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RESUMEN

El objetivo del presente Proyecto Integrador fue estudiar el efecto de la radiacion laser de
microorganismos en sistemas biomoleculares haciendo uso de la técnica de la pinza dptica en el
Laboratorio de Optica de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo. Para ello se procedié a realizar el montaje de la pinza Optica reconociendo y
describiendo los diferentes elementos que lo conformaban, haciendo hincapié en la seccion de
enfoque y observacion. Se us6 laseres de 633 y 650 nanémetros ubicados en el Infrarrojo cercano
para no perturbar a la muestra. Cuando el sistema de la pinza dptica se encontraba calibrado
correctamente, se procedid a estudiar el uso del software ThorCam que se encontraba conectado
a la cdmara CCD (Dispositivo de Carga Acoplada). Se procedié a realizar la toma de muestras de
sistemas biomoleculares como la orina y el gameto bovino, ademas, se identificd el Régimen de
los Rayos Opticos para realizar la captura optica en las diferentes muestras. Como resultado, se
obtuvo un atrapamiento débil para el laser de 633 nanémetros para las microesferas de silica y los
diferentes sistemas biomoléculas, y con el laser de 650 nandmetros se obtuvo un atrapamiento
mucho maés estable en todos los sistemas dado a su potencial, que, en la salida del objetivo era
mayor en comparacion con el primer laser. Se concluye que la captura éptica de microorganismos
es un sistema viable que se lo puede desarrollar en los laboratorios de la institucion, haciendo uso
de un laser adecuado. Se recomienda utilizar un laser con una potencia mayor a 100 miliwatts

para obtener resultados favorables.

Palabras clave: <FISICA>, <PINZA OPTICA>, <MICROORGANISMOS>, <INTERACCION
RADIACION MATERIA>, <SISTEMAS BIOMOLECULARES>, <LASER>, <RADIACION
LASER>, <HAZ GAUSSIANO>.
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ABSTRACT

The objective of the present Integrator Project was to study the effect of laser radiation from
microorganisms on biomolecular systems using the optical tweezers technigue in the Optics
Laboratory of the Faculty of Science of the Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. To this
end, we proceeded to assemble the optical tweezers, recognising, and describing the different
elements that make it up, with emphasis on the focusing and observation section. We used 633
and 650 nanometre lasers located in the near infrared so as not to disturb the sample. When the
optical tweezer system was correctly calibrated, we proceeded to study the use of the ThorCam
software connected to the CCD (Charge Coupled Device) camera. Samples of biomolecular
systems such as urine and bovine gamete were taken, and the Optical Ray Regime was identified
to perform the optical capture in the different samples. As a result, weak trapping was obtained
for the 633-nanometre laser for silica microspheres and the different biomolecular systems, and
with the 650-nanometre laser a much more stable trapping was obtained in all systems due to its
potential, which, at the target output, was higher compared to the first laser. It is concluded that
the optical trapping of microorganisms is a viable system that can be developed in the laboratories
of the institution, making use of a suitable laser. It is recommended to use a laser with a power

greater than 100 milliwatts to obtain favourable results.

Keywords: <PHYSICS>, <OPTICAL PINCE>, <MICROORGANISMS>, <INTERACTION
RADIATION MATTER>, <BIOMOLECULAR SYSTEMS>, <LASER>, <RADIATION
LASER>, <GAUSSIAN BEAM>.
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INTRODUCCION

En el afio de 1970, Arthur Ashkin habia desarrollado un experimento que le permitié medir la
presion de radiacion que es ejercida por un haz laser, gracias a sus estudios se constatd que dicha
presién era capaz de dar aceleracién a las particulas en la direccidn del haz, ademas, Ashkin fue
capaz de observar que hacia el centro del haz eran atraidas las particulas en direccion transversal.
El descubrimiento de Ashkin marcé el comienzo del atrapamiento Optico, tiempo después se
desarrollé una trampa éptica mucho mas estable la cual permitia atrapar particulas en tres
dimensiones espaciales haciendo uso de un solo haz laser, este tipo de trampa se lo denominé
“Pinza Optica”, la pinza consta de un haz laser enfocado que permite atrapar y manipular
microparticulas dieléctricas que se encuentran en un medio.

El Laboratorio de Optica situado en la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo cuenta con la Pinza Optica, sin embargo, gracias a la minima aplicabilidad que se le
puede dar a la Optica y en especial a este aparato, se requiere un amplio conocimiento para poder
ajustar una metodologia que sea adecuada para el atrapamiento optico o micro manipulacion. Aun
asi, gracias a un estudio previo sobre las microparticulas de silica y microbacterias, y con la
revisidn extensa de bibliografias se presenta un estudio basado en sistemas biomoleculares como
microorganismos presentes en orina y gameto bovino, con el fin de estudiar y caracterizar su
comportamiento con la pinza optica.

La pinza dptica o también conocida como trampa Optica ha abierto un gran campo de
investigacion en diferentes areas donde se puede destacar la fisica relacionada con la biologia, la
microbiologia, biofisica, biotecnologia, medicina reproductiva y biologia celular y molecular.
Ademas, se usa en investigaciones basicas en la Optica para poder determinar propiedades fisicas
de diferentes tipos de haces, estudios de coloides y sistemas complejos (Padilla, 2009, p. 2).

Se sabe que la luz transporta energia y momento. Sin embargo, cuando la luz golpea cierto objeto,
esta colision da origen a una fuerza sobre el objeto. Esta fuerza se la conoce como “Presion de
Radiacion”, se podria decir que es la fuerza mecanica que ejerce la luz cuando esta interactta con
un medio o material ya sea vivo o inerte, esto permite ejercer cierta presion en objetos o particulas
muy pequefias, es por ello que la pinza Optica utiliza este principio de la presion de radiacion.

Al ser un proceso fisico — éptico es muy importante conocer las condiciones bajo las cuales se
puede almacenar las muestras que se va a estudiar. El presente Proyecto Integrador colaborara
con valiosos conocimientos haciendo uso de la metodologia que se emple6 de manera correcta al
momento de usar y calibrar la trampa 6ptica ubicada en el Laboratorio de Optica, aun habiendo
un proyecto previo es necesario seguir con una continuidad del uso de este equipo ya que aun se
pueden hacer investigaciones sobre propiedades de células, estudios en fisica dptica para la

caracterizacion de un haz laser.



Con el estudio de la pinza dptica se pretende estudiar y comprender el principio fisico de la
interaccion radiacion materia, caracterizar a los sistemas biomoleculares para poder estudiarlos
de mejor manera y ademas poder revisar el comportamiento fisico del laser a través del estudio
de la ecuacion del haz gaussiano.

Para el Capitulo I, Marco Teorico, abarca la teoria de las pinzas Opticas, su estructura utilizada y
la mas comun, la utilidad o aplicaciones que se puede encontrar con las pinzas, teoria del
atrapamiento éptico, las fuerzas que actlian sobre la particula para poder realizar la captura 6ptica,
ademas una breve descripcion del haz gaussiano y el infrarrojo para poder enfatizar la
demostracion de la interaccion radiacion materia, y los diferentes sistemas biomoleculares
utilizados en este proyecto como la orina y el gameto bovino.

En el Capitulo Il, Marco Metodoldgico, consta de la descripcion de cémo se va a llevar a cabo
este proyecto, indicando los procedimientos para la calibracion y montaje de la pinza éptica,
ademés se detallan los materiales y elementos utilizados, la preparacion y enfoque de las
diferentes muestras y el uso del software Thorlabs para procesar los datos y la informacion
obtenida en la pantalla.

Finalmente se tiene el Capitulo I, Marco de analisis e interpretacion de resultados, aqui se va a
observar los efectos que tiene el haz laser sobre las diferentes muestras en sistemas

biomoleculares, observando con la cAmara CCD y proyectada en la pantalla de un computador.



ANTECEDENTES

De acuerdo con Malacara (2015, p. 24), uno de los contactos mas importantes que se ha tenido con
el mundo exterior se logra mediante el sentido de la vista; quiza esto podria explicar la raz6n de
que la dptica ha sido una de las ramas mas antiguas de la ciencia. Mucho antes de que existieran
algunos estudios de fendmenos dpticos ya se comenzaron a realizar espejos y lentes para el uso
cotidiano de las personas, como el de maximizar la visién, usado también por mujeres para
observar su rostro desde la época egipcia (1900 a. C.), esto se comprob6 al encontrar un espejo
cerca de la pirdmide de Jajeperra Senusert. La primera evocacion al fendmeno de la refraccion se
encuentra en libros hechos por Platon Republica. Para el afio 300 a. C. Euclides en su libro titulado
Catdptrica establecio por primera vez la conocida ley de reflexion y, ademas, algunas propiedades
de los espejos esféricos.
Durante la Edad Media, la Optica, tuvo un decaimiento de avances. Fue durante el Renacimiento
que se pudo observar que la Optica tuvo un gran progreso con uno de los primeros telescopios que
presuntamente fue construido por Zacharias Jansen (1588-1638) en Paises Bajos en 1604, cinco
afios después Galileo Galilei (1564-1642) construye el primer telescopio con una calidad bastante
buena, el cual tenian una amplificacion aproximadamente de treinta. Para 1672 sir Isaac Newton
(1642-1727) publica un documento cientifico en el cual se describe sus experimentos con el
fendmeno de dispersion cromatica de la luz en los prismas, ademas, comprob6 que se puede
obtener luz blanca mediante la superposicién de todos los demas colores. Es aqui donde Newton
pensé que la luz estaba formada por corpusculos con diferentes velocidades y tamafios, las cuales
podian inducir vibraciones en el éter. Max Planck (1858-1947) supone que la energia del cuerpo
negro podia emitirse solo de manera discreta, es decir, en pequefios paquetes de energia. Posterior
al descubrimiento de las leyes de radiacion del cuerpo negro y el efecto fotoeléctrico se considera
alaluz como corpusculo, para el afio 1905 Albert Einstein introduce el concepto de luz o de foton,
al explicar el efecto fotoeléctrico de la luz (Malacara, 2015, pp. 25-26).
Las diferentes teorias sobre la naturaleza de la luz en esa época fueron bastante conflictivas dado
que algunos cientificos consideraban a la luz como una onda y otros lo consideraban como
corpusculos. En 1924 el conocido Louis de Broglie (1892-1986) explico que las ondas y los
corpusculos eran en realidad dos puntos diferentes de vista de una misma cosa, entonces, Si
fotones aparecian algunas veces como ondas y otras veces como corpusculos, haciendo una
analogia, los electrones también se comportarian de esa manera, bajo ciertas circunstancias.
Veinticuatro afios después Dennis Gabor (1900-1981) en Inglaterra inventa los conocidos
hologramas, que mas tarde, al inventarse el laser, fueron mejorados por Emmett Leith y Juris
Upatnieks. Para el afio de 1950 se descubren los principios fisicos fundamentales para el laser de
rubi. Es aqui donde nos damos cuenta que el laser ha ampliado de manera repentina y
enormemente los horizontes que tiene la rama de la 6ptica (Malacara, 2016, p. 28).
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Una de las primeras observaciones sobre trampas Opticas surgié para el afio de 1970 en los
laboratorios Bell, cuando Arthur Ashkin plante6 la posibilidad de atrapar microparticulas de
forma estable haciendo uso de la presion de radiacion. Los experimentos los habia realizado con
un laser de Helio- Nedn con una potencia de décimas de mili watts y con un microscopio de
potencia baja para observar el confinamiento de las particulas de latex que estaban diluidas en
agua que se encontraban comprendidas en una celda de vidrio. Cuando enfoco el laser sobre las
particulas, estas comenzaron a moverse a diferentes velocidades dadas por la Ley de Stokes,
posteriormente, reemplazo el microscopio por un segundo haz y enfoc6 una direccion de manera
contrapuesta al primer haz de luz, de esta manera pudo trasladar la particula a otro punto,
generando asi una fuerza restauradora que retorné a la particula al punto de equilibrio, de esta
manera pudo hacer una captura en 3 dimensiones y se dio origen a las Pinzas Opticas (Ashkin, 1970,
p. 156).

En la actualidad los laseres son usados en todas partes, por ejemplo, en lectura de videodiscos, en
cortes del acero en las fébricas, la lectura de las etiquetas en los supermercados y en diferentes
quiréfanos de hospitales. Miles y millones de sistemas dpticos para visualizacion de relojes,
calculadoras y computadoras resplandecen en todo el mundo. El uso constante en los Gltimos cien
afios, de sefiales eléctricas para diferentes tratamientos y transmision de datos ha dado paso de
manera rapida a técnicas dpticas mucho mas eficaces. Los diferentes conceptos profundos surgen
con bastante lentitud, se podria decir que es muy poco lo que se ha logado en tres mil afios en el
estudio de la dptica a pesar de que, con las nuevas tecnologias, esto se acelera cada vez mas. Se
podria decir que con el pasar de afios, hay una pregunta que no esta del todo respondida aun, ¢qué

es la luz?

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los principales problemas que hay en la carrera de fisica es la minima aplicabilidad que
se le puede dar a una de las lineas de investigacién en esta rama, la cual es la dptica aplicada.
Mediante las diferentes aplicaciones en esta area se pretende hacer un Proyecto Integrador
mediante el uso de la pinza dptica, que, en estos Gltimos afios ha tenido un gran auge en la ciencia,
donde ha permitido hacer nuevas investigaciones y avances cientificos en la biologia, quimica, y
en especial la fisica. Como es un instrumento novedoso, sus aplicaciones aln estdn por
descubrirse y en un futuro no muy lejano se puede decir que ayudara de mejor manera a revelar
aspectos importantes de sistemas biomoleculares y conocer su comportamiento, gracias a la
naturaleza no invasiva de las Pinzas Opticas y su propiedad de confinamiento en donde se focaliza
el laser, permite transportar y manipular elementos de tamafio nanométrico, siendo el primero una
de las propiedades mas importantes de este tipo de estudios, permitiendo asi desarrollar los

procesos de manera natural.



Este tipo de Proyecto Integrador abarca varias complejidades como es la calibracion y el ensamble
de la Pinza Optica que se encuentra en el Laboratorio de Optica de la ESPOCH, se hizo un primer
estudio a nivel local, y existe una falta de recursos bibliograficos necesarios para este proyecto,
sin embargo se tiene algunas referencias de estudios desarrollados en Ecuador en la Escuela
Politécnica Nacional (EPN) y también informacion a nivel Internacional, en especifico del
Instituto Nacional de Astrofisica, Optica y Electronica de México (INAOE), con ayuda de dichos
estudios se genera una gran oportunidad para poder desarrollar el Proyecto Integrador que se
quiere fomentar en la Institucién como ayuda a futuros fisicos.

El laboratorio de Optica que se encuentra en la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo cuenta con una Pinza Optica que ha sido utilizada para realizar
practicas sobre la interaccion radiacion- materia, el interés sobre estudios en 6ptica se veran luego
aplicados en varios campos de la ciencia como ya se reportan en diferentes articulos cientificos.

Se ha desarrollado un primer trabajo experimental usando la técnica de pinza dptica en
microparticulas de silica y microbacterias en el cual se ha obtenido resultados favorables, con este
tema de Trabajo de Integracion Curricular se pretende explorar los microorganismos en sistemas
biomoleculares que también se ha explorado en investigaciones ya publicadas y de esta manera

se pretende explorar en este nuevo campo que aporte a la dptica.

FORMULACION

¢La técnica de pinza Gptica del laboratorio de Optica de la Facultad de Ciencias ESPOCH es util

para estudiar con radiacion laser los microorganismos en sistemas biomoleculares?

JUSTIFICACION

La Pinza Optica es un instrumento que con la ayuda de un haz laser altamente enfocado puede
capturar y manipular objetos micrométricos y submicrométricos. Desde la primera observacion
de captura con presion de radiacidn, se abri6 un nuevo campo de investigacion en diferentes areas,
en donde se pueden destacar la fisica relacionada con la biologia y la microbiologia. También
conocida como Trampa Optica, ha sido utilizada en una variedad de campos interdisciplinarios y
Su uso se esta expandiendo de manera feroz (Ashkin, 1970, p. 156).

Este Proyecto Integrador se desarrollé en el laboratorio de 6ptica de la Facultad de Ciencias,
permitio estudiar microrganismos presentes en sistemas biomoleculares como orina y gameto
bovino, donde se pudo visualizar el movimiento de los microorganismos presentes en esto
sistemas y caracterizarlos. Ademas, con la técnica de pinza Optica se pudo capturar, manipular e

interaccionar microorganismaos.



El atrapamiento dptico, consiste en la captura y manipulacién de microparticulas a través de un
haz laser (o haces) a pesar de la aparente simplicidad de la pinza Optica, es muy utilizada en
amplios campos de la ciencia, estimaciones exactas de las fuerzas que actian sobre la particula
localizada en algun tipo de haz (como el haz Gaussiano) son meramente dificiles. La dificultad
se hace mayor ya que al usarse microparticulas, se hace mas complicado crear una teoria general
que pueda explicar como operan. Esto se ha vuelto de gran interés debido a su relevancia en areas
como fisica, quimica, procesos bioldgicos. (Ricardez, 2007, p. 16).

Una vez realizado el primer trabajo con la pinza 6ptica se continué con el uso y el andlisis de
microorganismos luego de contar ya con los andlisis preliminares en microparticulas de silica y
microbacterias de agua sucia, por ello se enfocd el estudio en sistemas biomoleculares. Al ser este
un proceso fisico-6ptico fue importante conocer las condiciones bajo las cuales se puede
almacenar las muestras estudiadas, de esta manera se presentd un procedimiento estandarizado
para que pueda ser aplicado satisfactoriamente en el Laboratorio de Optica.

El presente Proyecto Integrador se considerd viable mediante la seleccion de fuentes
bibliograficas especificas y especializadas, ademas utilizando el Laboratorio de la Facultad de
Ciencias juntamente con la pinza dptica. El resultado de este estudio benefici6 a la Facultad de
Ciencias y a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo por ser un tema de interés como
estudiante de la Carrera de Fisica para lo cual se abordaron los objetivos de manera eficiente y

eficaz.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

e  Estudiar la radiacion laser de microorganismos en sistemas biomoleculares mediante la

técnica de pinza dptica en el laboratorio de la Facultad de Ciencias — ESPOCH.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e  Estudiar y comprender el principio fisico de la interaccion radiacion materia a través de la
demostracion matematica de la ecuacion fisica.

e Revisar el comportamiento fisico del laser a través del estudio de la ecuacion del haz
gaussiano.

e  Estudiar orina como sistema biomolecular utilizando la pinza Optica para determinar la
presencia de microorganismaos.

e  Estudiar el gameto bovino a través del laser de la pinza Optica para caracterizarlo.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1.  Teoria de las Pinzas Opticas

En el area de la fisica atdbmica, Arthur Ashkin en sus primeros trabajos abre la posibilidad de
utilizar la presién de radiacion en a&tomos neutros, donde ademas propone una forma de frenado;
dicha técnica consistia en dos laseres, uno frente al otro como se observa la Figura 1-1, para el
afio de 1997 Steven Chu y algunos colaboradores obtienen el premio nobel de fisica por su trabajo
en el enfriamiento de 4tomos haciendo uso de luz laser, siendo este el primer confinamiento
estable de atomos en 3D (Paez, 2015, p.4). Por lo que en la actualidad se conoce como pinzas dpticas,
trampas Opticas o trampas de gradiente de un solo haz, la pinza Optica utiliza un laser focalizado
que suministra una fuerza en pN donde se puede atrapar y mover de tal manera a los objetos
microscépicos que, posteriormente se los transporta hacia el foco del laser (Ricardez, 2007, p. 15).

La pinza Optica es muy sensible capaz de detectar movimientos en particulas dieléctricas a
graduaciones subnanométricas, ademas se puede adaptar a la pinza éptica como una herramienta
capaz de medir fuerzas, distancias, bajo la consideracion de que la fuerza producida por una pinza
Optica va a depender del cambio de momento del haz, mientras mayor sea este cambio, mas fuerza
tendra la trampa. En la actualidad se ha expandido la técnica de captura Optica para poder

manipular varias particulas micrométricas simultaneamente (Paez, 2015, p.4).

L Hax

laser 2

Haz
—
laser 1

Figura 1-1. lustracion de pozo de potencial creado por

la accion de dos laseres
Fuente: Péaez, 2015, p.3.

A pesar de que todavia no se tiene una idea clara de todo lo que puede englobar la pinza dptica,
esta se basa en la utilizacion de la fuerza que se debe a la presién de radiacion la cual ejerce un
haz de luz que se encuentra enfocado con cierta fuerza donde confina a las particulas
micrométricas. Dicho confinamiento se logra haciendo uso de un objetivo de microscopio. Una

vez que la particula es atrapada, se puede manipular su ubicacion dentro de la muestra haciendo
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ciertos cambios en la forma por la cual ingresa el haz laser al objetivo, o también moviendo la
muestra del centro del haz. En la Figura 2-1 se describe el arreglo basico de las pinzas Opticas con
un solo haz. Segun Butt et al. (2018, p. 26), menciona que las trampas épticas estan basadas en la
propuesta de que una particula que se coloca en el foco del laser colimador va a sentir distintas
fuerzas: Fuerza de dispersion y fuerza gradiente. La fuerza de dispersion habla sobre la direccion
de propagacién de la luz y que es proporcional a la intensidad de la luz. Cuando se menciona la
fuerza gradiente, para una particula dieléctrica que tiene indices de refraccion diferentes, la fuerza
se dirige hacia la parte que contenga la mayor intensidad de luz (punto focal) y, ademas, es
directamente proporcional al gradiente de la intensidad. De esta manera, la particula quedara

atrapada cerca del punto focal si es que la fuerza del gradiente es lo suficientemente grande (Ulloa
y Llano, 2021: p. 9).

)
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Figura 2-1. Arreglo bésico de pinzas Opticas
Fuente: Ricardez et al., 2008: p.28.

Es muy importante tomar en cuenta la correcta eleccion de la longitud de onda con la que se va a
generar una trampa Optica. Cuando se utilizan longitudes de onda en el infrarrojo (IR) de 800 a
1200 nm se puede minimizar la absorcion de la muestra, de esta manera se produce menos dafio
y proporciona el aumento del tiempo de estudio de la muestra (Ramirez, 2018, p. 6).

Como la pinza éptica hace uso de las fuerzas de presion de radiacion y que no es mas que la fuerza
que ejerce la radiacion electromagnética sobre una superficie, se puede modelar el
comportamiento de las fuerzas dpticas mediante tres clases de métodos; el primero denominado
“Métodos Aproximados” requieren suposiciones y aproximaciones que pueden llegar a
simplificar los calculos de las fuerzas, pero validos bajo ciertas condiciones, aqui se hace mencién
a la “Teoria Dipolar de Rayleigh (RDT)”, se usa cuando las extensiones de la particula son mucho

menores que la longitud de onda del haz laser, este método acerca el comportamiento de la esfera



y la luz de captura al de un dipolo puntual en un campo electromagnético o también llamado
Régimen de Rayleigh. El segundo método “Teoria de los Rayos Opticos (ROT)” usado cuando
las dimensiones de las particulas son mucho més grandes que la longitud de onda del haz léser,
también es conocido como Régimen de Mie. Otro de los métodos es “Aproximaciones
Computacionales”, las cuales usan herramientas computacionales para realizar los calculos y usan
aproximaciones para el calculo de fuerzas, por ejemplo, la “Teoria de Lorenz- Mie (LMT)”, define
la interaccidn entre esfera y una onda plana, sin embargo, es incapaz de describir la presién de
radiacion que ejercen los diferentes haces. Una extension de la Gltima teoria es la Teoria
Generalizada de Lorenz- Mie (Figura 3-1) al usar las ecuaciones de Maxwell provee una solucién

completa sobre la superficie de la particula, para el calculo fuerzas opticas (Paez, 2015, pp. 6-7).
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Figura 3-1. Regimenes diferentes para rayos 0pticos
Fuente: Ricardez, 2007, p. 17.

En general, se puede escribir la fuerza gradiente, F; para una particula de radio r, como muestra

la ecuacion 1.1;

_2nngpty _ (nzz,/nm)2 -1

Fg —| VI
¢ (np/nm)” +1

1.1

donde n,, es el indice de refraccion de la particula y n,, es el indice de refraccion del medio.

La fuerza de dispersion, Fs, como:

e = 128mnp,rs . (np/nm)2 -1 ’
3cat (np/nm)2 +2

2.1

donde I es la intensidad Gptica del haz incidente y ¢ es la velocidad de la luz.



1.1.1. Estructura basica de la pinza 6ptica

La estructura tipica para el confinamiento y la manipulacién de microparticulas se puede ver
esquematizada en la Figura 4-1. Los elementos con més relevancia en una pinza 6ptica basica
son: Léaser de color rojo (633-640 nm), espejos moviles, lentes focalizadores, filtro pasa alto
(depende de la longitud de onda del haz laser), cubo divisor, cdmara CCD, linterna de luz fria
blanca, objetivos de microscopio de 65 o0 40X, aceite de inmersion, cubre o porta objetos, y la

muestra sintética o microbacteriana.
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Figura 4-1. Figura Arreglo estandar de pinza dptica
Fuente: Ricardez, 2007, p.40.

El par de espejos M1y M2 ayudan a controlar la direccion del haz, el cual consecutivamente es
desviado hacia el objeto de microscopio de 100X (de inmersion en aceite) mediante el cubo
divisor. Mediante esto se puede lograr tener un haz fuertemente enfocado sobre la muestra, la
misma que reposa en una montura con desplazamiento en xyz. La observacion del confinamiento
oOptico se lo realiza mediante una camara CCD cuando la muestra es iluminada con una lampara
convencional de luz blanca. El filtro que se encuentra sobre el cubo divisor sirve para bloquear la
luz laser reflejada por dicho cubo ya que este satura la camara. La lente L5 nos permite enfocar
la imagen de la escena a la CCD. La muestra es llevada al centro de la trampa con un
desplazamiento en direccion z, de esta manera se atrapan a las microesferas en 3D como menciona

la teoria (Ricardez et al., 2008: pp. 27-28).

1.1.1.1. Charged Couple Device (CCD)

Los CCD (Dispositivos Acoplados de carga) son un tipo de detector semiconductor multipixel,
fue inventado en el afio de 1969 en los laboratorios AT&T Bell por Willard Boyle y George E.

Smith, es una matriz plana de condensadores de semiconductores de éxido de metal que estan
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grabados en una superficie semiconductora (tipicamente de silicio), formando asi un circuito
integrado (IC) con elementos de luz sensible, con cada elemento que es representado como un
componente de imagen o un pixel. La Figura 5-1 muestra un CCD desarrollado para aplicaciones
de iméagenes de luz ultravioleta (UV). La Figura 6-1 demuestra como se detectan y procesan los
cuantos de luz en un CCD, donde las cargas generadas se transforman en energia eléctrica,

representada por voltajes, un pixel tras otro a medida que se reciben un registro de desplazamiento
horizontal (Alfaraj, 2017, p. 1).

Figura 5-1. CCD para imagen ultravioleta
Fuente: Alfaraj, 2017, p. 1.
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Figura 6-1. Deteccion y procesamiento de iméagenes en un CCD
Fuente: Alfaraj, 2017, p. 2.

Para poder observar las imagenes, las cdmaras CCD tienen cierta estructura para la deteccion de
fotones, los detectores de silicio son sensibles a los fotones de longitudes de onda en las que se

pueden crear electrones a través del efecto fotoeléctrico. Este fendmeno ocurre cuando la energia
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que lleva el foton E, de la Aq,t05¢ €S mayor que la banda prohibida del silicio, donde es posible

excitar un electron desde la banda de valencia hasta la de conduccién (Ulloay Llano, 2021: p. 12).

hc
Ey = 7 > Ebandgap

3.1

En la ecuacion 3.1 h es la constante de Planck y ¢ es la velocidad de la luz en el vacio. Para el
ire . hc iye -

silicio 1a Epgnagap = 1.1 €V, Y Acutorr = Tiev = 1.12um. Los detectores de silicio, por tanto,

son excelentes detectores para casi todas las longitudes de onda que estan por debajo de = 1um
en la region del infrarrojo cercano (IR) (Durini, 2019, pp. 75-76).

Los CCDs al comienzo fueron creados como dispositivos de memoria en la cual la cantidad que
expresaba un bit de informacidn era la carga en cada uno de los pixeles. Cada uno de los pixeles
tenia un comportamiento igual al de un capacitor MOS (Metal Oxide Semiconductor) en la region
de vaciamiento se almacenada el paquete de carga. Ademas, los capacitores son construidos cerca
unos de otros de tal forma que posibilitan el movimiento de carga entre si, por ende, permite leer
la informacién secuencialmente mediante un punto de lectura.

La tecnologia de los Dispositivos Acoplados de Carga tiene caracteristicas de funcionamiento que
hoy en dia aun permiten que sea el dispositivo lider en toma de imagenes con una baja distorsion
dentro del espectro de luz visible. Se pueden destacar caracteristicas como que pueden resaltar el
bajo umbral en la deteccidn de sefiales muy débiles y en el proceso de medicidn el bajo nivel de
ruido que es adicionado a este. Todo esto se debe a una menor incidencia de las mayores fuentes
de error como corriente oscura, alto rendimiento de transferencia de carga y bajo error en la
lectura. Ademas, el gran uso que se le da al silicio como material semiconductor en estas Gltimas
décadas ha permitido disponer de procesos de fabricacion y calidad de los CCD de un alto
rendimiento (Fernandez, 2015, pp.5-7).

El CCD detecta imagenes que constan de una matriz contenida de pixeles los cuales producen
pozos de potencial mediante ciertas sefiales digitales que se utilizan para almacenar y transportar
bultos de carga, los paquetes de carga estarian formados de electrones que son generados por la
energia fotoeléctrica de fotones que inciden o también de sefial oscura. La electronica que
contiene una computadora puede convertir la secuencia de salida de voltaje en iméagenes digitales
bidimensionales en 2-dimensiones. (Ulloa y Llano, 2021: p. 13).

Se tienen arreglos bésicos de CCD de dos, tres y cuatro fases, y también hay dispositivos
monofasicos, por ejemplo, un dispositivo trifdsico necesita de tres conexiones eléctricas
diferentes para cambiar en cada posicién, un CCD trifésico tiene fases separadas por 1/3 del
tamafio del pixel. Las dimensiones caracteristicas de pixeles del CCD varian de 2 a 30 pm (Durini,
2019, p. 77).

Los CCD estan divididos en matrices como matrices lineales y las matrices de area. Las matrices
lineales constan por pocas columnas de pixeles que son sensibles a la luz, por otra parte, las
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matrices de area consisten de una matriz de 2 dimensiones de pixeles sensibles a la luz. Ademas,
los arreglos lineales suelen ser menos costosos y de lectura rapida mientras que los arreglos de
parea son mucho méas comunes para cientificos, imagenologia de alta gama. En la Figura 7-1. se
observa la cdmara CCD que se acopla al arreglo de la pinza éptica que se utiliza en este Proyecto
Integrador, esta camara es conectada a un computador para poder observar la muestra que se
encuentra en el porta y cubreobjetos, ademas, es una cdmara altamente sensible por lo que se la

debe manejar con mucho cuidado (Ulloay Llano, 2021: p. 14).

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

1.1.2. Utilidad de las pinzas 6pticas

Las diferentes aplicaciones que tienen las pinzas Opticas han tenido un gran crecimiento en la
ciencia, como en biofisica, biotecnologia, medicina reproductiva, medicina general, biologia,
donde se ha podido realizar exitosamente la manipulacion de una molécula. Actualmente cuenta
con un gran campo de aplicaciones en ciencias bioldgicas donde se perfilan como una herramienta
de trabajo para poder estudiar tejidos tales como los organelos de una célula, las diferentes
moléculas de un virus o también el mecanismo de transporte de una enzima, tanto asi que para la
comunidad médica es una tecnologia de alta precision y de minima invasion, Gtil en microcirugia
y en la aplicacion de métodos de reproduccién asistida. En el caso de manipulacion de material
organico, como por ejemplo una célula, se debe utilizar laseres que emiten en el IR, esto con
longitud de onda de 1064 nm.

A nivel mundial se esta trabajando en desarrollar nuevas técnicas de manipulacién que sean mas
eficientes facilitando las aplicaciones y permitiendo un mayor control en los métodos que se
llevan con la captura multiple. Ademas, se esta trabajando en el desarrollo experimental de pinzas

nanomeétricas para poder lograr la manipulacién de objetos biolégicos méas pequefios tales como
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virus, bacterias, moléculas, ADN, etc.; los cuales son de este orden de magnitud (Ricardez et al.,
2008: pp, 28-29).

En ciertas aplicaciones que tiene la pinza 6ptica, la mayor parte de veces se debe atrapar o capturar
una microesfera, la cual se encuentra inmersa al sistema que se requiere estudiar. Las esferas
utilizadas son de materiales como poliestireno o silice, o también recubiertas de acido carboxilo,
aminos o algunas proteinas. Dentro también de las aplicaciones se puede encontrar el estudio de
plegamiento de macromoléculas, donde los extremos de la molécula se unen a dos esferas
derivatizadas con “manijas” de ADN, donde las propiedades mecanicas han sido extensamente
estudiadas; estudio de los motores moléculas en la biologia, estudio de biomembranas, entre otras
aplicaciones mas. (Wilke, 2013, p. 3).

También los bidlogos toman delantera con el uso de las pinzas dpticas para realizar la medicion
del rendimiento de colas de bacterias, las diferentes fuerzas ejercidas por un motor proteinico y
también el alargamiento de moléculas de ADN, ademas, ha sido combinado con un laser adicional
con el cual se forman tijeras Opticas.

En sintesis, solo algunas aplicaciones no bioldgicas han sido exploradas a profundidad. La fuerza
de esparcimiento, la fuerza gradiente o la transferencia de momento angular han sido postuladas
como medios para el manejo de micro maquinas. Otra de las areas en la cual las pinzas 6pticas no
han sido estudiadas con esmero es en el ensamble de micro maquinas o micro estructuras como

los cristales foténicos (Padilla, 2009, pp. 4-5).

1.1.2.1. Motores Moleculares

Los Motores Moleculares son maquinas que se encuentran formadas por pocas moléculas, son
capaces de realizar trabajo a partir de otro tipo de energia. Los mas estudiados son las Kinesinas,
encargadas de transportar cargas a lo largo de una célula, moviéndose asi sobre un tipo de riel que
se llama microtubulo. Dicho transporte se lo realiza a costa de energia quimica que se acumula
en el organismo. En la Figura 8-1 se muestra un esquema estructural propuesta para la kinesina,
donde se aplican las pinzas dpticas. La pinza dptica captura a la carga, gracias a esto se mide la
fuerza que la kinesina realiza cuando se desplaza por el microtibulo. Al mismo tiempo, se

determina la distancia donde la carga es capaz de atravesar utilizando energia quimica.
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(A) (B)

Carga atrapada
¥ enlapinza
Optica

Carga

Figura 8-1. (a) Esquema de la estructura para la kinesina. (b) Experimento
tipico con la pinza optica
Fuente: Wilke, 2016, p. 27.

Los motores moleculares son estudiados en biologia y son responsables del transporte dentro de
la célula. Mediante el uso de las pinzas 6pticas se puede observar la dinamica y la fuerza a escala

nanométrica de los motores moleculares (Wilke, 2016, p. 27).

1.1.2.2. Escalpelo optico y clasificacion celular

Una de las aplicaciones mas interesantes que existe es el uso combinado de la pinza éptica con lo
gue se conoce como escalpelo dptico para ejecutar fertilizacion in vitro. El escalpelo 6ptico se
basa en enviar pulsos cortos y controlados de luz laser con alta energia y con longitud de onda en
el ultravioleta (menor a 0.40 um) donde se hace un orificio dentro del 6vulo para asi proporcionar
la entrada del gameto, el espermatozoide también es movido con la pinza hasta el 6vulo, para
finalmente realizar la fertilizacion. El escalpelo dptico también permite aislar células individuales
de un tejido que se encuentra sano o enfermo para poder estudiar las diferencias a nivel molecular
(Ramirez, 2018, p. 3).

Segun Challonier (2016, p.92), las Pinzas Opticas también han sido Utiles en areas como la Biologia.
Para el afio 2003 se utiliz6 la técnica de las pinzas Opticas para aplicarlas en el campo de la
clasificaciéon celular; creando una inmensa intensidad Optica sobre el area con muestras
microbioldgicas, las células estudiadas pueden ser clasificadas por sus caracteristicas Opticas

intrinsecas.

1.1.2.3. Estiramiento de una molécula de Acido Desoxirribonucleico (ADN)

Un ejemplo de gran interés que hay de las aplicaciones bioldgicas es el estiramiento de una
molécula de ADN, lo cual ha sido esencial para entender las propiedades mecanicas y funcionales
en las operaciones de la maquina celular. Para realizar el estiramiento se debe insertar un extremo

de la molécula en una esfera hecha de latex que primeramente fue atrapada por la pinza 6ptica.
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Subsiguientemente se hace uso de la fuerza hidrodindmica de un liquido que fluye para poder
alargar al ADN hasta obtener una longitud aproximada de 64.5 um. Cuando el flujo haya acabado,
la molécula se puede relajar y asi volver a su estado inicial (Sepulveda et al., 2007, p. 22).

Otra forma de hacer este estiramiento, es utilizando dos pinzas 6pticas, una de ellas se mantendra
fijay la otra estard en movimiento, cada una de las pinzas Opticas tendra una esfera de latex que
estard adherida a los extremos de la molécula de ADN, de esta manera se puede determinar las
diferentes propiedades mecanicas al medir la fuerza que necesita la molécula para reproducir el
estiramiento.

Cuando se requieren mediciones cuantitativas, la mayor parte de pinzas opticas son operadas de
tal manera que la particula que es un dieléctrico raramente se mueve lejos del foco de la pinza.
Esto se debe a que la fuerza que es aplicada a la particula se encuentra lineal con respecto a su

desplazamiento, esto ocurre siempre que el desplazamiento sea pequefio (Septlveda et al., 2007, p. 23).

1.1.2.4. Optomecanica de cavidades

La manipulacion y la captura dptica han surgido como herramientas poderosas para investigar
objetos microscdpicos en un entorno controlado. Usando el impulso llevado por la luz, las fuerzas
se pueden ejercer para confinar y manipular objetos en varias condiciones, mediante el uso de la
pinza Optica para atrapar nano objetos y posterior acoplarlos a cavidades Opticas, dando lugar
posteriormente a una cavidad, esta interaccion optomecénica entre el objeto atrapado y la cavidad
medida por la presién de radiacion.

Se implementa una pinza 6ptica mévil con precision nanométrica para poder colocar una nano
esfera de silice levitada en una onda estacionaria de una cavidad con el objetivo de enfriar su
centro de movimiento de masas al estado fundamental a temperatura ambiente, para lograr esto
se disefia un proceso de enfriamiento de dos pasos: modulacion paramétrica del potencial de
atrapamiento Optico y la conduccidn de la cavidad con un laser desafinado de color rojo a través
de la interaccion optomecénica, y se presenta un modelo semiclasico para resolver el movimiento
de las nanoparticulas hasta la excitacion de un fonon. En sintesis, se dice que en la optomecénica

haciendo uso de la pinza Optica se estudia la interaccién de particulas individuales con la luz
(Muestres, 2017, p.3).
Una cavidad permite el confinamiento de ondas de luz y de vibraciones mecanicas en una region

sub micrométrica. Dado que existe un alto confinamiento, ambos tipos de onda se terminan
acoplando y ademas intercambian energia mutuamente, dado que es posible modular la luz con
dicha vibracion mecénica. Asimismo, debido al tamafio de la cavidad, el orden de la frecuencia
de la vibracion mecénica seria de varios GHz, una vez detectada la luz modulada, esta se convierte

en una sefal eléctrica de microondas.
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Este tipo de cavidades optomecanicas es interesante en el campo de la fotonica de microondas, el

cual estudia el proceso de sefiales de microondas en el régimen 6ptico (Castell4, 2020, p.2).

1.1.2.5. Estudio de las propiedades mecénicas en glébulos rojos

Una de las condiciones mas comunes que perturban a las células vivas es el uso de farmacos, que
son importantes para el diagndstico y tratamiento de la mayoria de las enfermedades. Para este
punto es importante conocer la dosis exacta, su concentracion. Se ha investigado el efecto que
tiene el resveratrol como agente antioxidante en glébulos rojos, con el objetivo de poder
comprender el mecanismo de accion de dicha molécula como antioxidante en membranas
biolégicas. Los eritrocitos humanos poseen suficientes funciones tales como el transporte activo
y pasivo, y la produccion de gradientes idnicos y eléctricos para poder ser considerados
representativos de la membrana plasmatica en general (Ramirez, 2018, p. 16).

Se hace uso de la pinza Optica para medir las variaciones de la membrana celular con resveratrol
y HCIO. Las técnicas que se presentan en la microscopia éptica no son invasivas y tampoco son
destructivas, iguales al uso de la pinza dptica, y, por ende, son adecuadas para el estudio en
sistemas biologicos.

La técnica que se usa con las pinzas épticas considera la deteccion de los cambios en la posicion
de un laser colocado en el borde de la célula. La diferencia en el indice de refraccion (n) se desvia
a medida que la membrana fluctia. De esta manera se logra medir las fluctuaciones de la
membrana cerca de la posicion de equilibrio y también el andlisis de la densidad espectral de
potencia de la sefial, que, ligado a un modelo matematico de la membrana, permite la
determinacién de ciertos parametros mecanicos como: la tension de la membrana, la rigidez de
flexion y la viscosidad efectiva.

Esta técnica ya ha sido utilizada para conocer los pardmetros mecanicos de glébulos rojos,

membranas lipidicas y neuronas de PC12 (Ramirez, 2018, p. 16).

1.1.3. Teoria del atrapamiento 6ptico

El principio de atrapamiento dptico de una microparticula es descrito de acuerdo con el tamafio
de dicha particula. Se considera un haz gaussiano que se encuentra enfocado por un lente sobre
el cual se hace un andlisis geométrico, justo por debajo del foco se coloca una particula. Los
distintos rayos que estan incidiendo sobre la esfera sufren un cambio en el momento lineal por la
refraccidn, cuando se hace un analisis resulta que a cada rayo le corresponde una fuerza, y esto se
debe a la conservacién del momento lineal. Dado a que ambas fuerzas tienen igual magnitud, se
da una fuerza total que mueve la particula hacia el centro de la pinza, de esta manera permite que
la particula quede atrapada de forma estable y tridimensionalmente. Hay la presencia de dos
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fuerzas, la que se describe anteriormente y una que surge debido a la reflexion de la luz la cual
provoca una fuerza en direccion a la propagacion del haz, en otras palabras, al sentido contrario
de la fuerza gradiente, se la llama fuerza de dispersion.

Hay que recordar que la fuerza de dispersion es menor en comparacion con la fuerza gradiente,
dicha condicion debe siempre cumplirse para que se pueda realizar el atrapamiento (Ulloay Llano,
2021: p. 21). Una desviacién del lugar estable del centro de la pinza da como resultado una fuerza

restauradora que la conduce de nuevo a su posicién inicial de equilibrio, esta puede ser calculada

r=of2)

La ecuacion anterior nos dice que es la maxima fuerza que ejerce la trampa, donde Q es una

mediante la ecuacion 4.1:

4.1

constante de escalamiento el cual depende del tamafio de la esfera 'y de la diferencia del indice de
refraccion entre la esfera y el medio donde se encuentra, P es la potencia del haz laser, c es la
velocidad de la luz en el espacio libre y n; es el indice de refraccion del medio (Méndez, 2015, p.
41).

La descripcion tedrica de la captura Optica depende de algunos parametros tales como el tamafio,
la formay el indice de refraccién de la particula; la longitud de onda y la potencia del haz laser
para el atrapamiento y también la apertura numérica del objetivo del microscopio.

Se menciona el Régimen de Rayos Opticos cuando la extension del objeto (puede ser su radio) es
mucho mas grande que la longitud de onda A que pertenece al haz laser: D >> A. Aqui, los efectos
de la difraccién son descritos ademas de las fuerzas de captura de la luz son descritas en términos
de Optica geométrica. Ahora bien, en el régimen en el cual D << ) recibe el nombre de régimen
de Rayleigh. Para este caso se necesita un estudio basado en dipolos electromagnéticos. En una
gran cantidad de casos las particulas micrométricas son atrapadas cuando se usa una fuente que
estd en el rango UV- Vis o cercana al IR (D = 1). Esto permite crear una nueva oferta tedrica entre
dos limites que se encuentran para poder lograr una estimacion cuantitativa para las fuerzas de

atrapamiento, dicha propuesta es nombrada el régimen generalizado de Lorenz- Mie (Ulloay Llano,
2021: p. 22).

1.1.4. Fuerzas que acttan sobre la particula

La reflexion de la luz genera una fuerza la cual hace un cambio en su trayectoria lineal y es aquella
fuerza que actia sobre una particula. La técnica utilizada para la manipulacion de objetos de
tamafio micro y nanométrico con un haz de luz ha sido un auge, por lo que se puede lograr varias

aplicaciones diferentes.
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La presion de radiacién se refiere a la fuerza que la luz ejerce cuando interacciona con la materia
y que se produce por fendmenos que corresponden a la absorcion, dispersiéon, la refraccion, la
reflexion y transmision de la luz. El término de presion de radiacion se lo puede interpretar de
distintas formas, aun asi, la forma més sencilla de entenderla es en funcién de fuerza de
dispersion; es la fuerza producida por la dispersion de la luz que es directamente proporcional a
su intensidad y ademas actla en la direccion de la propagacién (Gonzélez, 2009, p.9).

Por otro lado, particulas metalicas se ha mostrado un principio, sufrian de gradiente repulsivo,
pero poco después se observé un comportamiento diferente. Las distintas fuerzas que estan
actuando sobre una particula son de naturaleza repulsiva, empujando la particula en direccion de

la que se propagan (Gonzélez, 2009, p. 9).
1.1.4.1. Fuerzas épticas

La teoria electromagnética ejemplifica que la luz también puede manipular algunos objetos. Se
podria realizar un aproximado de la fuerza F resultante relacionada con la velocidad de la luz c.

Cuando se posee un solo rayo de luz con una potencia P, se tiene (Rios Gonzélez, 2018, p. 16).:

P
F o« —
c

5.1
Para poder evaluar la magnitud de la fuerza que la luz realiza se debe tener en cuenta un haz de
luz que golpea un espejo. Cada fotén tendra un momento asociado (Rios Gonzélez, 2018, p. 16).:
B = hk
6.1
donde h es la constante de Planck y k es el vector de onda asociado a la luz. Al existir una reflexion

de la luz con el espejo habra una transferencia de momento (Rios Gonzalez, 2018, p. 16).:

AP = 2hk
7.1
Y si se escribe el mddulo del momento en funcién de la energia asociada a la onda se tiene:
a1 =22 =2
c C
8.1

Procediendo con respecto del tiempo hallara la siguiente ecuacion para F, en la cual F es mayor a
la fuerza que estd conteniendo a la particula, esto es consecuencia de que los valores que se

consiguen por inclinacién de rayos no son despreciados (Rios Gonzalez, 2018, p. 16).

9.1
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Cuando se trabaja con las pinzas Opticas, las potencias que se utilizan estan en el rango de los
poco mW, con lo cual la ecuacion 9.1 puede predecir una fuerza del orden de los 101°N. Dicha
fuerza no puede explicar el aislamiento 6ptico de una particula dado a que su efecto seria un
desplazamiento que se da en la direccion incidente del rayo de luz (Rios Gonzélez, 2018, p. 16).

Las fuerzas Opticas pueden actuar sobre el propio fundamento (por ejemplo, perturbando el
movimiento de coloides en un medio liquido) o posiblemente directamente en las sondas. Estos
aspectos recién salen a la luz y hasta ahora solo han evidenciado cierta cantidad de situaciones.
Las fuerzas laser tienen una larga tradicion en el campo de la manipulacién dptica de particulas
que fue desarrollada por el trabajo de Arthur Ashkin en los afios 80, que posterior llevo al disefio
y desarrollo de la pinza dptica. Gran parte de los trabajos que se encuentran sobre manipulacion
y atrapamiento Optico se lo ha realizado en gran cantidad de particulas dieléctricas, incluyendo
células y bacterias (con un rango de tamafo de ~ 1um). (Ulloay Llano, 2021: p. 25). El estudio del
efecto de las fuerzas Opticas sobre particulas metalicas en el rango mm, por otra parte, es

relativamente reciente (Le Ru et al., 2010, p. 455).
1.1.4.2. Fuerza scattering

Cuando la luz interactia con la materia ejerce una fuerza que es producida por transmision,
reflexion, refraccidn, absorcion y dispersion de la luz sobre la materia. Esto se lo explica cuando
se considera la interaccion del laser que esta enfocado por un lento sobre una particula dieléctrica.
(Ulloa y Llano, 2021: pp. 25-26). De esta forma la luz incide sobre la particula, produciendo una
transferencia de momento y creando un desplazamiento en la misma direccion de la propagacion,
a esto se lo conoce como fuerza scattering o fuerza de dispersion y es proporcional a la intensidad
del haz que se incide (Ramirez, 2018, p. 7).
Para n rayos que estan incidiendo sobre una particula, existen n fuerzas, de esta manera se da
lugar a la fuerza de dispersion o también conocida como fuerza de esparcimiento Fg,esto se debe
al esparcimiento del momento de la luz (Torres, 2016, p. 7).
La fuerza de dispersion ﬁs estd asociada con fendémenos de esparcimiento, ademas, es
proporcional al campo eléctrico y se aplica en la direccion de propagacion del laser incidente #;
como en la ecuacion 10.1:
F = F;

10.1

Como caracteristica de una pinza Optica de alta gama, se necesita que 17"5 sea mas baja que la

fuerza gradiente para que el sistema pueda acelerar y realizar la captura de la microesfera
(Samaniego, 2020, p. 18).
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1.1.4.3. Fuerza gradiente

De igual manera, para n rayos que inciden sobre una particula, hay una fuerza gradiente F, que
proviene del gradiente de intensidad transversal en la direccidn de propagacion que apunta hacia
zonas que poseen una mayor intensidad. Esta fuerza solo aparece cuando la particula se encuentra
fuera del eje (Figura 9-1.), dado a que la particula se encuentra en el eje del haz gaussiano TEM,,,
las fuerzas a y b en direccién transversal y la componente neta de gradiente no existe. En el caso
en el cual los rayos a y b pasan a través de una lente para poder enfocar el haz, cuando estos
inciden sobre la particula, por efecto de refraccion, se genera un cambio en el momento de la luz,
y por consecuencia de momento, dicha particula también experimentara un cambio en su
momento, pero en sentido contrario, de esta manera surge una fuerza total F, que atrae a la

particula hacia la zona donde se desea enfocar (Torres, 2016, pp. 7-8).

F

grad

Figura 9-1. Fuerzas sobre una

particula
Fuente: Torres, 2016, p.8.

La fuerza gradiente ﬁG es dependiente del gradiente de la intensidad del haz. Esta fuerza tiene
una direccion que vaa lo largo del gradiente de intensidad y es perpendicular al haz de luz #; como
lo indica la ecuacion 11.1 (Torres, 2016, pp. 8).

Fg = Fgfy

111

1.1.5. Modelos de captura Optica

La técnica de captura mas comdn, la trampa de gradiente de un solo haz, esta trampa se hace
llamar pinza dptica y es una trampa tridimensional. Al usar el confinamiento 6ptico y la fuerza
de presion de radiacion, el andlisis de las distintas fuerzas de radiacion de la pinza Optica deriva

de la teoria mas general del esparcimiento de la luz, donde el esparcimiento se refiere a la
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redireccion de la luz en un rango de angulos como resultado de su interaccidn con un objeto, esto
presenta cierto problema para la teoria electromagnética de Maxwell, dicho asi el tema debe ser
tratado como tal (Ricardez, 2007, p. 16).

Las fuerzas principales del atrapamiento en una pinza Optica se pueden expresar en términos de
la variacion temporal del flujo de momento del haz que incide, esto resulta de la transferencia del
momento de la particula que se encuentra atrapada. Aplicando la Ley de Planck y Einstein

(Sepulveda, 2012, p. 6).:

12.1
Donde E es la energia del foton y ¢ la velocidad de la luz, haciendo una consideracién del flujo

de energia de un rayo, se puede tener el flujo de momento (Sepalveda, 2012, p. 6).:

nP
¢p =—

Cc
13.1
Considerando a P como la potencia o flujo de energia.
Las fuerzas que se generan por el cambio de momento se pueden alterar en una componente Axial,

en direccidn de propagacion, y otra transversal o radial, ortonoronal a la direccidn de propagacion
(Animas, 2014, p. 22).

1.1.5.1. Régimen de rayos 6pticos D >> 4

Segun Padilla (2009, p. 15), en el régimen de los rayos Opticos, las fuerzas de atrapamiento o
dispersion pueden ser descritas en términos de refraccion de los rayos de luz entre medios con
diferentes indices de refraccion. La luz posee un momento que es proporcional a su energia en la
misma direccién de propagacion.

Para una particula que se encuentra atrapada en el caso limite donde D >> A. La optica geométrica
es una herramienta muy facil de utilizar y muestra también buenos acuerdos con los resultados
medidos. Se descompone el haz laser total en rayos individuales, cada uno con su propia
intensidad y direccién que se propagan en lineas rectas en un medio de indice de refraccion
uniforme. La refraccion de la luz por una particula transparente lleva a un cambio de direccion en
la propagacion del rayo. De esta manera ocurre una transferencia de momento y su fuerza de
reaccion correspondiente (Ricardez, 2007, p. 18).

El par de rayos paralelos a y b que se observan en la Figura 10-1. son derivados de un haz
Gaussiano, debido a que los rayos vienen de diferentes partes del haz y con potencias diferentes,
la variacion de momento de estos rayos debido a la refraccion, AP, = P,, — P, y AP, = Py, — P,
difieren en magnitud AP;,, > AP, dando como resultado gracias a la conservacion del momento

lineal la sumatoria de sus fuerzas y que F, > F,.
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Figura 10-1. Origen de la fuerza

gradiente lateral
Fuente: Ricardez, 2007, p. 19.

Ahora, dos rayos inciden simultdneamente respecto al centro del haz laser. El rayo a soporta un

cambio de momento AP, = P,, — P, debido a la refraccién, de igual manera el rayo b, generando

fuerzas F, y F;, (de igual magnitud) sobre la esfera y su resultante F, es llamada fuerza de

gradiente axial, que actlla como fuerza restauradora hacia el foco como se observa la Figura 11-1

(Ricardez, 2007, pp. 20-21).

Captura axial

j.- perfil
ussiamo

Figura 11-1. Fuerza de gradiente axial
Fuente: Ricardez, 2007, p. 21.

Rayos b y b nuevamente refractados, asi sufriendo el cambio de momento AP, = P,, — P, y

AP, = P,, — P, , dando origen a las fuerzas F, y F,. Como el rayo b es mas fuerte que el rayo a,

F, > F,, se deduce la fuerza neta transversal F apunta con intensidad mucho més alta en la misma

direccion del haz, ademas la fuerza de esparcimiento apunta en direccidn +z como indica la Figura

12-1. (Ricardez, 2007, p. 22).
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Fuerza 12-1. Fuerza neta resultante
Fuente: Ricardez, 2007, p. 22.

1.1.5.2. Régimen de Rayleigh D << ]

Para el régimen de Rayleigh, las particulas que se encuentran atrapadas son descritas como
dipolos, dado a que el campo electromagnético es constante sobre la escala de la particula.

La fuerza de dispersion viene dada por la ecuacion 14.1:

Fs=n—o
141

Donde (S) es el vector Poyting que esta promediado en el tiempo que se encuentra la onda
electromagnética y o = a(d, A,n,/n;) la seccion transversal de dispersion de una particula de
diametro d. La fuerza gradiente es la Fuerza de Lorenz actuando sobre un dipolo inducido por la

onda electromagnética:

@ 2

Fg = 5 V(E?)
2
15.1

Donde E es el campo eléctrico y a = a(d3,n,/n,) la polarizacion de la particula (Padilla, 2009, pp.
18-19).
Las fuerzas de presion de radiacién que se encuentran sobre una particula en el régimen de
Rayleigh son el resultado de dos componentes separadas actuando sobre el dipolo:
La fuerza de esparcimiento o dispersion. Dado que el campo eléctrico oscila armdnicamente en
el tiempo, el dipolo puntual que se induce sigue sincrénicamente el campo eléctrico y por ende la
particula actia como un dipolo eléctrico oscilante que radia ondas secundarias o esparcidas en

todas las direcciones. Esta fuerza esta dada por la ecuacion 16.1:

. . .ny128m%ad fm? —1\°
Fs(#) = z2—= 1(r)

324 m2 + 2
16.1
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Donde I () es la distribucién de intensidad, n, es el indice de refraccion, ¢ la velocidad de la luz,
m = n,/n, y aes el radio de la particula.

Y la otra componente ecuacion 17.1 es la fuerza gradiente actuando sobre el dipolo inducido (de
la particula gue esta polarizada) en el campo electromagnético (Ricardez, 2007, p.27).

2mn,a’ (mz -1

Fo(?) =

c m2+2

) VI

17.1
1.1.5.3. Régimen generalizado de Lorenz- Mie D = A

La aproximacion descrita por Rayleigh falla para ciertas particulas que tienen un radio
aproximado con el de la longitud de onda (D = A). La Teoria Generalizada de Lorenz- Mie es una
extension de la teoria de Mie para el esparcimiento, esta permite calcular el campo dispersado y
las fuerzas de radiacion que se ejercen sobre una particula de tamafio arbitrario, colocada en un
haz de intensidad Gaussiano.
En este régimen las fuerzas Opticas estan descritas en términos de tres secciones transversales
para la presion de radiacion:

> n, 5 N N

F(r) = TIO [fcpr,x(r) + }A’Cpr,y @)+ 2Cpr,z(r)]

18.1

Donde I, = 2P /mw} es la intensidad del haz en la cintura minima, siendo P la potencia del haz
laser. Cpy x Y Cpry SON las componentes transversales y C,, , €s la seccion transversal longitudinal
que esta asociada con la direccion principal de propagacion z del haz (Padilla, 2009, p.19).
El régimen generalizado de Lorenz- Mie muestra gran promesa para la prediccion de fuerzas de
radiacion para todos los regimenes de tamafios, dado a que es el mas general y completa.
Resultados de esta teoria ya han sido comparados con experimentos de levitacion optica y se ha
encontrado un buen acierto. Para aceptar este régimen como un modelo para fuerzas de radiacion,
sus predicciones deben ser consistentes con resultados experimentales con una variedad de

tamafios de particulas y geometrias experimentales (Ricardez, 2007, pp. 31-32).

1.2. Haz

1.2.1. Breve introduccion al haz gaussiano

En varias aplicaciones de dptica laser, se asume que el rayo laser es gaussiano con un perfil de

irradiancia que sigue una distribucion gaussiana real. Todos los rayos laser que son reales tendran

alguna desviacién del comportamiento ideal de Gauss.
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A pesar de comparar un haz de luz con un rayo unidimensional, en la misma direccion que se
propaga la luz. Un haz es mucho mas complicado, se refiere a un conjunto de rayos de los cuales
no necesariamente tendrén la misma direccion o sus direcciones se modifican ligeramente con
respecto a un eje de propagacion. La idea que se tiene del conjunto de rayos sirve para poder
describir la propiedad de dimensidn transversal que poseen los haces de luz.

Algo que no se puede describir de los rayos es la fase que tienen las ondas que componen el haz.
El tratamiento que ayuda a describir de forma total esta caracteristica de un haz es el ondulatorio.
Es aqui donde el haz se considera una onda que tiene direccion preferencial de propagacion. El
ejemplo mejor explicado de los haces son los de tipo Gaussiano, descritos con caracteristicas de
divergencia o a su vez, convergencia, la fase del frente de onda y su dimension transversal. Como
se sabe es muy comun encontrar estos haces gaussianos en los sistemas laseres y mucho de los
haces con una estructura mucho mas compleja hacen unos del haz gaussiano (Rodriguez et al., 2009,
p. 17).

De acuerdo con Rodriguez et al., (2009, pp. 17-18), cualquier descripcién matemaética de un haz es
solucion a las ecuaciones de Maxwell y si se considera la naturaleza ondulatoria esta descripcion
matematica seria solucién a la ecuacion de Helmholtz. Existen tres factores que describen un haz
Gaussiano, el primer factor es la amplitud del campo electromagnético, el segundo factor es la
fase longitudinal (esta en direccién de propagacién) y finalmente el tercer factor es la fase radial
(encontrada en el plano transversal), ademas estos factores dependen de la propagacion.

En la Figura 13-1. se observa la propagacion de un haz Gaussiano, se compone de dos partes, la
primera parte; la parte superior indica la amplitud del campo electromagnético, la segunda parte;

la parte inferior representa la fase del haz Gaussiano (Rodriguez et al., 2009, p. 18).

-

Figura 13-1. Propagacién de un haz Gaussiano
Fuente: Rodriguez et al., 2009, p. 18.

Generalmente cualquier descripcion matematica de un haz es solucién a las ecuaciones de
Maxwell y si es considerada la naturaleza oscilatoria arménica de las ondas electromagnéticas, la
descripcion matematica es la solucion a la ecuacion de Helmholtz, dada por la ecuacion 19.1:
V2P + k2P =0
19.1
26



Donde P es solucion de la ecuacion, k es el nimero de onda y V2 es el Laplaciano.
Si consideramos que el haz es una onda en la cual su propagacion es direccional, se debe hacer
uso de una aproximacién paraxial por la cual se considera que las variaciones del campo
electromagnético en direccion transversal son muy pequefias cuando se las compara con la
direccion de propagacién, cuando se aplica esta aproximacion a la ecuacién 19.1 se tiene la
ecuacion 20.1 paraxial.

2y 21k0W _o

t 0z

20.1
Si se toma la ecuacién del campo eléctrico:
E(x,y,2z) = EoW(x,y,2z)e” %
Se tiene una solucién comun de la ecuacion 20.1 que se conoce como haz gaussiano y viene dada
por:

2 P12
wo  |oresl . fritke-n@-pe)

E(x,y,z) = E, e elw?@! . ¢

21.1
Cada factor de la ecuacién 21.1 corresponde a una propiedad fisica del haz. El primer factor
corresponde a la amplitud del campo electromagnético y el sequndo factor corresponde a la fase

en la direccion de propagacion y en el plano transversal

w

Eq

2
") e[wz—@] Factor de Amplitud

w(z

. ikr2
e{_l[kz_"(z)]_%} Factor de Fase

1.3.  Infrarrojo

1.3.1. Introduccién, origen y fuentes

El infrarrojo (IR) corresponde a la radiacién electromagnética con una longitud de onda mayor
que la luz visible, pero menor a la de microondas. El nombre IR indica que esta “por debajo” del
rojo, que seria el color visible con mayor longitud de onda. Este espectro se extiende desde 700
nm a 1 nm (1000 pm). La zona del IR del espectro no se puede observar, pero si se la puede
detectar (Fontal, 2005, pp. 79-80).

El IR se subdivide en cuatro regiones, las cuales son: Infrarrojo cercano gque va de 780 a 3000
nm, el Infrarrojo medio que va de 3000 a 6000 nm, el Infrarrojo lejano que va desde los 6000 a
los 1500 nm y finalmente el extremo Infrarrojo que va desde los 0,015 hasta 1,0 nm.

El IR cercano es muy comun usarlo con fibra éptica debido a la paja pérdida de atenuacion con
el SiO;.
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Algunos objetos que generan calor también pueden crear radiacion IR como animales y el propio
cuerpo humano, cuya emision es mayor a 9,4 um. El Infrarrojo atraviesa muchos materiales que
no son transparentes en el visible tales como el vidrio, el agua o el plastico y algunos materiales
opacos Vvisibles son mas transparentes en el IR como el germanio y el silicio (Fontal, 2005, p. 80).

Las fuentes que generan la radiacion infrarroja han sido generadas con gran variedad, dado que
existen una gran cantidad de nuevas aplicaciones que se le dan a este espectro electromagnético.
Existen fuentes incandescentes que utilizan metales o cerdmicas incandescentes, diodos emisores
de luz en el infrarrojo. Otra fuente que es importante en radiacion infrarroja son los laseres de

infrarrojo como los laseres de estado sélido (semiconductores) (Fontal, 2005, pp. 83-84).
1.3.2. Interaccion con la materia

La gran parte de la materia en estado s6lido, liquido o gaseoso tienen la capacidad de interactuar
con radiacién IR. Dicha radiacion puede ser transmitida, absorbida o reflejada Al absorber la
radiacion IR, el contenido energético de la sustancia que se estd estudiando acrecienta. Al
absorber la radiacién, también ocurren transiciones en los movimientos vibracionales vy
rotacionales de las moléculas.

Muchos animales, incluidos los seres humanos, son “sensibles” a la radiacion infrarroja y tienen
sensores que indican cuando se recibe dicha radiacion, generalmente los humanos la detectamos
como sensacion de calor.

En la seccion siguiente se presenta la demostracion de manera teorica de la interaccion radiacion

materia.

1.3.3. Demostracién tedrica interaccion radiacién- materia

Se comienza primeramente hablando de la Ley del Cuerpo Negro, donde un cuerpo negro es un
objeto que absorbe el 100% de la radiacion y no refleja ninguna radiacién. Un cuerpo negro que
este calentado a una temperatura suficientemente elevada puede emitir radiacion. La energia que
es emitida es totalmente isotrdpica e independiente solo de la temperatura del cuerpo y no de la
forma o del material que esta constituido.

Funcion de Planck

Al pasar la radiacién emitida por un cuerpo negro a temperatura T a través de un espectrégrafo y
midiendo la intensidad de la energia en las distintas longitudes de onda, se logra observar los
espectros producidos por la funcion de Planck.

3,742 X 107 Wm™3
1,439

e —1)

BA,T) =

221

28



Ley de Wien
El espectro de emision del cuerpo negro muestra un maximo de energia de una cierta longitud de
onda A,,,x. Cuando se aumenta la temperatura T del cuerpo negro, la longitud de onda del maximo
de emision tiende a decrecer.

_ 2,898 x 1073 m

max
T

23.1
Ley de Stefan — Boltzmann
Si sumamos los valores de la funcion a cada longitud de onda, se obtiene el flujo de energia total,

es decir, la cantidad de energia emitida por unidad de superficie en una unidad de tiempo.

F= f B(A,T) = oT*
0

24.1
donde o = 5,6703 x 1078 Wm™2K~* es la constante de Stefan- Boltzmann
Ecuacion de la Onda Electromagnética
E — Eoei(kx—wt)
25.1
donde k es el espacio y o es la frecuencia.
Interaccion radiacion materia
E localizado con un e”
E=hv
26.1

Vamos a caracterizar un sistema de materia asilada para lo que se considera un oscilador arménico

simple
mi+kx=0
27.1
Divido la ecuacién 27.1 para la masa m
X+ Ex =0
m
28.1
donde% = w3 (representa la ecuacion de movimiento simple de la onda).
Entonces la ecuacidn 29.1 representa un oscilador arménico simple.
¥+ wix =0
29.1

Si agregamos mas electrones al sistema, la ecuacion 27.1 cambia debido a que el movimiento

estaria perturbado y el factor bx esta conectado con la friccién del sistema.
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mi+bx+kx=0

30.1
Divido la ecuacion 30.1 para la masam
X+—x+—x=0
m m
311
k_ 2.,b_
dondem =wgy—=1
Entonces la ecuacion 32.1 representa un oscilador arménico amortiguado.
¥+ nx + wix =0
321

Vamos a alterar el sistema con un foton que viene representado por un Campo Eléctrico y la
Fuerza

E) — Eoei(kx—a)t)

331
13 — Foei(kx—wt)
341
Fy = —€E
351

Si la onda solo depende del tiempo t y no del desplazamiento x, tendremos una fuerza periddica
oscilante continua, entonces e!*~©% quedaria de la siguiente manera:

etk* = coswt — isenwt

36.1
Si las frecuencias angulares son iguales, entonces w = w,
Fy .
¥+ nx+ wix = Eoe“”t
37.1
Partiendo de la funcién:
x(t) = xget®t
38.1
Haciendo la primera y segunda derivada de la funcion:
ox ot
Ern lwxge
39.1
ZZT)ZC = —w?xye'®t
40.1

Reemplazamos las ecuaciones 39.1y 40.1 en la ecuacién 37.1
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. . Ry
—w?xge'®t + niwxge't + wixge!wt = —el®t
m

. . . Fy .
2 iwt . iwt 2 iwty — -0 iwty .
T (—w*xge'®* + niwxge' " + wixge'®t) = (—m el®t) Siot

F
Xo(—w? + niw + wd) = EO

- m(w? — w? + iwn)

Xo

41.1

Donde x,, representa la posicién de equilibrio que depende de la frecuencia angular del foton que

ingreso al sistema.

Entonces la ecuacion 41.1 representa la interaccion radiacion materia, puesto que la parte del

denominador w3 — w? + iwn es la parte imaginaria, se puede racionalizar:

Fy w3 — w? —iwn

Xo = - ) -
m(wé — w? + ion) wi — w? —ivn

. R w3 — w? . —iwn
7 m\(wg - w? +ion) wf—w?—iwy

2_,.2
W3-
Donde (wE-w2+iom)

se hace w = wy, se va a tener el maximo de la Fuerza Lorentziana.

(&)
Xg=—|—
m \wn
_eE w3 — w?

Xo =

; nw
—i
m |(wZ —w?)? +n2w?  (0f —w?)? +n2w?

Cuando el electron se desplaza alejandose o acercandose el sistema se polariza, entonces:
P = nex,
Y partiendo de la definicion de la ecuacion de Maxwell
P= (& — 1)50§

P nexg
E,. — = —=
r goE EoE

Donde: &, es la permitividad relativa y g, es la permitividad en el vacio

Y ademas se considera que €, es la constante dieléctrica relativa del sistema considerado.

& (W) = g1(w) — igrz(w)
Reemplazando la ecuacion 42.1 en la ecuacion 43.1

ne? w3 — w? nw

gom |(@2 — w22+ (w)?  (wf — w22 + ()2

&g =1+
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corresponde a la parte real y #‘f”lwn es la parte imaginaria. Entonces, si
P

421

43.1

44.1



1.4. Particulas de Silica

1.4.1. Introduccion, rasgos e importancia para el estudio en pinzas épticas

Para este proyecto se debe tomar en cuenta la adquisicion de un elemento capaz de interactuar
con el haz laser. Dicho elemento es el gel de Silica, sin embargo, este gel no se lo puede encontrar
facilmente en el mercado, es especifico para este tipo de experimentos. A continuacion, se va a
detallar algunas caracteristicas y la razén para poder utilizarlo en el estudio de la pinza Optica.
Las microparticulas de silica que se encuentran incluidas en el kit elaborado por Bangs
Laboratories que ademas se diferencia de otros por su porosidad nula. Su composicion quimica
es Oxido de Silicio (SiO), las esferas de silica varian de 150 nm a 8 um de didmetro (Ulloay Llano,
2021: p. 54).

Las esferas de Silica son conocidas como soportes inorganicos y sirven para un sin nimero de

aplicaciones como: separacion celular y el aislamiento de los &cidos nucleicos. Todos estos

procesos se dan por las caracteristicas Unicas que posee el gel de Silica para los estudios referidos.

A continuacidn, se citaran algunas propiedades del gel de Silica (Ulloay Llano, 2021: p. 54).

e Silanizacion quimica flexible, permite que el recubrimiento de un material, en este caso de la
Silica sea conveniente para trabajar en medios acuosos y ayuda que las esferas no se queden
pegadas a las paredes de los cubreobjetos de vidrio o entre ellas

e Tienen un indice de refraccion y densidad caracteristicos

¢ Baja autofluorescencia

e Baja unidn inespecifica de muchas biomoléculas

e Hidrofilicidad

e Facilidad de manejo para la preparacion de la muestra

e indice de refraccion: 1.43 — 1.46 (589 nm)

e Densidad: 2.0g/cm?

1.5.  Microorganismos presentes en la orina

1.5.1. Introduccion, rasgos e importancia para el estudio en pinzas épticas

1.5.1.1. Microorganismos presentes en la orina

La orina cuando se encuentra en condiciones iniciales posee un color amarillo 0 ambar mas o

menos intenso dependiendo el grado de concentracion. En reiteradas ocasiones, suele ser
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transparente, y el grado de turbidez este asociado a infecciones urinarias, hematuria vy
contaminacién por secreciones vaginales.

Las caracteristicas de la orina, que son determinadas en su paso por toda la via urinaria, revelan
datos interesantes. El estudio cualitativo de una muestra de orina es de gran ayuda en el estudio
inicial de enfermedades renales, deteccion de infecciones etc. La orina cuenta con una cantidad
de proteinas y en el caso de la excrecion de proteinas puede aumentar transitoriamente en
infecciones urinarias, situaciones de estrés, insuficiencia cardiaca y alteraciones metabolicas. El
pH de la orina varia de 4,5 a 8 dependiendo del estado acido- base, la densidad urinaria esta entre
los valores de 1000 a mayores de 1030 mg/ml (Castafio et al.,2009, pp. 22-24).

Se puede considerar una infeccién de vias urinarias a la presencia y multiplicacion de
microorganismos de tejidos adyacentes que forman parte del aparato genitourinario. Estan
producidas generalmente por bacterias y en menor proporcién por hongos y virus. Los
microorganismos que estan presentes en la orina son: Escherichia Coli, gérmenes atipicos y
Enterococcus como los microorganismos mas frecuentes (Rodriguez, 2005, p.160).

Mencionado los microorganismos presentes en la orina, también existen otras causas por las

cuales se pueden producir las infecciones (presencia de microorganismos) en la orina.

Figura 14-1. Escherichia Coli
Fuente: James et al., 2004, p. 126.

Figura 15-1. Enterococcus

Fuente: Porte et al., 2007, p. 231.
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Para la observacion de una muestra de orina que se encuentra infectada, es necesario seguir un
procedimiento extremadamente largo, se debe recolectar la muestra a primera hora de la mafiana,
llevarlo a centrifugar durante 10 min a 3500 rpm y solamente se debe tomar la parte que se
encuentra sedimentada para poder realizar la observacion de microorganismos, se debe utilizar
un lente 10 para enfocar y posteriormente se utiliza un lente 40x para la lectura, ademas se tiene
peligro de contaminar al sujeto que trata la muestra, es por ello que es necesario utilizar guantes
y lentes adecuados para la proteccion. Con el uso de la pinza dptica para este tipo de andlisis, se
debe seguir el mismo protocolo de seguridad y obtencion de las muestras, sin embargo, una razén
importante es que se puede separar en grupos de bacterias con la ayuda del haz laser adecuado y

permitiria observar de mejor manera queé infeccion tiene el paciente.

1.5.1.2. Bacterias

Las bacterias son macroorganismos unicelulares, son conocidas como la forma de vida mas
antigua desde el comienzo del planeta Tierra. Existe una gran variedad de bacterias en todos los
medios existentes en el mundo, pueden vivir en el mar, suelo, aire, cuerpo humano, la piel,
animales, la boca y los tractos digestivo, reproductivo y urinario, estan presentes sin causar dafio
alguno. Estas bacterias con conocidas en la comunidad cientifica como microbioma, gran parte
de estas bacterias son fundamentales para el desarrollo del cuerpo humano, ayudan a digerir los
alimentos o impedir la reproduccion de bacterias peligrosas. Se puede clasificar a las bacterias
segun su nombre cientifico, tincion, formas, necesidad de oxigeno y composicion genética.
Ademas, las bacterias se pueden clasificar segln las infecciones bacterianas, como las infecciones
causadas por bacterias gramnegativas o grampositivas (Bush, 2020, p. 1).

En la dltima década se ha detectado un aumento de infecciones causadas por bacterias
gramnegativas resistentes a multiples farmacos, incluyendo enterobacterias multirresistentes,
estos microorganismos estan implicados en infecciones graves, teniendo un peor diagnéstico en
comparacién con patogenos sensibles. Muchos gérmenes pueden irrumpir el tracto urinario, los
microorganismos con mas frecuencia son los bacilos gramnegativos.

Con el término de bacilos gramnegativos se designa un heterogéneo grupo de microorganismos
que son incapaces de fermentar diversos hidratos de carbono. Muchos de estos microorganismos
se comportan como oportunistas y hasta pueden causar infecciones muy graves (Larrondo, 2010, p.
681).

Las infecciones bacterianas en las vias urinarias son bastante frecuentes en recién nacidos, las
infecciones son provocadas por bacterias provenientes de los mismos intensitos o de la propia

vagina.
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1.5.1.3. Hongos

Los hongos no son animales ni plantas, pertenecen a un reino en especifico, tienen dos posibles
formas por las cuales se reproducen y crecen; levadura: son células redondas; y los mohos que
son organismos que estan compuestos por muchas células. Los hongos mucho mas complejos que

las bacterias, ademas pueden ser unicelulares o multicelulares, dependiendo su desarrollo (Bush,
2020, p. 2).

Las infecciones causadas por hongos en las vias urinarias estan provocadas por Céndida (una
levadura que causa candidiasis) y son producidas en personas que presentan una sonda vesical.
En algunos casos, otros tipos de hongos, como los que provocan blastomicosis o
coccidioidomicosis pueden infectar las vias urinarias, generalmente los hongos y las bacterias
infectan a los rifiones también. En la Figura 16-1. se observan los hongos Candida que también
son causantes de las infecciones urinarias, la imagen que se observa es tomada por un

microscopio.

Figura 16-1. Hongo Céndida
Fuente: Ciudad, 2007, p. 161.

1.5.1.4. Parésitos

Los parasitos son microorganismos que viven sobre otro cuerpo o en su interior, es decir, un
huésped, se usa el término de parasitos cuando se refiere a los protozoos, las amebas; y los gusanos
gue componen muchas células y tienen organismos internos (Bush, 2020, p. 5).

Una cierta cantidad de parasitos, sin excluir las lombrices, pueden provocar también infecciones
en las vias urinarias. EIl paludismo, es una enfermedad causada por parasitos protozoarios que
son transportados por los mosquitos, obstruyen los pequefios vasos sanguineos de los rifiones o

lesionar los glébulos rojos, provocando insuficiencia renal aguda. La tricomoniasis, que es
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causada también por un protozoo es una enfermedad transmitida mediante relaciones sexuales

que puede producir un copioso flujo espumoso color amarillo verdoso por la vagina.

1.6. Gameto bovino

1.6.1. Introduccion, rasgos e importancia para el estudio en pinzas dpticas

Los espermatozoides de los mamiferos son incapaces de fertilizar el ovocito posterior a la
eyaculacion, es por ello que se necesita de un proceso de maduracion dentro del tracto genital
femenino, que se lo conoce como capacitacion espermatica. En el bovino se puede destacar el uso
de la heparina como inductor fisioldgico para que se dé la fertilizacidn in vitro. La heparina es un
glicosoaminoglicano que se encuentra presente en el tracto genital de la hembra. Ademas, en el
bovino ya se ha demostrado que la incubacién de espermatozoides eyaculados con heparina puede
aumentar el porcentaje de ovocitos que fertilizados. En la célula espermatica la mayor parte del
ATP producido es utilizado para poder sostener energéticamente la motilidad, esencial para la
fertilizacion (Fernandez & Cérdoba, 2014, p. 79).

Uno de los requisitos indispensables para el desarrollo de la inseminacion artificial es que el
semen que se utiliza mantenga su capacidad de fertilidad incluso después de haber sido crio
preservado. El andlisis para que el semen fuese ideal seria aquel que de manera sencilla y eficaz
permita predecir la capacidad de fecundar de un eyaculado concreto. Las cualidades o
caracteristicas importantes que deben tener los espermatozoides de un eyaculado fecundante son:
motilidad progresiva, morfologia normal, metabolismo energético activo, capacidad para
desarrollar una motilidad hiperactiva, integridad estructural y funcionalidad de la membrana,
integridad de las enzimas agrupadas con la fecundacion, capacidad de penetracion y transferencia
Optica del material genético (Hidalgo, 2005, p. 39). En la Figura 17-1. se mencionan las partes que

posee el gameto bovino, desde la cabeza pasando por la cola y finalizando en la pieza terminal.
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Figura 17-1. Gameto bovino
Fuente: Hidalgo, 2005, p. 43.

Dada la complejidad que se tiene al momento de recaudar gameto bovino, es un proceso que es
bastante costoso y lleva mucho tiempo realizar una inseminacion in vitro, donde se pueda obtener
un évulo fecundado y poder introducirlo de nuevo a la vaca, con el uso de la pinza 6ptica se puede
acelerar este proceso, ya que se analizarian a los gametos mas fuertes y a los ovocitos, se realizaria
un orificio en el ovocito y se guiaria al gameto para que pueda fecundar al évulo, esto se lo debe
hacer con el uso de dos pinzas dpticas. Ademas, este seria uno de los procesos mas econémicos y

eficaces para la inseminacion.

1.7. Ovocito bovino

1.7.1. Introduccion, rasgos e importancia para el estudio en pinzas épticas
La produccién de embriones in vitro pertenece a una biotecnologia que fue desarrollada para

poder obtener crias de animales en produccion de un alto coste genético. Dicha técnica en

conjunto implica la maduracion in vitro de ovocitos, fecundacion in vitro de ovocitos maduros y
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cultivo in vitro de ovocitos que ya estan fertilizados hasta un estado blastocisto en el séptimo dia
en caso de los bovinos (Quispe et al., 2018, p. 1115).

Los ovocitos bovinos (Figura 18-1.) son obtenidos a partir de los ovarios de las vacas que son
beneficiadas y especialmente de donantes no inertes, asi también como hembras que ya conllevan
un buen ciclo reproductivo. La condicion de fisiologia de la vaca indica que solamente el 0,1 %
de los foliculos pueden alcanzar la ovulacién. La calidad que poseen los ovocitos se define como
la capacidad que tienen estos ovocitos para poder producir un blastocito dentro del sistema in
Vitro (Quispe et al., 2018, pp. 1115-1116).

Una fuente importante de los ovocitos la constituyen los ovarios que son obtenidos de vacas que
se encuentran ya en el matadero, estas vacas proporcionan una gran cantidad de ovocitos,
logrando ser madurados y fertilizados in vitro, La adecuada seleccion de ovocitos para poder ser
madurados en laboratorios es muy importante para el éxito de la fecundacién y el desarrollo
embrionario subsecuente. Las caracteristicas morfoldgicas del ovocito a madurar son de vital

importancia, ya que de estas dependerd si puede reiniciar la meiosis (Reyes, 1999, pp. 42-43).

&
/

S .
Figura 18-1. Ovocitos viables
Fuente: Calvo, 2015, p. 1245.

Como un rasgo importante del uso de la pinza Optica para los ovocitos es la realizacion de
fecundacion in vitro mucho mas eficaz y certera, es decir, gracias a que el haz laser puede guiar
microorganismos, microparticulas, microbacterias, también es posible mover a un gameto para
poder introducirlo al évulo, y que se pueda realizar una fertilizacion correcta. Gracias a la pinza
Optica, se puede reducir los gastos e inclusive el tiempo que se tarda en inseminacion, ya que se
conoce que no existe una 100% de eficacia al momento de realizar este proceso de forma manual

y se puede llegar a gasta miles de dolares.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

En el siguiente Proyecto Integrador se realizé en primera estancia al montaje de la pinza dptica,
para adaptarla al estudio, también se realizo la clasificacién de los diferentes elementos que
conforman la pinza y algunos de los componentes, la calibracion de la pinza como del haz laser,

y ademas el andlisis estadistico muestral, se detalla a continuacion.

2.1.  Montaje de la Pinza Optica

Para poder realizar el montaje de la pinza Optica, hay dos secciones que son de vital importancia:
la primera seccion de colimacién y expansion y la segunda seccion de enfoque y observacion,
para este Proyecto Integrador se usd la parte de enfoque y observacién debido a que el primer
laser que se ocupd no tenia una potencia suficiente (< ImW) para hacer el atrapamiento de
microorganismos, y el segundo laser perdia mucha potencia en la salida del objetivo, y se procedio
a omitir la parte de colimacién y expansién, se debe mencionar que ambas partes de la pinza
Optica se encuentran disponibles en el Laboratorio de Optica de la Faculta de Ciencias y fueron
puestas a disposicion de Thorlabs, Inc.
Cuando se realizé el montaje en la parte de enfoque y observacidn, se utiliz6 el primer laser con
una longitud de onda A=632,8 nm, laser de helio — nedn que es un tipo de laser de gas que se
encuentra en el espectro de luz visible de color rojo, dicho laser no dafia a las muestras de los
sistemas biomoleculares, y un segundo laser con A=650 nm, que tampoco dafia a las muestras.
Una vez que se tenia el haz laser enfocado en el cubo divisor, se uso un sistema de microscopia
invertida, el cual se constituye de un objetivo de microscopio de cierta apertura, en este caso se
utilizé un objetivo de 40x debido a carencias dentro de la pinza Optica, posterior a ello se afiadi6
el sistema para poder visualizar la muestra en pantalla, la camara CCD. También se adicion6 un
soporte de desplazamiento con una base de montaje para los movimientos en los distintos ejes
coordenados X, Y, z, justo por debajo del objetivo, con el fin de posicionar correctamente la
muestra a estudiar. Este movimiento de los soportes de desplazamiento se lo tuvo que realizar de
manera manual con tres tornillos micrométricos que se encuentran en cada eje.
Una vez que el haz del l&ser estuvo bien posicionado en la pinza dptica, se lo dirigi6 hacia el cubo
divisor y posteriormente hacia el centro del objetivo. Una vez que el haz l&ser entr6 en contacto
con el objetivo, se dirigié hacia la muestra donde se colocé sobre el portaobjetos y cubreobjetos
para que pudiera interaccionar con la muestra. Con el sistema ya finalmente armado se procedi6
a medir la potencia de salida del haz laser y también la potencia justo en la salida del objetivo,
con el fin de ver cuanta potencia llegaba hasta la muestra, esto se midié con un Medidor de
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potencia luminica Modelo PM100D Digital Power&Energy Meter, Sensor de Silicio, 400- 1100
nm, 500 mW.

2.2.  Componentes de la pinza éptica

A continuacion, se presentan los diferentes elementos que fueron parte de la estructura
experimental de la pinza Optica. Las diferentes partes estructurales y Opticas fueron
proporcionadas por Thorlabs, Inc. Ciertas partes fueron adaptadas a las necesidades que se iban
presentando ya que al momento de hacer el pedido de este dispositivo no se contd con todos los
elementos completos para armar correctamente la pinza, como la base para poder poner el objetivo
por debajo del cubo divisor, ciertos tornillos necesarios y el mismo objetivo necesario para poder

observar muestras.

2.2.1. Luz fria blancay haz laser

Una de las mejoras que se aplicd al sistema de la pinza, fue el uso de una luz fria blanca la cual
permitio iluminar la muestra, la luz se la puede regular a nuestra conveniencia, ademas el uso de
un haz laser super importante para la interaccion con la parte de enfoque y observacion de la
muestra. En la Tabla 1-2. se describen detalles importantes de estos elementos.

Se debe mencionar ademas que el haz laser fue de HeNe, y es el laser esencial para la pinza 6ptica
y permitio la interaccion de los microorganismos. También se utilizé otro tipo de laser de aleacion

de aluminio, que también es descrito en la Tabla 1-2.

Tabla 1-2: Luz fria blanca y haz laser
N° Nombre/ Empresa Descripcion
HeNe Laser,
. LD Didactic Linearly Polarized
<1mW, 632, 8 nm
Class Il Laser
Cold White
1 MCWHLS5 Mounted LED
6500 K, 800mW
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(Min) Mounted
LED, 1000 mA
P-36

LEDD1B

T- Cube LED

Driver

KPS101

Power Supply

Qéoe

Location-Specific Adapter Provided

profesional

Traje puntero laser

rojo profesional de

Puntero Laser rojo 200mW con

cargador negro
200 mW, 650 nm
Class 111B Lasers

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

2.2.2. Régimen de posicionamiento de la muestra

El sistema de posicionamiento de la muestra es un dispositivo acoplado a la pinza 6ptica el cual
permitio colocar la muestra para poder observar con el objetivo y hacer la captura dptica. Los

elementos se muestran en la Tabla 2-2. Este dispositivo cuenta con una serie de tornillos

micrometricos que permitieron el movimiento traslacional de la muestra.

Tabla 2-2: Sistema de Posicionamiento de la Muestra
N° Nombre/Empresa Descripcion Imagen
Manual
Translation
1 MT1(/M)
Stage, 1/2” (12
mm) Travel
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Right Angle
1 MT402
Bracket
Modified
MT402 for
1 MT402- SLH-SP )
Mounting
AMA-SLH
1 AMA-SLH Slide Holder “
Mounting Base
1 MT401 for Translation *
Stages
Fixed
1 MAX3SLH Microscope
Slide Holder
1 PTE/25MM XYZ

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

2.2.3. Microscopio

Se implementd un sistema de microscopio de enfoque invertido el cual permitié ver a la muestra
en una pantalla de computador, que utiliza un programa de computador que permitié observar los
microorganismos en tiempo real conjuntamente con la cdmara CCD. Los elementos se muestran
en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2: Microscopio

N° Nombre/Empresa Descripcion

High Resolution
CMOS Camera

1 DDC1645C
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@1" Lens Tube
Coupler

SM1T2°

Slip- On @1,5" Post

C1498(/M) Clamps

@1" Lens Tube 2”
Long

SM1L20

SM1- Threaded

CP02(/M)*0
Cage Plate

SM1- Threaded
CPO2T(/M) Cage Plate, 0,5”
Thick

@25 mm BG40
Colored Glass
FGB37 )
Bandpass Filter,

335- 610 mm

@1" Shortpass
FES0650 Filter, 650 nm Cut
Off

?1" N-BK7 Bi-
LB1676 Convex Lens, f=100

mm

Adapter with
External C- Mount
SM1A9 Threads and
Internal SM1

Threads
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CCM1-BS013(/M)

Cube- Mounted
50:50 Beamsplitter
Cube

SM1CP2

SM1 End Cap

DP14A(/M)

Damped @1,5" Post

-
'S

ER3

®6 mm Cage
Assembly Rod, 3”
Long

ER2

®6 mm Cage
Assembly Rod, 2”
Long

SM1L10

@1" Lens Tube, 17
Long

SM1A17

Adapter with
External SM1
Threads and
Internal M27 X 0,75
Threads

Motic

Microscope
40x / 0,65
0/0,17

P
- Ty

40x/0.65 *

oo /017

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.
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2.2.4. Algunos componentes adicionales

Hubo elementos indispensables para el montaje de la pinza Optica, algunos de ellos fueron
utilizados con el fin de adaptar las necesidades que se iban presentando en el transcurso del

proyecto, dichos componentes se los detalla en la Tabla 4-2.

Tabla 4-2: Componentes adicionales
N° Nombre/Empresa Descripcion Imagen
1/4 -20 (M6)
Balldriver
0,050”, 5/64”,

3/32”, 1/8” and 2,5
BD-3/161 (BD-
1 mm Hex Keys
5ML)
(I1x1,3mm,2mm,
2,5 mm, and 3 mm,
Hex Keys in Metric

Version)
Digital

Power&Energy

1 PM100D Meter, Si Sensor,

400-1100 nm, 500
mw

1 Soporte

1 Thorlabs, Inc. Mesa Optica
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Thorlabs Model # | Hexagonales para
TC2 tornillos

Phywe Optical Optical Cleaning
Cleaning Kit Kit

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

2.2.5. Kit de preparacion de muestras para trampa dptica (OTKBTK)

Para el uso de la pinza Gptica que se encuentra en el Laboratorio de Optica de la Facultad de
Ciencias gracias a Thorlabs, Inc. incluye un kit de preparacion, ver Figura 19-2, el cual consta de
dos liquidos, perlas de Silica fundida y gel de inmersion, también posee otros materiales que

fueron necesarios implementarlos en las muestras estudiadas.

Figura 19-2. Contenido del kit de preparacion de muestras

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

46



El kit de preparacién de muestras para trampa Optica OTKBTK es un Kit que cuenta con las
herramientas necesarias para preparar una muestra y observarla en la pinza Optica, las

caracteristicas y detalles se muestran a continuacion en la Tabla 5-2.

Tabla 5-2: Contenido del kit de preparacion de muestras para trampa optica

Contenido del kit de prueba

Aceite de Inmersién para Microscopia, Cargille Tipo LDF

Bangs Laboratories Inc. P/N SS04N — Perlas de silica fundida no funcionalizado en agua

desionizada, @ 2,06 um, 2 g/mL -Temperatura recomendad de almacenaje: 2 °C a 8 °C.

Mini Pipeta con un volumen de 50 pL.

Dos portaobjetos de plastico con canal incorporado, 400 pum altura, 100 uL. volumen,

Contenido

No. 1,5 (0,18 mm de grosor) Cubreobjetos

5 portaobjetos de vidrio para microscopio con paredes de reaccion, 20 um profundidad,

10 mm didmetro; 100 piezas de 18 mm x 18 mm cubreobjetos, No. 1,5 espesor

Gotero para aceite de inmersion

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

2.3.  Montaje de la pinza 6ptica

Se procedio a realizar un nuevo montaje de la pinza Optica, en la mesa Optica apropiada para este
dispositivo, con el fin de evitar perturbaciones y vibraciones dentro del andlisis de las muestras.
Ademas, se instalaron cortinas dentro del Laboratorio de Optica con el fin de evitar la luz exterior,
de esta manera se tenia un ambiente mucho mas controlado para el analisis de las muestras, a
pesar de ciertas carencias que tenia la pinza 6ptica, se supo adaptar piezas y conseguir un acabado
mucho mas limpio con respecto a proyectos pasados.

Es importante mencionar que se debe manipular con suma delicadeza cada una de las partes de la
pinza Optica ya que, al ser de un material delicado, se podian romper, trizar o incluso ensuciar al
dispositivo, sin olvidar el elevado costo de cada una de las piezas. Para poder dar mantenimiento
a los componentes hechos de vidrio se los limpiaba con un kit de limpieza que constaba de varios
elementos, los mismos que servian para poder limpiar los componentes como el cubo divisor, el
objetivo, los lentes, entre otros. También se debe mantener un orden con respecto a las piezas que
se iban ocupando o aquellas piezas que ya no se necesitaba ya que al ser piezas muy pequefias se
podian perder dentro del mismo laboratorio y posteriormente generar inconvenientes para
proyectos futuros.

Dentro del Laboratorio de Optica de la Facultad de Ciencias actualmente cuenta con un arreglo
bésico de una pinza dptica, que puede ser modificado dependiendo los equipos y necesidades de
la persona a cargo gque desee hacer su investigacion o experimento, en la Figura 20-2. se puede
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apreciar un esquema sencillo de la pinza 6ptica que se us6 para la elaboracién de este Proyecto

Integrador.
Camara
CCD
Filtro pasa alto 640 nm
Laser rojo, P = 1mW, 3= 632,8 nm —p._
——————
Luz fria
blanca

Figura 20-2. Esquema bésico de la pinza 6ptica utilizada en el Laboratorio de Optica
dela ESPOCH

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

Anteriormente la pinza Optica se encontraba ensamblada en un breadboard MB1224
(MB3060/M), sin embargo, se realiz6 un nuevo montaje sobre la meza dptica que permitié una
mejor estabilidad y cero vibraciones para las muestras, ya que a la menor perturbacion habria un
cambio significativo, también, la mesa dptica se la adapto a las condiciones para sacar su maxima
utilidad. En la Figura 21-2. se puede observar el montaje de la pinza dptica con el cual se llevé a
cabo este proyecto.

Ademas, se utilizaron varios montajes para la pinza 6ptica, sin embargo, se vio el méas viable con

el laser que se tenia en aquel momento.
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Figura 21-2. Pinza Gptica armada en el Laboratorio de Optica

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

Posteriormente se logré adquirir otro tipo de laser mucho mas potente, el cual ayudé de mejor
manera a la observacion de la captura éptica del sistema biomolecular que se estaba estudiando.
El montaje con este laser se lo realiz6 de manera similar al de la Figura 21-2. Con el fin de no
perder potencia de salida en el objetivo de microscopio. El nuevo montaje con el segundo laser

se lo observa en la Figura 22-2.

L)

Figura 22-2. Pinza Optica con laser de 650 nm

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.
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2.3.1. Seccion de enfoque y observacion

Para el haz laser de HeNe con A=632,8 nm se utilizo tnicamente la seccion que estaba conformada
por la seccion de enfoque y observacion debido a su débil potencia que tenia dicho laser, y no
seria posible utilizar el colimador ya que perderia su potencia al pasar por este y no llegaria casi
nada a la muestra para poder hacer el atrapamiento dptico.
En esta seccion se implementaron todos los materiales que se detallan en Tabla 1-2. hasta los
componentes adicionales Tabla 4-2. Todos y cada uno de estos componentes fueron Utiles para
poder llevar a cabo el trabajo.
Se tenia que posicionar la parte del cubo divisor, posterior el objetivo y finalmente la cAmara
CCD, es decir, primero se colocé la seccion de enfoque y observacion, con el fin de tener una
estabilidad en los componentes de dicha seccién, el principal problema que sucedié en este caso,
fue posicionar de manera correcta al objetivo de microscopio ya que al no contar con los
instrumentos y partes completas de la pinza dptica, se tuvo que improvisar un montaje para que
el objetivo quedase por debajo del cubo y apuntara al medio de la muestra.
El objetivo que se utilizo fue uno de 40x, ya que fue uno por los cuales el haz pasaba con mayor
facilidad y se lo podia ver completamente en pantalla, ademas se implementd un filtro pasa alto
con A=640 nm para poder eliminar el haz laser de 633 nm al momento de observar la imagen.
Este filtro pasa alto evita el camino o también “filtra” algo que no se desea, también este filtro
fue el necesario para la longitud de onda que tenia el haz laser, ademas sin este filtro, se saturaria
la imagen que se observa en la pantalla, es por esto la gran utilidad de este filtro.
Al filtro se lo coloco por encima del cubo divisor y 5 cm mas arriba se coloc6 un lente plano
convexo con f=100 mm.
El laser de HeNe que se utilizé fue un laser de color rojo, para poder realizar el atrapamiento
Optico se necesita que el laser se encuentre en el Infrarrojo cercano con una longitud de onda de
A=632,8 nm, que para fines mas practicos se pude aproximar a 633 nm y con una potencia P <
ImW. Al tener un mayor espacio en la mesa Optica se coloco el laser junto con el soporte a una
distancia de aproximadamente 25 cm desde el cubo divisor, se debe tomar en cuenta que, si al
montaje de la pinza Optica se le adicionaban espejos, la potencia de salida iba a disminuir, es
decir, se perdia un valor significante de potencia cuando se lo media por debajo del objetivo del
microscopio.
Para un segundo andlisis, se utilizo un laser mas potente de aleacion de aluminio el cual asimismo
era de color rojo, pero se diferenciaba del laser de HeNe por la longitud de onda de 650 nm y una
potencia de salida de 200 mW, de igual manera se utiliz6 solamente la seccion de enfoque y
observacion ya que al utilizar un colimador, se perdia mucho la potencia necesaria, es asi que,
este segundo laser también hizo uso de los componentes detallados de la Tabla 1-2 hasta la Tabla
4-2.

50



El segundo léaser se lo coloc6 de igual manera en la mesa dptica junto con un soporte que fue
armado con materiales de la empresa de Thorlabs Inc., este fue colocado a una distancia
aproximada de 10 cm medida desde el cubo divisor, con el fin de no perder potencia de salida en
el objetivo de microscopio para poder tener la maxima intensidad al momento de colocar las
diferentes muestras. Se debe mencionar también que todas las caracteristicas y equipos empleados
a la pinza dptica se los hizo de igual forma para ambos laseres. Solo se vari6 el laser y la distancia.
Una vez que se tenia montado tanto el laser como la seccién de enfoque y observacion, se pudo
colocar una linterna de luz fria blanca por debajo del objetivo de microscopio con el fin de
iluminar la muestra. Esta linterna se la colocd haciendo uso de diferentes elementos que venian
dentro de la pinza dptica, como tornillos, y soportes, ya que no se contaba con el equipo necesario

para poder mantener en una sola posicion la linterna.

Figura 23-2. Linterna de luz fria blanca adaptada a la
pinza optica

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

2.4. Calibracion del haz laser

Una vez que se hizo el nuevo montaje y armado de la pinza 6ptica sobre la mesa Optica para evitar

perturbaciones dentro de la muestra se procedio a calibrar el haz laser para que enfocara justo en

el centro del cubo divisor, esto se lo hizo con la ayuda de SM1CP2 que se encuentra en la Tabla

3-2., el cual tiene en su centro una cruz y se podia centrar el haz laser con facilidad, a continuacion,

se detalla el proceso por el cual se realizo la calibracion del haz laser:

e  Parapoder realizar la calibracion del laser de HeNe, primero se procedio6 a colocar un soporte
a una distancia aproximada de 25 cm desde el cubo divisor hasta el borde del soporte.

e Seguidamente se coloco el haz en el centro del soporte y de manera manual se iba ajustando
la altura necesaria del haz l&ser, con el fin de que apuntara justo en el centro del cubo divisor.
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Con la ayuda de un revestimiento SM1CP2 se ajust6 el haz laser justo al centro del cubo,
como se puede observar en la Figura 24-2. Una vez hecho este ajuste, se desenrosco el
revestimiento y se lo colocé en la parte posterior del cubo con el fin de no perder potencia,
y que toda la requerida vaya hacia la muestra.

Al momento de quitar el revestimiento se pudo observar claramente que el haz laser
impactaba justo en el centro del cubo divisor, y ademas salia por el objetivo de 40x que se
encontraba por debajo del mismo cubo, hacia la muestra.

Finalmente, se procedio a verificar la salida de potencia, tanto en el haz laser, justo antes del
cubo divisor y después del objetivo de microscopio, es decir, donde se colocé la muestra,
con el fin de verificar cuanta potencia se perdid, ya que se debe recordar que se necesita toda
la potencia que posee el laser para realizar la captura Optica, se puede observar en la Figura
25-2. la toma de potencia del laser.

Cuando se realiz6 la calibracion del segundo laser, se colocd un soporte a una distancia
aproximada de 10 cm desde el cubo divisor hasta la punta del haz laser, posteriormente se

procedio a realizar todos los pasos a partir del segundo punto.

Figura 24-2. Revestimiento SM1CP2

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.
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Figura 25-2. Monitoreo de la potencia del haz laser

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.

2.5.  Preparacion de las muestras

Para poder realizar la preparacion de las muestras, se siguié una serie de pasos que van a depender
mucho del tipo de muestra estudiada, en este caso se utilizo el kit de preparacion para la pinza
Optica y ademas de eso, microorganismos que se encontraban en sistemas biomoleculares, los
cuales fueron tomados con mucho cuidado y sobre todo respetando la integridad de cada uno de

los que colaboraron dentro de este proyecto.

2.5.1. Preparacion de gel de silica

e ElKkitde preparacion de muestras para trampa Optica cuenta con un envase de perlas de silica
fundida, es por eso que el primer paso, fue identificar este envase. Para realizar la primera
preparacion de muestras, se necesitd una micropipeta de 50 uL, el porta y cubreobjetos de
vidrio.

e Una vez que se tienen todos los instrumentos a la mano, se procedié a tomar con mucho
cuidado las microesferas de silica con ayuda de la micropipeta, un cuarto de la capacidad
méaxima de la micropipeta.

e Posterior se colocd la muestra de silica sobre el portaobjetos, se recomienda colocarlo en el
primer circulo que ya viene marcado en el portaobjetos que llega en el kit de
experimentacion, una vez hecho esto, se coloco cuidadosamente el cubreobjetos sobre la
muestra con una angulacién aproximada de 45° con el fin de evitar burbujas de aire dentro
de la muestra, si la muestra sobresalio del cubreobjetos se puede limpiar con un pafio que no

esté contaminado.
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e Una vez hecho este paso, se tomé al portaobjetos por el extremo de color blanco y se lo
colocd en la platina sobre el slideholder de la pinza Optica y se lo asegur6 con las pinzas de
agarre.

e Contodos lo mencionado anteriormente, la muestra estaba lista para poder realizar la captura

con la pinza dptica.

Figura 26-2. Muestra de gel de silica

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

2.5.2. Preparacion de microorganismos en sistemas biomoleculares

Para la preparacion de los microorganismos se Ilevo a cabo un proceso bastante diferente, ya que
al ser muestras que podrian causar algin dafio hacia las personas, se debid recurrir al uso de

materiales de proteccion.

2.5.2.1. Muestra de orina

Las muestras de orina recolectadas debian contener bacterias u hongos para poder observar los
microrganismos presentes, es por ello que se necesitdé de muestras que ya fueran revisadas
anteriormente y confirmadas con patégeno. Sin embargo, también se hicieron muestras de
personas voluntarias que facilitaban su orina, con el fin de observar algin microorganismo que
estuviera presente.

e  Primero se procedio a la colocacion de guantes de latex con el fin de evitar el contacto directo
con las muestras patdgenas, y se contraer algun tipo de bacteria, y sin olvidar el uso de una
mascarilla y alcohol para ir desinfectando las zonas donde se colocaban las muestras.

e Posterior a esto se procedié a colocar una punta desechable de micropipeta sobre la
micropipeta que venia en el kit de experimentacion, cabe mencionar que esta micropipeta no

fue contaminada con la orina ya que se tuvo mucho cuidado al momento de tomar la muestra
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para no topar la base de la micropipeta. Solamente se tomo un aproximado de 10uL de la
muestra.

Se procedi6 a colocar la muestra sobre el portaobjetos, y con mucho cuidado se dejé caer el
cubreobjetos con una inclinacién de aproximadamente 45° para evitar que se hicieran
burbujas de aire dentro de la muestra.

Se tomé al portaobjetos por el extremo de color blanco y se lo llevé a la platina sobre el
slideholder de la pinza dptica y se lo asegur6 con las pinzas de agarre.

Una vez hecho esto, se procedié a cambiar los guantes de latex por unos limpios para poder
manipular los demés objetos.

Figura 27-2. Muestras de orina

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

2.5.2.2. Muestra de gameto bovino

Para la colocacion de las muestras tanto de gameto como de ovocito bovino se sigui6 el mismo

procedimiento, ya que las muestras estaban congeladas, para su preservacion.

Primero se procedio a la colocacion de guantes de latex con el fin de evitar cualquier contacto
con la muestra y de esta manera contaminarla.

Posterior a esto se abrié con mucho cuidado el termo donde venian las muestras, este termo
es especializado para la preservacion de muestras ya que en su interior contiene nitrogeno,
una vez abierto se procedio a sacar una de las canastillas donde se encuentra la muestra que
se estudiaron y se sacO una de las pajuelas la cual, para el caso de los gametos bovinos
contiene un aproximado de 25 millones a 30 millones de espermatozoides.

Se descongeld por unos minutos a los espermatozoides en agua con una temperatura de 37°C.
Cuando ya se encontraron descongelados, con una tijera esterilizada se cortd la punta de la
pajuela y de inmediatamente se lo colocd sobre el portaobjetos haciendo un poco de presion
en uno de los extremos de dicha pajuela, se dejé caer el cubreobjetos con una inclinacion
aproximada de 45° para evitar cualquier burbuja de aire.
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2.6.

Se tom¢ al portaobjetos por el extremo de color blanco y se lo llevé a la platina sobre el
slideholder de la pinza dptica y se lo asegur6 con las pinzas de agarre.
Una vez hecho esto, se procedio a cambiar los guantes de latex por unos limpios para poder

manipular los demas objetos.

Figura 28-2. Colocacion de la muestra de gameto

bovino

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

Enfoque de las muestras

Para realizar el enfoque de las muestras, se sigui6 el mismo procedimiento tanto para el gel de

silica como para los microorganismos presentes en sistemas biomoleculares.

Una vez que se colocd el portaobjetos en la platina sobre el slideholder de la pinza Optica, se
comenzé a manipular con mucho cuidado los tornillos micrométricos que se encuentran en
cada extremo del sistema de posicionamiento de la muestra PTE.

Los ejes coordenados (X, Y, z) corresponden a los movimientos traslacionales del sistema de
posicionamiento de la muestra. Se comenzé con el movimiento del tornillo perteneciente al
eje coordenado en “z” que da un movimiento de arriba hacia abajo, con el fin de llevar a la
muestra hasta el objetivo del microscopio, se lo debe llevar tan cerca como sea posible sin
olvidar que se debe enfocar la muestra con este movimiento. En el caso de que se llevara
mucho hacia arriba, es decir, muy cerca del objetivo, se podria romper al cubreobjetos y se
dafaria la muestra.

Con los tornillos que se encuentran en el eje coordenado “x”, se puede mover la muestra
hacia adelante o hacia atras, y con los tornillos que se encuentran en el eje coordenado “y”
se los puede mover en direccion de derecha o izquierda. Estos movimientos se los debe tener
mucho en cuenta ya que con ellos se pudo mover la muestra y encontrar se ubicaba una

mayor parte de microorganismos para poder realizar la captura dptica.
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Figura 29-2. Manipulacion de los

tornillos

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

2.7.  Manejo de la camara CCD

Para poder operar la camara CCD, se debe descargar el software ThorCam maés reciente de
Thorlabs o también se puede instalarlo haciendo uso del CD que viene incluido, este software es
recomendable instalarlo en Windows 7. Una vez que se instald este software en el computador y
el haz laser correctamente calibrado, se procedié a conectar la cdmara al computador e iniciar con
Thorcam.

Luego de abrir el programa en el computador, se procedi6 a seleccionar el icono de camara y se
selecciono la camara que estaba habilitada en ese momento, al momento que no aparecio la
camara se dio clic en actualizar hasta que el sistema reconocid la cdmara que se ocupd en ese
momento. Al instante que se selecciond la cdmara habilitada, se inicié un panel frontal del

software con una pantalla de color negra que se lo puede ver en la Figura 30-2.

).
Para observar la transmision en vivo desde la cdmara se seleccion6 ! (iniciar captura) desde
el panel de comando.

Una vez hecho la transmisién en vivo, se vié la pantalla completamente negra, para evitar eso, se

I

seleccion6 ——_, y se di6 un clic en AutoScale, para mejorar la imagen primero se tuvo que dar
AutoScale con las luces apagadas y sin nada prendido, luego se encendi6 el haz laser y otra vez
se aplast6 el icono y finalmente se hizo lo mismo, pero, encendiendo la luz fria blanca (Figura
31-2).
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Se pudo cambiar el brillo, 0 mejorar la apariencia de la imagen seleccionando “ | todo esto va
a depender de la perspectiva del observador para considerar si la imagen se ve bien o se ve mal,
y de la habilidad para enfocar, atenuar y dar mejor apariencia en colores a la imagen en vivo.

En la pestafia de camara se eligid, Pixel Clock, Frame Rate y Exposure Time, el parametro basico
para la sincronizacion de la camara fue pixel clock. Esta determind la velocidad a la que se leen
los pixeles del sensor.

Para establecer cierta velocidad de fotogramas altos, se aumentd el pixel clock a 2/3 de la banda
total, se recomienda una velocidad de fotogramas de 10 FPS o superior. Exposure Time depende
de la velocidad de fotogramas que se seleccione y se encuentra preestablecido en su valor
reciproco. Todos los parametros considerados se los observa en la Figura 32-2.

Y finalmente, después de haber colocado los pardmetros considerados adecuados se obtuvo una
imagen con un enfoque correcto de la muestra estudiada, en este caso se present6 la muestra con

las particulas de silica enfocadas y junto con el haz laser (Figura 33-2).
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No Imeges Saved

[k=0v=0  [R=0 [6=0 [B=0

FPS= 0,0 Frame =0 Use mouse wheel to zoom, left click to pan

Figura 30-2. Interfaz grafica de ThorCam

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.
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Figura 31-2. AutoScale de la imagen, ausencia de luz,

laser y luz blanca

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.

Camera Settings

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

Shutter Trigger Input/Output
Camera Image: Image Enhancement Binning+Subsampling

Master Gain * To minimize image naise, use lower sensor gains.

Gain ' 100 s * Using live capture mode, reduce the pixel clock to minimize dropped frames.
427

[0 Auto ] 100 )

[ Gain Boost Pixgl Clock (MHz) ' 24

Black level ' B4 = Dropped Frames: 0.0%
(Offsat)

Auto 0 255
Frame Rate (FPS) '

Color Gain Hold
[ Auto White Balance O Max

Red gain ' U] 5
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Green gain 1 e [ Max
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|
Blue gain . 0 =
0

Tx
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Gamma
Software Gamma ' 1.00 =
Reset All Camera Settings
Sensor Gamma 1 22

Figura 32-2. Consideraciones de imagen para el software ThorCam

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2021.
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Figura 33-2. Enfoque de microesferas de silica con el haz laser de 633 nm y 650nm

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.
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CAPITULO 11l

3. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

3.1. Interpretacion de resultados generales del sistema de Pinza Optica

En el presente Proyecto Integrador se mostré una primera vista de lo que conlleva la técnica de
manipulacién y atrapamiento éptico de microparticulas de silica y de sistemas biomoleculares.
Ademas, se logr6 identificar que el estudio de radiacion laser en microorganismos de muestra de
orina 'y gameto bovino permitieron atrapar y sostener particulas de tamafio micro y nanométrico
debido al potencial eléctrico que tenia el laser.

También se disefi6 de manera correcta una metodologia que permitia utilizar la pinza dptica de
mejor manera y aprovechar su funcionamiento mediante la descripcién de sus elementos y
diversas funciones.

Ademas, se analizaron los aspectos méas importantes dentro del uso de la pinza Optica que fue el
armado y calibrado de la pinza dentro del Laboratorio de Optica de la Escuela Superior Politécnica

de Chimborazo, aplicando los conocimientos y contrarrestando con la literatura presentada.

3.1.1. Primer enfoque de las microparticulas de silica

Para obtener mejores resultados se cont6 con una zona especifica para ensamblar el equipo, es
decir, una mesa éptica adecuada donde no existieron perturbaciones al momento de colocar las
muestras.

Para poder observar las microesferas de silica, se tuvo un ensamble de enfoque y observacion
adecuados el cual se lo hizo con los componentes que se detallan en la Tabla 2-2. y Tabla 3-2.
Primero se hizo con el laser apagado para poder observar de mejor manera, ademas ya se contaba
con una luz fria blanca, la cual permiti6 regular la intensidad de la luz para poder observar en la
pantalla. Cabe mencionar que ya hubo un primer trabajo sobre la pinza 6ptica que de igual manera
se obtuvieron resultados favorables, sin embargo, se hicieron algunos ajustes los cuales mejoraron
la calidad de imagen presente.

En la Figura 34-3. se observa el primer enfoque que se realiz6 de las microesferas de silica, con
el laser apagado, en la figura se observa que la calidad es muy buena, pero aun asi posee poco
nivel de color y con un enfogue inadecuado ya que no permitia ver a las microesferas de manera
nitida. Esta imagen refleja el poco conocimiento que se tenia al comienzo con el software
ThorCam.
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Figura 34-3. Primer enfoque de silica

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.

Cuando ya se tuvo un poco mas de experiencia con este software se realizaron algunos cambios
al momento de su nitidez, sus colores, su enfoque, y de esta manera se logré obtener una imagen

mucho mas limpia con respecto a las microparticulas de silica. (Figura 35-3).

Figura 35-3. Observacién de las microparticulas de

Silica

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.

Una vez lograda esta imagen que se observa en la Figura 35-3., se procedié a seguir mejorando
la calidad de imagen en el software, estas observaciones fueron realizadas con un objetivo de 40x,
y tenia congruencia con la teoria que describia las microparticulas, se podian ver unas
microesferas casi perfectas de la silica. Sin embargo, aiin no se tenia una imagen clara de cdmo
eran estas estructuras, ademas cada dia, las caracteristicas que se tenian que ingresar al software
variaban, esto se debia a las condiciones que se encontraba el laboratorio en su momento, por lo
que cada imagen que se realizaba en vivo necesitaba cambiar la configuracion en el ThorCam.
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Al momento de poder dominar correctamente las configuraciones de la camara CCD y manipular
sobre todo los tornillos micrométricos se pudo lograr un enfoque correcto de las microparticulas
que se puede observar en la Figura 36-3. También gracias a la experiencia que se iba obteniendo
con el software se pudo enfocar de mejor manera las diferentes muestras estudiadas.

Figura 36-3. Enfoque de microparticulas

de silica

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.

3.1.2. Interaccion de la pinza 6ptica con las microparticulas de silica

3.1.2.1. Laser de .=632,8 ynm y P= < ImW

Como ya se tenia una vision mejor del uso del software, se pudo continuar con la implementacion
del laser en el sistema de enfoque y observacion de la pinza Optica, se debe comenzar diciendo
que, si se usé el sistema de colimacion para la pinza Optica, sin embargo, como se tuvieron
carencias en algunos materiales y en especial la potencia del laser, la intensidad de salida del
objetivo del microscopio no era la adecuada para poder realizar correctamente una observacion
de interaccion.

Dado a que ya hubo un primer analisis con la pinza optica, se procedid a verificar los diferentes
laseres que se contaba en el Laboratorio de Optica, y se concluy6 que el mejor en ese momento
fue el laser de HeNe con A=633 nm el cual contaba con el color que se requeria para practicar la
teoria de la pinza Gptica, el color rojo, en el espectro del IR, el cual permitié no dafar o perturbar
a las muestras que se encontraban en analisis.

Al momento de medir la potencia del laser, el potencidmetro nos daba un valor de =0,735 mW a
una distancia de 25 cm desde la pinza éptica hasta el laser, y también al medir la potencia en la
salida del objetivo, esta era de = 0,012mW, es decir, hubo una disminucién significativa de
potencial al pasar el laser por el cubo divisor y por el objetivo. Esto hizo que la captura de las
microparticulas fuese inestable e incluso no se llegaba a dar la captura dptica, por tan baja potencia

que recibia la muestra.
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Se logro realizar las primeras interacciones del laser con las microparticulas de silica, esto se
observa en la Figura 37-3. En un comienzo se tuvo que la imagen en vivo que salia de las
microesferas con el l&ser, existia un pequefio resplandor, esto se debia a que el laser chocaba con
los bordes del cubreobjetos, también habia una reflexion del laser con la silica. A este punto se
debe mencionar que, al momento de prender el laser, se tenia que realizar nuevas configuraciones

en el software para poder tener una visién correcta de la muestra.

Figura 37-3. Interaccion del laser con las

microparticulas de silica

Realizado por: Flores Sdnchez, Andrea, 2022.

Una vez que el laser estaba interaccionando con la muestra, fue necesario hacer ciertas mejoras,
como enfocar de mejor manera para poder observar en la pantalla de computador una imagen
mucho mas nitida, esto se lo hizo moviendo los tornillos micrométricos, especialmente en el eje
Z, haciendo que la muestra este lo mas pegada posible al objetivo y esto permitié que el laser
interaccionara de mejor manera con las microparticulas. Se observo que existian microesferas que
parecian estar al fondo de la imagen y otras més cerca, esto es porque las microesferas
comenzaban a levitar en el medio en que se encontraban haciendo que algunas estuvieran pegadas
al cubreobjeto y otras al portaobjeto, para poder evitar esta situacion se deberia colocar la muestra
hacia abajo con otro montaje de la pinza 6ptica, pero no existen ciertos materiales para poder
realizar dicho montaje.

También se considero el tamafio de la muestra, en este caso el didmetro de la microesfera de silica
fue mas grande que la longitud de onda del rayo incidente, por lo cual se consideré el Régimen
de Rayos Opticos D >> A. Para este Proyecto Integrador se consideré un diametro aproximado
de 2 um para las microesferas de silica y para la longitud de onda A= 0,63 um y claramente se
observo que cumplia la relacion de D >> A.

Una vez que se consiguié el mejor enfoque para la silica y el laser, se comenzd a hacer pruebas
con diferentes muestras, y en todas existia un destello caracteristico de color rojo, se procedio a

limpiar lentes, objetivo, el cubo y la cdmara por si estuviera algo sucio y hacer nuevamente el
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montaje, pero ocurria siempre lo mismo, sin embargo, lo que méas interesaba con esta muestra,
era observar algin movimiento diferente en el comportamiento de la silica y determinar si el laser
interaccionaba o no.

Todos los andlisis que se hacian con las diferentes muestras, a pesar de la poca potencia de salida
que existia en el lente objetivo, el laser interaccionaba con las microesferas, haciendo que estas
se detuvieran por un tiempo aproximado de 3 segundos y luego en algunos casos salieran

disparadas, es decir, también el laser perturbaba la trayectoria de las microesferas. (Figura 38-3.)

Figura 38-3. Atrapamiento Optico de las

microparticulas de silica

Realizado por: Flores Sdnchez, Andrea, 2022.

3.1.2.2. Laser de =650 nm y P= 200 mW

Debido a que hubo una limitacion en los materiales para realizar el atrapamiento 6ptico, se decidié
adquirir un nuevo laser de manera personal, un laser de color rojo con una longitud de onda de
650 nm y potencia de 200 mW, que es mayor a la potencia del laser mencionado anteriormente.
Se realizé el mismo montaje de observacion y enfoque en la pinza 6ptica, lo Unico que cambid
fue el posicionamiento del laser y la distancia a la que este se encontraba.

Primero se decidio colocar el laser a la misma distancia que el laser pasado, a 25 cm desde la
pinza hasta la punta del laser, y se obtuvo una potencia de salida en el objetico de 5,4 mW, y se
observd que las microparticulas de silica se separaban en distintos grupos, es decir, se
comenzaban a agrupar con la presencia del laser. Sin embargo, se requeria de una interaccion
mucho mas certera, y se comenzé a variar la distancia a la que se encontraba el laser, hasta que
se lleg6 a una distancia de 10 cm desde la muestra hasta la punta del laser y la potencia de salida
en el lente objetivo era de 11,7 mW, lo cual era verdaderamente mas grande que el laser de 633

nm.
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El laser atraia a todas las microesferas de silica hacia el lugar donde se encontraba el laser, en una

sola direccién como si estuvieran sincronizadas. Figura 39-3.

Figura 39-3. Laser de 650 mm con

microparticulas de silica

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.

De igual manera se tomé el Régimen de Rayos Opticos, donde el didmetro de las microesferas
erade 2 um y el del laser 0,65 pm. Se hicieron varias pruebas del laser con diferentes muestras
de silica y se pudo verificar que ya no existia el destello rojo que habia con el laser de 633 (m, y
se pudo concluir que no era por la reflexion de la silica o del cubreobjeto, sino mas bien, era un
problema que tenia el laser, al comparar ambos laseres en una superficie plana, se observo que el
primer laser no tenia un “spot” perfecto, era mas bien como una circunferencia y alrededor de
esta tenia destellos, y el segundo laser tenia un “spot” completamente puntual.

Ademas, con las pruebas que se realizaron, se determind que con una potencia = 11 mW en la
salida del lente objetivo, las microparticulas interaccionaban mucho mejor. Realizando un

atrapamiento Optico adecuado y cumpliendo con la teoria sobre la pinza Optica.

3.1.3. Atrapamiento Optico sistemas biomoleculares

Ya que se describié anteriormente lo que ocurre con las microparticulas de silica, y su interaccion
con diferentes laseres, se cambia la muestra de silica por un sistema biomolecular de
microorganismos presentes en orina y gameto bovino, los cuales fueron principal fuente de

estudio en este trabajo.

3.1.3.1. Laser de A=632,8 nm y P= < ImW

De igual manera que las microparticulas de silica, se hizo interactuar el haz laser de 633 nm con

sistemas biomoleculares, con la potencia de salida del lente objetivo de = 0,012 mW el resultado
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general fue de una captura Optica débil, a pesar de que con las microparticulas de silica no se
obtuvo un resultado favorable, con los microorganismos en orina y gameto bovino se observo una
mejora con la interaccion del laser.

Como primera muestra de sistemas biomoleculares, se tomé los diferentes microorganismos
presentes en la orina, en las muestras se pudieron evidenciar bacterias como la escherichia coli,
la cual tiene una estructura aproximada de 3 pum, esto hace posible que sigua el Régimen de Rayos
Opticos haciendo que fuese posible realizar una captura débil con el haz laser. Esta captura se

puede evidenciar en la Figura 40-3. y Figura 41-3.

Figura 40-3. Avistamiento de Escherichia coli

Realizado por: Flores Sdnchez, Andrea, 2022.

Figura 41-3. Interaccion del I&ser respecto a

microorganismos en orina

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.

También se puede evidenciar en la Figura 42-3. la interaccion del haz laser con gameto bovino,
se sabe que en una sola muestra existe una cantidad aproximada de 25 millones de gametos
bovinos, los cuales al cabo de 25 minutos comenzaron a morir dada las condiciones en las que se

encontraban. El diametro aproximado de la cabeza del espermatozoide era de 4 um a 5 um, que,
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de igual manera cumplia con el Régimen de los Rayos Opticos por lo que si fue posible hacer una
captura optica débil. Con el laser de 633 nm, las estructuras de los gametos eran capturadas de
manera diferente, es decir, el laser tomaba ya sea por la cola o por la cabeza a los gametos y los
hacia permanecer inmoviles, los detenia en un solo lugar, sin embargo, hubo algunos gametos que

se movian demasiado rapido por lo que era casi imposible atraparlos con el laser.

Figura 42-3. Interaccién del laser con gameto

bovino

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.

3.1.3.2. Laser de 2=650 nm y P= 200 mW

Al igual que el primer laser, se realizaron las mismas muestras para el andlisis con el laser de 650
nm, esto se lo hizo ya que la potencia de este laser era mucho mayor y la captura Optica mejor
que lo que se vio con el laser de 633 nm.

Tomando la muestra de orina que contenia una infeccion y siguiendo el Régimen de Rayos
Opticos, se logré evidenciar que con una potencia aproximada en la salida del lente objetivo de
11,7 mW, las bacterias de escherichia coli, eran eliminadas, es decir, las bacterias se movian por
todos lados, y al momento de acercarlas al laser, debido a su fuerte potencial, las capturaba y las
mataba de tal manera que se dejaban de mover, esto ocurria en un lapso de menos de 2 segundos,
por lo que era casi instantaneo. En la Figura 43-3. y Figura 44-3 se puede observar el fenémeno

descrito.
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Figura 43-3. Interaccion del laser con

microorganismos en orina

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.

Figura 44-3. Atrapamiento de escherichia coli

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.

Tomando la muestra de gameto bovino, donde en una pajuela existen aproximadamente 25 mil a
30 mil espermatozoides, se hizo la interaccion con el laser de 650 nm el cual capturé de manera
satisfactoria a los gametos por un tiempo prolongado, de igual manera que las muestras anteriores,
se utilizd el Régimen de los Rayos Opticos, ademas en las muestras se evidenciaron ciertas
anomalias en la anatomia del gameto como dos cabezas, dos colas o inclusive algunos sin colas,
esto se debe a que las muestras fueron tomadas 48h antes de un bovino joven, en su primera
monta, y es por ello que aun los espermatozoides seguian siendo inmaduros en comparacion con
bovinos que presentan una genética mucho mejor y mas longevos, este factor hizo un poco dificil

realizar la captura Optica debido a que si se atrapaba un gameto que estuviera atrofiado, el laser
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solo atrapaba cierta parte de la anatomia, haciendo que sea mas dificil observar bien los resultados,

en la Figura 45-3. y Figura 46-3. se puede observar la interaccion del laser con el gameto.

Figura 45-3. Interaccion gameto bovino

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.

Figura 46-3. Atrapamiento 6ptico gameto bovino

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.

Debido a la reaccion positiva que se tuvo con el laser de 650 nm, se decidié ahondar mas sobre
la interaccion de la radiacion l&ser con otros sistemas, se tom6 muestras de agua estancada que se
encontraban en la ESPOCH (Figura 47-3.), y también se tomaron muestras de gameto humano
(Figura 48-3.), se colocaron las muestras en la pinza Optica para observar el efecto que tenia el
laser sobre los sistemas.

Gracias a que se sigui6 la misma metodologia para enfocar las muestras, se obtuvo un resultado
favorable, los diferentes sistemas interactuaron con el haz laser, con el agua estancada se observo
que el l&ser atrap6 una microbacteria y no dejaba que se moviera hacia otros lados, mientras que,
con el gameto humano, a pesar de no haber muchos en la muestra, comenz6 a tomarlos por la

cabeza y cola sin dejarlos movilizar, e inclusive, mataba a algunos gametos.
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Figura 47-3. Captura Optica de microbacteria

de agua estancada

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.

Figura 48-3. Captura 6ptica de gameto humano

Realizado por: Flores Sanchez, Andrea, 2022.
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CONCLUSIONES

Se estudio y se comprendi6 de manera satisfactoria el principio fisico de la interaccion radiacion
materia mediante la demostracion matematica de la ecuacién fisica, se comprendié que al
interaccionar la radiacién en la materia podemos encontrar informacion de la misma, y depende
de, x¢ que representa la posicion de equilibrio que depende el campo de ® que existe fuera, F
que es la fuerza eléctrica y w3,n como parametros internos. También si la ecuacion de la
interaccion radiacion materia se racionaliza y se hace w = w, e obtiene el méaximo de la Fuerza
Lorentziana.

Se reviso el comportamiento fisico que tiene el haz l&ser a través del estudio de la ecuacion del
haz gaussiano. La solucion de la ecuacion gaussiana contiene un factor de amplitud y ademas un
factor de fase. El factor de amplitud tiene un perfil Gaussiano y el ancho es w(z) el cual representa
la naturaleza difractiva de la luz, por otra parte, el perfil Gaussiano esta atenuado por wy(z) /
w(z) el cual hace que disminuya la amplitud del haz conforme se propaga cuando se aleja de la
cintura del haz. El factor wy(z) / w(z) se encarga de cumplir la conservacion de la energia del
haz.

Mediante la pinza Optica se estudid la orina como sistema biomolecular y se determiné la
presencia de microorganismos debido a que la persona que dond las muestras de orina se
encontraba con infeccion de vias urinarias y esto hace que exista presencia y multiplicacion de
microorganismos, generalmente producidos por bacterias y en menor proporcién por hongos y
virus. Los microorganismos presentes que se observaron en la orina fue Escherichia Coli,
gérmenes atipicos y Enterococcus como los microorganismos mas frecuentes (que se distinguen
por su morfologia). Ademas, se realizé la captura optica con el Régimen de Captura Optica el
cual asegura que el radio de la particula debe ser mayor a la longitud de onda del haz laser D >>
A, para los microorganismos de la orina se tiene una estructura aproximada de 3um y para los
laseres que se utilizaron 0,63pum y 0,65um, con esto se pudo evidenciar una captura optica.

En el proyecto se logré estudiar el gameto bovino mediante el laser de la pinza 6ptica, en una
muestra se encontraban alrededor de 25 mil a 30 mil espermatozoides los cuales tenian ciertas
caracteristicas tales como, doble cola, doble cabeza, habian unos méas grandes que otros y se
movian en todas las direcciones, inclusive se movian en circulos, esto dependia del donador de
espermatozoides, que tan joven era el bovino, ya que debido a su edad, los gametos serian mas
inmaduros, haciendo que el comportamiento de los gametos varie, también, el gameto bovino es
uno de los mas grandes y resistentes con un tiempo de vida aproximado de 20 minutos a
temperatura ambiente, el diametro de la cabeza de los espermatozoides varia de 4 um a 5 pm por
lo que también se siguio el Régimen de Rayos Opticos para estas muestras D >>\ con los laseres
de 633 nmm y 650 nm y se pudo evidenciar una captura Optica, donde se podia apreciar el

atrapamiento de varios gametos con el haz laser.

72



RECOMENDACIONES

El Laboratorio de Optica se debe encontrar en condiciones 6ptimas de trabajo para evitar dafios o
problemas tales como: dafio de los equipos, desorganizacion de las mesas Opticas donde se
encuentran los materiales necesarios, inconsistencia de los resultados que se toman y el mal uso
que se da a los equipos. Se debe mencionar ademas que la pinza Optica cuenta con partes hechas
de vidrio y pequefias, por lo que se podrian rayar, romper e incluso perder, siendo un equipo con
un valor elevado se debe tener precaucion.

Si se utiliza un laser potente, mayor a 130 mW se recomienda utilizarlo por intervalos de 10
minutos, ya que, al ser un laser con mayor potencia, tiende a calentar la muestra y esto hace que
se perturbe los resultados, y en algunos casos dafiaria la muestra. También es necesario que se
vayan haciendo diferentes pruebas con la distancia del haz laser respecto a la pinza dptica ya que
mientras mas lejos del cubo divisor este el laser, se va a perder potencia al momento de la salida
del objetivo hacia la muestra.

Debido a que el Laboratorio de Optica no cuenta con un haz laser suficientemente potente se
recomienda adquirir un laser que cumpla con ciertas caracteristicas como una longitud de onda
gue se encuentre en el IR y UV-Vis, una potencia de salida mayor a 100 mW y que tenga un
comportamiento gaussiano.

Debido a la potencia tan alta que se requiri6 para el atrapamiento Optico, es necesario utilizar
proteccion en los 0jos, usando gafas de proteccidn que contraste el haz laser, ya que al ser un laser
de Clase I1IB este puede causar dafio si el haz entra directamente a los 0jos, sin embargo si se
utiliza un laser de Clase 11B a pesar de no causar mayor dafio en los 0jos, no tendra una potencia
suficiente ya que serd menor a 1 mW, esto hace necesario utilizar otro tipo de clase para poder
tener resultados esperados, cuidando siempre nuestros ojos.

Ya que el estudio de la pinza Optica ha tenido un gran auge en estos Ultimos afios, cada vez se
puede encontrar mas aplicaciones tanto en biofisica, tecnologia, medicina, e inclusive en la fisica
para la caracterizacion de propiedades fisicas de diferentes tipos de haces, es por ello que se
recomienda conocer previamente el funcionamiento de la pinza dptica y los diferentes
microorganismos, microparticulas y microbacterias que se puede capturar dependiendo el
régimen que se quiera utilizar.

Hay que mencionar que, los tornillos micrométricos, se los debe manipular con mucho cuidado
ya que es un sistema muy sensible y a la menor perturbacion se podria descalibrar o incluso si se
mueve muy rapido estos tornillos, no se podria encontrar una zona adecuada dentro de la muestra
para el estudio necesario. Debido a que el haz laser de 633 nm se encontraba defectuoso y hacia
que existiera un destello al momento de ver la captura 6ptica en la pantalla del computador, se

recomienda utilizar un laser puntual, este permitira observar mejor la captura 6ptica de la muestra.
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GLOSARIO

Absorcion: Es el proceso donde la radiacion electromagnética es atrapada por la materia, al
momento en que la absorcién se produce dentro del rango de la luz visible, pasa a ser absorcion

Optica. La luz puede ser absorbida por diferentes medios o cuerpos y ser transformada en calor
(Malacara, 2015, p. 432).
Bit: Binary Digital, es un digito del sistema de la numeracién binaria, la cual puede tener

solamente dos valores, cero 0 uno (Flores Sanchez, Andrea, 2022).

Convergencia: Mediante la refraccion, que es el cambio de direccion de la onda al interactuar
con un medio material, se tiene que la convergencia es cuando se unen las ondas, es decir, al
momento de incidir haces de luz en una lente convergente, esta hace que las ondas se unan,
formando un solo haz (Flores Sanchez, Andrea, 2022).

Cuerpo negro: El cuerpo negro es cierto sistema idealizado el cual absorbe toda la radiacion que
puede recibir, con la peculiaridad de que no refleja nada de lo que recibe (Padilla, 2005, p. 371).
Dieléctrico: Es un material que posee una baja conductividad eléctrica, en otras palabras, es un
material aislante. El dieléctrico tiene la propiedad de crear dipolos eléctricos bajo la influencia de
un campo eléctrico, como el vidrio, la goma, la ceramica, entre otras (Flores Sanchez, Andrea, 2022).
Dispersion: Es un fenémeno de separacion de ondas que tienen diferentes frecuencias al pasar
por un medio material. Dicha dispersion es causada ya que la velocidad de la onda depende de la
frecuencia (Flores Sanchez, Andrea, 2022).

Divergencia: Mediante la refraccion, que es el cambio de la direccién de la onda al interactuar
con un medio material, se manifiesta que la divergencia es cuando se separan las ondas al incidir

en un medio, es decir, al incidir en una lente divergente un haz, este se separa en varios haces
(Flores Sanchez, Andrea, 2022).
Estocastico: Es un sistema el cual su proceso es no determinista, un comportamiento no

especifico, es un proceso el cual su comportamiento se basa en el azar y la probabilidad mediante
analisis estadistico (Flores Sanchez, Andrea, 2022).

Fotén: El fotédn es particula minima elemental que contiene energia luminosa o diferentes
energias electromagnéticas. Ademas, el fotén compone la luz y los cuantos de energia en forma
de radiacién electromagnética, que es emitido o a su vez absorbido por la materia. También se
dice que es una particula indivisible que se mueve a la velocidad de la luz (Padilla, 2005, p. 371).
Levitacion éptica: Método para poder levitar ciertos objetos con propiedades dieléctricas a
tamafios micrométricos haciendo uso de un haz laser (Galén et al., 2019, p. 143).

Microttbulos: Son estructuras proteicas que son parte fundamental del citoesqueleto celular.
Como funciones principales se tiene que ayudan a contribuir el mantenimiento de la forma celular,

servir como camino para el transporte intracelular, componentes principales de cilios y flagelos y



también formacion del huso mitético, y ademas importante en la divisién celular (Martinez, 2008, p.
31).

Ondas Evanescentes: Ondas que se forman cuando las ondas viajan con una reflexion interna
total, donde el limite es causado por golpear un angulo mayor que el angulo critico. Ondas

estacionarias con cierta intensidad en forma de decaimiento exponencial (Flores Sanchez, Andrea,
2022).
Pixel: Pixel o también conocido como Pixel es una unidad homogénea a color que forma parte de

una imagen de manera digital. Unidad basica de una imagen que se encuentra digitalizada a base
de puntos con color o también a escala de grises (Flores, Sanchez, Andrea, 2022).

Radiacion: La radiacion es la propagacion de energia mediante ondas electromagnéticas a través
del vacio o un medio material. La radiacion se puede presentar en diferentes longitudes de onda
y frecuencia, aun asi, en el vacio se desplazan con la misma velocidad (Padilla, 2005, p. 371).
Reflexién: El rayo incidente, el rayo reflejado y la normal se encuentran en un plano comdn, es
decir, la reflexion es el cambio de direccion de un rayo que entra en contacto con una superficie
con indice de refraccion. La magnitud del &ngulo de reflexién es igual al del angulo de incidencia
(Malacara, 2015, p. 34).

Refraccion: Es el cambio de direccion que experimenta un rayo al pasar de un medio a otro, con
distintos indices de refraccidn (Flores Sanchez, Andrea, 2021).

Trifasico: Es un sistema de tres fases, produccion, distribucidn y consumo de electricidad que
se encuentra formado por tres corrientes alternas monofasicas que contienen frecuencia y
amplitudes iguales. La corriente trifasica es un flujo de la electricidad que se encuentra formada

por tres corrientes alternas monofasicas (Planas, 2021, p. 3).
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ANEXOS

ANEXO A. MANIPULACION DE LA PINZA OPTICA

Manipulacion de la pinza 6ptica



ANEXO B. LASER IMPORTADO DE ESTADOS UNIDOS

Laser de A= 650 nm y P= 200 mW

Envoltura del laser para su proteccién



ANEXO C. MUESTRAS Y DESCONGELACION DE GAMETO BOVINO

Descongelamiento de pajuela de gameto bovino



ANEXO D. MONTAJES DE LA PINZA OPTICA EN EL LABORATORIO DE OPTICA

Primer montaje de la Pinza Optica en el Laboratorio de Optica

Segundo montaje de la Pinza Optica en el Laboratorio de Optica



Cuarto montaje de la Pinza Optica en el Laboratorio de Optica



Montaje de la Pinza Optica de A=650 nm
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