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RESUMEN

Las pinzas Opticas son herramientas que pueden o no estar asociados a un sistema de
microscopio, el éxito de su funcion se debe a la alineacion de un conjunto de elementos, estos
sistemas se usan en diversos campos de estudio para atrapar objetos o microorganismos a
micro escalas. En biologia estos sistemas de pinzas Gpticas son (tiles ya que nos permiten
manipular in vivo microorganismos. Las pinzas Opticas nos permiten “capturarlas” sin
causarles dafo y sin tener contacto mecénico con estos objetos o microorganismos ya que
no es un método invasivo, y nos permite capturar a uno 0 mas microorganismos para poder
caracterizarlos. En este trabajo implementamos un sistema de pinzas 6pticas y comprobamos
su efectividad realizando varios ensayos atrapando micro-particulas y microorganismos. La
implementacién de este sistema de pinzas 6pticas se dio a través de la identificacién de
elementos que se requieren y la utilizacion de los elementos disponibles en el laboratorio. Los
resultados fueron un sistema de pinzas épticas funcional con el que se logr6 manipular micro-

particulas y microorganismos del orden de 8um.

Palabras clave: Pinzas épticas, captura de microorganismos, captura de objetos.



ABSTRACT

The optical tweezers are tools that may or may not be associated with a microscope system,
the success of its function is due to the alignment of a set of elements, and these systems are
used in various fields of study to trap objects or microorganisms. In biology these systems of
optical tweezers are useful since they allow us to manipulate microorganisms in vivo. The
optical tweezers allow us to "capture” them without causing them harm and without having
contact with these objects or microorganisms since it is not an invasive method, and it allows
us to capture one or more microorganisms in order to characterize them. In this work we
implement a system of optical tweezers and we check its effectiveness by performing several
tests trapping micro-particles and microorganisms. The implementation of this system of
optical tweezers occurred through the identification of elements that are required and the use
of the elements available in the laboratory. The results were a functional optical tweezers
system with which it was possible to manipulate micro-particles and microorganisms of the

order of 8um.

Key words: Optical tweezers, capture of microorganisms, capture of objects



INTRODUCCION

La biologia como ciencia experimental, hace uso de herramientas que le permiten
desarrollarse expandiendo asi sus horizontes, el desarrollo de estas herramientas ha sido
impulsado en si gracias al conocimiento y técnicas basados tanto en biologia como en otras
areas de estudio. Las pinzas Opticas, son una herramienta relativamente nueva que ha
permitido un gran desarrollo en diversos campos de estudio e investigacion (Camacho, 2014),
el fenbmeno que dio inicio para comenzar la indagacion y posterior desarrollo de las pinzas
Opticas, fue observado en 1970 (Ashkin, 1970) y se fue afinando hasta que a finales de la
década de 1980, se comenzé a utilizar en biologia para el atrapamiento de virus y bacterias
(Ashkin y Dziedzic, 1987) y durante la década de 1990 se investigdé la mecanica celular
(Alvarez, 2012).

La luz es usada de forma natural por los seres vivos, en los afios 60 surge el laser y con éste
varias aplicaciones cientificas, hoy en dia es comun el uso de luz laser en cualquier laboratorio
cientifico o tecnoldgico. El uso del laser como una fuente de luz con un perfil de intensidad
Gaussiano se le pueden agregar caracteristicas adicionales a las del laser comun, parametros
suficientes para afadir aplicaciones a las ondas electromagnéticas, para la manipulacion de
particulas de escala micrométrica, esto se debe a que durante la interaccion de la luz con los
objetos sucede una transferencia de energia que permite mover particulas, moléculas, atomos

y bacterias a esta escala (Rodriguez, Sanchez y Martinez, 2009).

Existen cuatro pardmetros que se debe tomar en cuenta, el perfil espacial, la longitud de onda,
potencia y el astigmatismo del haz. El perfil espacial y el astigmatismo del haz tienen que ver
con la calidad del objetivo del microscopio, su capacidad de enfocar el haz de luz. La potencia
tiene que ver con la profundidad de la manipulaciéon éptica, hay que tener en cuenta que
mientras mas se sube la potencia del laser puede llegar a dafiar el material (Neuman y Block,
2004)

La longitud de onda depende del material al que se lo va a aplicar, para manipular objetos
inertes como bolitas de poliestireno se puede usar laseres con mayor longitud de onda y
potencia, mientras que para manipular organismos biolégicos debido a su absorcién de luz es

mejor utilizar laseres con potencias en 10 y 100 mW (Svoboda y Block, 1994).

El sistema de pinzas épticas es una herramienta que consiste en utilizar un laser focalizado

de onda continua (Greulich et al., 2000). Se utiliza como método de micro-manipulacion la luz,

ésta presion de luz interactda con los organismos u objetos en un medio dieléctrico que

pueden estar en agua o aire, las pinzas Opticas permiten atrapar y manipular con gran
3



exactitud sin tener contacto mecanico con ellos. El rango de tamafio para manipulacion de
organismos y objetos va de nandémetros a micrbmetros (Moreno, 2003; Volke, Ricardez y
Ramos, 2007; Ricardez, E. Orozco y Hernandez, 2008; Rodriguez, Sanchez y Martinez, 2009;
Juan, Righini y Quidant, 2011; Rodriguez-Sevilla et al., 2016).

Los sistemas de pinzas Opticas estdn compuestos basicamente con piezas como: Fuente de
luz, base de posicionamiento, objetivo de microscopio, Divisor de haz, camara CCD, lentes y
laser (Hou y Cheng, 2012).

El objetivo de microscopio, es el elemento que estd mas cerca de la muestra y esta compuesto
por lentes que absorben la luz que proviene de la muestra, el objetivo de microscopio cumple
con formar una imagen con la luz que pasa por el objetivo y crear la trampa Optica (Rodriguez
Vazquez, Ruiz y Huelva, 2005). La imagen que se obtiene del objetivo de microscopio es el
efecto de la distribucion de la intensidad de la luz, la radiaciébn que se refleja ayuda

directamente a la formacion de la imagen muestra (Murphy, 2001).

Para nuestro sistema de pinzas Opticas hemos utilizado la menor cantidad de elementos
posibles, por lo tanto se ha reducido el costo del equipo, cabe mencionar que esto no afecta
la confiabilidad y funcionalidad del sistema. Este sistema esta constituido por, laser, lente de
observacion, platina, fuente de luz, objetivo de microscopio, espejo dicroico, camara CCD,
PC.

El objetivo general de este proyecto de investigacién es implementar un sistema de pinzas
Opticas para manipular microorganismos, lo cual es fundamental en el estudio a nivel celular

en el area bioldgica.
e Determinar un sistema de pinzas Opticas adecuado para aplicaciones
biol6gicas.
e Construir un sistema de pinzas épticas funcional.

e Calibrar y caracterizar sistema de pinzas Opticas mediante ensayos de

manipulaciéon de organismos biolégicos.

Es posible llevar a cabo estos objetivos especificos construyendo un sistema de pinzas
Opticas de bajo costo, el que puede ser utilizado con diferentes longitudes de onda para
manipular y atrapar organismos. Asi se podrian realizar a nivel experimental los proyectos

gue requieran de esta técnica de manipulacion de organismos en la universidad.



MATERIALES Y METODOS

Para realizar el presente trabajo de investigacion, se han planteado objetivos que han sido

llevados a cabo de la siguiente manera.

4.1 Area de estudio

Primero se realiza un analisis de los sistemas de pinzas Opticas que han sido aprovechados
por el area bioldégica como una herramienta Gtil para medir las colas de las bacterias, fuerzas
ejercidas por un motor de proteinas y estiramiento de moléculas de ADN principalmente, las
pinzas O6pticas han sido usadas también para atrapar bacterias y manipular células
individuales (Molloy y Padgett, 2002).

A continuacién presentamos los sistemas de pinzas épticos empezando con el mas basico y
aumentando la complejidad, al hablar de complejidad nos referimos al nimero de elementos
Opticos utilizados, ya que mayor ndmero de elementos Opticos implica un incremento
significativo en la dificultad de alineacion que aun con la infraestructura adecuada es

complicada.

4.1.2 Sistemas de pinzas Opticas

§

Figura 1. Arreglo experimental de pinzas épticas

Fuente: (Volke, Ricardez y Ramos, 2007).

Elaboracion: (Volke, Ricardez y Ramos, 2007).



Este sistema de pinzas optico simple fue presentado por Volke, Ricardez y Ramos, 2007.Este

sistema cuenta con 10 elementos Opticos, tomando en cuenta las dos fuentes de luz.

Muestra  Divisor de Haz

Posicionador 3D

Linterna

Figura 2. Esquema experimental de sistema de pinzas opticas lineal

Fuente: (Onetto y Crescitelli, 2014).

Elaboracion: (Onetto y Crescitelli, 2014).

Este sistema lineal de pinzas 6ptico fue desarrollado en el afio 2014 por Onetto y Cresitelli en
un estudio de movimiento browniano. Este sistema un poco mas sencillo cuenta con 7

elementos épticos, facilitando la alineacion que depende de mantener centrado el haz laser

en el eje Optico debido a su configuracion lineal.
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Figura 3. Sistema de pinzas Opticas basicas.

Fuente: (Ricardez, E. Orozco y Hernandez, 2008).

Elaboracion: (Ricardez, E. Orozco y Hernandez, 2008)

Este es un sistema de pinzas Opticas basico para micro manipulacién realizado en la
Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco, México en el afio 2008 por Ricardez, E. Orozco y

Hernandez.

Este sistema tiene 10 elementos épticos, con la diferencia de que incluye un divisor de haz.

Microscope
Illumination

$ .
¥ \
Dichroic |5 _l \
Mirror . E ||
s 1/ i
¥ Position
Detector

Condenser /’

Sample
& = Plane
Microscope \

Objective /. N

Beam Beam
Expander Steering

= P<j:"‘><fefﬂ

T Diehroie
5 Mirror

cco
Camera

Figura 4. Disefio experimental pinzas Opticas

Fuente: (Galarza Cuadros, Ortiz y Amat, 2012)

Elaboracion: (Galarza Cuadros, Ortiz y Amat, 2012)
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Este sistema de pinzas épticas fue desarrollado por Galarza Cuadros, Ortiz y Amat en un
proyecto de célculo diferencial en la ESPOL en el afio 2012. Este sistema cuenta con 15

elementos Opticos, incluyendo las fuentes y los detectores.

Espejo

Rotador .
larizaci Pol do SLM
po o T r BS

Filtro

Fuen|te .
espacial

— Analizador

[
i

Figura 5. Montaje experimental

Fuente: (Alvarez, 2012)

Elaboracion: (Alvarez, 2012)

Este es un montaje experimental de pinzas 6pticas hologréficas para manipulaciéon de micro-
sistemas que fue desarrollado por Alvarez en el afio 2012, en la Universidad de Colombia,
Medellin (Alvarez, 2012). Este es un sistema de pinzas 6pticas mas avanzado, cuenta con 10

elementos oOpticos y una placa hologréfica para formar las pinzas épticas.

4 Cimara CCD D

§, Fiko

3. Espejo M2
o 6. Dicroico

—— 7. Objetivo
; ,; 100X
8. Muestra 51

i

-~ 9. Condensador

12, Lente fi
13 Bt‘lt{[(\f
LeweM T ST

10. Lampara
de LED's

11. Dicroico

Figura 6. Disefio del arreglo experimental

Fuente: (Padilla, 2009)
Elaboracion: (Padilla, 2009)

Este arreglo experimental se realiz6 por Padilla en el Instituto Nacional de Astrofisica, Optica

y Electrénica, en México en el afio 2009. Este sistema también tiene 10 elementos 6pticos,
8



entre ellos se encuentran espejos de oro para la perfecta reflexion de la luz infrarroja.

diode diode
laser lasar

Faraday Faraday
isolator | flow chamber | isolator

—_— =
spatial '_ L 1
filter ——

ced
camara

Figura 7. Configuracién de un sistema de pinzas 6pticas doble laser

Fuente: (Smith, Cui y Bustamante, 2003)
Elaboracién: (Smith, Cui y Bustamante, 2003)

Este sistema de pinzas Opticas fue descrito en el afio 2003 por Smith, Cui y Bustamente. Este
sistema es uno muy complejo con alrededor de 30 elementos, la dificultad de
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Figura 8. Configuracion del sistema de pinzas 6pticas

Fuente: (Jun et al., 2014)

Elaboracién: (Jun et al., 2014)
Este es un sistema de pinzas Opticas que cuenta con un medidor de la fuerza ejercida que fue
realizado por Jun y colaboradores en el afio 2014. Este sistema tiene alrededor de 20

elementos, algunos de ellos muy especializados y alta dificultad de alineacion.
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Figura 9. Esquema experimental

Fuente: (Kong et al., 2011)

Elaboracién: (Kong et al., 2011)
Este esquema experimental se desarrollé en el Departamento de Biologia Molecular,
Microbiana y Estructural, Universidad de Connecticut Health Center, Connecticut, Estados
Unidos por (Kong et al., 2011). Finalmente un sistema de pinzas épticas extremadamente
complejo, que si bien permite medir y controlar algunos parametros, es muy complejo su

ensamblaje.

Después de revisar los sistemas de pinzas opticos se puede concluir que existen sistemas
basicos hasta muy complejos y que depende de la aplicacién ya que hay aplicaciones en las
gue se requieren sistemas para atrapar mas de una particula, medir la fuerza con la que se
mueven o que utilizan sensores de movimiento y calidad que se requiera. Las pinzas oOpticas
tienen ventajas como la precision para capturar micro-esferas y micro-organismos con
caracteristicas similares, en los sistemas que usan luz infrarroja tienen ademas la ventaja de
no ser agresivo con el material bioldgico ya que la luz puede entrar a la célula sin romper la
membrana, otra de las ventajas es que con la longitud de onda adecuada podemos manipular
células de forma individual. Las desventajas son que si se usa luz visible puede causar dafios
irreversibles a la célula debido a la longitud de onda que se utilice ya que esta es absorbida

por el material bioldgico.

Se decidié implementar un sistema de pinzas opticas lineal ya que son los elementos
disponibles en el laboratorio y la facilidad para alinear es un elemento primordial, donde es
importante mencionar que los laseres disponibles en el laboratorio son en el rango visible,
rojo, verde y azul. La longitud de onda idénea para manipulacién de microorganismos es el
de la luz infrarroja debido a que los organismos biolégicos en ese espectro absorben

minimamente la luz, sin embargo utilizaremos el rojo por su disponibilidad en el laboratorio.
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4.1.3 Principio de funcionamiento de las pinzas épticas

Luz: La luz esta constituida por ondas electromagnéticas, en las que estan los fotones al azar
y causan muchas colisiones, es debido al choque de los fotones con la materia que se produce
la energia que hace visibles las cosas, esta se propaga a través de fotones. La frecuencia en
la banda estrecha de la luz que es visible para nuestros ojos va de 3,84 x10'* hasta 9,69x10"*
Hz (Hecht, 2002).

Tabla 1. Rangos de frecuencia y longitud de onda aproximados de la luz de sus diferentes colores

en el vacio
Color Ay (nm) v(THz)*
Rojo 780-622 384-482
Naranja 622-597 482-503
Amarillo 597-577 503-520
Verde 577-492 520-610
Azul 492-455 610-659
violeta 455-390 659-769
*1 Terahertzio (THz) = 102 Hz, 1 nanémetro (nm) = 10~°m.

Fuente: (Hecht, 2002).

Elaborado: (Hecht, 2002).

4.1.4 Tipos de luz:

Luz natural: La luz natural tiene como fuente principal la energia del sol, su espectro es de
colores y contiene mas radiacién. Ademas de los colores que podemaos ver, existen otros que

son invisibles para el ojo humano (Gonzalez Cabrera, 1996).
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Figura 10. Espectro de luz natural

Fuente: (Gliessman, 2002).
Elaborado: (Gliessman, 2002).

Luz artificial: La luz artificial es elaborada por el hombre, provee la luz que viene de la energia
de otra fuente y que es posible controlar la cantidad, potencia y longitud de onda segln sea
la necesidad, su espectro es menos diverso que el de la luz natural. Entre las principales
fuentes de luz artificial estan la bombilla incandescente, la lampara ahorradora o fluorescente,
los diodos emisores de luz o LEDs y el mas importante por su aplicacion tecnolégica la Luz

Amplificada por Emision Estimulada de Radiacién (LASER)

Bombilla incandescente

500 (A Fo0
wiovelangth [mm]

Figura 11.Espectro de Bombilla eléctrica de resistencia

Fuente: (Burns y Escalona y Garcia, 2003).

Elaboracioén: (Burns y Escalona y Garcia, 2003).
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Figura 12. Espectro de luz de lampara Fluorescente

Fuente: (Malacara, 2015)
Elaboracién: (Malacara, 2015)
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Figura 13. Espectro de luz LED

Fuente: (Malacara, 2015)
Elaboracién: (Malacara, 2015)
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Figura 14. Espectro de luz laser

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.

Al igual que se desarroll6 la electronica para el control del flujo de electrones en los circuitos
y aplicaciones tecnoldgicas, existen la Optica que incluye el uso de elementos que permiten
el control del flujo de fotones.

4.1.5 Elementos opticos:

Espejo dicroico: El vidrio de base de los espejos dicroicos esta revestido con una pelicula
que se usa para dividir la luz (se refleja un rango de longitudes de onda), que puede
seleccionar reflejar luz roja, verde o azul segun sea la pelicula de la que esta revestido el
vidrio, ya que segun la pelicula puede hacer que cualquiera de estas luces se refleje y deje
pasar las demas (Rodriguez Vazquez, Ruiz y Huelva, 2005).

Espejo: Es una superficie de vidrio, en la que se refleja la luz y se forma la imagen, ésta

imagen tiene la misma forma y el mismo tamafio del objeto real (Pérez Porto, 2017).

Lentes.- Los lentes son artefactos de refraccion, que dan forma a la distribucion de la energia
emitida, las lentes funcionan en la superficie depende del uso que se le dé, puede ser de
aumento o para hacer que el eje Optico de cada lente coincida con el rayo de luz central del
sistema (colimar) (Hecht, 2002)
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4.1.6 Fisica de las pinzas Opticas

‘/_\ v

ap —ap [l \=2p2
* - «— net force —
— A —Aps Ap

b. .

Figura 15. Refraccion y Reflexién

Fuente: (Shaevitz, 2006)

Elaboracién: (Shaevitz, 2006)
En las pinzas Opticas se da un atrapamiento de objetos o células mediante procesos que
pueden ser explicados de la siguiente manera, en el grafico de la izquierda se muestra la
interaccion de un objeto con la luz laser, una parte de la luz es reflejada y otra transmitida, la
luz se desvia o refracta, existe también una minima cantidad de luz que es absorbida pero
esta luz transfiere momento a la particula, esto quiere decir que la particula siente una fuerza
producida por la luz que la esta incidiendo (Shaevitz, 2006). Si la particula esta en los
alrededores de la cintura del haz, la interacciébn con los fotones y la transferencia de

momentos, hacen que la particula se posicione siempre en la cintura y no en otro lado.

4.1.7 Fuerza Optica

La fuerza es generada por la reflexién de la luz que cambia el curso lineal de los fotones y
esta fuerza es la que actla sobre la particula. La técnica de manipular objetos micrométricos
con luz, conocida como pinzas Gpticas, fue un hito en diversas areas de investigacion ya que

se puede tener una excelente precision para su manipulacién, logrando asi aplicaciones tales
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como la manipulacion de ADN para cortarlo 0 para transportarlo utilizando una particula que
esté unida al ADN (Wang et al., 1997).

La teoria electromagnética muestra que la luz puede manipular objetos. Se puede hacer un
estimado de la fuerza F resultante que tiene que ver con la velocidad de la luz v en el medio

en el que viaja. Para un unico rayo de luz con una potencia P dada se sostiene que:
Fal41
v

Para evaluar la magnitud de la fuerza que la luz realiza se debe tener en cuenta un haz de luz

gue da sobre un espejo. Cada foton poseera entonces un momento asociado dado como:
p =hk 4.2

Donde h es la constante de plank y k es el vector de onda asociado a la luz. Al reflejarse la

luz con el espejo se le transfiere un momento
Ap = 2hk 4.3
Si se escribe el mddulo del momento en funcién de la energia de la onda se tiene:
_ w E
|Ap| = 2h ; = 2;4.4

Procediendo con respecto al tiempo se haya la siguiente expresion para la fuerza, donde la
fuerza es mayor a la que en realidad estéa conteniendo a la particula ya que no despreciamos

los valores debidos a la inclinacion de los rayos

F=2%45
4

399 3.53x1071°N

F=2 =
2.26x10

Donde v es la velocidad de la luz en el medio, para calcular se toma la férmula n = ;C nes el

indice de refraccion y c es la velocidad de la luz en el vacio, entonces:

c
1. v=-456
n
3x108m/s 8
= ——=2.26x10°m/s
1.33

En ensayos de pinzas Opticas las potencias utilizadas son en general de pocos mili watts, con

lo cual la ecuacion anterior predice una fuerza del orden de 10~'°N. Esta fuerza no puede
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explicar el aislamiento 6ptico de una particula porque su efecto seria un desplazamiento en

la direccidn incidente del rayo de luz.

4.2 Metodologia (por objetivos)

4.2.1 Reporte técnico preliminar (Objetivo 1)

Se realizo la revision de la literatura de los principios basicos de 6ptica y la fisica involucrada.

Se reviso la bibliografia sobre los sistemas de pinzas 6pticas desarrollados en la actualidad,

capacidad de los sistemas, los componentes de las diversas versiones de sistemas épticos

desarrollados y seleccion de un sistema de pinzas 6pticas para adecuarlo a la infraestructura

con la que cuenta la UTPL. Luego se procedi6é a realizar una comparativa de las

caracteristicas y elementos que debe tener nuestro sistema de pinzas Opticas.

Tabla 2. Tipo de laser, particula, tamafio de particula.

Tipo de laser

Tipo de particula

Tamaiio de particula

Autor

No reporta Particulas de Poliestireno 5,3 um Onetto & Crescitelli 2014

Laser de Argén (514 nm) Micro esferas de silice 5 um Ricardez, E. Orozco, et al.
2008

Laser infrarrojo(1064 nm) Especimenes bioldgicos No reporta Galarza Cuadros et al. 2012
Laser de luz roja (671 nm) Particulas de Poliestireno 5 um Alvarez 2012
Laser infrarrojo(1064 nm) Particulas de vidrio 3 um Padilla 2009
Laser infrarrojo (835 nm) Particulas de Poliestireno 0,27 -20 um Smith et al. 2003
Laser infrarrojo (980 nm) Células No reporta Junetal. 2014

Fuente: Autor

Elaborado: Autor.
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4.2.2 Disefio del sistema de pinzas épticas (Objetivo 2)

De acuerdo a la informacién técnica investigada los sistemas de atrapamiento éptico coinciden
en varios elementos, segun esto se propuso y realizé el disefio de un sistema de pinzas
Opticas con especifico interés en aplicaciones biolégicas. Luego se localizé, reunié y compré
el material para la construccién del sistema de pinzas épticas, con los siguientes elementos

procedimos a realizar el disefio experimental de nuestro sistema se pinzas oOpticas:

Figura 16. Laser.

Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.
El laser para este proyecto fue seleccionado en base a que se trabajard con organismos
biolégicos, éste es un diodo laser de luz roja con una longitud de onda de 658 nm de buena
calidad porque el spot no es ovalado y el perfil es gaussiano, y que posee un perfil gaussiano

gue fue determinado por analisis de intensidad de imagen con el software libre ImageJ.

Figura 17. Espejo dicroico.

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

Nosotros usamos un espejo dicroico que refleja la banda de color rojo, por lo que sirve de

espejo para nuestra fuente de luz laser.
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Figura 18. Soporte para lente de observacién

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

Nos ayuda a colocar la lente de observacion a una distancia correcta para realizar las capturas

con la camara.

Figura 19. Lente de observacion.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.

El lente de observacion que incluye el microscopio nos permite obtener las imagenes para su

digitalizacién por CCD.

Figura 20. Objetivo de microscopio.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.
El objetivo que se ha seleccionado para este trabajo es el 100x debido al tamafio de las
muestras que se pretenden manipular, para ello se puede realizar en aire o aceite de

inmersién si se dispone para mejorar el enfoque del laser.
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Figura 21. Platina

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

La platina de movimiento XY la utilizamos para colocar la muestra y tener la libertad de

moverla y observar de forma estable.

Figura 22. Fuente de luz.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.

La fuente de luz nos permite observar de mejor manera la muestra y la luz no es reflejada por

el espejo dicroico.

Figura 23. Camara CCD.

Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.

A partir de la camara CCD. Obtenemos la imagen en la computadora.
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Figura 24. PC.

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

4.2.3 Adecuacion y descripcion del arreglo de pinzas opticas. (Objetivo 2)

Se utilizo el sistema de microscopio para la adecuacion del sistema de pinzas épticas ya que
posee la fuente de luz, platina y objetivo de microscopio, estos elementos nos permitieron
obtener la imagen, adicionalmente, el laser, espejo dicroico, soporte, lente de observacién y
la camara CCD, debido a que usamos como parte del sistema de pinzas, el microscopio, esto
no significa que se desarme el microscopio sino que se le dara dos usos, podra ser usado
como el microscopio cuando se le necesite asi y como pinza éptica cuando se lo requiera sin
afectar ninguna de sus funciones como microscopio. Después de conseguir los elementos
para el sistema de pinzas Opticas, procedimos a construir el sistema de pinzas 6pticas por

partes y se va comprobando la funcionalidad.

Este disefio se realizd6 mediante software grafico y esta respaldado por datos técnicos, asi

como un andlisis de la dindmica del sistema.

21



4.2.4 Construccién del sistema de pinzas Opticas (Objetivo 2)

@ camara CCD

. Espejo Dicroico

@ Lente de Observacion
@ soporte de Lente

® Laser

© objetivo

@ piatina

® Fuente de Luz

9 Computadora

Figura 25. Disefio experimental.

Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.

Para la construccién del sistema de pinzas Opticas, se procedid a la implementacion
experimental del material seleccionado anteriormente y se realizé el montaje, este montaje
estuvo sujeto a pruebas oOpticas y pruebas de atrapamiento éptico y funcionamiento mediante

el uso de camaras y muestras controladas.

4.2.5 Calibracion del sistema (Objetivo 3)

Se realizaron las pruebas de calibracion del sistema para hacerlo manejable. Para calibrar el
sistema se controld la potencia Optica, en el laboratorio disponemos de laseres de color verde,
azul y rojo. Los mismos que al usarlos nos dio como resultado que el laser de luz verde no
poseia un perfil gaussiano definido es decir la luz enfocada era ovalada por lo que no se puede

utilizar para el sistema de pinzas Opticas, asi mismo se descarté el uso del laser de luz azul
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por la potencia y enfocado quemé el material expuesto al laser. El laser de luz roja si fue
posible utilizarlo y atrapar las micro-particulas ya que posee las caracteristicas necesarias,

pero en una exposicion prolongada si calent6 el material expuesto.

Probamos también los objetivos de microscopio 40x pero era muy poco aumento para
nuestras muestras, asi que usamos el de 100x que nos sirvié para lograr manipular las micro-

particulas y microorganismos.

El material que se utilice también tiene que ver, ya que nosotros probamos con vidrio
pulverizado sin embargo no logramos capturar debido a la irregularidad de las particulas, a
diferencia de las particulas de polietileno, las cuales si pudimos capturar por su forma mas
simétrica. La fuente de luz que esté en el sistema de microscopio utilizado fue de mucha

ayuda para tener una buena observacion de micro-particulas y microorganismos.

4.2.6 Determinar la potencia del laser para mover particulas de polietileno
(Objetivo 3)

e Obtuvimos las particulas de polietileno, a través de aislar de la pasta dental mediante
lavado que se realizé poniendo en un vaso de precipitado pasta dental con agua destilada
y se llevo a la plancha a 50°C, se agito para que se diluya y se separo las particulas con
una pipeta y se las colocé en otro vaso de precipitado

Figura 26. Particulas de polietileno.

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

e Una vez aisladas las particulas figura 26 de la pasta procedimos a colocar las particulas

de polietileno en un medio liquido, que era agua destilada en el porta objetos.
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Se realizaron varias pruebas con un laser rojo (658nm) de potencia baja (24mw) y no
funciond, luego utilizamos otro laser rojo (658nm) con una potencia mayor 42mW y
funcion6, permitiéndonos atrapar y mover las particulas de polietileno con la pinza 6ptica

antes implementada.

Hicimos un experimento con el cual obtuvimos el diametro de un cabello para determinar

el tamafio de las particulas atrapadas por comparacion.

Espectro electromagnético del laser usado para el experimento, figura 27.

Diodo laser
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Figura 27. Espectro del laser.

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.
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Espactro de difrarcion

Cabella

Figura 28. Experimento del laser para medir el didmetro del cabello.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.
Para tener una estimacion del tamafio de la micro esfera atrapada, observamos un cabello en
el microscopio y procedimos a medir el didmetro del cabello mediante un experimento que
consistio en utilizar un laser rojo con una longitud de onda de 670 nm, mediante difraccion de
luz que tiene con el cabello, este proyecta un patrén de difraccion que esta relacionado con
el grosor del cabello (Figura 28). Este patron se forma por la interferencia de las ondas, que
son menos intensas al alejarse del centro y estan separadas por huecos vacios que
corresponden a los maximos y minimos de la difraccién de luz. Para calcular utilizamos la

férmula:
e=21-47
a

Donde A es la longitud de onda, L es la distancia desde donde es proyectado el laser que es
1.009m y “a” es la distancia del centro del patron al centro del siguiente punto brillante
a=0.011m.
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4.2.7 Determinar la potencia del laser para mover microorganismos (Objetivo 3)

e Obtuvimos los microorganismos del agua de las flores que se dejé sin cambiar por varios

dias

Figura 29. Fuente de microorganismos.

Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.

¢ Una vez que han pasado los dias y los microorganismos se ha multiplicado procedimos
colocar una gota del agua que contiene los microorganismos en un porta objetos, que se

llevé a observar en el sistema de pinzas 6pticas implementado.

e Se realizaron varias pruebas con un laser de luz roja (658nm) de 24mW de potencia,
esta es una potencia baja y no funciond, luego utilizamos otro laser de luz roja (658nm)
de 42mW de potencia y funcioné permiti€ndonos atrapar los microorganismos con la pinza

Optica antes implementada.

o Utilizamos el experimento del cabello figura 28. para determinar el tamafio de los
microorganismos atrapados, usamos esto para tener una referencia que se pueda

comparar y es facil determinar el grosor del cabello.

4.2.8 Reporte técnico (Objetivo 3)

Se elaboré un reporte técnico del sistema y se elaboré un manual de operacion con muestra
de funcionamiento, en el cual se encuentra el detalle de los elementos que usamos y la forma

de ir armando el sistema de pinzas épticas y su manera de utilizacion (ver ANEXO 1.)
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4.3 Analisis de datos

4.3.1 Andlisis del laser

— Perfil del haz

Es importante determinar el perfil del laser para ver que la distribucién de la luz que sea
focalizada de forma coherente y ordenada. Para determinar que el perfil del laser que
utilizamos es gaussiano, usamos el programa ImageJ.

Figura 30. Luz laser.

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.
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Figura 31. Perfil gaussiano del laser

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.
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— Potencia

e Para determinar la potencia usamos el potenciémetro éptico

Connected to an S130C Sensor
with SM1429 SM1 Thread Adapte

Figura 32. Potenciometro optico
Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

— Espectro electromagnético del laser
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Figura 33. Espectro electromagnético del laser.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.

— Divergencia

Para medir la divergencia del haz utilizamos la siguiente férmula.

Df—
21

Divergencia = 2 arctan( Di) 6.8
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Df—Di) _ (0,5—0,8

Divergencia = 2 arctan(T 24,68 = 3.68°

4.3.2 Anélisis del atrapamiento

Después de los experimentos y varios ensayos realizados con las micro-particulas de
polietileno y microorganismos en el sistema de pinzas épticas podemos decir que los

siguientes, son los pardmetros que permiten hacer atrapamiento éptico:
— Potencia de atrapamiento/captura

42mw
— Tamafio de particulas/microorganismos

8,21 um

— Objetivo de microscopio

100x
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RESULTADOS

Como resultados tenemos el sistema de pinzas 6pticas figura 34. Que hemos construido, en
el que realizamos ensayos para atrapar objetos (particulas de polietileno presentes en la pasta

dental) y microorganismos.

@ camara CCD

@ Espejo Dicroico

@ Lente de Observacién

@ soporte de Lente

® Laser

© objetivo 100x

@ Muestra

® piatina
Fuente de Luz
Computadora

Figura 34. Sistema de pinzas opticas.

Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.
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El sistema que se muestra en la figura 34. estd configurado por una camara CCD que se
sostiene con una montura y se encuentra ubicada sobre el espejo dicroico que esta encima
del lente de observacion y que lo usamos para que no permita que pasen reflejos de luz hacia
la camara y proyecte una imagen clara en la PC, ademas posee un laser de luz roja que tiene
una longitud de onda de 658nm, se encuentra montado sobre la entrada del microscopio a los
objetivos, el objetivo de microscopio que usamos es de aumento 100x por el tamafio de las
muestras que se manipularon, se aline6 con un espejo dicroico para reflejar la luz roja hacia
el objetivo de microscopio y permite alinear el laser para que llegue a la muestra bien alineado
y asi poder manipular la muestra que debe estar en la platina del microscopio, en un
portaobjetos, asi mismo la fuente de luz esta debajo y sirve para que podamos observar de

mejor manera la muestra.

Para calcular el tamafio de la particula atrapada utilizamos el ensayo del diametro del cabello

con la siguiente formula:

L
e=A-
a

4.41m

e = (65430X10_9) m

e = (6.5430x1077).78,75m
e =5.1526x10"°>m

e = 51.52 um

5.1 Analisis del movimiento de la particula.

El video del que obtuvimos las imagenes que se presentan en la foto 2. es el momento que
grabamos de cuando y como fue que se capturd una macroparticula de polietileno de 8, 2 um,
lo que sucede en el video es que luego de capturar la macroparticula la movimos, recorrimos
una distancia y al alcanzar cierta aceleracién anul6 la fuerza con la que fue atrapada la micro-

particula y se suelta, con los siguientes célculos queremos saber la velocidad que alcanza la
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micro-esfera, la aceleracion y la fuerza que se necesita para sacar a la micro esfera de la

trampa Optica.

|=a‘>f

d)

Figura 35. En la foto b) podemos observar el momento inicial, en la foto
c) es el momento en el que ya se solté la micro-esfera 'y en
la foto d) observamos la distancia que recorri6 la micro-esfera.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.

En este experimento atrapamos la micro-esfera y calculamos la velocidad que alcanza la
esfera después de que se soltd y a lo largo de una distancia conocida, lo hicimos mediante la
estimacién aproximada de la distancia que recorrio en el lapso de tiempo del suceso utilizando
la formula de v= dft, siendo: d= 5.1 diametros que se refiere a que en esa distancia entrarian
5,1 micro-esferas, el valor 5.1 didmetros es la distancia que recorrié la micro-esfera por 8.2
um que es el tamafio de la micro-esfera atrapada. Y medimos el tiempo mediante fotogramas
con duracion de 1/29s, el tiempo total nos da t= 6 fotogramas*1/29s los fotogramas tiempo
gue tardé la esfera en recorrer la distancia de 5.1 diametros después de soltarse y el 1/29,

porque existieron 29 fotogramas por segundo, entonces:
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vf =d/t 7.1
vf = 75.58x107%m/ 20.68x1072 s

vf = 3.6547x10"* m/s

Al obtener la velocidad promedio vf = 8.65x107° m/s , la aproximamos a la velocidad final y
procedimos a calcular la aceleracidn necesaria y la fuerza que se necesita para sacar la
particula de la pinza.

_ Vf-Vi
Tt
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a

_3.6547x107% — 0
4= T2068x10-2

a =1.7673x1073

Para calcular una fuerza estimada también necesitamos la masa de la micro-esfera para ello

procedemos primero a calcular primero el volumen de la esfera con la siguiente formula:

4
v= 5.71.1”3 5.3

4
V=g (5.05x107%)3

v = 5,3946x10"16m3

Para obtener la masa de la esfera multiplicamos el volumen por la densidad del polietileno

que es el material del que estan hechas las micro-esferas es de 925000 g/m? Entonces:
m=v.54
m = 5.3946x10"16m3.925000 g/m3
m = 4.99x10710 gr

Convertimos la masa a kilogramos y nos queda 4.99810~ %% kg, con estos datos ya podemos
aplicar la formula para encontrar la fuerza que se necesita para que se salga la micro-esfera

de la pinza 6ptica:
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F=m.7.5
F =4.99x10713.1,7673 x1073
F =8.8188 x 10"1eN

Hay que tener en cuenta que nosotros no tuvimos detector de cuadrante que sirve para
saber si la pinza Optica esta alineada después de que el laser pasa por el objetivo de

microscopio, esto nos dificulta mucho la parte experimental.

5.2 Captura de microorganismos

La captura de microorganismos se realiz6 de forma exitosa en la pinza 6ptica implementada,
con un laser de luz roja (658nm) de 42mW de potencia, el tamafio de los microorganismos
capturados es del orden de 8um, los microorganismos fueron obtenidos de agua de flores que
se dej6é sin cambiar por varios dias porque fue la manera mas facil en la que podemos

obtenerlos.
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DISCUSION

En base a la revision bibliografica sobre sistemas de pinzas 6pticas, encontramos los
elementos basicos de los que tienen estar constituidos (Marago et al., 2013), los principales
elementos son fuente de luz, platina, objetivo de microscopio, laser y camara CCD. Existen
diferentes disefios que han sido desarrollados por (Volke, Ricardez y Ramos, 2007; Ricardez,
E. Orozco y Hernandez, 2008; Padilla, 2009; Alvarez, 2012; Galarza Cuadros, Ortiz y Amat,
2012) desde los mas basicos a mas complejos, de estos modelos nos basamos
principalmente en el modelo lineal de (Onetto y Crescitelli, 2014). Con los materiales que
estaban disponibles en el laboratorio y el andlisis de los disefios, tuvimos la facultad para

implementar el sistema de pinzas Opticas.

Una vez construido completamente el sistema se pudo evidenciar su funcionalidad al realizar

varios ensayos para atrapar objetos y microorganismos y estos fueran positivos.

Al realizar los ensayos con micro-particulas de polietileno en el sistema de pinzas 6pticas
desarrollado se pudo atrapar y manipular micro-esferas del orden de 8 um, a diferencia de
otros estudios que reportan atrapar micro esferas de poliestireno de 0,27 a 20 um (Smith, Cui
y Bustamante, 2003), micro-esferas de silice de 5 um (Ricardez, E. E. Orozco y Hernandez,
2008) y particulas de vidrio de 3um (Padilla, 2009), se us6 micro-particulas de polietileno por
la disponibilidad y recursos para conseguirlas, estas diferencias pueden deberse al indice de

refraccion de las particulas, a la calidad del laser y la longitud de onda del mismo.

En los ensayos que se hizo para el atrapamiento de microorganismos, ignoramos si se les
causo algun tipo de dafio ya que el laser que usamos es luz visible, segln la literatura
revisada, se reportan dafios a material biol6gico cuando la longitud de onda es menor a 782nm
(Dominguez Vargas, 2007), para organismos bioldgicos es usualmente utilizado un laser
(Nd:YAG) (Neuman y Nagy, 2008), ya que las muestras biolégicas presentan un minimo de
absorcion en la regién de 750nm-1200nm del espectro electromagnético (IR) (Arias-Gonzalez,
2010; Torres Hurtado, 2016; Wilke, 2016), no obstante usamos la luz visible (rojo, 658nm) ya

que era el laser que tuvimos disponible en el laboratorio.

Durante la calibracion se descarto el laser de luz verde ya que no poseia un perfil gaussiano
y el laser de luz azul ya que quemé los materiales que estuvieron expuestos debido a su
longitud de onda, el laser rojo cumpli6é con los parametros necesarios (Neuman y Nagy, 2008).
Se establecié un protocolo para el sistema de pinzas Opticas detallando los parametros que
posee el laser, los procesos que se debe ir comprobando y la manera en la que fue
implementado, asi mismo la forma para exponer las muestras de objetos u microorganismos

al sistema de pinzas Opticas implementado.
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Con este arreglo de pinzas Opticas considero que se puede usar sin causar ningun tipo de
dafio en objetos como particulas de poli-estireno, polietileno, biopolimeros sin embargo
también se puede usar para manipular organismos biolégicos sin certeza de que se les cause

dafo o no.

Al usar laseres de menor potencia, no fue posible la captura de objetos ni microorganismos,
esto se debe al tamafio de las particulas, la principal dificultad para armar el arreglo fue la

disponibilidad de elementos y el alineamiento de los mismos.

Este estudio de implementacion de un sistema de pinzas Opticas ha sido realizado por primera
vez en la Universidad Técnica Particular de Loja y de acuerdo a la bibliografia revisada y a

nivel nacional existen muy pocos estudios relacionados con este tema.
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CONCLUSIONES

Se implementd el sistema de pinzas opticas para manipular objetos y microorganismos,
durante la implementacion del sistema utilizamos la menor cantidad de elementos posibles y
disponibles en el laboratorio, el sistema de pinzas es funcional, pero para obtener mejores
resultados en la captura y manipulacion de microorganismos se deberia usar laser infrarrojo

y otros elementos.

El objetivo de microscopio éptimo fue el 100x debido al tamafio de las micro-particulas y

microorganismos.
Se logré mover y atrapar micro-esferas del orden de 8 um
Se logré atrapar microorganismos del mismo orden de magnitud

El sistema de microscopio utilizado como parte la pinza éptica, se puede usar para sus

funciones normales sin que afecte al sistema de pinzas oOpticas.

El sistema de pinzas Opticas podria ser mejorado reemplazando el soporte del lente de
observacion, asegurando de mejor manera la cAmara y el laser y para el atrapamiento de
microorganismos, cambiando el tipo de laser de luz visible a infrarrojo, ya que es preferible

para la integridad de los organismos bioldgicos.

Se podria utilizar este sistema en estudios de las propiedades de visco-elasticidad de

biopolimeros.

Para la manipulacion de organismos vivos en biologia, Y si quisiéramos hacer clasificacion y
aislamiento individual de células, estiramiento de una sola hebra de ADN en biologia celular

y molecular y biotecnologia se requiere reemplazar el laser por un laser profesional.

En investigaciones béasicas de optica.
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INSTRUCCIONES DE OPERACION

APLICACIONES DEL INSTRUMENTO

Este sistema de pinzas Opticas puede ser usado para manipular micro esferas o micro
organismos y se le puede dar una serie de aplicaciones en varias areas segun sea el interés

para el que se ha adquirido, puede ser utilizado en Universidades e Instituciones cientificas.

Este sistema de pinzas O6pticas ha sido desarrollado por el Departamento de Ciencias
Naturales y Departamento de Quimica y Ciencias Exactas de la UTPL. Tiene como objetivo
realizar el atrapamiento de micro-esferas y micro-organismos a través del sistema de pinzas

Opticas implementado.

En este manual se encontrard informacion sobre los elementos basicos que debe tener,

implementacién de los elementos y manejo del sistema de pinzas 6pticas.

ESPECIFICACIONES TECNICAS
Laser: rojo

Perfil del haz: Gaussiano

Potencia sin espejo dicroico: 100mwW
Potencia con espejo dicroico: 42mW

Longitud de onda: 658 nm o mayor

MANUAL DE OPERACION DEL SISTEMA DE PINZAS OPTICAS

IMPLEMENTACION DE LOS ELEMENTOS

Este sistema consta de varios elementos alineados, para su correcto funcionamiento, como
el sistema que realizamos es lineal, en orden los elementos bésicos de los que esta

compuesto son:
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Figura: 1. Camara CCD.
Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.

Figura: 2. Lente de observacion.
Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.

Figura: 3. Laser.
Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.
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Figura: 4. Espejo dicroico.
Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.

ﬁ —  Objetivo
“ﬁ -

—
o
—

—p Fuente de
luz

Figura: 5. Sistema de microscopio.
Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.
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Figura: 6. PC.
Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.

Implementaciéon y manejo del sistema de pinzas opticas.
Reunir todos los elementos necesarios para empezar la implementacion.
Comprobar la funcionalidad de cada uno de los elementos.

Después de haber escogido el laser que se vaya a usar, se debe caracterizar, ver el perfil que

tiene que debe ser gaussiano, la potencia y longitud de onda.

Luego se debe ir alineando los elementos en el sistema de microscopio de la manera mas

adecuada e ir comprobando su eficacia.

Es importante tener en cuenta la distancia que se coloca la camara CCD del lente de
observacién para obtener una buena imagen de los objetos u organismos en la PC, que

previamente debe haberse instalado el software de la camara que se vaya a utilizar.

Para el funcionamiento correcto del atrapamiento que se da en el sistema, el laser debe estar
perfectamente centrado y alineado con el objetivo de microscopio. Para darse cuenta de que
el laser ya esta alineado se puede colocar un cuadro de cartulina negra en la platina y observar
si el rayo de luz roja que esta entrando por el objetivo de microscopio esta centrada o si se

tiene que adecuar de una forma diferente.

Se puede poner una sefial en el centro de la cartulina donde esté el lente del objetivo del
microscopio y debe quedar en laser en el centro como se observa en la figura 7.a y si queda

como la figura 7.b o 7.c se debe mover el laser hasta centrar.

) | b c)

Figura: 7.
Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.
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DIAGRAMA PRINCIPAL

@ camara CCD

. Espejo Dicroico

@ Lente de Observacion
@ soporte de Lente

® Laser

© objetivo

7 Platina

8 Fuente de Luz

9 Computadora

Figura: 8. Diagrama del sistema de pinzas opticas.
Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.
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PARA PREPARAR LA MUESTRA.

En un portaobjetos colocamos cinta aislante que previo le hemos hecho un agujero en forma

de circunferencia con una perforadora. Figura 9.

En el agujero colocamos una pequefia muestra con una gota de agua destilada y la cubrimos
con un cubreobjetos, se forma como una rendija y en la que la muestra estd en un medio

acuoso y puede ser manipulada.

Procedemos a realizar el atrapamiento con el laser y a observar el proceso mediante la

camara CCD en la PC.

Porta objetos

— —

T
o muestra

Cinta Cubre objetos

Figura: 9. Ubicacion de la muestra.
Fuente: Autor.

Elaboraciéon: Autor.
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