, la doble refraccion y la polarizacion de
la luz reflejada por unasustanciatransparente y ademas logré predecir la posicion de las lineas
brillantes y oscuras en funcion de las vibraciones cuando estaban en fase y fuera de fase (zubairy
et al., 2016, p.10).

James Clerk Maxwell (1831-1879) vinculé fendmenos eléctricos y Opticos con la teoria
electromagneética, tuvo la ideade que generar un cambio en el campo eléctrico deberia dar como
resultado un campo magnético. Agregando asi un término en la ley de Ampere que correspondia
a una tasa de cambio del campo eléctrico en el tiempo, obteniendo la ecuacion de onda para una

onda electromagnética que se propaga a la misma velocidad de la luz. La luz como una onda



electromagnética fue demostrada de manera experimental por Heinrich Hertz (1857-1894) en

1888 (zubairy etal., 2016, p.14).

A finales del siglo X1X 'y principios del XX, el renacimiento de la teoria de particulas de la luz y
el comienzo del concepto modemo del foton se debe a Albert Einstein (1879-1955). En 1905,
Einstein se percatoque laidea de Planck de la cuantizacion de las ondas electromagnéticas deberia
funcionar también para la luz, entonces junto con los estudios de Planck, postul6 que la luz en si
estd conformada por cuantos de energia llamados fotones (zettili, 2009). Un problema que se
presento enesta época fue la difraccidnen particulas esféricas que fueresuelto en 1908 por Gustav
Mie, dando una solucion completa al analisistedrico del esparcimiento en particulas esféricas de

mayor tamafio a la longitud de onda de la luz que incide.

Lebedev (1898-1948), Nichols (1869-1924) y Hull (1880-1966) a inicios del siglo XX mostraron
de manera experimental la existencia de la presion de la luz como onda electromagnética,
obteniendo la primera evidenciaempirica de la existencia de la presion de radiacion. En mayo de
1960 Maiman (1927-2007) de la Huges Aircraft Company construy0 el primer laser usando un
cristal de rubi, este dispositivo permitié focalizar un haz de luz coherente de alta intensidad, y se

convirtié en una excelente herramienta para el estudio de la presién de radiacion.

La primera persona en enfocarse en el estudio de las fuerzas Opticas inducidas por el laser fue el
fisico Arthur Ashkin (1922-2020), quien descubri6 el sistema de trampa Optica bajo desarrollos
experimentales en el afio 1970y fue capaz de medir la presion de radiacion ejercida por un laser
sobre microesferas de latex. A mediados de la década de 1980, Ashkin public6 una serie de
articulos sobre el atrapamiento Optico y sus aplicaciones, fue pionero en la levitacion dptica,
realiz6 una versién éptica del experimento de Millikany también hizo mediciones de dispersién
mie de alta presion. Su amigo James Gordon desarrollé un modelo cuéntico para entender las
trampas de radiacion, y posterior a ellos ambos publicaron otro articulo donde demostraron la
presion de la radiacion resonante, de ahi surge la idea del atrapamiento de &tomos con fuerza de
dipolo, la cual se logré en 1986.

Enelafio 1987 Ashkiny Dziedzic experimentaroneste sistemaopticocon las ciencias biologicas,
usandolo para atrapar virus del mosaico del tabaco individual y la bacteria Escherichia Coli,
convirtiéndose en una nueva herramienta en el &ambito de la biologia (Killian etal., 2018). En afio
2018 Ashkin obtuvo el Premio Nobel de Fisica por el descubrimiento de las pinzas dpticas y sus

aplicaciones a sistemas bioldgicos.



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

Debido a los escasos estudios de microorganismos utilizando métodos fisicos basados en la pinza
Opticaen Ecuadorse ha llevadoa cabo estetrabajo siendo necesario hacer usode esta herramienta
para conocer la estrecha relacion que existe entre la fisica y la biologia a través de la micro
manipulacion optica la cual nos abre puertas increiblemente grandes a un mundo nuevo de
investigacion y avances cientificos. Se desconoce el manejo del instrumento y el montaje de este
en el laboratorio de la ESPOCH asimismo existe un profundo vacio en el conocimiento de las
estructuras y sistemas celulares, de su comportamientoy es justo lo que nos conduce al empleo
de métodos opticos, el desafio es conocer la efectividad de la pinza oOptica y si esta funciona
permitiendo obtener buenos resultados para asi reconocer si es viable para el estudio de
microorganismos. Si bien es cierto existen métodos quimicos de desinfeccion de aguas, aun asi,
presentan un nivel inferior de esterilizacién y se ignora enteramente si existe la posibilidad de
inactivar de manera rapida y eficiente a microorganismos de agua, mediante un proceso fisico,

basado en la radiacién UV, el reto es descubrir si realmente esto resulta favorable.

1.2. Objetivos

Objetivo general

Determinar la funcionalidad de la pinza 6ptica en la captura y manipulacién de microorganismos

en agua estancada de Riobamba.

Objetivos especificos

e Estudio del arte y de los fundamentos fisicos del fendmeno de captura optica.

e Estudiar metodologicamente la aplicacion de las pinzas Opticasen la aproximacion Rayleigh
y Mie, para manipulacion de microorganismo en agua estancada.

e Analizar la dinamica de los microorganismos a través de la pinza dptica.

e Demostrar como la luz UV dentro de un intervalo especifico de longitud de onda,
comprendido entre los 200 y 300 nandmetros funciona como germicida.



1.3. Justificacion

Lafinalidad deeste proyectoesatrapary manipularmicroorganismosde agua estancadamediante
un sistema éptico, con un enfoque estrictamente fisico, empleando el montaje de la pinza éptica
existente en el laboratorio de épticay electromagnetismo de la carrerade Fisica de la ESPOCH.
Seremos capaces de manipular in vivo microorganismossin alterar el sistema, ya que no es un
método invasivo, por lo que nos permite capturar a uno 0 mas microorganismos para poder
caracterizarlos y conocer cudles son los fundamentos fisicos que estan presentes en el fenémeno
de captura 6ptica.

Este proyecto de investigacion esta basado en la aplicacion de aportes tedricos con relacion a la
optica, el electromagnetismo e incluso la mecéanica cuantica, con los cuales se detallade manera
profunda la interaccion de la radiacion con material biol6gico. Por lo general es mas facil estudiar
de forma particular el comportamiento de un solo microorganismo que quererlos estudiar en su
totalidad, si se determinan los procesos sencillos e individuales se puede caracterizar al sistema
global, y es justamente lo que nos proporciona este poderoso método. Los resultados que se
obtengan permitiran ver el confinamiento de cada sistema bildgico en presencia de fuerzas

Opticas. Este estudio generara recursos bibliograficos para la comunidad politécnica.



CAPITULO 11
2. MARCO TEORICO
2.1. Fendbmenos 6pticos

Parael estudio de laluz se tomaen consideracion ladivisionde la 6pticaen tres ramas principales,
la 6ptica fisica, la Optica geométricay la Optica cuantica. Estas cumplen con la funcion de otorgar
una explicacion de los distintos fendmenos 6pticos que suceden en la naturaleza. La dptica
geomeétrica u dptica de rayos, establece que la propagacion de la luz se da en forma de rayo. En
lo que respectaa la dpticafisica, se describe ala luz como una onda electromagnética, siendo una
combinacion de campos eléctricos y magnéticos, que tiene la capacidad de describir fendmenos
que la éptica geométricano, tal como, la difraccion, la interferencia o el esparcimiento de la luz.
En cuanto a la dptica cuantica, se dice que la luz estd conformada por corpusculos llamados

fotones (Condado G., 2022).

2.1.1. Teoria de rayos

La dptica de rayos se fundamentaen el principio de Fermat de propagacion de la luz por medio
del aire. En los postulados de la 6ptica de rayos se establece que, la caracteristica principal de la
luz desplazandose en un medio es su indice de refraccion definido comon = ¢, /c, donde ¢, es
equivalente a la velocidad de la luz en el vacio y c esigual la velocidad en el medio en el que se
propaga. Con respecto a los medios, para uno homogéneo, el camino optico entre dos puntos

corresponde a s = nd, donded es la distancia entre los puntos. En el caso contrario, cuando un

. . . P B —= .
medio es no homogeéneo, el camino éptico es fA n(r) ds. Por lo que, el tiempo que se demora en
atravesar una distancia d es proporcional al camino dptico. Por otra parte, y como ultimo
postulado, los rayos trasladandose entre puntos siguen una trayectoria en la que el tiempo de viaje

0 camino 6ptico es un minimo por la proporcionalidad nombrada (Mondal P., 2021).

Por otro lado, las leyes que rigen a la 6ptica geométrica son: la ley de reflexiony refraccion. En
la reflexion, cuando un rayo de luz se refleja en el limite que separa dos medios, el rayo reflejado
se mantiene en el plano de incidenciay el angulo de incidencia es equivalente al &ngulo de
reflexion. El plano de incidencia es aquel formado por el rayo incidente y la normal, la linea
perpendicular a la superficie del medio. En cuanto a la ley de refraccion (Ley de Snell), cuando
un rayo de luz se refractaen una interfaz que separa dos medios, el rayo que se transmite
permanece dentro del plano de incidenciay el seno del angulo de refraccion es directamente

proporcional al seno del angulo de incidencia, ambas leyes se simplifican en la llustracion 2-1, la
7



cual muestra el caso general en el que un rayo incidente se reflejay se transmite en un limite

plano que divide dos medios que son especificamente transparentes (Pedrotti et al., 2006 , p.17).
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llustracién 2-1: Fendmeno de reflexién y refraccion

en una interfaz de dos medios
Fuente: Pedrotti et al., 2006, p.17

2.1.1.1. Efectos 6pticos

Suponiendo la existencia de superficies lisas 0 espejos con capacidad de reflejar los rayos de luz
que inciden enellos, es posible clasificarlos en espejos planosy curvos, el grupo correspondiente
a los espejos curvos contempla a los espejos paraboloidales, elipticos y esféricos, por otro lado,
se consideran las lentes como dispositivos Gpticos transparentes que cambian las trayectorias de

los rayos por la forma que toman (Mondal, P. 2021).

A. Limite plano

Basicamente la relacion entre los &ngulos de refraccion e incidencia, 6; y 6, , en una interfaz que
divide dos medios, cada uno con indices de refraccion n, y n,, estd gobemada por la ley de Snell,
habiendo dos casos importantes. Cuando el rayo incide desde el medio de menor indice de
refraccion (Refraccion externa n; < n,). Si el rayo incidente estd en un medio de indice de

refraccion més alto, 6, >6, y el rayo refractado se dobla (Refraccion Interna n; > n,) (Mondal, P.
2021).

B. Limite en lentes y espejos esféricos

En esta ocasidn la refraccidon de los rayos se da precisamente en unainterfaz esféricade radio R,

ésta separa dos medios de indices de refraccion n, y n,, siendo R positivo para un limite convexo

8



y negativo paraun limite cdncavo. Los resultados quese obtienenaplicandola ley de Snell, donde
se relaciona los angulos de incidenciay refraccion, consideran solo rayos paraxiales que forman
angulos pequefios con el eje del sistema, de modoque sen 8 = 6 ytan 6 =~ 6, puede suceder
el fenémeno de aberracidn cuando los rayos de angulos grandes no obedecen estas leyes (Teichy

Bahaa, 2019).

C. Luz dirigida

1) Reflexion total interna

Es posible hacer que la luz sea guiada de un lugar a otro utilizando espejos y lentes, se puede
describir como se propaga la luz dentro de la fibra dptica haciendo uso de este hecho. Entonces
se utiliza otro fendmeno de la teoria de rayos, la reflexion total interna, estableciendon; > n,
esto sucede cuando se hace incidir un rayo mayor a un angulo critico en el limite de dos medios.
Dado este fendomeno, de acuerdo con la llustracion 2-2 c) el angulo formado por el rayo incidente
y el angulo formado por el rayo reflejado son equivalentes ¢ = ¢ (Senior y Jamro, 2009, p.15).

Exit ray

Low index n.
(air)

Y

High index rm,

« Partial interna
(glass) Y

s, reflection

Incident ray

b

llustracion 2-2: Fenomeno de reflexion interna total: (a) Rayo incidente
partiendo del medio con mayor indice de refraccion que
emerge hacia el de menor, (b) Aumento gradual del &ngulo y

(c) Angulo incidente igual al &ngulo refractado
Fuente: Senior y Jamro, 2009, p.15

2) Fibra optica



La trayectoriade un rayoen la fibra ptica se da mediante sucesivas reflexiones internas totales
en la interfaz entre el nucleo el revestimiento de silice con un indice de refraccion levemente
menor. De acuerdo con la lustracion 2-3, el rayo tiene unangulo de incidencia ¢ en la interfaz
que es mayor que el angulo critico y se refleja con el mismo angulo con respecto a la normal
(linea punteada), también se observa al rayo meridional queesaquel que pasapor el eje del nicleo
delafibra. Este rayoes particularmente usado paramostrar las propiedades basicas de transmision
de las fibras Gpticas (Senior y Jamro, 2009, p.17).

Low-index cladding

———  —— — i — " — — i — i — — '_'_I'_"'_"'_C'DI‘E:I}{iS
High-index core

llustracion 2-3: Rayo luminoso en una fibra dptica perfecta
Fuente: Senior y Jamro, 2009, p.16

2.1.1.2. Optica Gaussiana

Dentro de la aproximacién paraxial, al estudiar la trayectoria de los rayos de luz, pasando por
elementos dpticos como espejos y lentes, estos sufren fendmenos de refraccion o reflexion, es
adecuado utilizar la representacion de matrices cuadradas unitarias de segundo orden
(Fuentes Betancourt, J. et al., 2005). Se estudia el fendmeno de propagacion de un haz a traves de una
lente aplicando formulacion matricial en donde intervienen funciones senoy tangente. Ademas,
se lleva a cabo un desarrollo con seriesde Taylor de las funciones nombradas, esto funcionaen
la aproximacion paraxial en dénde se asume que 6 es muy pequefio, por lo que se considera
Unicamente los términos iniciales de primer orden, los de orden mayor son despreciables. La
teoria paraxial o de Gauss se emplea para definir una ecuacién matricial lineal que describa la

propagacion de un haz a través de un sistema Optico. (Hernéndez A., 2014).

Existen matrices involucradas contempladas en la teoria rayos, la matriz traslacional la cual
muestra el movimiento de un rayo de izquierda a derecha (ver ec 2.1), asi también se exhibe a la
matriz de refraccion (ver ec. 2.2) y la matriz de reflexion (ver ec. 2.3) ambas tratadas con una
interfaz esférica, siempre considerando la aproximacién paraxial para llegar a estas, también
existen matrices de lente gruesa y delgada, al cruzar las lentes, el rayo experimenta multiples

refracciones y traslaciones, tales casos son representados por unaecuacion matricial (ver ec. 2.4)
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la cual funciona para cualquier namero N de traslaciones, reflexionesy refracciones, donde M
representa cada matriz analizada individualmente (Pedrotti et al., 2006, pp.400-404).
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llustracion 2-4: Traslacion de un rayo
Fuente: Pedrotti et al., 2006, p. 400
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llustracion 2-5: Refraccion de un rayo en una superficie

esférica
Fuente: Pedrotti et al., 2006, p. 400
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llustracion 2-6: Reflexién de un rayo en una

superficie esférica
Fuente: Pedrotti et al., 2006, p. 401

2.1.2. Teoria ondulatoria

Dentro de la teoria ondulatoria se enuncian postulados iniciales que provienen de la simple
observacidn, entre ellos se mantiene que, la luz viaja en forma de ondas tal como lo hacen las
ondasenagua o lasondas de sonido, delamisma manera, éstase trasladaconcierta velocidad ¢ =
co/n siendo este valor equivalente a c=3x 108 m /s en un medio con indice de refracciénn > 1.
Igualmente la onda de luz puede representarse mediante una funcién de onda dependiente de la
posiciény tiempo u(7,t) , la cual puede satisfacer la ecuacion de onda descrita a continuacién
(Mondal P., 2021):

1 du?
V2y _Pa_?z -0 (2.5)

Dénde V? representa el laplaciano en el sistema de coordenadas cartesianas (x,y,z).

2.1.2.1. Ondas armdnicas

Estas ondas estan descritas por las funciones de seno o coseno ademas son soluciones de la
ecuacién de onda diferencial 2.5, muchas operaciones se pueden realizar con mayor facilidad
utilizando funciones exponenciales que con funciones trigpnométricas. Es por esto por lo que la
representacion de nimeros complejos tiene la capacidad de otorgar unadescripcion més simple.
Entonces se utiliza la formula de Euler, donde es posible separar la ondaarmdnica en una parte
real Re(u) y otra parte imaginaria Im (u) delafuncién complejacompleta descritaen la ecuacion

2.6. Tal onda sedesplaza netamente enunadireccion por tanto se denomina unidimensional, como
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la luz presenta oscilaciones arménicas de algun tipo, la sinusoidal en la direccion x es una parte
fundamental para observar el fendmeno ondulatorio de la luz (Hecht, Eugene., 2017, pp. 22-31).

u(r,t) = R(A(r)(exp i( kx — wt))) (2.6)

Las solucionesde la ecuacion 2.5 son descritas brevemente entonces inicialmente una funcion
periddica que presenta la forma u = u( k-7, t) esunaonda plana donde las superficies de igual
fase son planas. Este términose refiere aunafuncionque es variablearmonicamente en el espacio
y el tiempo, teniendo un vector posicion de un punto en el espacio 7 (X,y,z) y un vector de onda
k (k. ky,k,) que se dirige en la direccion de propagacion de la onda. Por otro lado, las ondas
esféricas que presentan la forma u = u(#,t) normalmente se describen en términos de
coordenadas esféricas, la forma de la onda esférica depende de la coordenada radial r y el tiempo
t, son emitidas por una fuente puntual que transmite energia de forma isotropicay la simetria
sugiere que los frentes de onda sean esferas con un mismo centro (Smith Daniel G., 2013, pp.4-5). Para
nuestros propdsitos esadecuado considerar una onda cuyaenergia fluye predominantemente a lo
largo de la direccion z, de modo que, se considera una ondaplana o conocidacomo una onda
paraxial cuando se encuentra viajando en la direccion z concretamente esdecir u = u (k,,t) la

cual satisface la ecuacion de Helmholtz (Takenaka et. al, 1985).
(V2 + k=0 (2.7)

La ecuacion 2.7 fue nombrada asi por Hermann Von Helmholtz (1821-1894), se aplica a una
variedad de problemas fisicos y define la variacion espacial de funciones que son soluciones a
ecuaciones diferenciales parciales dependiente del tiempo y del espacio, como la ecuacién de
onda (sus soluciones incluyen ondas planas, esféricas, paraboloidales y gaussianas) (zappe, 2010,
pp.46-47).

2.1.2.2. Fendmenos basicos
A. Superposicion

Normalmente se hace uso del principio de superposicion para reducir la descripcion de la
reflexion de una onda. Entonces se reconoce a la onda incidente como u (x, t) y reflejada
—u (x, t), dosposiblesondasen unacuerda. Luego se aplicacondiciones de contornoen un punto
determinado, resultando en una perturbacion total que consiste en f(x,t). Los efectos de la

interferenciaimplican conceptos como la superposicion, teniendo en consideracion un suceso en
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el que se dispone de dos fuentes semejantes, imaginando que emiten ondas que se propagan en

un mismo eje en este caso z. Al experimentar sincronismo, estan en fase (Webb, 2005, pp.31-33).

AW
\\/ \/ |

llustracion 2-7: Ondas en fase
Fuente: Webb, 2005, pp.31-33

B. El postulado de Huygens-Fresnel

La esencia del principio de Huygens-Fresnel, se describe en funcion de la llustracion 2-8 (b),
dénde hay un medio repleto de liquido separado en dos partes por una pared con un orificio H de
dimension pequefia, se coloca un aparato emisor de ondas circulares enel punto S, en el lado
izquierdo las particulas liquidas comienzan a moverse por la onda precedente de S. Con respecto
al lado derecho del medio, se vuelven a generar ondas circulares como si se ubicara otro aparato
en el punto H. Las vibraciones de las particulas en el orificio son las mismas que las que crearia
la fuente Ssinde la pared. De acuerdo con la llustracion 2-8 (a), El principio de Huygens-Fresnel
contemplatener un sistema de fuentes puntuales llamadas fuentes auxiliares de Huygens-Fresnel,
dispuestas sobre los frentes de onda y que emiten en fase ondas esféricas secundarias, este

principio se puede utilizar para deducir las leyes de la reflexiony la refraccion. (Chartier,2005, pp.

> 15

a) b)

llustracion 2-8: Fuentes auxiliares de Huygens-Fresnel
en cada punto del frentede onda (a) y
difraccién de ondas por una pequefia
abertura (b)

Fuente: Chartier,2005, pp. 300-303
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C. Difraccion

Consiste en la aparicion de regiones brillantes y opacas como consecuencia de interferencias
constructivasy destructivas entre las ondas que escapan por cierto orificio o rendija, ya que cada
punto, de acuerdo con el principio anterior, sugiere ser un foco emisor de ondas. En cuanto a los
tipos de difraccion existentes, se establece que, cuando se coloca una pantalla a una distancia
finita de la fuente se estaria hablando de la difraccion de Fresnel, en el caso opuesto considerando
distancias infinitas encaja perfectamente con la difraccién de Fraunhofer (Garrigés Oltra L., 2006).
Se lospuede diferenciarapartir de ladistanciaL entre la pantallay la rendija, basicamente cuando
L es mucho mayor que la distancia de Rayleigh (d?/)), entonces el patrén de difraccion se
encuentraen el limite de campo lejano (Fraunhofer), cuando L es mucho menor que (d?/A)
corresponde al campo cercano (Fresnel). La condicién de Fraunhofer se produce normalmente
insertando un lente entre la rendija y la pantalla. EI &ngulo en el que se generael primer minimo

si se considera una aproximacion de angulo pequefio se manifiesta como (Fox M., 2006, p. 14):

A
le-n = E (28)

Ademas, los patrones de difraccion obtenidos a partir de aperturas con formas distintas por

ejemplo un orificio circular de diametro D. EI minimo inicial se produce con un angulo de:

1.221
Opin = - (2.9)

L

E:) '{!*“‘-“:L'-:'_":‘__'__i'j'_"_' o
1 E

d

M
Y

Slit Screen

lustracién 2-9: Ondas de tipo planas incidentes en una
abertura de ancho d se difractany
generan un patron de intensidad en un

monitor
Fuente: Fox M., 2006, p. 13
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2.1.3. Propagacion

Al considerar una ondaelectromagnética desplazandose en el vacio no existe una fuente en el
medio considerado (J=0), por lo que las ecuacionesde Maxwell son modificadas y escritascomo
un conjunto de 4 ecuaciones diferenciales, a partir de éstas es factible conocer el comportamiento
de la onda en el vacio. La ecuacion de Ampere establece que un campo magnético circulante H
es producido por la variacion de campo eléctrico E en el tiempot. Luego, la ecuacion de Faraday
demuestra que un campo magnético H cambiante en t produce un campo eléctrico E circulante.
Para comprender las predicciones de las ondas electromagnéticas, se describe a una onda plana
uniforme, la cual esta formada por un campo eléctrico E y magnético H, ambos ortogonales entre
si encontrandose en un plano transversal a la direccién de propagacion de la onda, por lo tanto, la
onda lleva el nombre de onda electromagnética transversal (TEM) (Hayty Buck, 2006, pp.396-397).
Se supone una onda incidente sobre una particula con permitividad €, llamada dispersor, se
denotan E; y H; a los campos eléctricos y magnéticos que conforman dicha onda, como la
particula tiene la capacidad de dispersar ondas, para este caso definimos campos eléctricos y
magnéticos E¢ y H precisamentedispersos, dondek es el vector de ondaparael medio omitiendo

la dependencia de la onda en el tiempo, se puede expresar cOmo (Frezzaetal., 2018):
E;=Egexpik-r (2.10)
H;=Hgyexpik-r (2.11)

Asimismo, es importante nombrar al vector de Poynting como una generalizacién del caso
incidente y dispersado, el cual indica el flujo de potencia por unidad de area, donde S; es el vector
de Poynting de la onda que incide y S es el vector de Poynting de la onda dispersaday viene

dado por (Frezzaetal., 2018):
1 .1 .
S=5 ]Ri(Ei+Hi)+E]R§(ES+HS)=Si+SS (2.12)

Una onda electromagnética traslada impulso, si esta se desplaza en la direccion x e incide en una
carga q estatica, el campo eléctrico apuntaen la direccion y, mientras que el campo magnético
apunta en la direccién z. EI campo eléctrico ejerce una fuerza gE , lo cual aceleraa la carga y esta
presenta una velocidad v, , debido al movimiento de la carga, el campo magnético acttia sobre
ellaejerciendounafuerza qv, X B que precisamente vaenladireccionde propagacion x, lacarga
adquiere cierto impulso proveniente de la onda , el impulso transferido por una onda es
equivalente a la energia transportada por la onda sobre ¢ (Tipler y Mosca, 2015, pp.994).
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2.1.3.1. Parametros de dispersion

A. Angulo sélido

Para determinar la intensidad o potencia de un haz es necesario tomar en consideracion la
dispersion de este, siendo fundamental obtener una medida del areaangular. La dispersién en una
direccién se mide mediante un angulo plano; sin embargo, sobre un area se mide en funcién de
un angulo solido. Para describir el angulo sélido se considera el areade la superficie esférica que
un angulo solido proyectasobre una esfera, el ttrmino dA el cuél es un diferencial de area, y se
encuentra definido como (Quincey, 2020):

dA = rsin 6;d g (2.13)

- —dA = r2dSl,

T

Ilustracion 2-10: Angulo sélido diferencial
Fuente: Chartier,2005, pp. 300-303

B. Potencia y seccion transversal

La potencia diferencial dispersada por unidad de &ngulo sélido (verec. 2.15) es proporcional a la
intensidad asociada con vector de Poynting de la onda dispersada, al reemplazar la expresién
correspondiente en 2.15, se obtiene una relacion en términos de la intensidad del campo incidente
que convenientemente se expresa en funcion de la seccidn transversal de dispersion o con
dimensionesde area, al integrar la ecuacion 2.15 se obtiene la potencia dispersa por la particula

considerada en 2.16 (Tsang et. al, 2000, pp. 3-5).

dPg = |S,|r2 dQ (2.14)
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S = 5dQ (2.15)

Ps=alSi| (2.16)

Ahora es conveniente nombrar al término de la seccion transversal de absorcién o; (ver ec. 2.17),
dispersion g, (verec. 2.18) y extincion o, (ver ec.2.19). La seccidn transversal de absorcion es
la relacion de la potencia absorbida por el dispersor y la cantidad de energia por unidad de area
desplazada por la onda incidente. Del mismo modo, la seccién transversal de dispersion es la
relacion de la potenciadispersadapor la particulay la cantidad de energia por unidad de area
llevada por la onda incidente. Por Gltimo, la seccion transversal de extincion es la cantidad de
energia total restada de la onda incidente sobre la cantidad de energia por unidad de area
trasladada por la onda incidente. La cantidad de energiaabsorbida por la particula puede hallarse
al contemplar la superficie del dispersor A, es asi como la potenciatotal viene expresada como la
sumatoria de la potencia incidente o energia absorbida P; por la particulay la energia o potencia
dispersada P, (verec. 2.22), al considerar una potencia incidente P; = 0 cuando se consideraal

dispersor como noabsorbente entonces P, toma el nombrede poder de extincion (Frezzaet al., 2018).

_ b 2.17
P,
Og = m (2.18)
F,
O = m (219)
P=P,—P,+P, (2.20)

C. Gréfico de dispersion

En la electrodinamica, el proceso de dispersion se puede suponer de tal forma que una onda
electromagnética plana (monocromaética) excita el cuerpo dispersor de alguna forma. En
consecuencia, este vuelve a emitir radiacion electromagnética, tomando el nombre de radiacion
dispersa. Es importante relacionar la radiacion dispersada con la radiacion entrante y el dispersor,
acausade este hecho, se incluyeel términode seccion transversal o como variable que caracteriza

exactamente esta conexion. La llustracion 2-11 exhibe el proceso, en dénde una onda
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electromagneética incide sobre cuerpo dispersor o particula esférica, la radiacion se dispersa en
forma conica, el cambio de direccion del campo dispersado se da por una interaccion de las
particulas incidentes con los centros de dispersion del dispersor (Schallus D., 2016, pp. 53-54).

llustracion 2-11: Onda incidente sobre un objeto dispersor
Realizado por: Parray Vargas, 2023

2.1.3.2. Campos en la materia

1. Dipolo Inducido

En presencia de un campo eléctrico E, el &tomo cuentacon un nucleo formado por protones o
conjunto de cargas positivas y una nube de electrones desplazandose alrededor de este , este
provocaque el nucleo se dirija en su direccion y empuja a las cargas negativas en la direccion
contraria, las fuerzas generadas por el campo separa los electrones y el nucleo, pero la atraccion
entre ambos los junta llegando a un equilibrio, lo cual produce un atomo polarizado, esto es, con
lacargapositivaenunladoy lanegativaen otro, separadas por una pequefia distancia, resultando

enundipolo inducidoquepresenta momentodipolar p proporcional al campoeléctrico E (Griffiths,
D., 2012, pp. 167-186).

2. Dipolo inducido oscilante

Al colocarlo dentro de un campo eléctrico homogéneo variable en el tiempo E(t), se induce de
igual maneraun momentodipolar oscilante p. Considerando que el dipolo oscilaa una frecuencia
angular o, orientado a lo largo de un eje cualquieray colocado enel origen de un sistema de
coordenadas esféricas, emite un campo que se propaga hacia el exterior como una onda esférica

(Jones etal., 2015).

2.1.3.3. Dieléctricos
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Considerando un dieléctrico conformado de moléculas polares colocadas en el campo eléctrico
entre las placas de un capacitor. Los dipolos (las moléculas polares que forman el dieléctrico) se
orientan de manera aleatoria sin un campo eléctrico aplicado, en presencia de un campo eléctrico,
experimentanunmomento detorsiénsobre, lo que provoca unaalineacién conel campo, entonces
el dieléctrico es un material polarizado. Si las moléculas del material dieléctrico no son polares,
el campo eléctrico debido a las placas produce una polarizacion inducida en la molécula. Estos
momentos de dipolo inducido tienden a alinearse con el campo externo, y el dieléctrico se
polariza. Por esta razon, se puede polarizar un dieléctrico a través de un campo extemo,
independientemente de que las moléculas en el dieléctrico sean polares 0 no polares (Serway, 2018,
p.681). Las particulas polarizadas van a moverse en direccion a la mayor intensidad de campo. El
mecanismo de capturay manipulacion en las pinzas Opticas esta basado en la intensidad cerca del
focodeunrayolaser, cualquier objetodieléctriconeutro en presenciade un rayoexperimenta una
fuerza en la direccion de gradiente de intensidad, quedan atrapados cerca del foco y pueden
moverse junto con €l, e incluso pueden girarlos (Padgett, 2010, p.128.)

llustracion 2-12: (a) dieléctrico formado por moléculas
polares, sin campo eléctrico, (b)
dieléctrico en presencia de campo

eléctrico
Fuente: Serway, 2018, p.681

a) Agua

El agua es una sustancia liquida, consiste en dos atomos de hidrogeno y uno de oxigeno, con
caracteristicas de alta polaridad y fuertes enlaces de hidrogeno que permiten el transporte de
varias moléculas, eléctricamente es neutra, pero tiene partes cargadas, disuelve facilmente

compuestos de particulas polares.

b) Propiedades dieléctricas del agua
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En el H,0 liquida, los vectores momento dipolar total de las moléculas estan orientados en todas
las direcciones de forma aleatoria, si este medio estd sometido a un campo eléctrico extemo, los
vectores momento dipolar de las moléculas se alinearan con el vector de campo eléctrico externo,
generando un campo eléctrico inducido el cual es el origen del caracter dieléctrico del agua
(Gispert, 2019, p.135). El caracter polar es responsable del valor elevado de la constante dieléctrica
que es igual a 80 y del gran poder de disolvente que tiene. El agua pura es un medio dieléctrico
sin embargo la presencia de sales minerales hace que tengan carga eléctrica y sean buenos
conductores. Elagua desionizadaes un tipo de agua pura que significa eliminacion de iones, es
decir es un medio sin presencia de particulas cargadas eléctricamente.

c) Dioxido de silicio Fundido (SiO,)

El diéxido de silicio también es conocido como perlas de silica, gel de silicau 6xido de silicio es
un vidrio transparente y es un dieléctrico eficaz (Fitchen, 1975, p.39). Segun su fabricante Bangs
Laboratories, Inc. tiene un diametro de 2,06 um, con densidad de 2 g/mL, la temperatura de
almacenamiento recomendadaes de 2 a 8 °C, su composicion es de 10% de silice y 90% de agua
desionizada, indice de refraccion de 1,46, su formaes esférica, no porosa, insoluble en el agua.
La constante dieléctrica parael silice gel es de 3,8, es un de los materiales mas empleado en la
fabricacion de capilares debido a sus propiedades intrinsecas como: mayor transpareciaa la luz
UV, conductividad térmica alta, facilidad de fabricar capilares con diametros muy pequefios
(Blanco, 2020, p.94). La propiedades Opticas tales como reflexion, la absorciony la refraccion se
pueden ir variando de acuerdo a su composicién y tratamiento, por lo cual es usada en aparatos

electronicos de precision.

llustracion 2-13: Perlas de silica

Fuente: Bangs Laboratories, Inc.

2.1.3.4. Dispersion Rayleigh

La condicién méas importante para dar origen a la dispersién Rayleigh es que el tamafio de la

particula debe ser mucho menor que la longitud de onda del campo aplicado. Si esto se cumple,

se induce un dipolo oscilatorio con momento dipolar p en el interior de la particula. EI campo

emitido por este se denomina campo disperso (Tsanget. al, 2000, p.9). La idea basica dentro de este
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proceso es que las particulas como electrones, moléculas emitenradiacion electromagnética como
si fueran una antena cuando son forzadas a oscilar por el efecto del campo electromagnético
aplicado, tal radiacion presentasincronizacion con el campo entrante. Es posible hallar ciertos
parametros que fueron mostrados en la seccion 2.1.4. La llustracién 2-14 muestra precisamente
el proceso, inicialmente S es el angulo entre dipolo p vy el eje vertical z, ¢ es el angulo de
observacion referente al vector p . El campo eléctrico disperso E , s un vector normal al vector
de propagacion de dispersion, O. Por ultimo, se pueden divisar los angulos 6y, 6,,, 8, en funcion

del eje centrado en el dipolo x,y, z (Miles et. al, 2001).

llustracién 2-14: Dispersion dentro del régimen

Rayleigh
Fuente: Miles et. al, 2001

2.2. Haz Gaussiano

En este apartado se busca describir la propagacion de la luz a través de la teoria ondulatoria, se
han tratado sistemas épticos que funcionan usando ondas planas, sin embargo, esto es una
idealizacion ya que se consideran aproximaciones. La mayoria de los sistemas dpticos se
encuentran basados en el haz gaussiano, y los laseres son un ejemplo de este sistema, pues esta

disefiado para generar un haz gaussiano como salida.

En un medio homogéneo, la radiacion dptica, por su naturaleza, no puede medirse y propagarse
al mismo tiempo sin tener una variacion angular. Considerada como una propiedad que se
presenta en sus limites, paraondas planas uniformes y ondas esféricas. Al hablar de ondas planas
nos referimos a una energia que se extiende en todo el espacio, sus normales del frente de onda
(rayos) asociados se propagan paralelamente, no hay dispersién angular, por el contrario, una
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onda esférica emana de un solo punto, pero los rayos correspondientes divergen en todas las
direcciones (Teichy Saleh, 2019, p.270).

A pesar de esta propiedad fisica inherente a las ondas, ciertas fuentes de luz, como los laseres,
emiten haces de luz cuya energia puede propagarse con poca dispersion espacial, las ondas cuyas
normales de frente de onda forman pequefios &ngulos con el eje z se denominan ondas paraxiales,

la cual tiene que satisfacer la ecuacion de Helmholtz (Teich y Saleh, 2019, p.270).

El haz gaussiano se define como el patrén de propagacion luminosa caracterizado por frentes de
onda paraxiales y energia concentrada alrededor del eje de propagacion (Espafia, 2005, p.116) , €S
una solucioén de la ecuacion de Helmholtz, en su modo mas simple posee simetria cilindrica
alrededor del eje de propagacion y presenta una distribucion de intensidad en cualquier plano
transversal en formade campanade Gauss, de la cual procede su nombre. En condiciones ideales
el haz que sale de un laser se puede aproximar bien mediante una distribucion gaussianade la

amplitud del campo eléctrico.

llustracion 2-15: llustracién de un haz gaussiano y

sus parametros
Fuente: Zappe, 2010, p.47

2.2.1.1. Ecuacion de onda paraxial

Un caso especial de la solucion de la ecuacion de Helmholtz son las ondas paraxiales siendo la
base para la propagacién del haz gaussiano, teniendo una variacién transversal limitada en
comparacion a la onda plana. Para una onda plana las amplitudes de los campos eléctrico y
magnético son constantes y sus direcciones son mutuamente excluyentes y perpendiculares al
vector de propagacion, el haz de radiacion tiene un comportamiento similar a una onda plana,
pero se permite una variacion perpendicular al eje de propagacion y aun asi se puede decir que
los camposeléctrico y magnético son mutuamente perpendiculares a la direccion de propagacion
(Yeap y Hirasawa, 2020, p.132). Al tener en cuenta la direccion en z positivo se puede escribir la

distribucién para cualquier componente del campo eléctrico (sin dependencia del tiempo) como:
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E(r,z) = u(r,z)e /kz (2.21)

En la ecuacion 2.21: u(x, y, z) es unafuncion escalar complejay describe la parte de la onda no
plana del haz. Al reemplazar la ec. 2.21 en la ecuacion de Helmholtz obtenemos:

) (1) 4 kPu(r)e () — 2]k T ok
Z

62u+62u+62u
0x?*  dy? 0z

(2.22)
— k2u(r)e-ik2) = 0

Para que la ec. 2.22 satisfaga la ecuacion 2.7 usamos la aproximacion paraxial, por ello se dice
que es necesaria la condicion de variacion lenta (Az) a lo largo del eje de propagacion z, que
debido a la difraccion Az va a ser comparable a A, el cambio que experimenta (Auw) es menor que
u, es decir, [A(du/0z)/0z]A < du/dz), porlo que la onda mantiene su naturaleza de onda plana
y despreciamos a d2u/dz?2 (Teich y Saleh,2019, p.208). El resultado que se obtiene es la llamada

ecuacion de onda paraxial:

d
V2u — j2k a—’; =0 (2.23)

0*u 10u __ Ou

47 — = 2.24
6r2+r6r 2] 0z 0 ( )

VZ = a%/0x%+ 8%/dy?: es el operador laplaciano transversal , a veces por analogia con la
mecanica cuantica también se la llama ecuacion de Schrodinger lineal (Forbes, 2014, p.49). Las

soluciones de la ecuacion de onda paraxial son los modos del haz Gaussiano.
2.2.2. Modo principal Gaussiano

La ecuacion 2.23 expresada en coordenadas cilindricas nos proporciona una solucion méas simple

de la onda paraxial axialmente simétrica, su forma es (Yeap y Hirasawa, 2020, p.132):

(r,z) = A(2) exp (— é::;) (2.25)

r es nuestro parametro radial (r? = x2 + y?), A representa un cambio de fase complejo que esta

asociado al eje de propagacion z y qes un parametro del haz complejo que representa la variacion
gaussiana en la intensidad del haz con la distancia desde el eje 6ptico y también nos indica la
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curvaturadel frente de fase cuando es esférico cercadel eje (Kogelnik y Li, 1966, p.1553) , A y q aln
no se determinan, paraencontrar la solucion a los dos términos desconocidos sustituimos (2.25)
en (2.24) y se obtiene la expresion (2.26), para satisfacer tal equivalencia, ambas partes en
paréntesisdeben seriguala0, obteniendodos relaciones que debensatisfacerse simultdneamente:

Kir2a (aq 1) 2jk (A + aA) -0 (2.26)
q? \oz J q 0z/) '
dq d0A A
A_q, -2 2.27)

0z y 9z q
La primera parte de la igualdad 2.27 tiene la solucién:
q(2) = q(zo) + (z — zp) (2.28)

Donde: q(z), representa el parametro de salida de un plano, y q(z,), el pardmetro de un segundo
plano (cuando entrada), separados por una diferencia entre la distancia inicial (zy) y final (z)

(Kogelnik y Li, 1966, p.1553), definimos la posicion de referenciaa lo largo del eje z como zy=0

consiguiendo:
q(z) =q(0) +z (2.29)

Debido a que en la funcion 2.25 aparece como 1/q(z) es necesario reescribir en funcion de sus dos
parametros real (r) e imaginario (i) obteniendo la equivalencia 2.30 que al ser reemplazadaen
2.25 nos da como resultado la ecuacién 2.31:

=) 6 230

o () - [56), -5 0) e

r

El término imaginario presenta la forma de la variacion de fase el cual produce un frente de onda
esférico en nuestro limite paraxial, esta comparacion esta descrita por la ecuacion 2.32 para el
caso de un plano de valor fijo en z (Forbes, 2014,p.51), donde R representael radio de curvatura,
tenemos que en el limite cuando r « R, el aplazamiento de la fase conduce a que sean

aproximadamente iguales, entonces se tendra una superficie con radio de curvaturaR(z) y la
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variacion de fase relativa estara dada por n(r) = mr2/AR(z) (Yeapy Hirasawa, 2020, p.133), de este

modo se puede identificar la parte real de 1/q(z) obteniendo la solucién (2.33)

2
exp (—jk(R —+R?—7r? ) = exp [—j mr (2.32)

AR(2)

(%) = % (2.33)

La segunda parte de la ecuacion (2.31) tiene una variacion gaussiana en funcion a la distancia del
eje de propagacion z, por lo que toma la forma de una distribucidén gaussiana:

f(@) = f(0exp [— (ri) ] (2.34)

0

1 representala distancia 1/e respectiva al valor en el eje de propagacion (Yeap y Hirasawa, 2020,

p.135), para que la parte imaginaria tome esa forma necesitamos reemplazarlo por:

1 2 2
(5>i Ttz nw? (2.35)

P
¥

X

llustracion 2-16: Funcion gaussiana.
Fuente: Lipson et al, 2010, p.107

Para la igualdad 2.35, w se define como la cintura del haz en la cual el campo cae a 1/
relativamente al valor del eje, y r representa la distancia perpendicular desde el eje del haz. La
Ilustracion 2-16 muestra el diametro de 1/e? de la funcion gaussiana, consideradaen este caso
como 2w . Como g depende del eje de propagacion z, tanto R como w dependeran de la posicion
de z (Silfvast et al, 2003, p.23). Al encontrar los valores de q(z), tanto la parte real como imaginaria
tenemos la siguiente solucion:
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11 2
q(z) R(z) mw?

(2.36)

Cuando z=0 en la funcion 2.25 aparece el término q(0) y 4o, y con wy igual a (Aq(0)/jm)/? se

encuentra la distribucion relativa del campo escalar:

—r2
u(r,0) = u(0,0) exp <F> (2.37)

0

El haz gaussiano va a contraerse hasta un diametro minimo de 2w, también llamado el radio de
cintura del haz, q(0) es el pardmetro del haz complejo en la cintura puramente imaginario, y con
ello obtenemos una nueva expresién para la funcién q(z) a una distancia z (Kogelnik y Li, 1966,

p.1553):

: 2
a@) =0+ 2 (2.38)

Para tener un mejor manejo de los parametros del haz gaussiano simplemente se expresa en
términos de distancia focal también conocido como “distancia Rayleigh” el cual deriva de la teoria

del resonador, z, = nwoz//l (Teichy Saleh,2019, p.280), con esto se puede reescribir la ecuacion 2.38:
q(2) =jz, +z (2.39)

Combinado la ecuacion2.39 y 2.36 hallamos el radio de curvaturadel haz gaussiano (R) y el

ancho de la cintura del haz (w) (Eichhorn, 2014, p.58) :

R(z) =z [1 + (%)2] y w(2)=w, [1 + (Zi)z] (2.40)

r

Para finalizar con la solucién de la ecuacién basica del haz gaussiano, reescribimos nuestra

segunda parte de la ecuacién (2.27) con dz = dq tenemos % = —C;—q y de deducimos que

A(2)/A(0) = q(0)/q(z) y sustituyendo tenemos:

(2.41)



Teniendo en cuenta que el cambio de fase del haz gaussiano, obtenemos:

A(z) _wo .
A_o =W exp(jn) (2.42)

Al encontrar todos los parametros y tomando la amplitud en el eje de la cintura de haz, se obtiene
la expresion completa parael modo del haz gaussiano fundamental, r es nuestro parametro radial

(Yeap y Hirasawa, 2020, p.136):

ulr,z) = A Yo exp - — jr* + jn (2.43)
’ w(z) w?  2R(2) '

Para obtener el campo eléctrico solo reemplazamos la ecuacion (2.43) en (2.21) podemos ver que
solo difiere en el factor de fase de onda plana, entonces el campo eléctrico escalar de un haz
gaussiano monocromatico polarizado uniformemente esta dado por (Hokr etal., 2015, p.3):

E(r,z) = Eg2® U i 2.44

2.2.3. Propiedades
2.2.3.1. Intensidad

Laintensidad 6ptical(r,z) = |E(r,z)|? enfuncionde las posiciones axial (z) y radial (r) se puede
expresar como lo indica la ecuacion (2.45), donde I, = |E,|? en cualquier valor, se puede decir
que la intensidad es una distribucion gaussiana de r, presenta un pico en el eje z cuando r=0, y
disminuye a medida que aumente r, el ancho del haz w de la distribucion gaussiana aumenta con

la distancia axial como lo indica la llustracion 2-17 (Teich y Saleh, 2019, p.275) :

212
I1(r,2) = I (szg)f ¢ W@? (2.45)
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(a)

I/1y I/1y
(b) (c) B
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{

llustracion 2-17: Relacion intensidad y ancho de cintura del haz
Fuente: Teich y Saleh, 2019, p.276

Cuando r=0, la ec. (2.45) tiende a reducirse a la igualdad 2.46 y ademas cuando nuestro eje axial

z=0 vamos a tener que 1(0,0) = I, (Teich y Saleh, 2019, p.276):

Wo )2 Iy

w(z) 1+ (ZE)Z (2.46)

10,2) = I (
2.2.3.2. Potencia

La potencia total que es trasportada por el haz es igual a la integral de la intensidad dptica sobre

cualquier plano transversal (eje de propagacion z) (Teich y Saleh, 2019, p.276).

P =f I(r,z)2nrdr (2.47)
0
Del cual se puede obtener que:
2
p— @ (2.48)

Por lo tanto, se dice que la potencia es equivalente la mitad de la intensidad méxima multiplicada
por el area del haz cuyo resultado es independiente de z (Teich y Saleh, 2019, p.276).

224. Parametros
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De la ecuacion 2.44 definimos los siguientes parametros tales como indica la Ilustracion 2-18:

T

Beam
profile

llustracion 2-18: Parametros del haz gaussiano
Fuente: Silfvast et al, 2003, p.23

( ) 7 '

El radio de curvaturadel frente de onda R(z) es la medidade la curvatura de los frentes de onda
para cualquier z. El valor de R(z) tiene cambios en tres regiones: si z < z,, R(z) — oo, es decir
si z es muy pequefio en comparacion con la distancia de Rayleigh z,., se dice que z tiende a estar
cerca a la cinturadel haz; si z = z,, entonces R(z) = 2z,, por lo que, en la distancia de Rayleigh,
se obtiene la méxima curvatura de los frentes de onda; si z > z,, se tiene que R(z) = z, entonces
el haz se propaga demasiado y el frente de onda del haz Gaussiano es esférico. Después de haber
analizadolostres casos, cuandoel haz gaussiano se encuentra cercade la cinturadel haz, el frente

de onda es plano, y si esta en el infinito el frente de onda es esférico (Meschede, 2006, p.48).

2.2.4.2. Ancho del haz

172
conw, = (ZL> (2.50)

nm

w(z) =w, [1 + (Zi)z

En la ecuacion 2.50: w, es el valor minimo del radio de cintura del haz para z = 0; w(2),
determina el radio de la seccion transversal del haz para cualquier z. Para la region dentro de la
zona de Rayleigh, el radio del haz w(z) permanece constante, mientras que, en la region lejana,
aumenta linealmente segin (Meschede, 2006, p.48) :
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Z
w(z) = w, (—) (2.51)
Zy
2.2.4.3. Factor de fase
Z
n= tan9‘1(z—) (2.52)
T

n, es un factor de fase que representauna pequefia desviacion de la evolucion de fase lineal de
onda plana quevade —m/2 < n = m/2. Estafase también es conocida como fase Gouy; la mitad
se recolecta dentro de la zona de Rayleigh. Al viajar a través del foco, la fase se invierte
efectivamente, lo querecuerda a dos rayosparciales que intercambian posiciones relativas cuando

se cruzan en un punto focal (Meschede, 2006, p.49).

2.3. Laser

A finales de 1950 y principios de 1960 los fisicos y laboratorios de investigacion buscaban
aprovechar las capacidades de la amplificacion de ondas, Charles Townes descubri6 que esto era
posible al construir el maser, posteriormente junto con Schawlow publicaron un articulo para
extender la idea del maser a frecuencias Opticas ya que en ese momento las longitudes de ondas
producidasen el maser eran comparables a las dimensiones de dispositivo (1,25 cm). En 1960
Theodore Maiman construyd el primer laser usando un cristal de rubi como amplificador y una
lampara de destello como fuente de energia de ahi se produjo un rayo rojo intenso que salia desde
el extremo de la varillacuando se dispard la lampara (Silvvastet al, 2004, p.4). Desde entonces se ha
fabricado algunos laser tales como el de gas que estd compuesto de helio y nedn fabricado por
Bell Laboratories.

El acronimo Lasersignifica Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, es decir,
ampliacidn de luz poremisidn estimulada de radiacion, se deriva de su predecesor el méser, es un
oscilador dpticocon fuentede campos deluz intensosy coherentes, tedricamente suspropiedades
opticas fueronestudiadaspor Schawlowy Townes en el llamado méaser 6ptico, mastarde llamado
laser. Este dispositivo consta de un amplificador éptico un conjunto de espejos utiles para
retroalimentar la luz, como se puede veren la llustracion 2-19, la salida del laser se da por el

espejo parcialmente transmisor (Teich y Saleh, 2007, p. 569).
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llustracion 2-19: Estructura Basica de un sistema laser
Fuente: Teich y Saleh, 2007, p. 569

2.3.1. Funcionamiento

La clave del funcionamiento de laser es la emision estimulada, basada en la idea cuantica de Max
Planck donde se explica la radiacion del cuerpo negro, Albert Einstein en 1917 propuso los
conceptos de emision y absorcion estimulada de la radiacién (Hernandez y Thompson, 2017, p.579).
Para describir la interaccion de fotones con atomos, se debe considerar niveles de energia
existentes, cuyo 4&tomo aislado puede existir en su estado fundamental con energia E4, 0 en un
estado excitado cuyaenergiaes E,. Existen 3 procesos en los cuales el &tomo puede pasar de un

estado a otro:

1.- Absorcion: el atomo se encuentraen su estado de menor energia (fundamental) que en
presenciade un modode radiacionalteraa lafrecuencia (f), esté corplsculoabsorbe una cantidad

de laenergia E = hf de ese campoy pasaal estado de mayor energia (Halliday, 2013, pp. 1241-1244).

Ey .— Higher Enerpy State E, -. Higher Energy State

& /
A Incident Photon ,_@_
E=E,-E

E, _G Low Energy State " O Low Energy State

(a) (b)

lustracién 2-20: (a) absorcion, (b) emision espontanea
Fuente: Vanderwerf, 2017, p.76

2.- Emision espontéanea: el &tomo inicialmente se encuentra en el estado excitado, durante unos
pocos nanosegundos caeraa un estado de menor energia y liberara su energia emitiendo un foton
que no tiene direccidn particular (Vanderwerf, 2017, p.75), €s llamado emisién espontanea porque

dicha transicion es independiente del nimero de fotones (Ver llustracién 2-20 (b)).
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3.- Emision estimulada: Si la energia del foton incidente es igual a la diferenciaentre los dos
niveles de energia, al pasar el electron al nivel de baja energia, el fotdn va a estimular la caida del
electron y crea otro foton duplicado el cual va a moverse en la mismadireccion del foton original
(Ver llustracion 2-21), este par de fotones adicionales van a viajar juntos con propiedades
idénticas como lo dice Satyendra Bose y Albert Einstein en su teoria estadistica desarrollada en

1920 (vanderwerf, 2017, pp.75).

Tanto la absorcién, emision espontanea y emision estimulada se basan en la densidad de
probabilidad dentro de la cavidad de volumen V, es decir, la probabilidad de que se produzca

cualquiera de los procesos en un intervalo de tiempo, y se rigen la misma ley:

Pas = 570(f) 259

Dondeceslavelocidad de la luz, o (f) es conocida como la seccidn transversal de transicion

que depende de nuestra frecuencia de resonancia (f) con unidades de cm? (Teich y Saleh,

2007, p. 502).

E, . Higher Energy State

Incident Photon q' ’_@' _
; , Identical Photons

E, G .. Low Energy State

llustracion 2-21: Emisioén estimulada
Fuente: Vanderwerf, 2017, p.76

Normalmente existen mas atomos en el estado fundamental que en los estados superiores como
lo indica la llustracion 2-22 (a), sin embargo, para producir la luz se requiere mas a&tomos en el
estado excitado (E,) en comparacion con el estado fundamental (E; ), este proceso es llamado
inversion de poblacion y se lo puede ver en la llustracion 2-22 (b), es necesaria para la emision
estimulada ya que produce una emision de fotones adicionales todos en fase y moviéndose en la
misma direccion al fotdn original (Halliday, 2013, pp. 1243) (Ver llustracion 2-23) .

33



08 soe00000

00080000 1)

(@) (b)

llustracion 2-22: (a) Equilibriotérmico, (b)

Inversion de poblacion.
Fuente: Halliday, 2013, pp. 1241

R
Incident Photons R

E=Ey-E Y ' B Coherent Light

R

E, ___0.0.0.0—O————— Lower Energy State

llustracion 2-23: Generacién de haz
Fuente: Vanderwerf, 2017, p.76

2.3.1.1. Amplificacion 6ptica y retroalimentacion

La amplificacion de sefiales Opticas se basa en el fendmeno de emision estimulada e inversion de
poblacidn, esto ocurre cuando se logra una rupturaen el sistema de equilibrio térmico, es decir,
el sistema de niveles de energia sale de su estado de equilibrio, provocando que la cantidad de
atomos del medio activo en niveles mas altos de energia sea mayor que los atomos en los niveles

de menor energia, este suceso se rige bajo la distribucion de Boltzmann:

_E-E
N, = Nye ksT (2.54)

Donde sabemos que E, > Eq,E, — E; = hfy, f, es la frecuencia de resonanciade transmision
entre los dos niveles de energia, solo cuando T — oo y exista un medio de ganancia existiran mas

atomos (N, > N;) en el nivel de energia mas alto.

Por este motivo se necesita en primero lugar dar un aporte de energia extema para conseguir la
inversion de poblacién a través de un bombeo 6ptico, cuya fuente de luz puede serde naturaleza

eléctrica, 6ptica o quimica, como ejemplo tenemos el aplicar corriente eléctrica, una reaccion
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quimica, la descarga de electrones en el seno de un gas, la iluminacién mediante otra fuente

luminosa, entre otras (Vanderwerf, 2017, p.77).

En segundo lugar, debe existir un mecanismo que devuelva los fotones generados hacia el medio
amplificador, consiste en una cavidad que esta compuesto por un par de espejos donde rebota la
luzemitidade un lado a otro, separados por una longitud L, y al pasar porel medio activoaumenta
la intensidad de la luz emitida, proceso conocido como amplificacion Gptico o en cascada
(Vanderwerf, 2017, pp.71-79). Esta construccion se puede observar en la llustracion 2-19, recibe el
nombre de cavidad de Fabry-Perot cuyo coeficiente de reflexion de los espejos debe ser elevado
para favorecer la realimentacion, pero no excesivamente, de esta manera vaa dejar escapar hacia
el exterior de la cavidad la potencia suficiente para generar nuestro haz de fotones deseado
(Boquera, 2005, 2012).

El incremento de intensidad de la luz emitida en el amplificador 6ptico esta descrito por la
ecuacion 2.55, y(f) representa la ganancia del medio porunidad de longitud del medio, y zes el
eje de propagacion, el coeficiente de gananciaes proporcional a la diferencia de la poblaciéon N =

N, — Ny, y o(f) = (A%/8mtgy)g(f) (Teich y Saleh, 2007, p.465).

I(z) =10 exp(¥y(f)z) con y(f) = No(f) (2.55)

Donde g(f), esunafunciénde forma deondao de linea, la cual puede tener una forma Lorenziana
0 Gaussiana, en los laseres donde el medio activo es un solido g(f) es Lorenziana, mientras que
cuando el medio activo es ungas g(f) es Gaussianacomo lo indicala llustracion 2-24. y t,, es

el tiempo de vida de radiactivo de la transicion laser (Aboites, 2017, p.4) .

FL

Cronissiana

Lorenziang

llustracion 2-24: Funcion de forma de onda o

linea
Fuente: Aboites, 2017, p.4

2.3.2. Modos de cavidad longitudinal
35



El funcionamiento y la construccion de un laser usualmente se basa en la resonancia que ocurre
dentro de la cavidad del laser debido a la produccion de ondas estacionarias con un nodo en cada
espejo, sin embargo, el tener los espejos en cada extremo conlleva al desarrollo de modos
longitudinales que dependen de la frecuencia oscilante y modos transversales que dependen del

espacio.

2.3.2.1. Modo Longitudinal o axial

Fially Partially
reflecting Iransmifting
mirroe mirrar

[ain medium

2 distingt Modas
Iongituding| mades aaincide
|different wavelengths) in direction,

lustracion 2-25: Dos modos longitudinales diferentes que

funcionan simultaneamente en la cavidad
Fuente: Silfvast et al, 2003, p.22

La llustracion 2-25. nos indica que dentro de la cavidad del laser se desarrollael haz, el cual viaja
de un lado a otro entre la distancia de los espejos donde ocurre un nimero exacto de algunas
longitudes de onda que estan dentro del ancho de banda de ganancia del laser, las cuales tienden
a mejorar mas que otras, dichas longitudes son aquellas que forman una onda estacionaria que va
a tener cientos de miles de picos, si tenemos mas de unaonda estacionaria, cadaonda va a estar
separada por una cantidad exacta y fija (Silfvast et al, 2003, p.20). Esta separacion de frecuencias
estara dada por la ecuacion 2.56 al dividir la velocidad de la luz por el doble de la longitud de la

cavidad:

Af = — (2.56)

Normalmente estos modos oscilande formaindependiente, pero existen técnicas disponibles para
acoplarlosy unirsus fases (Teichy Saleh, 2019, p.1418). La llustracion 2-26. (a) nosmuestra unaserie
de modos posibles, separados por una frecuencia Af constante, donde se representa la intensidad
(1) y la frecuencia (f). Como ya se mencion6 podemos restringir el nUmero de modos observables:
primero, en la llustracion 2-26. (b) el namero esta restringido de formanatural por el perfil de
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ancho de banda de las transiciones atdmicas, es decir se encuentra restringido por la curva de
ganancia; segundo, podemos recubrir los espejos para reflejar sobre un ancho de banda de
longitud de onda deseado (Vanderwerf, 2017, p.78). Cuando restringimos la emision a un solo modo,
el rayo laser es casi monocromatico.

-~
-

(b)
z —Mode F ILL|IILIILI\.\— =
z P 4 F
& =
= a2
5" é — Bandwidth Gam Curve
Af= constant &b iy ./
, \ J\ ‘ { l f [J': ,.'”‘. .l. [
‘,'\.‘\“}"'f“/ \/ H“ , ANNNNA
Frequency f Frequency f

llustracién 2-26: (a) Serie de modos longitudinales y (b) Restriccion de modos

longitudinales
Fuente: Vanderwerf, 2017, p.78

2.3.2.2. Modo Transversal

Fully Partially
reflecting fransrting
mirrar rmirrar

Gain medium

2 distincl
Irangvarse modes

llustracion 2-27: Modos Transversales
Fuente: Silfvast et al, 2003, p.22

Los modos electromagnéticos transversales (TEM) a diferencia de los modos longitudinales,
implican caminos Opticos levementediferentes a través del medioamplificador, por ende, también
involucran direcciones levemente diferentes cuando emergen del laser como lo indica la
lustracion 2-27.Sicada modotransversal viajaen uncamino Unicovaa consistir envarios modos
longitudinales con una separacién de frecuencia dada por la ecuacion 2.38 (Silfvastet al, 2003, p.22).
En general se expresa como TEM,,,, donde m representael nimero de lineas de separacion de
nodos en la direccion x y n indica el nimero de lineas de separacion de nodos en la direccion y
(Vanderwerf, 2017, p.79). El modo transversal de orden mas bajo es el modo TEM,, , se lo puede ver
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en la llustracion 2-28, el cual viaja por el eje central del medio de ganancia del laser, tiene un
perfil de intensidad de hazen ladirecciontransversal a ladireccion de propagacion que se describe
mediante una funcidn gaussiana. Los modos que tienen orden superior poseen haces ligeramente
diferentes como lo indica la lustracion 2-27, y también en la llustracion 2-28 se muestra el modo
TEM;, cuando se proyectaen una pantalla, tiene una division en la direccion x y también una

separacion de nodos en y.

Mode Separation Lines

TEM

11

lustracion 2-28: llustracion de modo TEM,,
Fuente: Vanderwerf, 2017, p.79

2.3.3. Propiedades del rayo laser

El laser es una fuente de energia luminosa, pero debido a sus propiedades especiales las convierte
en un tipo especialmente adecuado para aplicaciones de investigacién tales como médicas.

1. Monocromaticidad: los laseres emiten una sola longitud de onda, es decir un haz puro o
monocromatico, esta propiedad se debea que solounaonda electromagnética monocromatica
de frecuenciav, dada por f, = (E, — E;)/h puede ser amplificada y ademéas dado que el
arreglo de espejos forma una cavidad resonante, la oscilacion puede ocurrir solo en las
frecuencias de resonanciade esta cavidad. Esta Gltima circunstancia conduce a que el ancho
de linea del laser sea a menudo mucho mas estrecho que el ancho de la linea donde ocurre
transicion de niveles (Svelto, 2010, pp.8-13).

2. Coherencia: Para cualquier onda electromagnética monocromatica se introduce dos
conceptos de coherencia: espacial, tiene que ver con el comportamiento en el tiempo que
exhiben la diferencia de fase para las ondas que conforman el haz, dicha diferencia debe ser
constante en el tiempo para que exista tal coherencia perfecta o lateral, por ejemplo, tenemos
dos puntos b, y b, enun t = 0, los cuales al encontrarse en el mismo frente de onda y con
campos eléctricos E; (t) y E, (t), por definicidn la diferenciaentre las dos fases de campo
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cuandoel t = Oes cero y por ende ahora permanece cero en cualquier tiempo 'y la coherencia
es perfecta entre losdos puntos. Si esto ocurre entre dos puntos del frente de onda existira tal
coherencia perfecta espacial (Ver llustracion 2-29 (a)); temporal, es necesario considerar un
campo eléctrico de la onda electromagnética en un cierto punto B en los tiempos t + 1, si se
le da un cierto tiempo de retado t y si la diferenciade fase entres los campos permanecen
iguales dentro de cualquiertiempo t, existird una coherencia temporal (Svelto, 2010, pp.8-13).
Con todo lo mencionado se llega a la conclusion de que toda la energia propagada desde la
fuente inicial esta en fase. A menudo esta propiedad se usa para crear lineas de interferencia.

‘%{.» HERENCIA
TEMPORA

S

@%ﬁ

llustracion 2-29: (a) Coherencia temporal y espacial, (b) coherencia

espacial (c) ejemplo de coherencia en un tiempot,
Fuente: Gonzalez, 2000, pp.35

3. Direccionalidad: Esta es una propiedad que surge como consecuencia de colocar el medio
activo en una cavidad resonante. El laser emite un haz estrecho que se va abriendo muy
lentamente, Es decir por cada metro recorrido del diametro del haz aproximadamente crece 1
mm. Todo este fendmeno se debe a que la coherencia espacial perfecta ya que a pesar tener
una apertura finita tiene una pequefia divergencia debido a la difraccion. Para entender estas
partes, se usa la llustracion 2-30. la cual muestra un haz monocromatico con una intensidad
uniforme y frente de onda plano el cual incide sobre la pantalla (S) que tiene una apertura
(D). Elprincipio de Huyghens establece que “el frente de onda en algin plano P detras de la
pantalla se puede obtener de la superposicion de las ondas elementales emitidas por cada
punto de la apertura”, porlo que debido al tamafio infinito D que tiene la apertura, el haz pose
una divergenciafinita y su valor puede ser hallado baja la teoriade la difraccion (Svelto, 2010,
pp.8-13).
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llustracion 2-30: Difraccion de onda
Fuente: Svelto, 2010, pp.36

2.4. Pinzas opticas

La pinza Optica es un instrumento que permite aplicar fuerzas dpticas para el estudio de particulas
microscopicas, aparecieron por primera vez en 1986 por Ashkin, quien demostré que al enfocar
un rayo laser con un lente objetivo se puedo atrapar una particula dieléctricatransparente. En
1987, se demostrd el atrapamiento laser de células vivas mediante el uso de laseres cercanos al
espectro infrarrojo para evitar el calentamiento intenso del laser y el foto-dafio de las muestras
bioldgicas (Ashkin y Dziedzic, 1987, p.1517). Desde entonces, las pinzas épticas son de gran
importancia para caracterizar las fuerzas generadas por los laseres, asi como para manipular,
clasificar y modelar células bioldgicas. La parte 6ptica geométrica es evidente cuando se da la
fuerza de radiaciony de gradiente. La fuerzade radiacion empuja la particula a lo largo de la
direccidn de propagacion de la luz, sin embargo, no atrapa la particula de manera estable, en
cambio, la fuerzadel gradiente Optico atrae particulas a regiones con mayor intensidad de luz
(Kitamori y Chih-Ming, 2011, p.318). Se logra una trampa oOptica estable, si el rayo laser esta bien
enfocado, donde la fuerza del gradiente domine la fuerza de la radiacion.

Propiedades

24.1. Arreglo experimental de pinzas opticas

Las pinzas Opticas se obtienen orientando un rayo laser hacia un punto de difraccion limitada,
usando un lente objetivo de alta apertura numérica (OBJ). Adicionalmente se necesita un espejo
de direcciondel hazy un telescopio formado por los lentes (L1 y L2), con la finalidad de dirigir
la posicion de la pinza dptica, las imagenes de la muestra se obtienen a travésde la iluminacion,
espejos dicroicos (DM) y unacamara. El condensador, el lente L3 y el cuadrante (QPD), permite
rastrear la informacion de la muestra, las huellas resultantes posibilitan el seguimiento del
movimiento browniano (BM) y la calibracion de la rigidez de las pinzas Opticas. En el primer
recuadro tenemos una trampa oOptica estable, se puede ver a la muestra dentro del haz (Ver

lustracion 2-31).
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steering L L2
mirror To camera

llustracion 2-31: Disefio experimental basico
Fuente: Marago et al., 2013, p.810

24.2. Montaje experimental

Existen equipos comerciales, sin embargo, la mayoria de los laboratorios de investigacion
implementan su propio equipo ya que su costo es mucho menor. Se debe evitar , que la trampa
Optica no interfieraen el uso normal del microscopioy con esto usarlo para los diferentes
experimentos. En la lHustracion 2-32 se muestraun ejemplo del montaje de unapinza 6ptica bésica
de un solo haz de luz.

llustracion 2-32: Pinza Optica

Fuente: Jones etal., 2015
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La ubicacion correcta: Se debe elegir la ubicacion adecuada para garantizar la estabilidad del
montaje y la calidad de los resultados experimentales. Para experimentos complejos es necesario
elegir un laboratorio con temperatura y humedad estabilizadas, utilizar un laboratorio en la planta

baja y con ello limitar las vibraciones del edificio.

Construccion del microscopio invertido: EI microscopio se construira en varios niveles. Se
inicia la construccién de estructura de dos niveles, como se evidencia en las llustracion 2-33 (a)
y 2-33 (b). En la parte inferior se fija la mesa Optica; donde se alojaran los componentes Opticos
necesarios para preparar el haz ptico y enfocar la imagen de muestra en la cAmara. El segundo
nivel es una protoboard apoyada en cuatro columnas; donde se alojaran las etapas para sujetar y
manipular la muestra. Es importante que ambos niveles sean estables y horizontales. La
plataforma de traslacion debe estar unidaal lado inferior de la placa de pruebas con la finalidad
de poder controlar la posicion vertical objetivo como se lo puede apreciar en la lustracion 2-33
(c). Despuésde esto se puede montar la partedondese vaa colocar lamuestra entres dimensiones,
como se evidencia en la parte de la lustracion 2-33 (d), se coloca la placa de pruebas como un
segundo nivel. Se construye un tercer nivel como se muestra en la llustracion 2-33 (e), donde se
ubicaran loscomponentes deiluminacion, deteccion y condensador. Esta parte nos permitealinear
la posicion del condensador a lo largo de las direcciones laterales y con ello, poder centrar la
posicion del has recolectado. Como ultimo punto, se procede a colocar el objetivo (OBJ) para
podertomar laimagen. Comorecomendacionse debe colocar unobjetivode bajoaumento porgue

permite una alineacién sencilla.
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(a) (b) (c)

llustracién 2-33: Alineacion del rayo laser para generar unas
pinzas oOpticas
Fuente: Jone et al., 2015

Preparacion de la muestra: lo mas sencillo es utilizar alguna microparticulasintética en una
solucidn acuosa, estas presentan muy buenas caracteristicas, por ejemplo, esfericidad y variacion
de tamafio, estdn ampliamente disponibles de proveedores comerciales. El tamafio ideal para
empezar se encuentraen el régimen de tamafio intermedio, es decir, de alrededor de 0,5a 2 um

de radio, donde se maximizan las fuerzas opticas (Jones etal., 2015).

Alineacién del haz 6ptico: Se debe acoplar el rayo laser a nuestro microscopio invertido. El
primer paso es seleccionar el has adecuado a utilizar, debe elegirse de acuerdo con el tipo de
experimento que vamos a hacer. La mayoria utiliza laseres infrarrojos (IR), ya que las muestras
bioldgicas presentan un minimo de absorcion en esta region del espectro electromagnético
(Neuman et al., 2004). Al minimizar la absorcion de luz por parte de la muestra la posibilidad de
dafarlaesminimay los efectosradiométricos (debidos a gradientesde temperaturas) disminuyen,
otro parametro a considerar es la potencia. Hay que tomar en cuenta la calidad del haz ya que es
util para tener un enfoque estrecho, estarelacionado con la cinturadel haz, la divergencia del haz
y considerar el rayo gaussiano. Los lentes nos permiten manipular el diametro del haz y la
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divergencia. Los espejos dicroicos se utilizan para combinar o separar haces de diferentes
longitudes de onda como lo hacen los filtros selectivos de longitud de onda, pero al hacerlo
introducen unadistorsion minimadel frente de onda en los haces transmitidos y reflejados. El haz
de salida de la mayoria de los sistemas laser es un haz TEMoo (Gaussiano) con polarizacién
lineal. El control del estado de polarizacion del haz esimportante tanto para manipular el haz, por
ejemplo, dividirun solohazen multiples haces, como para prepararlo parasu uso con dispositivos

sensibles a la polarizacion (Jones et al., 2015).

Captura y manipulacién 6ptica: En este punto todo esta listo y se coloca la muestra diluida de
microparticulasen la plataforma de la muestra, se procede a atrapar la primera particula, ajustar
la posicidn y el soporte de la muestra. Adicionalmente para enfocar la imagen es necesario
solamente mover el foco de laser unos pocos micrémetros. La camara CCD es la que permite

observar a la particula.

2.5. Regimenes de atrapamiento 6ptico

Una particula queda atrapadaen el punto donde el gradiente y las fuerzas de dispersidn estan en
equilibrio, es decir, ligeramente después del foco. EI cambio en el momento implica que una
fuerza actua sobre el objeto. Tal fuerza puede, por conveniencia, descomponerse en una fuerza de
dispersiony unade gradiente, donde la primera actiaen la direccion de propagacionde la luz y
la segunda en la direccion del gradiente de intensidad. Unatrampa Optica de un solo haz requiere
un gradiente de intensidad pronunciado, que se logra mas convenientemente mediante el uso de
un objetivo de apertura numérica alta. Aunque el concepto de presion de radiacion se conoce
desde hacessiglos, no es trivial proporcionar una descripcion tedrica del atrapamiento 6ptico del
tamafio de unamicra por un rayo laser fuertemente enfocado que es generalmente valido y facil
de usar. Para simplificar el tratamiento del atrapamiento Optico, se realizan dos aproximaciones
dependientes del tamafio que concuerdan bien con los hallazgos experimentales, denominadas

aproximaciones de Rayleigh y Optica de rayos (Andersson, 2007, p. 5).

Se establece un supuesto inicial en funcién del tamafio de la microesfera en relacion con la
longitud de ondadel rayo, 0 sea que, parauna particula que es muchomas pequefia que la longitud
de onda del haz, d « A, se comporta como un dipolo eléctrico de acuerdo con la dispersion de
Rayleigh. Porese motivo,se desarrolla unadescripcién simple paralas fuerzas 6pticas que actiian
sobre un dipolo electromagnético, por consiguiente, se lo esta tratando dentro del régimen de
Rayleigh. Por otro lado, para objetos mucho mayores que la longitud de onda, d > 4 , se aborda
a la fisica del haz de capturacomo un rayo, en otras palabras, la fuerza 6ptica del haz mencionado
se describe en términos de dptica geométrica, considerando varias reflexiones de los rayos en la
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microesferaatrapada para determinar el cambio en el momento, es asi como estariamos tratando
dentro del régimen de Optica geomeétrica (Ranha Neves y Cesar, 2019, pp.1525-1526).

Asi pues, se exhiben mediante la llustracion 2-34, los regimenes de atrapamiento éptico y objetos
tipicos que quedan atrapados dentro de los experimentos de manipulacion optica. Al definirlos,
se ha asumido longitudes de onda de atrapamiento que caen en la region espectral visible o del
infrarrojo cercano.

Rayleigh regime Intermediate regime Geometrical optics regime

sperm cells

.......

Caases dgd.
o & Tl
< \\,% 0 5 0 o
= 4 ylod I I T3

< A 0w ap ¢

(X 8 o
quantum dots P b i ¢
atoms graphene synthetie colloids
ultravielet ‘ible I infrared

0. 1nm Inm 10nm 100mm lpm L0pm

llustracién 2-34: Regimenes de atrapamiento 6ptico
Fuente: Jones etal., 2015, p.7

25.1. Régimen de la 6ptica geométrica

Como ya se menciond, cuando la particulaa atrapar tiene d > A, nos encontramos en el régimen
Mie y las fuerzas que interactuaran en la particula van a ser calculadas a partir de la dptica de
rayos, la luz que ingresa en la particula sufre el fendmeno de refraccion provocando un cambio
en el impulso que asu vez corresponde una fuerza de direccién opuesta, el cual se puede entender
con la segunda y terceraley de Newton en dénde se mencionaque “toda accion tiene su reaccion

igual y opuesta” (Casterberg, 2008, p.7).

dp
et 2.57
F It (2.57)
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El rayo de luz que sale del laser lleva consigo una cantidad de momento lineal |p| =
hk = E/n,,c, que se transfiere en una cierta cantidad cuando interacttia con la superficie de una
esfera, E es la energia, n,,, indice de refraccion del medio, ¢ velocidad de la luz (Casterberg, 2008,
p.7) . La magnitud del momento de un rayo de luz (conocido como flujo de momento de un rayo)
esla magnitud delmomentode los N fotones presentesen el rayo de luz enun intervalode tiempo
(), y sabiendo que la potencia es la energia usada en un intervalo de t, obtenemos la respectiva
magnitud de fuerza asociada a una potencia (dP) (Paez, 2015, p.35):

Ny, dP
c

(2.58)

rayo =

Ademas, debemos considerar que el rayo incidente posee un momento lineal inicial p el cual va
a cambiar cuando interactle con la esferaa un momento py, y por lo tanto esta variacion por
conservacion de momento es transferida a la esfera, como consecuencia por la tercera ley de
newton, la particula experimenta una fuerza de reaccion, en sentido opuesto al cambio del
momento lineal del rayo en un intervalo t, teniendo en cuenta el analisis anterior, la fuerza que
gana la esfera dependera solamente de la potencia que le transmite el rayo de luz, del indice de

refraccion y de c (Péez, 2015, p.36).

Py — P

[Fesrl = (nm———) (2.59)

Para una particula que se encuentra dentro de un medio de inmersion, la direccion de la fuerza
depende del medio circundante; si el indice de refraccion es bajo, la fuerza sobre la esfera estara
en ladireccién del gradiente; de lo contrario, se alejara. Entonces podemos decirque una particula
como lasilice (n=1,46) que tiene un indice de refraccion més alto en comparacion con el agua
(n=1,33) va a moverse hacia el centro del haz gaussiano, mientras que una burbuja de aire

(n=1,00) saldra del haz (Casterberg, 2008, p.7).

En general la esfera en presenciade un haz gaussiano experimenta dos efectos: el primero es que
empuja la particulaen la direccion del haz (z) y la regresa hacia atras al &rea de mayor intensidad
en direccion perpendicular a la luz (componente transversal y), la fuerza éptica que genera este
empuje en direccion axial es conocida como fuerza de Scattering, y la otra fuerza que hace
retrocedera la particula hacia la trampa Optica se conoce como fuerza de gradiente, obteniendo

asi una fuerza total que actla sobre la esfera sea igual a (Kumar, 2020, pp.21-22):

E”ayo = F;'ay,s + F;’ay,g (2.60)
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Este réegimen nos permite entender el funcionamiento y la utilidad de las pinzas dpticas tanto
cualitativamente como cuantitativamente, ante nuestros 0jos son eventos simples sin embargo

detras presenta una teoria compleja.

25.1.1. Fuerza de Scattering

PT,TR
llustracién 2-35: Rayo incidente con potencia P
que interactGa con una esfera
formando un £=6 con la

normal

Fuente: Paez, 2015, p.37

Partimos de un rayo con potencia P que llega hasta la esfera, la impacta y provoca que sea
reflejada o refractada, también se supone que la potencia golpea a la superficie con un cierto
angulo 6 y genera mdaltiples reflexionesy refracciones, tal y como lo indica la Ilustracion 2-35,
la fuerza quetiene la misma direccion que el eje de propagacion z del haz se calcula a partir del
cambio de potencia del haz de luz y usando la ecuacién 2.73 tenemos (Péez, 2015, p.37):

n
E, =Tm PP,Z_(PR,Z +ZPTn.Z (2-61)
n=0

En laecuacion 2.61: Pp ,, es la potencia del rayo que incide en la componente z; Px ,, representa
al primerrayo quesereflejaenelejez,y Pr,, €sla potenciade los rayos emergentes de la esfera,

es decir, en esta componente se toma en cuenta las reflexionesy refracciones desde que el rayo
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ingresa hasta que sale. De la llustracién 2-35 podemos deducir que las contribuciones tanto para

el rayo incidente, el primer rayo reflejado y emergente seran (Péez, 2015, p.38):

N Pp, _Nm

P
c c
n,,, P n,,, P
Rz _ MR cos(m — 26) (2.62)
c c
n,,P N, P
—mCTl’Z = —72 ToT, cos(a)

Tanto Rg y Ty son los coeficientes de Fresnel con un angulo de incidencia 6: Ry, intensidad
reflejaday Ty, intensidad transmitida; en la parte interior de la esfera en cambio se tienea R,- T
cuando el angulo de incidencia es r, obteniendo asi las siguientes contribuciones para los 3
siguientes rayos emergentes:

ny, P n, P
c c
Ny P Ny, P
mTw = %R%TQTr cos(a + 2B) (2.63)
Ny, P ny, P
me = %R?TgTr cos(a + 3B)

De las igualdades 2.62'y 2.63 se dice que: Cadarayo emergente de la esfera forma un angulo 8
con su vecino anterior y asi hastaformar un angulo a con eje de propagacion z; Ty y T,- COMO Se
puede ver estan presentes en el conjunto de ecuaciones y esto se debe a la trayectoria que tiene el
rayo emergente desde que entra hasta que sale, sin embargo, en el primer rayo no esta presente el
coeficiente de reflexion ya que esto no sucede y en el segundo ocurre unareflexion con angulo
de incidencia dentro de la esferar, para el tercerrayo vaa darse dos reflexiones, en el cuarto rayo
sucederan 3y asi sucesivamente hasta que la energia intemade la reflexiones se acabe debido a
refracciones. Con todo lo mencionado es posible escribir las contribuciones de los rayos

emergentes como (Paez, 2015, p.38):

NMm

Ny, P
T Py, = TIST,T, ) REcos(@ + 1) (2.64)

C
0

[0¢] [o¢]

n=0 n

Al hallar 2.64 y con las dos primera ecuaciones de 2.62 se puede reescribir la ecuacion 2.59
hallando asi una fuerza en la componente z igual a:
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_ n, P

E, = 1+ Rgcos(20) — TyT, Z R¥cos (a + np)

n=0

= (2.65)

2.5.1.2. Fuerza de gradiente

Partiendo de la misma llustracion 2-35, se consideran las contribuciones de los rayos que se

reflejan y emergen en el componte transversal y para la fuerza, la ecuacion 2.66 se tiene:

Ny, -
E, = C Ppy— (Pry +Z Pr.y (2.66)

n=0

Las contribuciones por parte del rayo incidente en el eje y, debido a el primer rayo reflejadoy

emergente son:

nmP Pz

=0
c
N, P n,, P
mCR’Z =— Tg Rgsin(m — 26)
2.67
nmPTI,Z ( )

n, P
=——TgT,
—% =TT, cos(a)

Ny, P Ny P
mTTl'Z = %R?TgTr sin(a + np)

La primera ecuacion de 2.81 indicaque la componente en el eje para el rayo incidente es cero
debido al sistema de referencia tomado en el cual coincide con la direccién z. Observando la

llustracion 2-35 se puede deducir que los rayos emergentes cumplen la misma condicion que se

menciond anteriormente para la componente z, por ende, se puede escribir que (Paez, 2015, p.39):
[ee] [00]
Nm n, P )
TZ Pr,y = 7T9TT2 R?sin (a +np) (2.68)
n=0 n=0

Con 2.68 y las dos primeras ecuaciones de 2.67 y aplicando la propiedad trigpnomeétrica de

angulos dobles para el seno se obtiene la fuerza en el eje y que tiene la esfera:

_nypP ) C -
E, = — Rgsin(260) — TgTrz R¥sin (a + np) (2.69)

n=0
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Factor de eficiencia y fuerzas de captura

Las ecuaciones2.65y 2.69 , indican la sumade las contribuciones de los rayos que emergen de
la esfera, considerar tal sumatoria daria paso a una gran cantidad de célculos, sin embargo, Rosen
y sus colaboradores proponen simplificar estas dos ecuaciones bajo el calculo de una integral
numérica, cuya simplificacion tiende a usar el célculo de la fuerza total en el plano complejo

obteniendo asi (Ashkin, 1992, p.580):

ny, P cos(28 — 2r) + R,cos (20
E, = L{1 + Rgcos(26) — TgTT[ ( 5 ) + Rycos( )]}2 (2.70)
c 1 +R,”+ 2R,cos(2r)
Ny, P _ [sin(26 — 2r) + Rrsin(ZB)]} .
E,=——R 20) —TyT, .
Y c { o5in(20) = ToT; 1+ RT2 + 2R, cos(2r) (2.71)

Estas ecuaciones son exactas ya que suman todos los rayos dispersos, la ecuacion 2.70 es la
componente que apunta en direccion del rayo incidente llamada fuerza de Scattering (F;) y la
ecuacion2.71eslacomponente que apuntaen direccion perpendicular del rayo incidente llamada
fuerza de gradiente F;.

Ashkin define un pardmetro adimensional llamada “eficiencia de captura”, en la cual relaciona
las magnitudesde las fuerzas, el indice de refraccion, el numero de aperturanumeéricay el &ngulo

méaximo de incidencia, obteniendo asi que la fuerza total es igual a (Ashkin, 1992, p.570):

F=Q2q (2.72)

Donde (P) es la potencia del haz de luz incidente, (c) velocidad de la luz, n,, es el indice de
refraccion del medio. La eficienciade captura esta relacionada con la fuerza de gradiente y la

fuerza de Scattering (Paez, 2015, p.46).

25.2. Régimen de Rayleigh

El campo electromagnético oscilante del rayo laser como componentede las pinzas 6pticas induce
un dipolo oscilante, que de igual modo percibe fuerzas de su interaccién con el campo
electromagnético entrante. Ademas, el sistema dipolar irradia un campo electromagnético que
puede producir un efecto mecanico sobre otros del mismotipo, lo que lleva, en algunos casos, a
la formacion de estructuras ordenadas estables, a este fendmeno se conoce como enlace dptico.
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En este apartado, se examina como los dipolos inducidos pueden experimentar fuerzas opticas en
un campo electromagnético. Este planteamiento es Gtil para estudiar fuerzas dpticas sobre
particulas neutras, o también moléculas y nanoparticulas. Dentro de este régimen, “pequefio”
implica “mas pequenoquelalongitud de ondaelectromagnética”y, en contraste, la aproximacion
dipolareslaoposiciénu antitesisde la tesis de la 6ptica geométricadetalladaen el tratado anterior
(Jones et al., 2015, p.42). Ahora este régimen se enfoca precisamente en dipolos oscilantes descritos
en la seccion 2.1.3.2, inducidos por un campo electromagnético emitido por un rayo laser , donde
de igual manera se considera un campo re-irradiado por el dipolo (Jones et al., 2015, p.50). La
aproximacion dipolar se aplica para tratar el comportamiento de un material dieléctrico en
presenciade un hazproveniente del laser. En tal contexto, una pequefia esfera dieléctrica se puede
tratar como un dipolo oscilante y la fuerza de radiacion ejercida sobre este dipolo se puede dividir
en dos componentes importantes: fuerza de dispersiony de gradiente relacionados con los
cambios de momento de la onda electromagnética debido a la dispersion por el dipoloy la fuerza
de Lorenz que acttasobre el dipolo inducido. En esta situacion es conveniente tomar en cuenta
el momentodipolar p paraunaparticula de radio atomando en cuenta la ecuacion A.12, esta dado

por (Haraday Asakura, 1996):

m2—1
p(r,t) = 47'[7’12262(13 <m2—+2> E (7, t) (273)

A X

Laser Beam

y

llustracién 2-36: Haz gaussiano interactuando con una esfera

dieléctrica
Realizado por: Parra'y Vargas, 2023

2.5.2.1. Fuerzas de radiacion
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a. Fuerza de Scattering

Como el campo eléctrico oscila armonicamente en el tiempo, el dipolo puntual sigue
sincrénicamente al campo eléctrico y, entonces, la particula actda como un dipolo eléctrico
oscilante que irradia ondas secundarias o dispersas en todas las direcciones. Este evento de
dispersion cambia tanto la magnitud como la direccion del flujo de energia de la onda
electromagnética. También se produce la correspondiente transferencia de cantidad de
movimientoy la fuerza de dispersién asociada con estos cambios se ejerce sobre la particula. Esta
fuerza de dispersion viene dada por (Haraday Asakura, 1996):

n
F=-pP (2.75)

Considerando que el rayo de luz se dirige en la direccidonz (eje de propagacion), la fuerzade
dispersion puede ser denotada en términos de la seccidn transversal o de presion de radiacion, del
promedio temporal del vector de Poynting |S(r, t)| orientado en la direccion de propagacion del
haz Z o incluso la intensidad I(r). Adicionalmente se toma en cuenta la ecuacion 2.17, para

obtener (Rocha, 2009):
Nim A  Nm N
Fs(r)=TG|S(r,t)|z =Tal(r)z (2.76)

Contemplando la ecuacion A.14 del anexo K y la ecuacion 2.45, la fuerzade dispersion o

Scattering dirigida en la direccion z de propagacion queda finalmente expresada como:

2
n,128m°a®m? —1 ~
Fo) =" <m2+2> 1(r)2 2.77)

b. Fuerza gradiente
La fuerza que experimentael dipolo en consecuencia de la interaccion de los campos eléctrico y

magnético sobre este es descrita por la “fuerza de Lorentz”. Tomando en consideracion las

posiciones de las cargas 4 y r, del sistema dipolar, viene dada por:

F= qEm?t)+ Z—:x B(r,t) (2.78)
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Usando la identidad vectorial, VE? = 2(E - V)E + 2E X (V X E) con V X E = 0 como resultado
de una de las ecuaciones de Maxwell se obtiene la fuerza gradiente instantanea. Dicha fuerza
presenta tres componentes rectangulares dirigidas hacia la zona de mayor incremento de

intensidad del haz (Correa Rojas, 2012). A continuacion, se expresan la dicha fuerza

Fy(r,t) = [p(r,t) - VI(E(,1)) 2.79)

2

2
Fy(rt) = 2nny,2e,a <m ) VE?(r,t) (2.80)

m2+2

La fuerza de gradiente que experimenta la particula en un estado invariable es la interpretacion
promedio en el tiempo de la ecuacion 2.80 esto es F4(r) = (F 4(r,t))7. La fuerza gradiente
presentara3 componentes negativas x,y,z para poder empujar a la particula hacia el &rea de mayor
intensidad segun la lustracién 2-36, es importante reconocer que la fuerza de scattering cumple
con la funcion de acelerar la particula en la direccion de propagacion, y debe ser mayor que la
fuerza de gradiente para que exista un confinamiento Optico. Finalmente, la fuerza total que
percibe una particula capturadaen la pinza Optica, dentro del régimen de Rayleigh, es la suma de
las ecuaciones 2.77 y 2.80 (Correa Rojas, 2012).

2.6. Microorganismos de agua

Para poder conocer el tipo de organismo microscopico que se manipulara en el sistema fisico
(OT) es necesario comprender que hay miles de organismos de distintas formas y tamafios
existentes en el mundo, ciertos microorganismos no presentan célula por lo que se consideran
acelulares pero lamayoria estdn conformados porestas, en funcion deesto los organismos pueden
ser unicelulares (presentan una sola célula) o pluricelulares (presentan més de una sola célula)
(Physics Wallah, 2018).

De acuerdo con Angulo, A., etal. (2012), la clasificacidn de las células se basa en los siguientes
parametros:

1. Tamafio y Forma

Las células pueden ser esféricas, ovaladas, elipticas, cuboidales, poligonales, planas. Y se

descubri6 que la forma de la célula depende de la funcién que realiza. Ciertas células bacterianas

tienen forma cilindrica de menosde 1 um de longitud, por otro lado, las células vegetales miden
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entre 20-30 um de longitud, tienen forma poligonal y pared celular rigida. En promedio, las

células del reino animal miden de 10-60 um de didmetro; su membrana celular es muy delgada y

flexible.
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llustracion 2-37: Tamafio de los seres vivos
Fuente: Angulo et al., 2012

2. Complejidad

Las células son de 2 tipos:
Procariota: presentan un inico compartimiento cerrado rodeado por la membrana plasmatica, no
tienen un nucleo definido.
Eucariota: disponen de un nucleo bien desarrollado y son mas complejas que las células

procariotas.

26.1. Reinos

Enelarticulode Vargasy Villazante (2014) se sostiene que Whittaker en 1969 propuso unanueva
sociedad en la que se incluia cinco reinos:

e Monera: se encuentran los organismos procariotas.

e Protista: se encuentran los organismos eucariotas unicelulares.

e Fungi: donde se encuentran todos los hongos pluricelulares.
Mas adelante en 1978 Woese propone un nuevo conjunto que incluye dominios fundamentado en
la estructura lipidica de la membrana, estos son:

e Bacteria: incorpora procariotas que contienen peptidoglucano en su pared celular.

e Arquea: incorpora procariotas que no contienen peptidoglucano en su pared celular.

e Eukarya: conformado por todos los eucariotas.

54



Tabla 2-1: Organismos

Procariotas Eucariotas VIRUS
Unicelular Unicelular Pluricelular Acelular
Reino Monera Reino Protista Reino Fungi

BACTERIAS PARASITOS HONGOS

ARQUEA

Realizado por: Vargas y Parra, 2023

2.6.2. Grupos

2.6.2.1. Bacterias

Forma: Si presentan una forma alargada y cilindrica serdn denominados bacilos, si tienen forma

redondeada se llaman cocos, los de estructura helicoidal seran los espirilos, los cortos y curvados

con forma de “coma” se denominan vibrios (Vargas y Villazante, 2014).

Tamafo: William Evans (2009) menciona que: “Las bacterias son organismos unicelulares,

poseen untamafiode 0,75 a8 um. Se reproducenpor fisidnbinaria, no contienen clorofila, aunque

hay grupos que contienen un pigmento similar a la clorofila y realizan la fotosintesis™ (p.18).

llustracion 2-38: Imagenes obtenidas por microscopiaelectronica de bacterias con

forma de cocos (A), bacilos (B) y espirilos (C)

Fuente: Musto, A., etal., 2013, p.37

Dentro de este grupo se encuentra a:

e EscherichiaColi: Segun StevenPercival etal. (2004) son bacterias Gramnegativas, con forma

de bastdn (2,0-6,0 um de largo y bacilosde 1,1-1,5 um de ancho) con extremos redondeados.

Se localizan en tipos de fuentes de agua, incluidos estanques, lagos, arroyos, rios, pozos,

piscinas e inclusive en los suministros de agua de la ciudad local que no han sido

desinfectados. Sobrevive en el agua potable entre 4 y 12 semanas, dependiendo de las



condiciones ambientales tales como: temperatura, microflora, radiacion solar, entre otros
(Edeberg et al.,2000).

e Enterobacteriasy Klebsiella: estas bacterias, se hallan en superficies interiores tales como
tuberias de agua y tanques de almacenamiento, debido a la presencia de nutrientes que
construyen biopeliculas a temperaturas calidas, bajas concentraciones de desinfectantes y
periodos de tiempo largos de almacenamiento (Ajayasree et al., 2018).

2.6.2.2. Hongos

De acuerdo con Vargas y Villazante (2014) “Son organismos eucariotas uni o pluricelulares, su
reproduccion es por gemacion, esporulacion o fragmentaciéon en el medio extracelulary se

clasifican en levaduras o en hongos con hifas”.

Formay tamafio: Los hongos poseen estructuras vegetativas filamentosas llamadas hifas, las
cuales se desarrollan en forma de largos brazos que se distribuyen en toda direccion, estas son
usualmente uniformes y delgadas presentan un didmetro en un rango de 1 a 2 mm, a pesar de que
algunoshongos puedenllegaratener hastal00mm de grosor (Garcésde GranadaE., etal., 2003).
Por otro lado, segun lo descrito por Estrada y Ramirez (2019) “Las levaduras son hongos
unicelulares, poseen morfologia esférica o eliptica. Muchas levaduras, en determinadas
circunstancias y dependiendo de la especie pueden producir hifas y seudohifaslas” (p.41).

Ademas, segunla llustracion 2-39, las levaduras presentan un diametroen un rangode 3-100 um.
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(A) (B)
lHustracion 2-39: Hifas tubulares (fila-A) y

levaduras (fila- B)
Fuente: Govindsamy et al.,2013

2.6.2.3. Virus

Forma: Son organismos muy basicos no tienen la capacidad de nutrirse, relacionarse ni
reproducirse por si mismos, lo que los transforma en parésitos dependientes de una actividad
intracelularyaseaanimal o vegetal parasubsistir. Puedenser icosaedricos si presentanunaforma
esférica, helicoidales o cilindricos si es que son alargados, y los complejos que presentan dos
partes una cabezay una cola. Los virus pueden llegar a ser citopaticos si matan a la célula que
infectan, mientras que si solo producen una infeccion crénica'y no matan a la célula huésped se

denominan virus no citopatico (Vargas y Villazante, 2014).
Tamafio: Los virus mas pequefios tienen unos 20 nm de didmetro, aunque la gripe y VIH/SIDA

tienen un tamafio de aproximadamente 100 nm de diametro, otros son significativamente mas

grandes que 100 nm. Los poxvirus, como la viruela, pueden alcanzar los 400 nm de longitud, y
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los filovirus, como el Ebola y el virus de Marburg, tienen solo 80 nm de didmetro, los cuales se

extienden en hilos largos que pueden alcanzar longitudes de mas de 1000 nm (Louten, 2016).

llustracién 2-40: Virus del HIV (A), virus VSV (B) y un bacteriéfagos (C)
Fuente: Musto et al., 2013, p.69

2.6.2.4. Parasitos

Los parasitos se consideran eucariotas, se dividen en protozoos y helmintos. Los protozoos son
especificamente unicelularesy se reproducen en el medio intracelular o extracelular. Otro punto
importante son los helmintos los cuales son eucariotas pluricelulares, se llaman gusanos y su

reproduccion es sexual (Vargas y Villazante, 2014).

1. Protozoos

Deacuerdo con Unzagay Zonta (2018, p.9) el reino protista es un grupo de organismosunicelulares
eucariotas muy antiguoy diverso. Poseen verdaderas organelas y pueden vivir en casi todos los
habitats incluyendo formas libres y parasitas de animales y plantas. Son de tamafio variable, entre
2 ym a 100 um. Por su forma, pueden ser esféricos, ovoides, polimorfos o de simetria bilateral.

Se distinguen dos formas.

Una de ellas es el trofozoito, que es la forma vegetativa (estadios de multiplicacién). Son labiles,
moviles e inducen dafio. La otra formason los ooquistes o quistes. Son las formas de resistencia
(no multiplicativas), estas formas resisten condiciones adversas y estan involucrados en la
transmisién. Los protozoos tienen movilidad propia por medio de flagelos, cilios, seudépodos o

por movimientos ondulantes y deslizantes del cuerpo celular (Musto etal., 2013, p.121).
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llustracion 2-41: Ciliados representativos bajo microscopio
Fuente: Boas, J.A. Vilas et al. 2019

2.- Helmintos

Para el caso de los helmintos, Musto, A., et al. (2013, p.134) establecen que los helmintos o gusanos
son organismos multicelulares tnicos entre las agentes infecciosas de los humanos por su tamafio
(desde menosde 1 mm hasta 10 m), tienen ciclos de vida complejos y migraciones en el interior
de su huésped. Las enfermedades producidas por parasitos pluricelulares se denominan
infestaciones como contraste con las infecciones, producidas por microorganismos unicelulares.
Los gusanos se dividen en dos grupos: los nematodos 0 nematelmintos, que son gusanos largos
redondeados de cuerpo cilindrico no segmentado y platelmintos o gusanos que exhiben una

estructura plana.
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CAPITULO 111

3. MARCO METODOLOGICO

Para poder realizar la parte experimental de nuestro proyecto integrador fue necesario desmontar
y limpiar cada una de las piezas de la pinza Optica, posteriormente se realizd una nueva
construccion, la calibracion del laser, y un analisis de una muestra previa a la manipulacion de
microorganismos, todo esto con la finalidad de tener un buen manejo y tactica en el uso de la
pinza oOptica.

3.1. Elementos de la pinza 6ptica

En los siguientes apartados se indican los diferentes componentes que forman parte de la
estructura de la pinza Optica. Los elementos fueron proporcionados por Thorlabs, Inc y fue
necesario incluir otros dispositivos como: el laser IR, objetivo 63X, una jaula CP02/M, un
acoplador, 4 varillas de 6 mm de diametro.

3.1.1. Microscopio Invertido

La pinza 6pticageneralmente usaun microscopio invertido con la finalidad de que el rayo laser
pueda introducirse al objetivo, esta parte es esencial para poder visualizar |os microorganismos
de forma claray requiere de un cuidado especial pueses posible dejar huellas o algun rastro de
particulas, entonces el enfoque y calidad de imagen no resulta tan clara. Lo esencial en este
apartado fue el uso de un objetivo de 63X. La Tabla 3-1 muestra y detalla la lista de los elementos

necesarios para el montaje.

Tabla 3-1: Microscopio Invertido

N.° | Nombre/NUmero Imagen Cant. Caracteristicas

De Pieza Generales

1 e Sensor CMOS grande
y de alta calidad

e Desde 25 fps (Modo de
cuadro completo) hasta
250 fps (ROl reducido)

1 Camara
DCC1645C
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Acoplador
SM1T2

SM1 (1.035 pulg. -40)
roscas externas
0,5 pulg. de largo

dos anillos de blogueo

Tubo de lente
SM1L15

profundidad de rosca
de 1,50 pulg.
un anillo de retencion

incluido

Placa de jaula
CP02/M

SM1, roscada de 30
mm

0,35" de espesor

2 anillos de retencion,
macho M4

Placa de jaula
CPO2T(/M)

roscada de 30 mm,
0,50 pulg. de grosor,
2 anillos de retencion,
rosca M4

Abrazadera de poste
deslizable
C1498/M

orificios roscados 8-32
(M4)

Bloqueo al poste con
tornillo de bloqueo de
laton que no dafia
Escariado de 1/4"

Filtro de paso
FGB37

@25 mm BG40
Filtro de paso de
banda de vidrio
coloreado
335-610 nm




8 Filtro de paso Filtro de paso corto de
FES0650 @1 pulg.
longitud de onda de
corte: 650 nm
9 Lente plano N-BK7, @1lin
convexo f =100,0 mm
LB1676 sin recubrimiento
10 Adaptador Adaptador con roscas
SM1A9 externas de montura C
y roscas internas SM1
espaciador de 4,4 mm
11 | Cubo divisor de haz Divisor de haz no
CCM1-BS013(/M) polarizante montado
en cubo con jaula de
30 mm
400 - 700 nm
derivacion M4
12 | Tapa de extremo con rosca externa
SM1CP2 SM1
0.01 libras / cada uno
13 Poste - Poste amortiguado
DP14A(/M) dindmicamente de

@1.5"
14" de largo

métrico
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14 | Varilla de montaje 4 e 3" delargo
de jaula e @6 mMm
ER3
15 | Varilla de montaje 4 e 2" de largo
de jaula Q/fj; e @6 mm
ER?2
16 Adaptador 1 e Adaptador con Rosca
SM1Al7 SM1 Externa
e Rosca M27 x 0.75
Interna
17 Objetivo 1 e Zeiss Microscope
e 63X,NA=0,8

Realizado por: Vargas y Parra, 2023

3.1.2. luminaciény laser

La fuente de luz usada fue luz blanca con una salida minima de 930 mW. Se usaron tres laseres,
sin embargo, el laser rojo con aleacion de aluminio sirvié para la captura y manipulacién de
microorganismos, los demas fueron descartados para este uso debido a su longitud y potencia. En
la Tabla 3-2 se puede evidenciar las caracteristicas generales de los componentes usados,
incluyendo los soportes usados.

Tabla 3-2: lluminacion y laser

N.°| Nombre/NUmero Imagen Cant. Caracteristicas
De Pieza Generales
18 LED montado 1 e 6500 K
MCWHL?7 e 930 mW (min.)
e 1300 mA
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19 | Controlador LED
T-Cube
LEDD1B

e corriente de
accionamiento maxima
de 1200 mA (fuente de

alimentacion no

incluida)

20 Fuente de

alimentacion
KPS201

e Unidad de fuente de
alimentacion de 15V,
2,66 A

e Con conector Jack de
3,5 mm para un K- o0
T-Cube

21 Soporte
AP90

e Soporte de angulo
recto con ranuras

escariadas

22 | AbrazaderaenV
VC3

brazo de sujecion PM4

2,5 pulgadas de largo

23 Poste dptico
TR4

= r\. \:G:‘":

o de @1/2 pulg.
tornillo de fijacion 8-
32, rosca de 1/4 pulg.

e L =4pulg.

24 | Base de montaje
BA1/M

25mmx 75 mm x 10

mm




25 | Soporte para poste 1 o @1/2 pulg.

PH2 o tornillo de mariposa

hexagonal de bloqueo

accionado por resorte

e L =2pulg.
26 Puntero Léaser 1 e laser rojo profesional
Rojo (Profesional) de 200mwW

e con cargador negro
200 mW, 650 nm

e Class IlIB Lasers

1 e 532 nm
e 200 mW

e YJOO Linterna verde
ajustable para

27 Laser Verde

exteriores.

1 e 365 nm MINI -
Linterna UV de luz

28 | Laser ultravioleta
UV-A
negra -alta definicién
e recargable , puerto de
carga rapida
e LED de grado

profesional de alta

potencia actualizado.

Realizado por: Vargas y Parra, 2023

3.1.3. Plataforma ajustable

Esta plataforma controla la direccion XYZ mediante una platina de traslacion, lleva un
portaobjetos de microscopia para sostener y mover la muestra. La precision de esta plataforma
XYZpuede alcanzar 25 mm, la cual es suficiente parabuscar una microparticulay moverla dentro
de nuestro sistema. En la Tabla 3-3 se puede observar las piezas claves contenidas.

Tabla 3-3: Plataforma ajustable

N.° | Nombre/Numero Imagen Cant. | Caracteristicas Generales
De Pieza
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29 Platina de 1 e Platina de traslacion
XYZ de 25,0 mm con
micrémetros estandar,
de 3 ejes,
preconfigurados

e machos de roscar M6

traslacion
PT3/M

30 | Placa de montaje 1 e Placa de montaje en

AP90 angulo recto
e compatible con 1/4 pulg.
31 | Portaobjetos de 1 e Portaobjetos de
microscopia microscopio u Gptica
MAX3SLH rectangular de >1,73"

(44,0 mm) de ancho

Realizado por: Vargas y Parra, 2023

3.14. Elementosy piezas adicionales

La tabla 3-4 presenta una lista de elementos que se usaron exclusivamente para la limpieza como
en el montaje del sistema fisico (OT).

Tabla 3-4: Elementos y piezas adicionales.

N.° Nombre/Caracteristicas Imagen Cant.

32 | Consola de medicion de potenciay energia
compacta (PM100D): LCD digital de 4
pulgadas, compatible con més de 25 sensores,
tarjeta de memoria SD de 8 GB preinstalada

para almacenar y transferir datos, interfaz USB
2.0
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33 | Placa de pruebas Nexus (B3060A): 60 mm
(2,4") de espesor,acabado mate mecanizado con

orificios, 300 mm x 600 mm x 60 mm, orificios

de montaje M6 x 1,0.

34 | Juegos de llaves (TC2): de bola y hexagonal de 1

20 piezas con soporte, sistema imperial.

35 | Phywe Optical Cleaning Kit:

e Mini soplador de aire negro x1ud

e Pluma de lente profesional x 1pc

e Pafo de limpiezade lentes 15 cm x 15 cm
x 5 piezas

e Telade ante 11,5x15cm x1ud

e Limpiador de lentes 30ml x1ud

e Toallitas himedas x10uds

Realizado por: Vargas y Parra, 2023

3.15. Kitde preparacion de muestras

Este kit esun producto de Thorlabs. Incconnimerode piezaOTKBTK, esta disefiado parausarse
en sistemas de pinzas Gpticas. En la Tabla 3-5 se enlista los elementos contenidos por este, sin
embargo, solo se usaron la mini pipeta, las perlas de silica fundida, portaobjetos de vidrio, y
cubreobjetos.

Tabla 3-5: Kit de preparacion de muestras
IMAGEN NOMBRE/CARACTERISTICAS

Aceite de inmersion no secante para

microscopia, tipo Cargille LDF.

Perlas de silica fundida no funcionalizadas en
agua desionizada, @2,06 um, 2 g/ml

Micropipeta con un volumen de 50 pL
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Dos portaobjetos de plastico con canal
incorporado, altura de 400 um, volumen de
100 pL

5 portaobjetos devidrio paramicroscopio con

pocillos de reaccion, 10 mm de diametro, 20

pum de profundidad

Realizado por: Parra'y Vargas, 2023

Fue necesario adquirir otros materiales paraevitar contaminar la micropipetay los portaobjetos
que especificamente se usaron parael analisis de las perlas de silica. Estos elementos adicionales
fueronportaobjetos devidrio, cubreobjetos, un asa, micropipeta de plastico, una fosforera, alcohol
y guantes (Ver llustracion 3-1).

llustracion 3-1: (a) asa y fosforera, (b) alcohol, porta y cubreobjetos
Realizado por: Parra'y Vargas, 2023

3.2. Montaje de la pinza 6ptica

3.2.1. Limpieza de elementos

En el laboratorio de 6ptica de la facultad de ciencias este sistema ya se encontraba armado pero
no se encontrabaen funcionamiento por lo que se tuvo que desmontar parte por parte para su
respectiva su limpieza, se quitaron filtros, el cubo divisor del haz, la cdmaray los lentes, con
cuidado evitando el contacto directo a través de guantes de latex se limpiaron estos componentes
(ver Hustracién 3-2 (b) y (c)), se usé los elementos adicionales de la Tabla 3-4 ndmero 34y 35.
La lustracién 3-2 (a) muestra el montaje antiguo de la pinza éptica, en esta imagen se puede
observar la adaptacion del lente objetivo de 40X (parte encerrada con rojo).
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llustracion 3-2: (a) Montaje antiguo, (b) limpieza de filtros de paso de banda, (c)

desmontaje
Realizado por: Vargas y Parra, 2022

3.2.2. Arreglo experimental de la pinza 6ptica

Primero es necesario buscar un lugar amplioy rigido con la finalidad de tener estabilidad y evitar
perturbacionesen los resultados que se desea obtener. Ademas, es necesario evitar el contacto
con la radiacion solar ya que mataria o exterminaria de inmediato las muestras de
microorganismos o secaria la gota de las perlas de silica. La llustracion 3-3. muestra un el
esquemasimple del armado de la pinza épticausando un solo laser con 200 mW de potenciay
una longitud de onda de 650 nm, el objetivo usado en comparacidn con el montaje antiguo es de
63X por lo que la calidad de imé&genes fue mucho mejor, no se us6 colimacion debido a la falta
de elementos en el laboratorio y ademas para evitar perdida de potencia, pero en el caso del laser
verde y ultravioleta es necesario la instalacion de colimacién.
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llustracién 3-3: Esquema del arreglo experimental de la pinza ¢ptica

Realizado por: Vargas y Parra, 2023

Es preciso puntualizar la estructura e indicar las consideraciones que se tuvieron en el armado
de esta pieza Optica, a continuacion, se detalla por seccién el ensamblaje:

Enfoque y observacion:
1.- Loselementos usados para el montaje del microscopio invertido se pueden veren la Ilustracion

3-4 enumerada de acuerdo con el proceso de armado, ademasen la Tabla 3-1 se pueden observar
sus caracteristicas.

llustracion 3-4: Elementos del microscopio invertido
Realizado por: Parray Vargas, 2023

2.- Se utilizaron los elementos descritos en la Tabla 3-1, considerando el nimero de elemento que
tienen ubicado a la izquierda.
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3.- Se ubico primero el elemento 11, después se afiadieron las varillas de montaje en la parte
inferior (N.° 15) y en la parte superior el elemento N.° 15, ademés se colocé el adaptador en el
cubo divisor. (Ver llustracion 3-5 (2))

4.- Luego se afiadid el filtro de paso corto de 650 nm (N.° 8) el cual estaba dentro de la placa de
jaula (N.° 5). (Ver llustracion 3-5 (b))

5.- En la lustracion 3-5(c) y (d) se puede ver que con unaregla se midieron 4 cm de distancia y
ubicamosel lente plano convexo de f=100 mm de igual manera dentro de la placade jaula (N.°4
y 9), y a1l cm situamos el elemento 4 sin nada en su interior.

6.- En la parte inferior se puso a 1 cm el objetivo de 63X adaptado al elemento 4, se sujetd los
tornillos para evitar movimientos.

7.- Finalmente se completd este armado al poner las dos abrazaderas (N.° 6) en la posterior del
armado, y se colocaronen el poste (elemento N.°13) de forma recta para evitar que la camara
enfoque los filos de las placas de jaula. La llustracion 3-5 (e) y (f) muestra montaje completo de
esta parte.

llustracién 3-5: Montaje de microscopio invertido
Realizado por: Vargas y Parra, 2023

Camara
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8.- En la llustracion 3-6 (a) se observa que antes de poner la camara se debe colocar el tubo del
lente (N.° 3) que en su interior lleva dos filtros de paso de banda (N.° 7). Como medida de
seguridad se sujeto la camara con cinta adhesiva (llustracion 3-6 (b)).

(a)

llustracion 3-6: Montaje de la camara

Realizado por: Vargas y Parra, 2023

Régimen de posicionamiento de la muestra

9.- Laparte de régimen de posicionamiento o plataformaajustablede la muestra ya estuvoarmada
y se conservd esta parte, los elementos ya se describieron en la Tabla 3-3.

Luz blanca

10.- Fue necesario desmontar este parte, ya que se observaban manchas negras, la cuales eran del
borde del elemento 18 de la Tabla 3-2, se ajustd hasta tener una imagen nitida de color verde, con
el con el controlador LED (N.° 19) se iba variando la intensidad de la Luz blanca de acuerdo con

nuestras necesidades.

Laser

11.- Aproximadamente a 8,5 cm de distanciatomada desde el cubo division se ubico el laser rojo
de 200 mW de potenciay 4 = 650nm , acomodado en el elemento N.° 22 de la Tabla 3-2,

conjuntamente a 10 cm se ubicaron en el poste 6ptico (N.° 23) el cual se fijé a la placa de pruebas

Nexus con la base de montaje (N.° 24). (ver llustracién 3-7 (a))
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(c)

llustracion 3-7: (a) Ubicacion del laser, (b) calibracion, (c) imagen obtenida conla muestra

de las perlas de silica
Realizado por: Vargas y Parra, 2023

12.- Para el laser verde se us6 unadistancia mayor sin embargo debido a su longitud de onda, la
cual es de 532 nmy potencia de 200 mW, se visualizé solamente un destello en la pantalla, y con
el l&ser ultravioleta al no ser puntual, y teniendo una longitud de 365 nmy potencia menor a 13,4
mW ilumin6 en menor medida a la muestra, siendo inutil utilizarlo (Ver llustracion 3-8).

@ = (b) - («

llustracién 3-8: (a) Laser Verde, (b) ubicacion de laser, (c) imagen capturada
Realizado por: Vargas y Parra, 2023

3.3. Alineacidn del haz o6ptico

Dentro del procesode calibracion del haz 6ptico se estimaron ciertas consideraciones, de tal forma
que, la altura como la tendenciainclinada que el laser debia tener fueron acomodados y ajustados
a conveniencia. Asi fue como el haz logro colisionaren el centro del elemento 12 de la Tabla 3-
1 a continuacion, se quité dicho elemento del lado izquierdo ubicado en el divisor de haz'y se
determind que el rayo se dirigia hacia el centro de la abertura en el divisor del haz para luego

escapar por el objetivo de microscopio especificamente hacia la muestra.
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A) Para laactividad la colocacion de estos elementos se puede observar en la Ilustracion 3-7 (a)

haciendo uso del laser rojo (Ver Tabla 3-2 elemento 26).

B) No se utilizo lentes y espejos, para expandir y alinear el laser, se constato que no eran

necesarios e indispensables.

C) La distancia adecuada para la ubicacion del Iaser fue de 8,5 cm considerandola ideal.

D) Se manipula la altura del soporte del laser como la inclinacién, precisamente para que el haz

E)

pueda visualizarse en pantalla utilizando la rueda de calibracion (Ver Tabla 3-1 elemento 12)
comprobando que el rayo impacte la X justo en el centro del cubo divisory emerja por el
objetivo de 63x (ver Tabla 3-1 elemento 17) que se encontraba por debajo del mismo, el cuél
va dirigido hacia la muestra.

Se mide la potencia del haz laser antes del cubo divisor y luego de que escape de este al nivel
de la muestra. La potencia de entradafue de 75.8 mW 'y se consiguié una potencia de salida
en un rango de 3 a5 mW, suficiente para generar la trampa Optica.

3.4. Toma de muestras

Tabla 3-6: Recoleccion de muestras de agua

Localizacion Profundidad

Origen dentro de de Sitio Recoleccion
Riobamba recoleccion
RATA L' )
Ny Y
Tanque de .
almacenam
iento Parque industrial | 2 m
Laguna Parque Lineal 20 cm

Chibunga
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San Antonio de
Laguna Padua 25 cm

Realizado por: Parra'y Vargas, 2023.

3.5. Preparacion de espécimen

3.5.1. Microparticulas de dioxido de silicio

Para la creacion de la muestra es necesario disponer de:
e Portaobjetos de microscopio

e Cubreobjetos

e Pipeta

e Solucion con perlas de silice

Dentro de la primeramanipulaciondel sistema de la pinzadptica, se utilizaron las microparticulas
de dioxido desilicio las cuales se encuentran dentro del kit portatil de preparacion (ver Tabla 3-
5). Dichas perlas de silice tienen aproximadamente un diametro de espesor de 1 pm o 3 um, se
considera utilizarlas como paso precedente de la manipulacion de microrganismos, porque son
apropiadas para conocer inicialmente el funcionamiento y manejo de la pinza dptica.

Es fundamental agitar la solucién paraluego colocar una gota en el portaobjetos del microscopio
utilizando la pipeta. Luego se posiciono el cubreobjetos sobre la muestra, con cierta inclinacion
para la no formacion de aire entre el vidrio y la muestra, la preparacion de la muestra fue siempre
creadaantes decadamanipulaciondpticapues luego de ciertotiempotiende a secarse la solucion.
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llustracién 3-9: Microparticulas depositadas

en el cubreobjetos
Realizado por: Parray Vargas, 2022

3.5.2. Microorganismos de agua

En este caso se describeun proceso de preparaciondistinto al anteriorpues es necesario considerar
condiciones de asepsia, procedimientos y técnicas recomendados ademaés de llevar a cabo un
analisis de agua en un laboratorio para comprobar la existencia de bacterias, hongos etc.

3.5.2.1. Muestra de Escherichia coli (cultivo)

Para la creacion de la muestra es necesario disponer de:
e Portaobjetos de microscopio

e Cubreobjetos

e Asa de siembra

e Fuego (mechero)

e Guantes de latex, mascarilla, alcohol.

Para la toma de la muestra a examinar, proveniente de una placa de Petri se utilizo el asa de
siembra, con el encendedor se procedid a flamearla hasta que llegue atener un rojo incandescente
con el fin de esterilizarla, al enfriarse el alambre, se tomd la placa compuesta por los
microorganismos (Escherichiacoli) con los guantes de latexy mascarilla colocados y se introdujo
el asa de siembra, se rasp6 una pequefia zona del cultivo desarrollada sobre la superficie del agar,
de manera subsiguiente se ubicé una pequefia gota de agua en el portaobjetos y se froto el asa
suavemente sobre este, se coloco el cubre objetos encima. Por Gltimo, se desinfectd con alcohol
todas las zonas necesarias dentro del laboratorio.

76



llustraciéon 3-10: (a) Portaobjetos con muestra de
Escherichia coli (b) Cultivo de

Escherichia coli
Realizado por: Parra 'y Vargas, 2022.

3.5.2.2. Muestra de Hongos (cultivo)

Para la creacion de la muestra es necesario disponer de:
e Portaobjetos de microscopio

e Cubreobjetos

e Asade siembra

e Fuego (mechero)

e Guantes de latex, mascarilla, alcohol.

Se ejecutd un proceso bastante similar a 3.5.2.1, para la toma de la muestra a examinar,
proveniente de una placa de Petri se utiliz6 el asa de siembra, con el encendedor se procedié a
flamearla hasta que llegue a tener un rojo incandescente con el fin de esterilizarla, al enfriarse el
alambre, se tom¢ la placa compuesta por los microorganismos (hongos) con los guantes de latex
y mascarilla colocados y se introdujo el asa de siembra, se rasp6 una pequefia zonadel cultivo
desarrollada sobre la superficie del agar, se elabor6 dos muestras , una directamente con el agar
y los organismos microscdpicos y otra ubicando una pequefia gota de agua en el portaobjetos en
dénde se froto el asa suavemente, luego se mezcl6 hasta lograr una suspension extendida y luego
se colocd el cubre objetos sobre este. Finalmente se desinfecté con alcohol todas las zonas
necesarias dentro del laboratorio.
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(b)

llustracién 3-11: (a) Portaobjetosconmuestrade Hongos

(b) Cultivo de hongos
Realizado por: Parra'y Vargas, 2022.

3.5.2.3. Muestra de Protozoos

Para la creacion de la muestra es necesario disponer de:
e Portaobjetos de microscopio

e Cubreobjetos

e Micropipeta desechable

e Guantes de latex, mascarilla, alcohol.

Para la toma de la muestra a examinar, se omite precisamente todo el proceso en el que intervino
la caja de Petri pues en este caso no se realiz6 ningun cultivo, més bien se usé una gota de agua
directamente del lugar donde se la recogi6 para el andlisis dentro de la pinza dptica. Usando
proteccionpersonal, es decir guantesy mascarilla, se colocd enel portaobjetosalrededor de media
gota procedente delabotellaque contenia el aguaempleando la micropipeta desechable, posterior
a ello se sitta el cubreobjetos por encima de este.
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(a) M)
llustracion 3-12: (a) Portaobjetos con muestra de agua
(b) Botella contenida por agua de

deposito
Realizado por: Parray Vargas, 2022.

3.5.3. Preparacién general de espécimen (Enfoque grafico)

— a—

llustracion 3-13: Preparacion de espécimen.
Realizado por: Parray Vargas, 2022.

3.6. Ajuste final

Los movimientos realizados a continuacion fueron considerados y ejecutados para todas las
muestras preparadas en el apartado anterior.

Movimiento 1: Punto de partida

¢ Inicialmente se encendi6 el laser, el computador y la linterna.

e Luego fue necesario disponer de una muestra lista.

Movimiento 2: Orientacién y enfoque
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Fue posible mover el escenarioen un plano de coordenadas XYZ empleando los tornillos
micrométricos correspondientes a cada eje.

Se llevd el soporte de muestras hacia abajo en la direccién Z con la ayuda del tornillo, con el
objeto de disponer de suficiente espacio paraevitar que el objetivo y el portaobjetos choquen.
Posterior a ello se situé la muestra en el soporte.

Se elevé gradualmente el soporte siempre observando la imagen obtenida de la camaraen el
monitor el computador. Se pudo determinar la formacion de un punto laser rojo deformado

en el monitor, este desaparecid y reaparecio, hasta que se encontro el enfoque correcto.

Movimiento 3: Camara

Al ingresar dando doble clic izquierdo al sistemathorcam instalado en la computadora (PC)
del laboratorio de Gptica, aparece un cuadro de dialogo como muestra la Ilustracion 3-14,
damos clic en Open Camera, se despliega la lista de cAmaras conectadasal PC, elegimos la

camara a usar, y aparece la siguiente ventana en vivo (Ver llustracién 3-14 (b))

T ThorCam —| =
File Help

L

i

Refresh
| SC1280GL2N sm:4102692047 '
scope porta sm:333333

llustracién 3-14: Ingreso al sistema Thorcam

Fuente: Thorcam

La ventanaen vivo es la que nos va a mostrar las imagenes al dar clic izquierdo en Start
capture, contiene una serie de herramientas como indica la llustracion 3-15, dtiles en la
medicion. A continuacidn, se detalla los controles de camara usados en este proyecto de

investigacion:
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llustracion 3-15: Ventana en Vivo

Fuente: Thorcam

Controles de cadmara:

1) & Start Capture: Inicia la captura con la configuracion yaestablecida por el usuario, y se
detiene al dar clic.

]
2) H Start/Stop Record: Su funcidn es grabar la capturaen un archivo TIFF de varias paginas
(modo monocromo de 10 bits), tiene la opcién de limitar el tamafio de archivo, ademas se puede
establecer el nimero méximo de fotogramas. La configuracion del nimero de fotogramas usados

en la mayoria de nuestros analisis lo indica la Ilustracion 3-16.

Record Movie X
Information
100 3 Saved: O
[] Maximal [MB] 100.0 = Dropped Pct: 0O

Cument [MB]: 0

(5]

Image Quality {1-100)

1
Save Path Preview: C:\Users\AMD td Record Exit
2022"\Pictures\image_{Time Stamp} if

llustracién 3-16: Configuracion de fotogramas
Realizado por: Vargas y Parra, 2023

3) “ Camera Settings: Abre la configuracion e indica los parametros de la camara, los cuales
debemos de ajustar a nuestra medida, se modifico: el Pixel Clock cuya funcion es determinar la
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velocidad a la que se leen los pixeles; el Frame Rate indica la frecuencia de imagenes, es decir,
el nimero de imagenes g hay en un segundo, Exposure Time muestra tiempo de exposicion, pero
este depende de la velocidad de fotogramas seleccionada. La llustracion 3-17 presenta la
configuracion usada:

I Shutter Trigger Input Output
Camera Image Image Enhancement Binning/Subsampling

* To minimize image noise, use lower sensor gains.

* Using live capture mode, reduce the pixel clock to minimize dropped frames.
Pixel Clock {MHz) ' 18 =

5 40

Frame Rate (FPS) ' 564 Z
Hold
] Max 0.32 10,00
Exposure Time {ms) ' 7668 |4
Hold
J Mmax 0.094 177139
[ Auto

Long Term

llustracion 3-17: Configuracion Camara
Realizado por: Parra'y Vargas, 2023

La pestafia imagen localizada dentro de este icono también fue modifica para obtenerimégenes
maésclaras: Gain,aumentaelbrillo de laimagen; Color Gain, controlael balancede las diferentes
fuentesde luz, permite corregir el nivel de blancos ajustando los canales rojo, azul y verde para
reproducir la imagen a color (Ver llustracion 3-18).
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Shutter
Camera Image

Master Gain

Gain

2.05x

[ Auto 0

[] Gain Boost

Black level

{Offset) .
Auto 0

Color Gain

[] Auto White Balance

Red gain

1x .

Green gain

1.6

Blue gain

x '

0

' 27

Trigger Input/Output
Image Enhancement Binning//Subsampling

A

' 51

100

255

4>

100

llustracion 3-18: Configuracion de Imagen

Realizado por: Parra'y Vargas, 2023

4) H Save Image: Nos permite capturar y guardar la imagen en ese instante.

5) ¢
valores de los pixelesa lo largo de la linea. Si colocamos el cursor en cualquier lugar dentro de
la ventana en vivo se mide la intensidad de pixeles especificos. En la llustracion 3-19 se visualiza

la grafica inicial en funcidn de la intesidad y el numero de pixel con toda la configuracidn antes

Verticall Line Profile: Dibuja una linea Vertical en la imagen la cual nos ensefia los

mencionada.
255 T T T
' ' '
--------------------
' ' '
.................... e e e P p P pp o pri W T~ 1
o : oy
gt e T X 9 1 B 8.5 0 O i = T
) | ]
s MWWW“MN e b
0
0 Pixel Number 1023

llustracién 3-19: Grafica Intensidad vs Numero de pixel

Realizado por: Parray Vargas, 2023

Funciones de anotacién:
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a) g Measure: Es el modo de medicidn, se hace clic en la ubicacién de la particula 'y se
arrastra hasta nuestro punto objetivo, su unidad es el pixel.

b) : Undo Last Annotation: Elimina la ultima anotacion de la imagen.

c) Draw Freehand, Line, Rectangle, Circle: al dar clicen cualquiera de los iconos se ingresa
al modo anotaciony con ellos podemos dibujar, sefialarcon una linea vertical, insertar figuras
tales como circulos o cuadrados.

Movimiento 4: Captura

Se considerd una captura cuando cierto integrante de la muestra conformada por las

microparticulas o microrganismos se ubique justo por debajo del punto del laser
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CAPITULO IV

4., MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos, una vez realizado el procedimiento de
manipulacion. Puesto que el rango estandar de las dimensiones de las particulas estudiadas en
nuestra investigacion esta comprendido en el régimen de Mie, aqui empleamos entonces este

contexto para explicar el atrapamiento.

4.1. Captura Optica de microparticulas de silica

En la parte experimental se usé el arreglo de la pinza 6ptica mencionado en el capitulo I,
configuradoconunhaz gaussianonominal quellega de un laser rojode 650 nmy con una potencia
de entrada de 200 mW y salida de 7mW. La muestra utilizada contiene perlas de silica sélida
suspendidas en agua desionizada, con un diametro de 2,06 um ubicadaen el posillo central de
reaccion del portaobjetos de 10 mm de diametro, con indice de refraccion de n = 1,33. La
visualizacion de captura se hizo mediante la camara CCD (Tabla 3-1, elemento 1). El lente de
63X permite observar la imagen enfocada, con movimientos en los ejes de la placa de
posicionamiento se llevd dicha muestra hacia el objetivo, de este modo las particulas quedan
atrapadas tridimensionalmente por medios 6pticos como se lo predice con la teoria, antes de
encender el haz, las particulas poseen un movimiento browniano o cae por gravedad de acuerdo
con su tamafio. Posterior a ello se realizaron distintas actividades.

La llustracion 4-1 (a) muestrael primer enfoque que se logré obtener luego de haber colocado el
objetivo de 63X, sin embargo, al estar presentes pequefias particulas se procedié a limpiar cada
una de las partes obteniendo unanueva imagen de capturacomo lo indica la llustracion 4-1 (b).

(a) (b)
llustracién4-1: (a) enfoque inicial condos microparticulas adheridas, (b)

enfoque después de la limpieza
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Realizado por: Parray Vargas, 2023

4.1.1. Observaciony medicion individual
4.1.1.1. Distancia Corta y estudio dindmico

Es atil considerar ciertos parametros adicionales que caracterizan este sistema éptico, el laser
tiene un haz tipo TEM,,, con un perfil de intensidad gaussiano siendo uno de los mas comunes
en lastrampas Opticas, se tiene un objetivocon unalto enfoque, definido por NA = nsen(6), este
valor ya viene dado para nuestro objetivo de 63X con un valor de NA=0,8. Aplicando la ley de
Snell nsen(8) = n,,sen(a) se deduce que el angulo de convergenciaes a« = 37°, donde n,,, es
el indice de refraccion del medio donde se encuentran las esferas, con estos datos es posible

encontrar el tamafo de la cintura del haz en el foco de la trampa:

Ay 0,650 um
Yo = man,, (0,64 rad)(1,33)

= 0,24 um (4.1)

El valor de la ecuacion 4.1 nosindica que la trampa Optica es méas pequefia que las esferas, sin
embargo, es preciso recordar que la captura sucede por debajo del foco del haz que tiene un alto
grado de divergencia. El laser al tener una longitud de onda de 0,650 um y un diametro de
microesferade 2,06 um, se trata de un estudio bajo el régimen de Mie , donde el tamafio de la
particulaes mayor que lalongitudde onda, porende, las fuerzasquegeneralaluz sobrela muestra
son analizadas en términos de la geometriade rayos 6pticos, ya que descompone el haz de luz en
rayos individuales, los cuales se refractan o se reflejan, en esta trampa Optica se presentan dos
fuerzas, la fuerzade dispersion debe ser menor a la fuerza de gradiente, siendo una condicion
necesaria para darse el atrapamiento.

Al calcular el valor de la magnitud del tamafio focal podemos hallar la densidad de energia que

fue necesaria para la captura, usando la siguiente ecuacion:

o P 0,007W
Cm(wg)?  m(2,4x1077m)?2

W W
10 — 6__
3,87x10 > =3,87x10 o (4.2)

Una vez seleccionada la particulaa analizar se tomaron 2 eventos que detallan el movimiento y
la captura de una sola microesfera, para la conversion de unidades de pixeles a um, se utilizé el
didmetro de la esfera. Siendo necesario multilplicar la distancia medida en pixeles por el cociente

entre 2,06 um por el diametro medido en pixeles:
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2,06um

) =884 4,
24pixeles) 8,84 um (4.3)

Desplazamiento(um) = 103 pixeles (
La mayor distancia medida desde que se enciende el laser hasta que es capturada la particula fue
de 8,84 um.

El tiempo total se calculaen relacién con el nimero de fotogramas por segundo que proporciona
la cAmara, es decir, en cada segundo pasan 25 fotogramas consecutivos ante nuestros 0jos, se
tomaron 6 fotogramas por (1/25) segundos, cada imagen tiene un tiempo consecutivo (tasa

temporal) de:

6
=|—=]= 4.4
t=(5z) = 04025 (4.4)
La mayor distancia recorrida que se logré medir desde que se enciende el laser hasta la captura

fue de 8,84 um, y con untiempo transcurrido de 0,402 s obtenemos una velocidad promedio:

d 884um um um
=—=———=2199 — ~ 22 — 5.4
V=1 T 04025 s s ®4)
A unavelocidad de 22 um/s la particulacomienza a ser atraida por el laser hacia el foco, siendo
esta una velocidad constante. La Ilustracién 4-2 (a) muestra la mayor distancia medida en pixeles
y adicional se puede ver como la unién de dos microesferas en cierta posicion, en (b) indica la

captura de una microesfera.

(b)

llustracién 4-2: (a) distancia entre el foco del haz y la particula, (b)

captura de la particula
Realizado por: Parra 'y Vargas, 2023

4.1.1.2. Distancia amplia

En este caso las particulas fueron capturadas en una distancia mayor en comparacion con la

anterior que fue de 8,84 um. Esta actividad se hizo de manera individual por lo que la velocidad
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y demas calculos hechos anteriormente no se pueden hallar. La Tabla 4-1 y la llustracién 4-3
indican dichas distancias con su respectivo tiempo, el método usado para el cambio de unidades
ya se mencioné anteriormente, y se logré una medida de atrapamiento mayor de 34,31 um en un
tiempo de 72 s, de igual manera se encuentran sumergidas dentro agua desionizada.

Tabla 4-1: Desplazamiento y distancia de captura de microesfera

\o | TEMPO | DISTANCIA TAMANO | TAMANO | DISTANCIA
(s) (pixel) (pm) (pixel) (um)
1 0 433,00 2,06 26|  34,30692308
2 39 305,03 2,06 26|  24,16776154
3 52 213,40 2,06 26  16,90784615
4 64 110,30 2,06 26|  8,739153846
5 72 0,00 2,06 26 0

Realizado por: Parray Vargas, 2023

Para evidenciar que dicho movimiento fue sin manipulacion de losejes X y Y, se selecciond una
particulafija (sefialada con unax), la captura de la esferase presenta en una secuenciade iméagenes
en la llustracién 4-3 desde su inicio hasta su llegada a la trampa Gptica.

(2) Sinliser

(c) =395

(@) =322 (2) =% 3 Ht=72s

llustracion 4-3: Captura de microparticulas en inmersion de agua: (a), sin
laser; (b), distanciamayor dealcancede latrampa; (c), (d),
(e), (F) secuencia de proceso de captura

Realizado por: Parra'y Vargas

4.1.2. Captura maltiple
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El capturar particulas microscopicas dieléctricas individuales con un solo haz enfocado es un
fendomeno coman en los experimentos de captura dptica. Por revisionbibliografica nose encontro
informacién donde se hayan atrapado decenas de perlas usando una sola trampa éptica. Como
resultado experimental se obtuvo un confinamiento de 12 microesferas de silica inmersas en agua
desionizada, el enfoque y la posicion del haz es un pardmetro importante para esta captura
multiple. El comportamiento dinamico de las microesferas es equivalente a una masaatada a un
resorte, entonces se modela como una masa en un potencial arménico, con una velocidad
constante, cae por efecto de la gravedad y por efecto de flotacion , ambas le permiten llegar al
equilibrio. Asumiendo esto la llustracion 4-4: (b), revela nuestra trampa dpticaantes de atrapar
las microparticulas que tiene una intensidad de 10 mW, la densidad de energia que posee es de
5,52x101°W/m?; (d), indica nuestra muestra liquida atrapada en un tiempo de 1 minuto 15
segundos, la cual fue capturadaa una velocidad constante, y posterior a ello en una esperade 4

minutos con 52 s se logro atrapar las 12 particulas de silica (Ver llustracion 4-4. (f)).
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(a) Sinlaser (b)=0s (c)t=533s

(@ =1.15min (¢) t=1,50 min (f) £2.49 min

(2) £3.10 min (h) =338 (i) £4.52 min

llustracién 4-4: (a) Perlas sin interaccion, (b) haz de luz ubicado en la parte
superior izquierda, (c) acercamiento de microesferas, captura

de:1 (d), 2 (e), 3 (f), 5 (g), 6 (h), 12 (i) microparticulas
Realizado por: Parra'y Vargas, 2023.

4.1.3. Manipulacién XY

La serie de imagenes que se presentan a continuacion muestra otro ejemplo de captura grupal de
microesferas, esta vez la muestra ya no esta fija como en los dos casos anteriores. La grabacion
de video en el sistema thorcam, proporcioné 274 fotogramas de los cuales se escogieron solo 6
eventos, el tiempo en atrapar a las particulas tuvo una menor duracion en comparacion con la
actividad anterior, siendo de 3 min con 8 s, y el nimero de microparticulas atrapadas fue de 15,
como evidenciade la manipulacion de los dos ejes, puntualizamos a una union de microesferas
como se ve en la llustracion 4-5. (a) con una distancia de 37,23 um, en la ilustracién (b) se
evidenciala manipulacién de los ejes ya que se realiza una captura de 3 perlas de silica en un
tiempo de 10, esto también se debe a la distancia corta que existe entre la trampa y las particulas
de silica, nuestra particula puntual de igual manerase encontraba a 15,45 um, y es asi como se
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movieron los ejes de unaforma lenta para evitar que las particulas superen la velocidad y escapen
de la trampa Optica, en la llustracion 4-5 () se logro el objetivo inicial y las particulas que se
encontraban cerca fueron capturadas.

(e {f}
llustracién 4-5: Manipulacion XY en: (2), (b), (c), (d), (e)
y atrapamiento de 15 esfera en (f)

Realizado por: Parray Vargas, 2023.

4.2. Manipulacion éptica de organismos microscépicos

Se busca manipular y capturar microorganismos existentes en agua estancada de la ciudad de
Riobamba, se realizaron dos analisis vistos en el Anexo A, se encontraron coliformes totales y
fecales y con ello se pudo hacer un cultivo individual de dos bacterias la Escherichia coli y
hongos. Adicional se manipularon dos tipos de aguas estancadas donde no se realizé ningln
analisis sin embargo se evidencié el movimiento y forma de algunos microorganismos.
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4.2.1. Organismos procariotas

4.2.1.1. Escherichia coli

Este microorganismo es una bacteria gram-negativa, tiene forma de bacilo con extremos
redondos, el tamafio de nuestra bacteria fue de 5,84 um de largo el cual se encuentradentro del
rango de 2,0-6,0 um y de ancho fue de 1,28 um de igual manera dentro del rango 1,1-1,5 um.
Se cultivé en agar nutritivo (medio sélido) a una temperaturade 37°C, segin la Organizacion
Internacional de Salud pueden crecer y vivir en temperaturas de 7°C a 50°C, y en temperaturas
superioresa 70°C se mueren, el agar se vuelve liquido a una temperatura de 80 a 100°Cel cual

mataria a nuestras bacterias.

La primera imagen de nuestra muestra biologica se puede ver en la llustracion 4-6, el
acercamiento entre esta particula y el objetivo, al no ser estar en un medio liquido la bacteria no
se movia, después se afiadié una gota de silica por lo que se vieron particulas circulares y se logré
con éxito evidenciar la existencia de este de tipo de microorganismos, la llustracion 4-6 (b) indica
dicha colonia, en la cual encontramos que estas células nadan en linea recta, en direccién hacia la
izquierda, se trabajo en un régimen de Opticageométrica (D > 1) , logrando la captura de esta
bacteria con la manipulacion de los ejes Xy Y, y adicional se las movié manipulado solo el eje

X, las cuales debido a su movimiento algunas escapaban de la trampa 6ptica.

(a) (b)
llustracion 4-6: (a) Bacteria vista en un acercamiento
méaximo con el objetivo, (b) colonia de

Escherichia coli y manipulacion
Realizado por: Parra'y Vargas, 2023

4.2.2. Organismos eucariotas

La micro manipulacién de hongos levaduriformes encontrados pertenecientes al reino Fungi fue

efectuadade maneraexitosay llevada a cabo por medio del laser que emitia luz roja (650 nm)

con potencia de (200mW), estos organismos unicelulares y microscopicos segun bibliografia
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presentan dos parametros fundamentales: tamafio y forma, siendo el primero el didmetro, el cual
seencuentraenunrangode 3-100 um ,y el siguiente, presentando unaformacon ciertatendencia
ovalada lo cual fue verificado en el proceso y provienen precisamente de agua estancada segin la
Tabla 6-2. Se pudo establecer que se trataba del régimen de la Optica geométrica pues el didmetro
del microorganismo fue mas grande que la longitud de onda del rayo incidente, por lo cual se
consideré D >> )\ con valores de diametro aproximado de 4 um (hongos) y presentando una
longitud de onda A= 0,65 um (laser).

En el primer enfoque se pudo contemplar una diferencia notable en el parametro de tamafio entre
las microparticulas de silicay las particulas biologicas (hongos) al realizar una muestra contenida
porambas, elanalisis 6ptico atravésde la pinza dptica permitio evaluar propiedades estructurales
y con esto fue posible corroborar la diferenciade diametro que presentaban segun bibliografia
descrita anteriormente. Asi pues, se pudo verificar cualitativamente que los hongos son de mayor
tamafio en contraste con las microparticulas de silica, presentado un didmetro mayor, medido con

la herramienta measure dentro del software, lo cual se puede apreciar en la llustracion 4-7.

El analisis dptico a través de la pinza 6ptica permitié evaluar propiedades estructurales de los
hongos y las perlas de silica y con esto fue posible corroborar la diferencia de didmetro que
presentaban segun bibliografia descrita anteriormente por lo que se pudo verificar
cualitativamente que los hongos son de mayor tamafio en contraste con las microparticulas de
silica, presentado un diametro mayor.

A continuacion, se llevda cabo unpequefio calculo matematico para hallar de manera aproximada
el diametro de los hongos levaduriformes en la unidad de micrometros y comprobar de manera
cuantitativatal diferencia de tamafio. La perla de silica presenta un diametro de 2,06 umy en
pantalla tiene un valor de 24 pixeles, lo cual representa un valor de referencia para poder calcular
tal dato.

45 pixeles x—o0 M _ 3 g6 7.4
pixe esx24pixeles_ /o0 (7.4)
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llustracion 4-7: Tamafio hongos (45 pix) , perlas de
silica (24 pix)

Realizado por: Parra'y Vargas, 2023.

4.2.2.1. Hongos en agar

Se constatd en un siguiente enfoque sin interaccion con el laser, que los hongos presentan forma
ovalada segun lo descrito y debido a que el agar en el que se encontraban estaba en estado solido,
estos permanecian inmaviles, lo cual se apreciaen la llustracion 4-8 y 4-9, al encender y apagar
de manera manual el laser, la mayoria de estos tendian a expandirse y contraerse, se seguia
divisando tal comportamiento al mover la montura 3D especificamente en los ejes x y y, como
se contempla en la llustracion 4-6. Ademas, para poder observar dicho efecto se configuro la
amplificacion verde al médximo cuando se ajusto la imagen en vivo, y a su vez se disminuyo la

intensidad de luz blanca proveniente de la linterna, atenuando ligeramente la imagen.

llustracién 4-8: Hongos

Realizado por: Parra 'y Vargas, 2023.
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llustracién 4-9: Hongos en presencia de laser
Realizado por: Parray Vargas, 2023.

4.2.2.2. Composicion hongos-agua

Dentro del proceso de interaccion con el laser, en un primer instante los hongos comenzaron a
fluir en una direccion concreta hacia este, posterior a ello continuamos desplazando el escenario.
Luego de cierto tiempo, se descubrié la formacion de unaburbuja de aproximadamente 18 um de
didmetro, creada a unos 400 px (pixeles) de distancia del laser, los hongos y otras bacterias
simultdneamente comenzaron a ser capturadas por el laser y la burbuja precisamente porque eran
alterados en dos direcciones, conducta observada en la llustracién 4-10. Luego de 2 segundos de
manera notoria ya se habia formado una acumulacién mayor de microorganismos en ambas
trampas como se evidencia en la llustracion 4-11 Al transcurrir 5 segundos se produjo una
corriente violentaque arrastré y atrajo cualquier cosa que estaba en su camino, de tal forma que,
casi el 100% de los organismos microscopicos se habian aglomerado en las trampas,
comportamiento exhibido en la llustracién 4-12.

llustracion 4-10: Interaccion laser hongos-

microorganismos
Realizado por: Parra 'y Vargas, 2023.
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4.2.2.3. Protozoos

Este proceso de manipulacionse llevé a cabo manejandoel laser que emitia luz roja (650 nm) con
potencia de (200mW), igualmente se utilizé6 una gota de agua proveniente del tanque de
almacenamiento considerado en la Tabla 3-6, en tal ocasidn se contempl6 varios organismos
microscopicos con movilidad propia por medio de flagelos y cilios por lo que se pudo confirmar
que estos pertenecian al reino protista, sefialado en la teoria. Ademas, fue posible moverlosen el
plano XY con bastante facilidad después de que eran atrapados por el sistemafisica (OT), En la

llustracién 4-11: Interaccion laser hongos-
microorganismos, 2 s

despueés
Realizado por: Parra 'y Vargas, 2023.

llustracion 4-12: Interaccion laser hongos-
microorganismos, 5 s
despues

Realizado por: Parra 'y Vargas, 2023.

lustracion 4-13 se puede observar el fendomeno descrito.
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(@) (b)
lustracion 4-13: Manipulacion con movimiento en dos direcciones determinadas

@y (b)

Realizado por: Parray Vargas, 2023.

Para la segunda especie protista descubierta, se pudo precisar que esta mostraba movimientos
apresurados por lo que fue necesario mantenerlaen nuestro campo de vision moviendo todo el
escenarioatravésdelostornillosmicrométricos, procuréalejarse de latrampay huir, sin embargo
no lo logro, estando en tal situacion tuvo la intencion de escapar presentando movimientos
erraticos y arrebatados, hay que sefialar que el organismo fue atrapado a través de su flagelo,

efecto evidenciado en la lustracion 4-14.

llustracién 4-14: Interaccion laser — especie

de protista 2, captura
Realizado por: Parray Vargas, 2022.

Para una tercera especie protista encontrada en un medio acuatico que con una preparacion
minima de la muestra y a través de OT permite obtener un analisis rapido de contaminacion
bacteriana sin generar ningin dafio, en un monitoreo en vivo logramos capturar al

microorganismoy posterior con una manipulaciénenlos ejes X y 'Y se liberd de la trampa Optica.
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Ademas, se puede ver varios microorganismos de diferentes tamafios los cuales se alejan en
presenciadel focodel haz. La muestra de agua estuvo estancada por dos dias en un medio abierto
en contacto con el aire, lailustracion 4-15, evidencialo mencionado en este parrafo. En la captura
de los 274 fotogramas en un tiempo de 1s cada unamuestra como estas se mueven y el arrastre
que experimenta nuestra bacteria, incluso se puede que hay microorganismos con movimiento

circular, en linea recta, y otros que en su forma se ven con una curvatura en el centro.

(© (d)

llustracién 4-15: Microorganismo liberado
Realizado por: Parra 'y Vargas, 2023.

4.3. Radiacion UV y microorganismos

Al examinar unamuestra de agua preparada proveniente de la laguna de San Antonio de Padua
sin interaccion con el laser UV-A de 365 nm de longitud de onda se observaron movimientos
aleatorios, rapidos, lentos de microorganismos de diversos tamafiosy formasevidenciado en la
lustracion 4-16, en donde es complejo poder visualizarlos en imagen puesto que tenian
movimientos erraticos.

Se requeria conocer la potencia de entrada del haz, es decir, antes de que ingrese por el objetivo,
midiéndola se obtuvo un valor de 14,80 mW , en consecuencia, cuando las bacterias, los virus y
los protozoos presentes fueronsometidas a laradiacién UV durante 15 minutos, se pudo reconocer
que todavia existia movimiento de microorganismos.
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llustracion 4-16: Movimiento de microorganismos
Realizado por: Parray Vargas, 2023

Todos los resultados obtenidos anteriormente establecen que las técnicas de captura y
manipulacion optica se han utilizado de manera exitosay son aplicablesen particulas bioldgicas,

asi como también en particulas no bioldgicas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

1. Se determin6 que la pinza éptica del laboratorio de Optica de la facultad de ciencias tiene una
funcionalidad del 100% en la capturay manipulacion de microparticulasy microrganismos

inmersas en un medio acuoso.

2. Se ha estudiado tedricamente los fundamentos y el principio basico de la captura dptica
utilizando el sistema de un solo haz bajo el régimen Mie (d > 1)y conlaayudade un laser
de 0,65 um, cuya potenciade salida estaba entre 7 y 10 mW, logrando hallar ciertos
parametros del haz gaussiano.

3. Serealizd un conjunto de procedimientos desde el ensamble de la pinza Optica, la calibracion
del haz laserhasta la tomay preparacion de muestras con la finalidad de capturar y manipular
particulas bioldgicas precisamente de agua estancada, el uso de este sistema fisico (OT)
permiti6 evaluar propiedades estructurales y describir la dindmica de manera cualitativa de
ciertos microorganismos, también se pudo obtener valores cuantitativos en la dinamica de

microparticulas.

4. Se demostro que la luz UV en una longitud de onda de 365 nm al actuar sobre una muestra
de agua durante 15 minutos, no redujo la actividad de microorganismos puesel laser UV no
emitia radiacion en un rango de longitud de onda de entre 100y 280 nm requerido para la

debida inactivacion de los microorganismos.
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RECOMENDACIONES

o Es preciso saber reconocer todo el conjunto de componentes faltantes de la pinza 6ptica,
con la finalidad de que el técnico docente solicite su adquisicion con antelacion.

o Es necesario contar con un laser adecuado que permitaanalizar las muestras, normalmente
en unrango de 10 a 100 mW de potencia y asi mismo es importante reducir nimero de
componentes (lentes).

o En el caso de las muestras bioldgicas es necesario considerar longitudes de onda larga para
manipularlas o longitudes de onda corta para inactivar o exterminar tales sistemas
bioldgicos.

o Se recomienda realizar un analisis especifico sobre microorganismos en interaccién con la
luz UV.
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GLOSARIO

Dieléctrico: Es un material que no admite el paso de corriente ademas de que en la interaccion
con un campo externo probablemente haya la formacién de dipolos (Parray Vargas, 2023).
Difraccion limitada: La desviacion que experimentael rayo laser en su trayectoria cuando pasa
a través de la abertura del objetivo del sistema Optico (Parray Vargas, 2023).

Dipolo oscilante: Es producido cuando el dipolo es colocado en una regién donde existe un
campo no uniforme (Parray Vargas, 2023).

Factor Q: Es un factor de eficiencia o calidad que depende de los pardmetros de tamafio de la
esferay de la diferenciade indice de refraccion especificamente entre la esferay el medio el que
estd inmersa o la envuelve, cominmente agua (Ricardez et al., 2008,p.27).

Fasor: Un fasorno es una cantidad fisicareal que tiene unadireccion como ciertas magnitudes
mas bien es una representacion geométrica o grafica, util para describir y analizar cantidades
fisicas que cambian de formasinusoidal con el tiempo, se puede considerar sumas vectoriales de
diversos fasores (Young y Freedman , 2018, p.1021).

Rayos paraxiales: en la aproximacién paraxial se supone que los caminos recorridos por la luz
forman angulos pequefios (tales que 8 = 0) con el eje Optico. Las reglas conseguidas de esta
aproximacion configuran la éptica paraxial, otras veces llamada 6pticade primerorden u dptica
gaussiana. Todos los rayos paraxiales que se originan en cada punto del eje de un espejo esférico
se reflejan y enfocan en un Unico punto correspondiente del eje (Teich y Bahaa, 2019).
Re-irradiacion: La luz que llega a cualquier superficie experimenta ciertos fenémenos de
absorcién o reflexion y este proceso denominado re-irradiacion sucede cuando la energia

absorbida se vuelve a irradiar (Parray Vargas, 2023).
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ANEXOS

ANEXO A: ANALISIS QUIMICO DE AGUA ESTANCADA
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Contactanos: 0998580374 - 032924322
Av. 11 de Noviembre y Milton Reyes Riobamba - Ecuador

INFORME DE ANALISIS BACTEREOLOGICOS

ANKLIS!S SOLICITADO POR: Sra Viviana Vargas

UBlCACIOPiP_a@ue Ecolégico Riobamba

| TIPO DE MUESTRA: Agua superficial, estancada
| FECHA DE ENTREGA: 05 de enero del 2023

Examen Fisico

[‘Parametros

t@L OR: > Ligeramente verdosa |
OLOR: Inglora

| ASPECTO: Semilurbia

Examen Bacterlolégico

Determinaciones Unidades | Resultados |
Coliformes Totales UFC/100 mL 1000 |
Coliformes Fecales UFCHOO mL 200
Observaciones:
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RESPONSABLE TECNICO LABORATORIO
Nota: El presente informe afecta scio a la muestra analzada.

Presencia de coliformes en agua estancada

ANEXO B: VERIFICACION DEL USO DEL LENTE

Lente plano convexo f=100 mm

ANEXO C: ARREGLO EXPERIMENTAL
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Montaje de la OT usado en la parte experimental.
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ANEXO D: CALIBRACION DE LASER ROJO

Calibracion del haz de =650 nm y 200 mW de potencia

ANEXO E: MEDICION DE POTENCIA

Medicion de potencia al entra al cubo divisor del haz y al salir por el objetivo



ANEXO F: ANALISIS DE PARTICULAS
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Enfoque del haz y agrupamiento de la tercera muestra

ANEXO G: MICROPARTICULAS DE SILICA

Foco de haz con particulas después de tres horas

ANEXO H: INTERACCION DEL LASER ULTRAVIOLETA Y LA MUESTRA
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Arreglo experimental con agua estancanda

ANEXO I: STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Microorganismos de agua estancada

ANEXO J: MUESTRA DE HONGOS

Portaobjetos después de la interaccion con el foco del haz



ANEXO K: DEMOSTRACION - SECCION TRANSVERSAL DE DISPERSION

En primerainstancia, la seccion transversal puede ser hallada utilizando la electrodindmicacléasica
de radiacion de un dipolo oscilante, la amplitudy la intensidad del campo eléctrico propagandose

a partir de este vienen expresadas como:

w?p sin ¢
E|l=—— (A.1)

IE| 4mreyc?
5. = @ (A2)

Donde o representafrecuencia de oscilaciény p es la magnitud del momento dipolar oscilante
(carga por desplazamiento) inducida por el campo incidente. La ecuacion A.1 refleja
proporcionalidad entre la amplitud del campoYy la variable w? , la cual implica la existencia de
una aceleracion de carga oscilante y por esta razon, el dipolo actdacomo un oscilador arménico.

Al sustituir la ecuacién A.1 en A.2, se halla la intensidad del campo dispersado

(A.3)

Sin embargo, es conveniente expresar tal intensidad en términos de la intensidad del campo
entrante porlo que se consideran el momento dipolar con la constante de polarizabilidad «a.

p= aEl- (A4)
Y, ademas se tiene:
eoclE;|?
|Si =——— (A.5)

Sustituyendo la ecuacion A.6 en A.5 y posteriormente en A.3 se calcula la intensidad de

dispersion de un atomo el cual viene dado por:

mla?sin p? 1

|Ss] =Wﬁlsi| (A.6)



En este punto se define la seccion transversal de dispersion diferencial de la forma siguiente

dogs 1
1551 =57 =184l (A7)
Al comparar las ecuaciones A.6 y A.7 se tiene la siguiente equivalencia:
do, mla?sin¢p?
— = ¢ (A.8)

00 A%ey?

y al integrar la ecuacion A.8 considerando la ecuacion 2.14 se obtiene la seccidn transversal de

dispersion:

8m3a?

Os

En cuanto a lapotenciatotal dispersada, se utiliza laecuacion2.15 posteriormente se integradicha
expresion, ademas, la ecuacion 2.17 refleja que la seccidn transversal o, es el resultado de la
relacion entre la potencia dispersaday la intensidadde laondaincidentey esta ocasion viene dada
por (Miles et. al, 2001):

P,  8m3a?

s _ - " _ A.10
T (A.10)

Para relacionar una cantidad microscopicay una cantidad macroscopica se utiliza ley de Lorenz-
Lorentz, dichas cantidades son la polarizabilidad «a y el indice de refraccion n , esta conexion se
muestra en la ecuacion A.11, donde N es la densidad numéricade un gas (moléculas m=3), esto
se incluye precisamente porque que el indice de refraccion de un cuerpo transparente esta
relacionado con su densidad (Kragh, H., 2018). La ecuacion A.9 puede ser descrita en funcion de la
ecuacion A.11.Y a su vez m = n, /n,, implica la relacion entre el indice de refraccion de la

particula y el indice de refraccion del medio, en el cual esta inmersa.

3ep(m?—1
a=—-,|\—— A.ll

N \m?+ 2 ( )
Al considerar una esferacon cierto volumen V' y su indice de refraccién relativo m , con una
superficie circular bastante pequefia comparada con la longitud de onda de la luz como onda

electromagnética, la polarizabilidad queda expresada como:



3, (A.12)
=2 2+ 2 '

La ecuacion A.12 se puede introducir en la ecuacion A.9 para obtener la intensidad de la luz
dispersada por la esfera. En términos de una seccién transversal diferencial, la dispersion de

particulas se escribe como:

202 [1n2 _ 1\ 2
g_g=9ﬂ/14l/ <ZZ+;> sin ¢p2 (A.13)

Si se consideraque V = 4/3ma3entonces la seccion transversal es equivalente a (Miles et. al, 2001):

021281T5a6 m2—1 2 (A.14)
3 2% \m?2+2
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