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1. Introduccion

Las trampas Opticas pueden utilizarse para atrapar objetos microscopicos, des-
de particulas de algunas micras de diametro hasta particulas con un tamano
nanométrico. Cuando se enfoca un ldser en una regién cercana a un objeto,
se ejercen fuerzas que al equilibrarse producen un potencial aproximadamente
cuadratico. El objeto sobre el que incide el laser queda atrapado y mientras su
desplazamiento sea pequeno, actiia en él una fuerza de restitucion proporcional
a su distancia del punto de enfoque. Al observar el comportamiento del objeto
atrapado es posible obtener informacion sobre el sistema en el que se encuen-
tra. En estudios bioldgicos se utilizan para medir la propiedades de proteinas y
células. En el area de la dinamica de soluciones, las trampas épticas se utilizan
para medir las fuerzas de interaccion entre particulas, las propiedades del medio
y el comportamiento de objetos suspendidos.

A. Ashkin reporté por primera vez la manipulacion de objetos microscopios
utilizando presion de radiacién en 1970 [I]. En su trabajo, se enfocé un laser en
modo T'E My, (perfil gaussiano) sobre esferas de latex de 2.68um de didmetro
suspendidas en agua. Las esferas fueron simultaneamente atrapadas cerca del
eje del haz y empujadas en la direccién de propagacién. Su movimiento fue
observado utilizando un microscopio. Ademas, se logré una verdadera trampa
estdtica utilizando dos haces propagandose en sentidos opuestos y enfocados en
el mismo punto.

Ashkin y su equipo lograron anos después la primera trampa estatica de un solo
haz [4], actualmente llamada simplemente pinza éptica o trampa éptica. Utili-
zando un solo haz enfocado, construyeron una trampa estable capaz de atrapar
objetos con tamanos desde 25 nm hasta 10 um. La clave para la estabilidad
de este arreglo es que el laser sea enfocado por un objetivo de microscopio con
apertura numérica grande (NA > 0.9). Este diseno es la base para las trampas
que se usan actualmente.

Las trampas Opticas se han aplicado en diversas areas cientificas, como la bio-
logia, la medicina y la ciencia de los materiales. Se ha demostrado que es po-
sible utilizar esta tecnologia para manipular organismos vivos. Utilizando un
laser infrarrojo, es posible atrapar y manipular células, virus y macromoléculas
sin danarlos. Virus del mosaico del tabaco y E. Coli fueron atrapados y mani-
pulados por Ashkin y Dziedzic sin producirles dano aparente [3]. Ademds, se
encontré que la levadura es capaz de reproducirse en trampas infrarrojas y que
glébulos rojos humanos y organelos dentro de células pueden manipularse sin
dano visible [5]. Desde entonces, las trampas épticas se han utilizado para medir
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las caracteristicas de sistemas bioldgicos. Por ejemplo, la elasticidad de células
de epitelio pulmonar humano [30], la capacidad de elongacién de los glébulos
rojos humanos, la fuerza que ejerce la molécula de kinesina [21] y la fuerza de
doblamiento de distintas proteinas [19].

También son muy utilizadas para el estudio de suspensiones y coloides. Una
trampa puede utilizarse como un microscopio de fuerza. Si se conoce la rigidez
de la fuerza de restitucién, se puede inferir la fuerza externa que actia sobre
la particula atrapada midiendo su desplazamiento desde el centro de la trampa
[14]. Se ha medido la fuerza ejercida entre particulas en un cristal liquido [31] y
las fuerzas de interaccién entre particulas en un coloide [23] . Trampas oscilantes
se han utilizado para estudiar las fuerzas hidrodindmicas sobre una particula
que se mueve cerca de una superficie [16].

La manipulacion 6ptica también puede ser usada para formar estructuras mi-
croscopicas. Es posible utilizar trampas hologréaficas para formar un arreglo de
esferas de silice en agua para luego agregar NaCl a la solucion. La presencia de
sal permite que las esferas se acerquen y se unan por interaccion electrostatica.
De este modo se obtiene una estructura de silice que permanece aun después de
apagar la trampa [11]. Esta formacién de estructuras puede utilizarse para cons-
truir patrones de esferas sobre los que se deposita silicio para formar cristales
foténicos [0]. Ademads, es posible manipular cilindros metalicos microscépicos
para ensamblarlos en estructuras con posible aplicacién a la electrénica minia-
turizada [26].

La deteccion de una particula atrapada se realiza cominmente utilizando un
Dispositivo Sensible a la Posicién (PSD por sus siglas en inglés) o un Fotodetec-
tor de Cuadrantes (QPD por sus siglas en inglés). Ambas clases de detectores
funcionan de manera similar, produciendo una corriente proporcional a la luz
incidente. Un PSD tiene un solo fotodiodo cuadrado o rectangular, mientras
que un QPD consiste de cuatro fotodiodos distribuidos cuadrantes. Cualquiera
que sea el tipo de fotodetector, su funcion es captar un ldser y producir una
corriente que se interpreta como la posicion del objeto atrapado. El laser de-
tectado puede ser el mismo que se utiliza para formar la trampa o un segundo
laser, independiente que sirve inicamente para rastrear su posicion. Utilizando
un fotodetector, es posible alcanzar una resolucién temporal del movimiento en
el orden de las decenas de kHz [I7]. Cuando es necesario rastrear mas de una
particula, se debe utilizar un fotodetector por cada una de ellas. Una conse-
cuencia de esto es que solo es posible conocer la posicién relativa respecto al
equilibrio de cada una y no la distancia entre ellas. Si se utiliza un solo detector,
el campo de vision es muy reducido y es posible que dos particulas juntas no se
distingan independientemente [22].



En cambio, en esta investigacion se ha utilizado una cadmara con sensor CMOS
de ultra alta velocidad para tomar videos del movimiento de la particula. La
posicién del objeto a estudiar no se registra como una corriente en un fotodetec-
tor sino como una imagen digital en donde la particula de distingue claramente
como un objeto esférico brillante. Esto permite visualizar la muestra en tiem-
po real. La posicién instantanea de la particula se calcula autométicamente
mediante un algoritmo que encuentra el centro del objeto brillante. La conca-
tenacion de todas las posiciones calculadas forma la trayectoria de la particula.
Una ventaja de este tipo de rastreo es que permite distinguir claramente entre
varias particulas atrapadas. Al usar una camara para estudiar particulas atra-
padas, es posible obtener una imagen clara del sistema estudiado y conocer la
posicién de varios objetos a la vez. La trayectoria que sigue una particula se
analiza para obtener informacién del sistema. Con ella se calcula la rigidez de
una trampa en un proceso llamado caracterizacion. La rigidez de una trampa
es la constante de proporcionalidad entre el desplazamiento desde la regién de
enfoque y la fuerza de restitucion. Conocerla es indispensable para utilizar el
instrumento.

En esta investigacion, se utilizan videos de alta velocidad para caracterizar la
rigidez de tres trampas épticas. También se analiza la capacidad de resolucién
temporal y espacial que tiene una camara de alta velocidad al rastrear particulas
atrapadas. Para lograr esto, se ha analizado la trayectoria de una particula y
su correspondiente funcion de densidad espectral bajo distintas condiciones de
iluminacion y velocidades de obtencién de video. Se cuantifica el efecto que las
condiciones de iluminacién tienen en la capacidad de resolucién temporal.

El capitulo II es una descripcion tedrica de una trampa éptica. En este capitulo
se explica el proceso de captura de una particula y las caracteristicas fisicas de
su movimiento. En el capitulo III se describe el arreglo experimental. El capitu-
lo IV trata sobre el proceso de preparacion de imagenes. Ademds, se describe el
algoritmo para detectar automaticamente una particula y se cuantifica el ruido
presente en las iméagenes. En el capitulo V se explica el proceso de caracteri-
zacion de la trampa optica. En el capitulo VI se presentan los resultados de la
caracterizacién. Estos resultados muestran el efecto de la iluminacion y la velo-
cidad de video en la caracterizacion de las trampas. En el capitulo VII, se hace
una comparacion entre los resultados obtenidos y los presentados por investi-
gaciones similares. Por iltimo, en el capitulo VIII se presentan las conclusiones
de esta investigacion.
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2. Descripcion Tedrica

2.1 Fisica de la trampa optica.

Una trampa 6ptica se crea al enfocar un laser utilizando un objetivo de micros-
copio de apertura numérica grande. La apertura numérica (N A) de un objetivo
cuantifica el angulo maximo que hace un haz enfocado con la normal de la
muestra (fig. . La relacion entre la apertura numérica y éste angulo maximo
a es NA = nsin(«) Una particula dieléctrica que se encuentre cerca de este
foco experimenta una fuerza. Si el indice de refraccién de la particula (n,) es
menor al del medio en que se encuentra (n), esta fuerza la desplazara fuera
del punto de enfoque. Pero si su indice de refraccién es mayor al del medio, la
fuerza sera atractiva hacia el punto de enfoque. Para desplazamientos pequenos
desde este punto, la fuerza es aproximadamente lineal y puede ser modelada
satisfactoriamente como un pozo cuadrado de potencial. El movimiento de la
particula atrapada es similar al movimiento arménico simple producido por un
resorte con rigidez . Por esto, una trampa se caracteriza por una rigidez x que
determina la proporcionalidad entre la fuerza de restitucion y el desplazamiento
del objeto atrapado.

(a) NA; (b) NA3

Figura 2.1: La apertura numérica de un objetivo determina el &ngulo maximo que hace el laser con la muestra.
En esta ilustracién, NA; > N As.

En esta investigacion se han utilizado particulas esféricas de poliestireno con
didmetro de 1.9 pum e indice de refracciéon de 1.6 (para una longitud de onda



6 CAPITULO 2. DESCRIPCION TEORICA

de 1064 nm) suspendidas en agua. Para formar la trampa se utilizé un laser
con longitud de onda de 1064 nm. Idealmente, el laser que produce la trampa
se enfoca en la regiéon minima permitida por la difraccién. Como el indice de
refraccion de las esferas microscépicas es mayor que el del agua, una particula
cercana a la regién de enfoque experimenta una fuerza de restitucion.

En el régimen geométrico, cuando R >> A siendo R el radio de la particula y A
la longitud de onda de la luz incidente, se puede explicar la interacciéon entre una
particula dieléctrica y el laser utilizando un modelo de rayos. La idea general es
que un haz laser puede imaginarse como una infinidad de rayos independientes
que inciden en la particula atrapada y sufren reflexién y refraccion. Luego, los
rayos transmitidos contintian su camino dentro de la particula hasta alcanzar
de nuevo la interfaz con el medio donde vuelve a reflejarse y refractarse. Este
proceso se repite indefinidamente, cada vez con menor intensidad. Cada uno
de estos procesos imparte una fuerza al objeto atrapado y la fuerza total que
actuia sobre él es la suma de todas las contribuciones de los rayos individuales
en todas sus reflexiones y refracciones.

A continuacion se describe el calculo de la fuerza de una trampa con longitud de
onda A que interactiia con un objeto esférico con radio R >> \. Estrictamente,
el radio de las particulas en esta investigacion es del orden de la longitud de
onda de la trampa. Debido a esto, la region de enfoque no puede simplificarse a
un solo punto y el modelo geométrico pierde validez. En cambio, debe tomarse
en cuenta que las dimensiones del enfoque no son despreciables comparadas
con las de la particula. Esto altera el resultado del cédlculo. A pesar de que
las dimensiones de la particula no son lo suficientemente grandes para utilizar
el régimen geométrico, hacer el calculo es 1util para entender las propiedades
generales de una trampa y su dependencia con la apertura numérica del objetivo.

Un rayo de luz con potencia P incide en una esfera dieléctrica con indice de
refraccién ny transportando una cantidad de momento por segundo F' = n,P/c
donde n; es el indice de refracciéon del medio y ¢ es la velocidad de la luz. La
superficie tiene un coeficiente de transmisién 7' y de reflexion R que dependen
del angulo de incidencia y polarizacién de la luz y del indice de refraccién
relativo entre el objeto y el medio n = Z—f Estos coeficientes se calculan de
acuerdo a las ecuaciones de Fresnel. Luego de incidir sobre la superficie, el rayo
se descompone en una parte transmitida y otra reflejada. Al interior del objeto,
se transmite un rayo con potencia PT que lleva una cantidad de momento por
segundo F; = nyPT /c. El rayo reflejado tiene una potencia PR e imparte una
fuerza con magnitud F, = nyPR/c. La parte transmitida continia su camino
hasta volver a encontrarse con la interfaz para volver a transmitirse, ahora
con potencia PT? y reflejarse con potencia PRT (ver figura . La fuerza
total sobre la esfera es la suma vectorial de las contribuciones de cada rayo
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Figura 2.2: Esquema que muestra un rayo de potencia P incidiendo en la particula. Este rayo sufre reflexién
y difraccién y el proceso se repite.

transmitido que escapa de la esfera con potencias PT?, PT?R,...PT?R". La
fuerza neta que actia sobre el centro de la particula es [2]:

ny P T?[cos(26 — 2r) + Rcos26)
Fo=—]1 20 — 2.1
° c [ - ficos 1+ R? 4 2Rcos2r (21)
ni P , T?[sin(20 — 2r) + Rsin20)
F,=— 20 — 2.2
g c {Rsm 1+ R? 4 2Rcos2r (22)

F es la fuerza en la direccion del rayo incidente llamada "fuerza de dispersion’.
Se le llama asi porque la suma de las contribuciones Fy de todos los rayos en
un haz produce una aceleraciéon en la direccién de su eje. Fy es la fuerza en la
direccién normal a la direccién del rayo y se le llama 'fuerza de gradiente’ debido
a que la suma total de todas las contribuciones Fj; en un haz es conservativa y
puede expresarse en funcién de la distancia al punto de equilibrio. La magnitud
de la fuerza total que sufre la particula es F' = (/F? + F7. Ademds, 0 es el
angulo de incidencia original del rayo con la normal a la superficie la particula
y r es su angulo de refraccién r = arcsin[ﬁ—isin@]
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Es conveniente definir una magnitud que no depende de la potencia del rayo
incidente para observar la manera en que se distribuye la fuerza total en sus

componentes Fy y Fy. Este factor adimensional es @) = ncf;g, llamado eficiencia.

Utilizando la eficiencia @) es posible comparar la accién de la trampa segiin su
configuracion geométrica, sin considerar la potencia incidente o las propiedades
del medio.

Utilizando las ecuaciones anteriores para Fy y F,, se ha calculado la eficien-
cia () total, de dispersion y de gradiente para una particula de poliestireno.
Los resultados muestran por qué es necesario utilizar un objetivo de apertura
numérica grande (NA > 0.9) si se desea obtener una trampa estable: los ra-
yos que inciden con un dngulo pequeno a la particula, solamente producen una
fuerza de dispersion. Unicamente los rayos que inciden con un éngulo grande
producen una fuerza de gradiente en la direccién perpendicular a su trayectoria
original. Si se utiliza un objetivo de microscopio de apertura numérica pequena
(NA < 0.9), la mayor parte del haz incide sobre la particula con un angulo
menor al necesario para producir una trampa. Solo al utilizar un objetivo con
apertura numérica grande es que una parte considerable del haz incide con el
angulo suficiente para que la fuerza que acelera al objeto lejos del objetivo sea
equilibrada.

Eficiencia de un rayo

0.8

0 . . . . . . . .

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Angulo de incidencia

Figura 2.3: Eficiencia @ producida por un rayo incidente. Se observa que la fuerza de gradiente tiene un
méximo en §=71.9 °. Estas curvas han sido calculadas utilizando las ecuaciones presentadas en [2]



2.1. FISICA DE LA TRAMPA OPTICA. 9

El cdlculo de la eficiencia de un rayo individual se muestra en la figura[2.3] La
fuerza de gradiente ejercida en una particula de poliestireno es maxima cuando
el rayo incide con un angulo de 71.9°. Este cdlculo considera un rayo tunico, la
fuerza real que actia sobre una particula atrapada es la suma (integral) de las
contribuciones de todos los rayos que conforman el haz.

Para calcular la fuerza que actiia sobre una particula, separamos el problema es
sus componentes vertical y horizontal. Un desplazamiento se considera vertical
si es en la direccion de propagacién del haz y horizontal si es en la direccién
perpendicular a esta propagacién. Para encontrar la fuerza que actia sobre
la particula, se considera el haz incidente como formado por un nimero muy
grande pero finito de rayos individuales. Luego se calcula la contribucién de cada
rayo a partir de la geometria del sistema. Los detalles del anélisis geométrico
pueden encontrarse en [2]. En este régimen, la fuerza no depende del radio de
la particula asi que en lo que se presenta a continuacién se ha tomado un radio
unitario y sin dimensiones.

En una trampa éptica tridimensional, existe un punto de equilibrio en donde la
fuerza total sobre la particula es nula. Para que esto suceda en el eje vertical,
la incidencia del haz debe ser lo suficientemente oblicua para que la fuerza
de gradiente equilibre a la fuerza de dispersién. Considerando cémo inciden
los rayos en una particula desplazada ligeramente del punto de equilibrio, se ha
calculado la fuerza vertical ejercida por el haz en funcion de este desplazamiento.

Eficiencia de Restitucion Vertical o Eficiencia de Restitucion Vertical

— —— - Dispersion
Gradiente
Total

0.2

Qtotal

-0.2 . 9 021

03 n L L L L 03 n L L L L
-15 -1 -0.5 0 0.5 1 15 -1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 15

Desplazamiento vertical [radio] Desplazamiento vertical [radio]

Figura 2.4: Fuerzas sobre una particula desplazada en el eje vertical. Se muestra la fuerza total, de dispersién
y de gradiente. Se muestra también el punto de equilibrio vertical, desplazado del origen.

En la figura se puede notar que el punto de equilibrio vertical no esta exac-
tamente en el origen de coordenadas, que es el punto de enfoque del haz. Esto
es consecuencia de que la presiéon de radiacion del laser produce una aceleracion
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que debe ser equilibrada. Solo cuando la particula se ha desplazado del origen,
sufre una fuerza de gradiente vertical en sentido contrario lo suficientemente
fuerte para lograr el equilibrio.

Del mismo modo, considerando cémo inciden los rayos cuando el desplazamiento
es en el plano horizontal, se calcula la fuerza de restitucion en funcién de este
desplazamiento. Como se muestra en la figura 2.6, su punto de equilibrio si esta
en el origen.

02Eficiencia de Restitucion Horizontal

015
01

0.05 -

0

Qtotal

-0.05

01t

-0.15

-0.2
-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 1.5

Distancia horizontal

Figura 2.5: Fuerza total sobre una particula desplazada en el eje horizontal. La linea vertical marca el punto
de equilibrio, que es el origen de coordenadas.

El calculo anterior muestra que una particula atrapada esta bajo el efecto de
una fuerza de restitucién aproximadamente lineal cuando su desplazamiento
del punto de equilibrio es pequeno. Mientras la particula no se aleje demasiado
del punto de equilibrio, el efecto de la trampa puede modelarse como el de un
resorte con constante k. Esta constante de rigidez es la caracteristica funda-
mental de una trampa. Si no existe alguna fuerza externa sobre la particula,
su desplazamiento del equilibrio es producto de la interaccién browniana con el
medio, que no es lo suficientemente intensa como para alejar a la particula una
distancia considerable del punto de equilibrio.

2.2 Movimiento browniano libre

Una particula suspendida en un liquido presenta un movimiento aleatorio lla-
mado movimiento browniano. Se trata de un movimiento irregular en el que la
trayectoria de la particula presenta cambios de direccion y velocidad aleatorios.
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Este movimiento es el resultado de las colisiones que suceden constantemente
entre la particula y las moléculas del liquido.

Una particula libre en movimiento browniano tiene una trayectoria aleatoria
debido a que constantemente estd siendo modificada por una fuerza también
aleatoria. No es posible conocer su posiciéon final en algin instante determinado
pero si la probabilidad de que se haya desplazado cierta distancia en cierto
tiempo.

El comportamiento de una particula libre se describe por la ecuacién estocastica
de Langevin

mi(t) = —yi(t) + F(t) (2.3)

En donde 7 es el coeficiente de friccién, D el coeficiente de difusion y F(t) es
una funcién aleatoria que se describe mas adelante. El primer término del lado
derecho representa la friccion entre la particula y el medio. El segundo término
representa la fuerza aleatoria producida por la interaccién entre las moléculas

del medio y la particula. La funcién aleatoria es F'(t) = yv2DW (t) donde W (t)
es la funcién de ruido blanco y cumple con las siguientes caracteristicas.

(W) =0 (W(t))=0 (WHW())=dw (2.4)

Para el caso de particulas esféricas con radio R, el coeficiente de friccién es
v = 6mnR donde n es la viscosidad del medio, conocido como coeficiente de
Stokes. Esta aproximacion es valida solamente para particulas que se mueven
muy lejos de alguna superficie. Una particula atrapada por una trampa éptica se
mueve cerca de la superficie plana de un porta objetos. El efecto que esto tiene
sobre el coeficiente de friccidn se describe al final de este capitulo. El coeficiente

de difusién esta dado por D = l‘”’%

La ecuacién de Langevin para la velocidad es
mo(t) = —yu(t) + F(t) (2.5)

Estas ecuaciones tienen la soluciéon general

x(t) = xo +/O v(s)ds (2.6)
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v 1 t o
v(t) = e mlyy + —/ e~ m=) F(s)ds (2.7)
m Jo

Como F(t) es una funcién aleatoria, estas soluciones no son tutiles para predecir
la posicion o velocidad instantanea de la particula en algin tiempo dado. En
cambio, sirven para conocer la estadistica de este movimiento.

Lo primero que se observa de la solucion general es que la velocidad original

de una particula en movimiento browniano se disipa rdapidamente. El término
_ . . ;. .

e~ m'yy disminuye rédpidamente y es despreciable para valores de ¢ mucho ma-

yores a % La cantidad 7 = % es el tiempo caracteristico de relajacion del

sistema. El movimiento en tiempos menores que este tiempo caracteristico se
conoce como balistico. Aun con velocidades de video ultra rapidas, el movimiento
balistico no es observable. Una esfera microscépica con R ~ 10~%m y densidad
de p ~ 1g/cm? tiene un 7 ~ 10775 en agua. Una cdmara de alta velocidad capaz
de obtener 500k cuadros por segundo, toma una imagen cada 2 x 107%s, lo cual
es insuficiente para reconocer movimientos en la escala temporal de 7

Utilizando las soluciones generales para el movimiento browniano se puede
calcular la estadistica de sus posiciones. La caracteristica mas utilizada pa-
ra estudiar un movimiento browniano es su desplazamiento cuadratico medio
((z(t) —z0)?). Utilizando las soluciones anteriores se puede demostrar que, siem-
pre que el tiempo transcurrido sea mucho mayor que 7,

((x(t) — 20)*) = 2Dt (2.8)

Esta expresion permite conocer el coeficiente de difusién D a partir de los datos
de posicion de una particula libre.

Ademas, el hecho de que las escalas temporales de un experimento son mucho
mayores a 7, justifica que en lugar de utilizar la ecuacién de Langevin, se pueda
utilizar su versiéon amortiguada para describir el movimiento. Esta ecuacién
amortiguada de Langevin es el resultado de ignorar el término inercial mz(t)
en la ecuacion 2.3

i =V2DW(t) (2.9)

De aqui se puede conocer el espectro de frecuencias del movimiento browniano.

La transformada de Fourier de W (t) cumple con |W(f)[> = 1. Entonces, to-
mando la transformada de Fourier de toda la ecuacién se obtiene
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Vab .

() = 25 W) (2.10)

Y con esta expresién se puede calcular el espectro de frecuencias P(f) = |Z(f)[>.
O sea,

D

P(f) = i (2.11)

Esta expresion para el espectro de frecuencias se grafica en una escala logaritmi-
ca como una recta decreciente con pendiente m = —2.

ngspectro de potencias teorico, particula libre

102 F

10 F

(unidades arbitrarias)

P()
/

108
10° 10 102 10° 10
Frecuencia (Hz)

Figura 2.6: Espectro de potencias teérico de una particula libre.

2.3 Movimiento browniano en un potencial cuadrati-
co

Cuando la particula estudiada esta atrapada, se encuentra en un potencial que
puede ser modelado como cuadratico. Ademas de la fuerza aleatoria, la ecuacién
amortiguada de Langevin incluye una fuerza de restitucion

#(t) = —gx(t) +V2DW (1) (2.12)
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A partir de esta ecuacion se encuentra el espectro de potencias de una particu-
la atrapada. Acomodando y tomando la transformada de Fourier de toda la
ecuacion se obtiene

— (27 N)E(f) + gi’(f) — V2DW(f) (2.13)

(2.14)

Calculando P(f) y organizando los términos se llega a una expresién para el
espectro de frecuencias de una particula atrapada

D 1
2 (2 + (55)?)

Y

P(f) (2.15)

El espectro de potencias de una particula atrapada es una funcién conocida
como lorentziana. La forma de esta funcién estd determinada tnicamente y
por su frecuencia de corte f. = % La grafica de una funcién lorentziana, en

escala logaritmica, tiene una seccién aproximadamente horizontal seguida de
una seccién decreciente. Entonces, la forma que tiene el espectro de potencias
de una particula atrapada se relaciona con la constante de rigidez de la trampa.
Esta relaciéon se puede utilizar para conocer la rigidez de una trampa a partir
del movimiento de las particulas que atrapa.

2.4 Correcciones hidrodinamicas

El coeficiente de friccién hidrodinamica v se utiliza para calcular la rigidez
de una trampa f. = # Una particula esférica lejos de una superficie tiene

un coeficiente de friccion dado por v = 67nR. Una particula atrapada por
una trampa Optica no se encuentra muy lejos de otras superficies. La region
de enfoque de una trampa se encuentra normalmente a algunas micras de la
superficie de vidrio del porta objetos, normalmente entre 7 y 9 micras en esta
investigacion. Esto produce un cambio observable en el coeficiente de friccién
y debe realizarse una correccién de v para tomar en cuenta este efecto. Esta
correccién, para una esfera de radio R a una distancia h de la superficie, es [12]
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Espectro de potencias tedrico, particula atrapada
10

=)
°©

P(f) (unidades arbitrarias)

Frecuencia (Hz)

Figura 2.7: Espectro de potencias de una particula atrapada, calculado para una trampa con kK = 20%. La
linea vertical muestra la frecuencia de corte.
v
Vhidro =~ 1 9 R (216)
T 16h

En adelante, el coeficiente v ya incluye el efecto de la distancia entre la particula
y el porta objetos.
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3. Arreglo experimental

Arreglo Experimental
lluminacién

Muestra

Objetivo

— s
Laser

3

Cémara

Figura 3.1: Esquema de la trampa 6ptica con que se hicieron los experimentos.

Se ha construido una trampa optica para llevar a cabo los experimentos. Se uti-
lizé un laser infrarrojo con longitud de onda de 1064 nm. Para formar la trampa
se utilizé un objetivo de inmersién en aceite Nikon 100z con apertura numérica
NA = 1.25. Esta apertura numérica permite un angulo maximo con la normal
de la muestra de 80 deg. Se han utilizado dos lentes (L; y L) planoconvexos con
distancias focales de 10 cm y 20 ¢cm para colimar el haz y hacerlo mas ancho de
modo que llene completamente la apertura trasera del objetivo. La iluminacién
del sistema consiste en un LED de alta intensidad alimentado por una fuentes
de corriente. Un espejo dicroico hace incidir el laser sobre el objetivo y a la vez
permite el paso de luz proveniente de la muestra. Esta luz es dirigida hacia la
camara usando un espejo. Se utilizé un lente (Ls)con distancia focal de 10 cm

17
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para formar una imagen en el detector de la cdmara. Este arreglo se utiliz6 para
atrapar particulas esféricas de poliestireno con un didmetro de 1.9 = .03um a
una distancia de 6um de la superficie del porta objetos.

La camara utilizada es una Photron SA1.1. Se trata de una camara de alta
velocidad con velocidad de obtencién de hasta 675,000 cuadros por segundo.
Cuenta con un sensor CMOS con pixeles de 20 pum. Las velocidades de obtencion
utilizadas fueron de 10k, 100k, 300k y 500k cuadros por segundo. Los videos
obtenidos fueron procesados cuadro por cuadro en un formato de 8 bits donde
la intensidad en cada pixel se representa con un niimero entero entre 0 y 255.

3.1 Calibracién espacial

Al analizar el video de una particula atrapada se obtiene su trayectoria en pixe-
les. Para que esta trayectoria tenga sentido fisico hay que conocer la equivalencia
entre pixeles y nanémetros. Esta equivalencia se encontré desplazando la plata-
forma que porta la muestra y observando el cambio en la posicién de la imagen
de una marca. Ademas, esta medicién se confirmé de dos maneras: utilizando la
imagen de una particula atrapada y analizando una imagen de prueba. Segin
la informacion del fabricante, la desviaciéon estandar del didmetro de las esferas
es .03um que es muy pequena comparada con el didmetro promedio de 1.9um.
Esta consistencia permite hacer una comparacion entre el diametro aparente de
una particula y el nimero de pixeles que ocupa en una imagen. En este caso el
didmetro aparente fue de 14 pixeles.

Intensidad
3 B

0 10 20 30 40 50 60

Pixeles
(a) Particula (b) Perfil de intensidad sobre el didmetro ho-

rizontal.

Figura 3.2: El didmetro aparente de la particula se utiliza para encontrar la equivalencia de pixeles a nanéme-
tros.

Para formar una imagen de prueba se utilizé la tabla de evaluacion USAF 1951.
Se trata de un conjunto de marcas de distintos tamanos utilizadas para conocer
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la resolucion de un microscopio. La equivalencia se encontré midiendo el ancho
en pixeles de las marcas del elemento 7 — 2. Esto es, el elemento 2 del grupo
7, que estd formado por tres barras negras con un ancho de 3.48um. En las
imagenes, estas barras aparecen con un ancho de 26 pixeles.

80

70

60

50

40

Intensidad

30

20

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Pixeles

(a) Grupo 7-2 USAF 1951. (b) Perfil de intensidad.

Figura 3.3: El ancho de las lineas horizontales de es de 3.48um. El perfil de intensidad de la imagen permite
conocer su ancho en pixeles.

Los tres métodos para conocer la equivalencia fueron consistentes. Se determiné
una equivalencia de 135 nandémetros por cada pixel.
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4. Microscopia Digital

4.1 Algoritmo de deteccion

Cada cuadro del video es analizado de manera automatica para localizar la po-
sicion de la particula. Para lograr esto se ha utilizado un algoritmo propuesto
por J. Crocker y D. Grier, conocido actualmente por el nombre de sus creadores
[10]. El proceso consiste en perfeccionar cada imagen eliminando el ruido para
después identificar a la particula como el objeto mas brillante en cada imagen
y calcular su posicién como las coordenadas del centro de masa ese objeto. En
esta investigacion se tomaron videos que contienen tinicamente a una particula
asi que su trayectoria es simplemente el conjunto de todas las posiciones indivi-
duales. Atn asi, este algoritmo también es 1til cuando en una imagen aparece
mas de una particula, e incluso cuando el brillo de cada una es distinto. En estos
casos, el brillo aparente de cada una de ellas aporta informacién sobre su pro-
fundidad y se determina cada trayectoria de acuerdo a los desplazamientos de
las posiciones calculadas en cada cuadro del video. El método consiste de cua-
tro etapas: corregir las imperfecciones en la imagen, determinar una coordenada
posible para la particula, perfeccionar ésta primera suposicién y concatenar los
resultados en una trayectoria.

Una imagen digital contiene imperfecciones como ruido y contraste no uniforme
producidas por efectos propios de la cdmara o por cuestiones de iluminacién.
Estas imperfecciones alteran el proceso de deteccion. Una imagen digital en
escala de grises se representa como una matriz con las mismas dimensiones, en
donde cada elemento es el valor del brillo del pixel correspondiente. Es decir,
una imagen puede ser representada como una matriz I(x,y). Como se verd mas
adelante, la deteccion de la particula se basa en estos valores de I y es necesario
eliminar el ruido para que no altere el resultado. A continuaciéon se utiliza una
imagen, en la que se observa una particula atrapada, para mostrar este proceso.

Figura 4.1: Imagen de la particula antes del procesamiento.

21
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El primer procesamiento pretende eliminar el fondo de la imagen. Este fondo
contiene modulaciones de intensidad que producen errores en la deteccion. Pri-
mero debe determinarse un tamano caracteristico w en pixeles, el cual es mayor
que el radio aparente de la particula. Luego se opera un promedio de caja de
tamano 2w + 1 sobre la imagen original. Esto produce una nueva imagen que
representa el fondo promediado y esta dado por.

w

Y I@+iy+)) (4.1)

1,]=—wW

1
Ly(z,y) = m

La operacién del promedio se realiza mediante una convolucién entre la matriz
que representa a la imagen original y el kernel de tamano 2w + 1

1

K,=— 4.2

Y Qw4 1)2 (4.2)
El segundo procesamiento busca eliminar el ruido aleatorio que aparece en la
imagen producido por la digitalizacion de la imagen. Este tiene una correlacién
de un solo pixel y puede ser eliminado operando una convolucién de I con un
kernel gaussiano para obtener una nueva imagen.

B = [ Y =0T Y teriyspean( - ) ws)

t=—w 1,]=—w

-2

En donde el primer término es una constante de normalizacién. Esta nueva
imagen esta difuminada y no presenta ruido digital. Es el resultado de una
convolucion entre la matriz que representa a la imagen original y el kernel de
tamano 2w + 1:

Kaiod) = [ 32 eon(=E0) "ean( - L) (4.0

k=—w



4.1. ALGORITMO DE DETECCION 23

(a) Fondo promediado. (b) Convolucién gaussiana.

Figura 4.2: Las dos etapas de procesamiento.

La imagen a analizar es la diferencia entre los dos procesos anteriores, Iy =
I, —I,. O sea, la imagen final es el resultado de tomar la imagen difuminada y
sustraer de ella el fondo promediado. Luego de hacer esta resta y desechar los
resultados negativos, se obtiene una imagen final en la que solamente aparece la
region brillante de la imagen original. Este proceso ha conservado tinicamente
la parte central de la particula y ha desechado su contorno oscuro.

Figura 4.3: Imagen final producida por el procesamiento.

Ahora que se ha obtenido una imagen procesada, se sigue con la deteccion de la
posicién. La primera estimacién del centro de la particula es simplemente el par
(x,y) del pixel més brillante en la imagen. Con este punto de partida, se calcula
una correccién e con precisiéon mejor que un pixel haciendo un anélisis del brillo
alrededor del centro. El centro real de la particula se calcula de forma similar
a un centro de masas. El brillo de cada pixel en la que aparece la particula,
expresado como un valor entero entre 0 y 255 se multiplica por su distancia al
centro y se divide entre el brillo total. El resultado de esto es una nueva posicién
relativa al centro con coordenadas:

€= — > il(wtiy+ ) (4.5)

i+j<w?
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1 . . .
eg=— > jllx+iy+)) (4.6)
mo ~—,
i+j<w

En donde myg es es el brillo total mg = 3, , .2 I(x+4,y+j). Si |e| > .5, el pixel
del centro de masa de la particula no coincide con el pixel méas brillante. Cuando
esto sucede, se determina un nuevo centro (x,y) agregando (o sustrayendo) 1
pixel de la suposicién inicial. Luego se vuelve a hacer el célculo del centro de
masas. Este proceso se repite hasta que |e| < .5. Entonces, la posicién final serd
(o, Yo = T + €,y + €).

Figura 4.4: Imagen original marcada con la posicién encontrada. Las coordenadas en pixeles de la posicién
calculada son =z = 31.82,y = 16.25

La posicién calculada de la particula depende de su centro brillante. En algunas
ocasiones es posible que esta posicién no corresponda exactamente con el centro
real de la particula. Sin embargo, la posicién calculada es consistente: cuando
la iluminacion provoca que se determine una posicion ligeramente separada del
centro real, esta separacion serd la misma en todas la imagenes de un video.

Figura 4.5: Dos imégenes de la misma particula tomadas con un segundo de diferencia.

Cuando en el video aparecen mas de una particula, existe el problema de trazar
correctamente las trayectorias determinando cudl posicién de un cuadro co-
rresponde a cudl en uno anterior. En esta investigacion solamente aparece una
particula por video, asi que determinar la trayectoria es trivial: simplemente se
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concatenan las posiciones instantaneas. En la figura se muestra la trayecto-
ria de una particula atrapada, obtenida por el método que se ha descrito. Para
el caso mas general en que en el video aparezcan varias particulas, se relaciona
el conjunto de posiciones en un cuadro del video {z;}, con las posiciones en
el cuadro siguiente {y;}. Si en la imagen aparecen varias particulas atrapadas
por distintas trampas separadas por una distancia L, entonces alguna nueva
posicién y; corresponde a otra inicial x; si |z; —y;| << L. Si en cambio se trata
de particulas libres, o de mas de una particula atrapadas por la misma tram-
pa, de modo que no pueda fijarse una distancia caracteristica L, cada nueva
posicién corresponde a una anterior si su desplazamiento 6;; = |z; — y;| maxi-
miza la funcién de densidad de probabilidad P(6;;, At) dada por la ecuacién de
Fokker—Planck del sistema en cuestion.

Y [nm]

Desplazamiento en X [nm]

0 0.2 04 0.6 0.8 1 } -100 -50

0
Tiempo [s] X [nm]

Figura 4.6: Trayectorias en una y dos dimensiones de una particula atrapada.

4.2 Analisis del ruido

El estudio del movimiento de una particula atrapada depende de una deteccién
correcta. Para conocer las limitaciones del algoritmo de deteccion y la validez de
sus resultados, es necesario hacer una analisis del ruido presente en las imagenes.
Cuando se rastrea la posicion utilizando una camara, el ruido en la imagen
se produce principalmente por tres razones: las imperfecciones en el equipo,
iluminacion no uniforme del fondo y el error de deteccién propio de formar una
imagen digital. El ruido de digitalizacion es mas evidente y significativo en una
imagen de baja resolucion en la que la particula ocupa apenas algunas decenas
de pixeles.

La presencia de ruido se caracterizdé de dos maneras. La primera simplemente
mide la diferencia entre la intensidad méaxima de la particula y el promedio
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del fondo de la imagen. La segunda consiste en calcular una razén de senal
a ruido (%) Esta razon entre senal y ruido se cuantifica utilizando el valor
promedio de intensidad de una ventana centrada en la particula (ppet) y la
desviacién estandar (0 fon40) de la intensidad del fondo. Al utilizar un algoritmo
de deteccion de centroide, es necesario que la relaciéon de senal a ruido sea mayor
que 10 para obtener un resultado aceptable [9].

5 - (4.7)

(a) Ventana sobre de la particula. (b) Ventana del fondo sin particula.

Figura 4.7: Ventanas utilizadas para calcular la razén S/R.

Se han utilizado tres niveles de iluminacién, relacionados con la intensidad de la
corriente con que se aliment6 el LED: baja (hasta .5 A), media (entre .5 Ay 2
A) y alta (més de 2 A). A continuacion se analiza el efecto que la iluminacién y

la velocidad de la camara tienen sobre las condiciones de ruido. Los resultados
se organizan de acuerdo a la velocidad con que se tomo el video.
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4.2.1. 10k cuadros por segundo

A esta velocidad de obtencion, solamente se utilizé un nivel bajo de iluminacién.
A simple vista, es el video con imagenes mas claras. Aqui, la caracterizacién
de la trampa estd limitada por la velocidad de obtencion del video y no por la
razén de senal a ruido de la imagen.

Figura 4.8: Particula atrapada. Video tomado a 10k cuadros por segundo.

10k
[luminacion | ftfondo | Ofondo | MATpare | Diferencia | S/R

Baja 106.11 | 2.16 151 44.89 49.43

Tabla 4.1: Caracterizacién del ruido a 10k cps.

Como se vera en la tabla 77, estas mediciones no corresponden a la mejor
resolucion espacial y temporal a pesar de tener la mejor razén de senal a ruido.
Esto se debe a que el tiempo entre cada cuadro es insuficiente para resolver
totalmente el movimiento de la particula atrapada.
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4.2.2. 100k cuadros por segundo

A esta velocidad de obtencién se utilizaron tres niveles de iluminacién. La ilu-
minacién menor es deficiente y hace que la particula casi no se distinga.

(b) Iluminacién media.

(a) Iluminacién baja.

(c) Iluminacién alta.

Figura 4.9: Particula atrapada. Video tomado a 100k cuadros por segundo con tres niveles de iluminacién.

100k
Huminacion | ffondo | Ofondo | MaTpart | Diferencia | S/R
Baja 9.63 0.85 14 4.37 10.68
Media 93.17 | 2.03 112 27.93 38.15
Alta 127.73 | 1.62 165 37.27 74.63

Tabla 4.2: Caracterizacién del ruido a 100k cps.

En el nivel més bajo de iluminacion, la relacién de senal a ruido esta muy cerca
del limite inferior aceptable. Como se puede ver en la tabla esto corresponde
a la peor resolucién tedrica de todas las combinaciones que se hicieron. Ademas,
en la tabla 7?7 se mostrara como esta medicién tiene la peor resolucién observada
experimentalmente.
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4.2.3. 300k cuadros por segundo

A esta velocidad de obtencion se utilizaron dos niveles de iluminacién. La rapida
velocidad de obtencion del video produce imagenes oscuras a pesar de una
iluminacion intensa. A pesar de esta alta velocidad, es facil detectar y rastrear
las particulas.

(a) Iluminacién media. (b) Iluminacién alta.

Figura 4.10: Particula atrapada. Video tomado a 300k cuadros por segundo con dos niveles de iluminacién.

300k
[uminacion | fifondo | Ofondo | MaZpare | Diferencia | S/R
Media 26.12 98 31 4.88 21.95
Alta 54.82 | 1.43 73 18.18 36.76

Tabla 4.3: Caracterizacién del ruido a 300k cps.

La mejor resolucién espacial y temporal se logré con esta velocidad de video,
utilizando una iluminacion alta. Este y otros resultados pueden leerse en la
tabla ?77.
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4.2.4. 500k cuadros por segundo

A esta velocidad de obtencién se utilizaron dos niveles de iluminacién. El video
no es muy claro a simple vista pero estd lo suficientemente iluminado como para

que la particula sea detectada correctamente.

(a) Iluminacién media. (b) Iluminacién alta.

Figura 4.11: Particula atrapada. Video tomado a 500k cuadros por segundo con dos niveles de iluminacién.

500k
Huminacion | ffondo | O fondo | MaTpare | Diferencia | S/R
Media 12.50 .85 16 3.50 12.18
Alta 26.89 .81 36 9.11 31.80

Tabla 4.4: Caracterizacion del ruido a 500k cps.

En las tablas anteriores se puede observar que tanto la diferencia entre el méxi-
mo de intensidad con el fondo como la razén de senal a ruido dependen de la
velocidad de obtencién del video y del nivel de iluminacién. Més adelante se
verd el efecto que esto tiene en la resolucion temporal de una medicién.

4.3 Limite de resolucion del algoritmo

Debido a la presencia de ruido, la deteccion de la posicién de la particula no
es perfecta. El algoritmo de deteccion tiene un limite de resoluciéon dado por
el error maximo producido por este ruido. Una particula con radio aparente s,
presente en una imagen con una razén de senal a ruido S/R procesada usando
una ventana de radio w tiene una incertidumbre dada por [10]:
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se= ()" () gl - e (-] 48

Este Ae, que en este caso estd dado en nandmetros, es una incertidumbre en
la posicién con precisién subpixel calculada por el algoritmo. Debido a esto, se
considera que el limite tedrico de resolucién de este proceso es Ae. Este limite
tedrico depende de las condiciones de iluminacion y velocidad de obtencion a
través de la razén S/R.

Limites de resolucién
Velocidad | Iluminacién | S/R | Ae [nm)]
10k Baja 49.43 2.64
Baja 10.68 | 12.24

100k
Media 38.15 3.43
Alta 74.63 1.75
300k Media 21.95 5.95
Alta 36.76 3.55
500k Media 12.18 | 10.73

Alta 31.80 | 4.11

Tabla 4.5: Limite tedrico de la deteccién.
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5. Caracterizacion

La caracteristica fundamental de una trampa optica es su rigidez. Esto es, la
constante de proporcion entre la fuerza de restitucion sobre un objeto a atrapado
y su distancia al punto de enfoque de la trampa. Conocer esta cantidad es
fundamental para estudiar el comportamiento de sistemas microscopicos y para
manipularlos.

Existen diferentes métodos para caracterizar una trampa, todos ellos basados
en analizar el movimiento de una particula atrapada. Se pueden clasificar en
dos tipos: aplicaciéon de una fuerza conocida y andlisis del movimiento brow-
niano. Los métodos del primer tipo aplican una fuerza a una particula atrapada
y miden cuanto se desplaza desde un punto de equilibrio inicial a uno final. El
nuevo punto de equilibrio provee la informacion necesaria para conocer la cons-
tante de proporcionalidad de la trampa. Los métodos del segundo tipo utilizan
la informacion del movimiento browniano de la particula atrapada, en la que
no actia otra fuerza mas que la de interaccion con el medio y la producida por
la trampa.

En esta seccion se describen y aplican tres métodos basados en el movimiento
browniano. El primero consiste en encontrar la forma del potencial en base a
la distribucién de posiciones. Esto tiene la ventaja de que no asume ninguna
forma para el potencial y puede confirmar su caracter cuadratico. El segundo
calcula la rigidez en funcién de la varianza del movimiento. El tercer método es
un analisis del espectro de frecuencias de la particula atrapada.

5.1 Estadistica de Boltzmann

Este primer método consiste en encontrar el potencial al que esta sujeta la
particula atrapada. Calibrar la trampa de este modo permite confirmar que el
potencial que produce es cuadratico. Ademas de no hacer suposiciones sobre la
forma de este potencial, este método tiene la ventaja de que solamente requiere
que se conozca un parametro del sistema: su temperatura [13].

Una particula en equilibrio térmico con el medio que la rodea tiene un com-
portamiento descrito por la estadistica de Boltzmann. O sea, la densidad de
probabilidad p(x) de encontrarla en cierta regién cuando estd sujeta a un po-
tencial U(z), estd dada por
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U(z)

p(x) = Ce *5T (5.1)

Donde kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y C
es una constante de normalizacién que se escoge para que ffooo p(x)dx = 1. Si

la densidad de probabilidad p(x) es conocida, entonces se puede encontrar el
potencial que la determina

U(z) = —kgTin[p(z)] (5.2)

En donde se ha ignorado un segundo término constante kg7'In[C] que determina
un desplazamiento del potencial y no es importante para el calculo de la rigidez.

La densidad de probabilidad del movimiento se puede conocer a partir del his-
tograma de posiciones de la particula atrapada. Para realizar la calibracién se
obtiene la trayectoria de la particula y se crea un histograma de desplazamientos
relativos al punto de equilibrio. Este histograma es una aproximacion discreta
a la funcién continua p(x).

15000 -

10000

5000 -

Frecuencia (conteo)

-100 -50 0 50 100
Desplazamiento

Figura 5.1: Histogramas de los desplazamientos de una particula atrapada.

Una particula atrapada se localiza normalmente cerca del centro. La distribu-
ciéon del desplazamiento es, por lo menos aproximadamente, gaussiana como
se muestra en la figura . Para conocer el potencial, se calcula el logaritmo
natural de este conjunto discreto de conteos y se multiplica por kgT'.
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| /

Potencial [kB T]
© © ~ (=] (5,0 B w N - o

-100 50 0 50 100
Desplazamiento (nm)

Figura 5.2: Potencial calculado a partir del histograma anterior. La linea muestra el ajuste polinomial con
T=25°C.

La rigidez de la trampa se encuentra haciendo un ajuste polinomial al potencial
discreto que se obtiene. En este caso, se ha hecho un ajuste con un polinomio
de cuarto orden para confirmar que el término cuadratico es mucho mayor a
los demads y que el potencial puede considerarse efectivamente cuadratico. En
la figura anterior se muestra el potencial calculado en ambas dimensiones y un
polinomio ay + z* + aszx® + aw?® + a1 + ap que se ajusta a los datos. Para el
potencial, tanto en z como en ¥y, as/as ~ 1075 y az/ay ~ 107*. Esto justifica
que en adelante, se considere el potencial de la trampa como cuadratico.

Por 1ltimo, se calcula la constante de proporcionalidad x entre el desplazamiento
y la fuerza que ejerce la trampa

Ky e (5.3)

dU(y)
F, = —ky=—— 4
Yy ’fyy dy (5 )

O sea, que se conoce la rigidez k en la direcciéon deseada por

K = 2ay (5.5)
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5.2 Teorema de equiparticién

Ahora que se ha confirmado que el potencial formado por la trampa es cuadrati-
co, es posible aplicar otro método de calibraciéon basado en el teorema de equi-

particion. Este teorema establece que, en equilibrio térmico, cada grado de liber-
tad de un sistema tiene una energia promedio de % Como se ha determinado
que el potencial es cuadratico, la energia potencial de la particula esta dada
por U(s) = %/{82. Considerando la trampa en dos dimensiones independientes,

es posible calcular la rigidez de la trampa a partir de

1 1

5@@2) = §kBT (5.6)

1 1

Sruly?) = kT (5.7)
O sea, una rigidez de K, = % Y Ky = % Como la trayectoria de la particula

se registra como el desplazamiento desde un centro de equilibrio, su promedio

es cero y (x?) = o2,

5.3 Funcion de densidad espectral de potencia

Un método mas para calibrar la trampa es hacer un andlisis de la funcién
de densidad espectral de potencia del movimiento. Consiste en encontrar una
funcion lorentziana que se ajusta a esta densidad espectral. El parametro a a
ajustar contiene la informacién acerca de la rigidez de la trampa. Tedricamente,
el espectro de potencias de una particula sujeta al movimiento browniano y
atrapada por un potencial arménico es una funcién lorentziana [7]:

B D
2w (f2 4 f?)

En donde f. es su frecuencia de corte y se relaciona con las caracteristicas del
sistema por

P(f) (5.8)

fo=— (5.9)

:%
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Y v es la constante de Stokes del sistema. O sea, la rigidez de la trampa esta

dada por k = 2}?

Encontrando la funcién lorentziana que mejor representa el espectro de poten-
cias experimental, se encuentra una frecuencia de corte para calcular la rigidez
de la trampa.

A diferencia de los métodos anteriores, para realizar este analisis es necesario
conocer mas datos acerca del sistema. La presencia del pardmetro ~y hace ne-
cesario conocer la forma del objeto atrapado y la densidad del medio en que
se encuentra. En el caso de particulas esféricas en agua, esto no representa un
problema adicional. En cambio, calibrar la trampa de este modo tiene la ventaja
de que es poco sensible al ruido. La funcion de densidad espectral muestra cla-
ramente la presencia de vibraciones externas y esto permite evitar que afecten
la calibracién.

La densidad espectral de potencia P(e"”p)( f) calculado directamente a partir
de la trayectoria tiene un numero muy grande de puntos con una distribucién
exponencial. Para realizar el ajuste, se calcula un promedio de bloques, que
reemplaza un bloque de n;, puntos consecutivos por su valor promedio.

oL Slean) _ L (eap)
f=m 28 P 20 P (5.10)

bloque bloque

Las nuevas series f y P tienen una distribucién aproximadamente gaus-
siana. Estos datos promediados se utilizan para realizar un ajuste de minimos
cuadrados.
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P(f) en X (unidades arbitrarias)
P(f) en X (unidades arbitrarias)
g

10
10° 10 102 10° 10° 10 102 10° 104 10°
Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz)

(a) Densidad espectral experimental. (b) Densidad espectral promediada.

Figura 5.3: Promedio de una funcién de densidad espectral tomada a 300k cps.

Los parametros de la funcién que mejor ajusta a los datos promediados fi y Py
se calculan con [7].

50,1522 — 51,1512

Je =\ 51 1805 = 801510 (5.11)

D B S0,2522 — 512,2
212 511502 — S0,151 2

(5.12)

Spq = Z fl?ppig (5.13)
k

La funcion de densidad espectral también aporta informacion sobre el limite de
resolucién temporal de la medicion. Se identifica este limite como la regién donde
la funcién observada experimentalmente se vuelve constante. Esta densidad
constante significa que el proceso de deteccién no tienen la capacidad para
resolver movimientos con una frecuencia mayor. Para poder cuantificarlo, se ha
definido la frecuencia limite de resolucion del movimiento como la interseccién
entre la funcion de ajuste y el promedio de la regiéon constante de la densidad
espectral.
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P(f) en X (unidades arbitrarias)

10° 10 102 10° 10t
Frecuencia (Hz)

Figura 5.4: Una funcién de densidad espectral tomada a 100k cps y su ajuste. Las lineas discontinuas marcan
el limite de resolucién temporal. En este ejemplo, la razén de sefial a ruido es de 10.68 y la interseccién entre
el ajuste y la horizontal es de apenas 4440H z.
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6. Resultados

En esta seccion se presenta la rigidez calculada usando los métodos descritos.
Se han caracterizado tres trampas con potencias de 28 mW, 62 mW y 125 mW
observadas bajo distintas condiciones de video e iluminacion.

6.1 Estadistica de Boltzmann

Al caracterizar la trampa por este método, se ha confirmado la forma del po-
tencial. La trampa 6ptica produce en la region de enfoque un potencial que
puede considerarse cuadratico. También se puede observar como una particula
en una trampa mas potente, tiene un movimiento que se aleja menos del centro
de la trampa. Sin embargo, no es posible saber si existen vibraciones externas
que alteren el resultado. Si la particula atrapada estuviese sujeta al efecto de
vibraciones externas, podria suceder que su posicion se aleje del centro con mas
frecuencia de lo que se esperaria en ausencia de ruido externo. Un histograma en
presencia de ruido seria mas ancho que en condiciones ideales. A consecuencia
de esto, el potencial calculado seria mas ancho y se calcularia una rigidez por
debajo de la real.
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6.1.1. 10k cuadros por segundo

La caracterizacion bajo esas condiciones muestra la forma cuadrética del po-
tencial formado por la trampa. A esta velocidad de obtencion, el histograma de
posiciones es menos gaussiano que lo obtenido bajo otras condiciones. Ain asi,
es posible hacer un ajuste cuadratico al potencial observado experimentalmente,
como se muestra en la figura 6.1
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Figura 6.1: Histograma de desplazamiento y su potencial correspondiente, a 10k cps con iluminacién baja. Se
muestra la caracterizacién de dos trampas: una de 28 mW (a y b) y otra de 62 mW (c y d).
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6.1.2. 100k cuadros por segundo

Con una velocidad de obtencién mayor, también se observé un hisotgrama
de posiciones aproximadamente gaussiano que permite ajustar una funcién
cuadratica al potencial correspondiente. En las figuras se muestran los re-

sultados de dos caracterizaciones con potencias distintas.
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Figura 6.2: Histograma de desplazamiento y su potencial correspondiente, medidos con una velocidad de a
100k cps. Se muestra una trampa de 28 mW, observada con iluminacién baja (a y b) y otra de 62 mW

observada con iluminacién alta (c y d).
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6.1.3. 300k cuadros por segundo

Los histogramas de posicién obtenidos bajo estas condiciones se presentan en
la figura Es facil observar cémo una particula atrapada en una trampa mas
potente tiene un movimiento mas cercano al centro de equilibrio.
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15000 «

-5

¥
[o] — -10
-] =
c
© 10000 (\I‘O -15
= ha
(] — -20
© ©
S g 25
S p
3 2
5000

o & -30
[T

-35

0 -40
-100 75 -50 25 0 25 50 75 100 -100 -75 -50 -25 0 25 50 75 100
Desplazamiento Desplazamiento (nm)

12000

o
10000 —_—
2 = 10
g & 15
5 -
3 8000 =
(] — 20
s ©
% 6000 g
=3 @ -25
< 4000 °
o a 30
[T
2000 35
0 -40 .
-100 -75 -50 -25 0 25 50 75 100 -100 -75 -50 25 0 25 50 75 100
Desplazamiento Desplazamiento (nm)

Figura 6.3: Histograma de desplazamiento y su potencial correspondiente, medidos con una velocidad de a
300k cps. Se muestra una trampa de 28 mW, observada con iluminacién media (a y b) y otra de 125 mW
observada con iluminacién alta (c y d).
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6.1.4. 500k cuadros por segundo

Esta es la velocidad maxima utilizada para la obtencion de video. Es posible
identificar la forma aproximadamente gaussiana del histograma de posiciones y
el caracter cuadratico del potencial de la trampa.
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Figura 6.4: Histograma de desplazamiento y su potencial correspondiente, medidos con una velocidad de a
500k cps. Se muestra una trampa de 28 mW, observada con iluminacién media (a y b) y otra de 62 mW
observada con iluminacién alta (c y d).



46 CAPITULO 6. RESULTADOS

6.1.5. Rigidez

De los potenciales anteriores se ha calculado la rigidez de las trampas. A conti-
nuacion se presenta la rigidez obtenida del ajuste polinomial y su error estandar.

Estadisitca de Boltzmann
Potencia | Velocidad | Iluminacién | Rigidez [fN/nm)]
10k Baja 12.124+0.20
—— 100k Baja 8.01£0.08
Media 8.34£0.11
300k Media 8.08 £0.09
Alta 11.48£0.11
500k Media 7.2240.05
Alta 9.33£0.18
10k Baja 21.07+£0.47
— 100k Media 21.83£0.30
Alta 9.41+£0.23
300k Media 16.174+0.10
Alta 12.69£0.37
500k Media 16.724+0.22
Alta 10.124+0.29
195 mW 100k Media 24.26 +0.38
300k Alta 18.63 £0.46

Tabla 6.1: Caracterizacién por estadistica de Boltzmann

Se puede observar que los resultados varian considerablemente al modificar las
condiciones de observacién. Ademds, se observa que no hay un incremento no-
table de la rigidez calculada al incrementar la potencia de la trampa. A pesar
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de que esta sensibilidad reducida al incremento de la potencia puede ser una ca-
racteristica propia de la trampa, mas adelante se vera que el sistema en realidad
estd sujeto a movimientos externos. Ademas, se vera que la relacion lineal entre
potencia y rigidez calculada por este método no concuerda con lo esperado.
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6.2 Equiparticion

Como ya se ha confirmado que la forma del potencial es aproximadamente
cuadratica, es posible caracterizar la trampa a partir del teorema de equiparti-
cién. Al igual que el método anterior, vibraciones externas pueden producir un
sesgo en la caracterizacion por equiparticion ya que el movimiento externo pro-
duce posiciones observadas con mayor amplitud. Esta amplitud mayor significa
una varianza mayor y por lo tanto una rigidez calculada menor que la real. La

rigidez calculada por este método es:

CAPITULO 6. RESULTADOS

Equiparticién
Potencia | Velocidad | Tluminacién | Var. [nm?] | Rigidez [fN/nm)]
10k Baja 329.93 12.46
— 100k Baja 496.88 8.28
Media 495.93 8.29
300k Media 475.95 8.64
Alta 365.35 11.26
500k Media 562.02 7.32
Alta 490.47 8.38
10k Baja 196.25 20.95
- 100k Media 188.97 21.76
Alta 374.48 10.98
300k Media 255.52 16.09
Alta 360.05 11.42
500k Media 246.04 16.71
Alta 369.76 11.12
195 mW 100k Media 182.57 22.53
300k Alta 236.33 17.40

Tabla 6.2: Caracterizacién por teorema de equiparticién
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Al igual que en los resultados de la seccion anterior, la rigidez que se muestra en
la tabla anterior no es muy sensible a un aumento de potencia. La calibracién
por equiparticion estd muy relacionada con la calibracién por estadistica del
Boltzmann y eso se nota en la similitud entre los resultados presentados en esta
seccion y los de la anterior.

6.3 Densidad espectral de potencia

A diferencia de los anteriores, este método permite identificar vibraciones ex-
ternas que alteran el resultado. Una funcién de densidad espectral muestra
claramente las frecuencias a las que la particula se mueve por efectos externos.
Como el desplazamiento de una particula atrapada es muy pequeno comparado
con el desplazamiento de todo el arreglo por algiin ruido externo, la funcion de
densidad espectral presenta un pico claro en las frecuencias de este movimiento.
Ademas, la caracterizacién por densidad espectral permite conocer la frecuencia
limite de resolucién de la medicién.

6.3.1. 10k cuadros por segundo

Para esta velocidad de video se utilizé solamente un nivel bajo de iluminacién.
Debido a la velocidad de obtencién, la frecuencia limite de la medicién es 5 kH z.
Atun con una iluminacién baja, no hay un aplanamiento de la densidad espectral
antes del limite de la medicion.

(a) (b)

P(f) en X (unidades arbitrarias)
(f) en X (unidades arbitrarias)

f

10° 10! 102 10° a1 10" 10% 10°
Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz)

Figura 6.5: Densidad espectral de potencia 10k cps con iluminacién baja. Puede observarse cémo la trampa
de 28 mW (a) tiene una frecuencia de corte menor que la de 62 mW (b)
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6.3.2. 100k cuadros por segundo

Para esta velocidad de video se utilizaron tres niveles de iluminacién. La fre-
cuencia maxima de la medicién permitida por la velocidad de obtencién del

video es de 50 kHz. Sin embargo, la frecuencia limite real del experimento es
menor debido al ruido presente en la imagen. Se nota claramente una mejora
en la resolucion al mejorar las condiciones de iluminaciéon y aumentar la razén
S/R como se muestra en la figura .

(a) (b)

(f) en X (unidades arbitrarias)

P(f) en X (unidades arbitrarias)

6
10° 10! 10% 10% 10 a1 10 102 10° 10
Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz)

S

100 10 102 10° 10 a1 10" 10? 10° 10
Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz)

P(f) en X (unidades arbitrarias)

Figura 6.6: Densidad espectral de potencia 100k cps. Se nota claramente cémo la frecuencia maxima de re-
solucién aumenta al mejorar las condiciones de iluminaciéon. Mientras que para la trampa de 28 mW con
iluminacién baja (a) es de aproximadamente 5 kHz, para la trampa de 28 mW y 62 mW, ambas con ilumi-
nacién media (b y c) es de cerca de 20 kHz. En el caso de la trampa de 62 mW con iluminacién alta (d), este
limite es de més de 20 kH z.
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6.3.3. 300k cuadros por segundo

Para esta velocidad se utilizaron dos niveles de iluminacién. La frecuencia maxi-
ma de la medicion permitida por la velocidad de la cdmara es de 150 kHz. La

frecuencia limite real del experimento es menor debido al ruido presente en la
imagen. Como se muestra en la figura [6.7, en esta velocidad de obtencién se
logra la maxima resolucion real.

(a) (b)

S,
]

P(f) en X (unidades arbitrarias)
(f) en X (unidades arbitrarias)

QS

10° 10" 102 10° 10 10° a1 10! 10% 10% 10 10°
Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz)

Figura 6.7: Densidad espectral de potencia 300k cps. Mientras que la trampa de 28 mW con iluminacién
media se mide con un limite de aproximadamente 15 kH z, la trampa de la misma potencia observada con una
iluminacién alta tiene un limite de resolucién de aproximadamente 25 kH z.
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6.3.4. 500k cuadros por segundo

La frecuencia méaxima de mediciéon que permite la velocidad de obtencién es
de 250 kHz. El efecto de las condiciones de iluminacion es similar a lo que se
observé anteriormente. En la figura se puede observar como la frecuencia
maxima observada atn en el caso de un ilumnacion alta es de aproximadamente
20 kHz, por debajo de la resolucion alcanzada a 300k cps.

(a) (b)

P(f) en X (unidades arbitrarias)

S
S,

10° 10 102 10° 10* 10°
Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz)

P(f) en X (unidades arbitrarias)

Figura 6.8: Densidad espectral de potencia 500k cps. La frecuencia de resolucién méxima en esta velcoidad de
observacién o es mejor que en la velcodiad anterior. Ambas imagenes corresponden a una trampa de 62mW |
una observada con iluminacién media (a) y la otra con iluminacién alta (b)

La caracterizacién por este método permitio conocer que existe un nivel impor-
tante de ruido en el sistema. Debido a esto, la rigidez que se calcula mediante
los métodos estadisticos subestima la rigidez real de la trampa. En cambio, el
ajuste de una funcién lorentziana a la densidad espectral permite caracterizar
la trampa a pesar de la presencia de vibraciones externas, acercandose més a la
rigidez correcta de la trampa. También permitié conocer la frecuencia limite de
resolucion de la medicion. Esta frecuencia limite crece a medida que la velocidad
de obtencion y la razén S/R aumentan.
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6.3.5. Rigidez y frecuencia limite
Densidad espectral
Potencia | Velocidad | Iluminacién | Rigidez [fN/nm] | Limite [Hz] | S/R
10k Baja 17.214+0.87 5,000 49.37
100k Baja 18.36 £0.92 4,446 10.68
28 mW
Media 12.33+0.77 17,908 38.15
300k Media 11.83+0.79 14,505 21.95
Alta 16.22 £0.83 25,769 36.76
500k Media 10.22+0.75 11,186 12.18
Alta 15.34 +£0.79 21,349 31.80
10k Baja 35.35 £1.31 5,000 49.37
100k Media 34.47 +£1.31 17,484 38.15
62 mW
Alta 25.21 +£1.05 22,449 74.63
300k Media 36.59 =1.35 15,119 21.95
Alta 27.05+1.11 25,242 36.76
500k Media 34.22+1.26 11,387 12.18
Alta 25.10+1.06 20,613 31.80
195 mW 100k Media 67.90 £2.00 19,747 38.15
300k Alta 58.16 £1.79 24,964 36.76

Tabla 6.3: Caracterizacién por densidad espectral
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7. Discusion

En esta seccion se hace una comparacién entre los resultados obtenidos experi-
mentalmente y los obtenidos por otras investigaciones similares.

En cuanto a la calibracion por estadistica de Boltzmann, las observaciones por
microscopia digital lograron confirmar el caracter cuadratico de la trampa y son
similares a lo que se ha obtenido utilizando detectores de cuadrante. Una de las
primeras aplicaciones de este método [I3] se compara con los resultados la figura
[7.1] Al caracterizar la trampa utilizando una camara digital de alta velocidad
se obtienen resultados muy similares a lo obtenido al utilizar un detector de
cuadrantes.
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Figura 7.1: Comparacién de resultados con Florin et. al. [I3]. Los resultados observados experimentalmente
(b y d) son similares a los obtenidos utilizando un detector de cuadrantes (a y c).

En el articulo citado, la rigidez encontrada fue de 14.5 fNN/nm mientras que
nuestra caracterizacién encontré una rigidez de 10.6 f N/nm. Esta diferencia se

puede observar en la forma mas ancha que tiene nuestro histograma y en un
potencial menos pronunciado.

Los resul@ados también son consistentes con otras calibraciones hechas utilizanj
do una camara digital CCD de baja velocidad. En la referencia [32] se utilizé

una camara digital con una velocidad de 20 cps para caracterizar una trampa

95
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con potencia de 69mW formada por un laser de 980 nm, enfocado por un obje-
tivo de microscopio con N A = 1.25 sobre particulas de silice con diametro de 2
pm. Realizando un ajuste a un potencial cuadratico, determinaron una rigidez
de 44.5 f N/nm. Para comparar, se presenta nuestra trampa de potencia media,
la cual tiene una rigidez de k ~ 15 fN/nm. En la figura se puede observar
cémo la trampa de rigidez mayor corresponde a un potencial mas delgado.

(a) (b)

w

Potential (KT)
A
Potencial [kB T]
A b M LA o o Nvow s oo oo N

P T
/
N

25 20 -5 -10 -5 0 5 10 15 20 25

0.025 -0.02 0015 001 -0.005 O 0005 0L 0015 Q02 0025 Desplazamiento (nm)
Position (micrometers)

Figura 7.2: Comparacién de resultados con Yale et. al.[32]. El potencial observado por una camara de alta
velocidad (b) es consistente con lo que se ha observado antes utilizando una cdmara CCD (a)

En cuanto a la caracterizacion por densidad espectral, utilizar una camara de
alta velocidad tiene la ventaja de aumentar la frecuencia limite de resolucién
siempre y cuando se logre un nivel adecuado de iluminacién.

Historicamente, las mediciones con fotodetectores de posicion o con detectores
de cuadrantes han tenido una resolucién temporal mucho mayor que aquellas
hechas con una camara digital, ain cuando la camara pueda obtener videos
con frecuencias de muestreo de varios kHz. La méaxima resolucién temporal de

libracié lizad fotodetect ta 1 orden de los 10*Hz. A
una calibracién realizada con fotodetectores estd en el orden de los z.
continuacion se presentan algunos de estos resultados para compararlos con los
propios.

En la referencia [14] se caracteriza una trampa utilizando el arrastre de un fluido.
Se formo una trampa para particulas de poliestireno de 2um utilizando un laser
de 1064 nm y un objetivo de NA=1.25. La posicion de las particulas atrapadas
se obtuvo registrando el comportamiento del mismo laser que forma la trampa
con un fotodiodo HAD 1100 A. En la figura[6.3|se muestra la densidad espectral
de este articulo, en donde también aparece una medicién del ruido registrado
por el detector. A partir de la densidad espectral del movimiento encontraron
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una frecuencia de corte de aproximadamente 300H z. En este resultado se puede
observar una frecuencia limite alta, de aproximadamente 5 x 10* Hz. Este limite

es comparable con el maximo encontrado por esta investigacién al utilizar una
velocidad de video de 300k cps.
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Figura 7.3: Resultados obtenidos por Ghislain et. al [I4]. La deteccién utilizando un fotodiodo (a) puede
alcanzar una frecuencia méxima de resolucién en el orden de 10% Hz. Esto es comparable con la deteccién por
cémara de alta velocidad (b) en donde la frecuencia limite es de aproximadamente 2.5 10* Hz

Se ha mostrado en [I7] que la caracterizacién de la trampa depende ligeramente
de las caracteristicas del detector y de la potencia con que el laser incide en él.
Debido a la absorcion del detector, distintos dispositivos medirdan una rigidez
distinta para una misma trampa. Usando tres detectores distintos para obtener
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la trayectoria y la densidad espectral de una particula de poliestireno de 2.67um
atrapada por un laser de 1064 nm, se determinaron y compararon valores pa-
ra la rigidez de la trampa. Esto muestra una ventaja de utilizar una camara
digital para a caracterizacion: la independencia que tiene el resultado de las ca-
racteristicas del laser utilizado para la trampa. Ademas, de sus resultados, que
se muestran en la figura 77, se observa que la frecuencia limite de la medicion es
de aproximadamente 5 x 10* Hz. Esto es comparable con la resolucién maxima
que se ha obtenido utilizando velocidad altas de video.

0.1 T T T

/rtHz
=

nm
ms'

1E-3 4

100 1000 10000
Frequency (Hz)

Figura 7.4: Utilizando un fotodetector, en la investigacién de Huisstede et. al. [18] se logra un limite de
resolucion similar al que se obtiene usando video de alta velocidad.

En la referencia [29] se calibra una trampa usando el método de densidad es-
pectral. Utilizaron un objetivo con NA=1.2 y un laser de 1064 nm para atrapar
particulas de silice de 1.54 micras de diametro y otras de poliestireno de 528
nm de didmetro en un liquido oscilante. Para rastrear a la particula utilizaron
un detector fotoeléctrico con frecuencia de muestreo de 65,536 Hz y lograron
observar una frecuencia méxima de aproximadamente 3 x 10* con un pico muy
pronunciado a la frecuencia de oscilacién del liquido. A diferencia de los articu-
los anteriores, aqui se usé una trampa muy fuerte con una frecuencia de corte
de f. = 2,065Hz y una rigidez de k &~ 175fN/nm. Este resultado se compara
en la figura con la trampa mas fuerte que hemos caracterizado: una trampa
de 125 mW con frecuencia de corte de 530 Hz.

En [22] se estudia la deteccién de pares de particulas atrapadas usando un
detector de cuadrantes. El movimiento de las particulas se registré usando un
detector con frecuencia de muestreo de 20 kHz. Se atraparon particulas esféricas
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P(f) en X (unidades arbitrarias)
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Figura 7.5: Comparacién con los resultados obtenidos por Tolic et. al [29]. Una cdmara de alta velocidad es
util para caracterizar trampas fuertes en las que la frecuencia de corte se deplaza hacia frecuencias mas altas.

de poliestireno con didmetro de 1um. Para comparar la diferencia en la senal
del detector al atrapar una o dos particulas a la vez, primero se atrapé una sola
particula y se le tomé una fotografia utilizando una camara digital. Luego se
buscé una segunda particula que se atrapé de modo que la trampa tuviera dos
particulas al mismo tiempo y se tomé una segunda fotografia.

Los resultados de este articulo muestran que aunque una trampa con dos particu-
las puede ser distinguida en una fotografia, la presencia de dos particulas atrapa-
das no es tan obvia si solamente se observan la senal producida por el detector.
Aunque una senal de dos particulas es mas intensa que para una sola particula,
la forma de su densidad espectral es muy parecida. En realidad, la densidad
espectral de dos particulas atrapadas es idéntica a la que se obtendria para una
sola particula en una trampa mas débil. Esto muestra una ventaja mas de uti-
lizar una camara digital de alta velocidad pues una trampa con dos particulas
atrapadas a la vez puede ser detectada facilmente a simple vista. La frecuencia
méxima de esta medicién fue de aproximadamente 10*H z, comparable con el

limite obtenido al utilizar una camara con una velocidad de obtencién de 300k
cps con iluminacién media, como se muestra en la figura ?7.

La detecciéon de particulas atrapadas utilizando detectores fotoeléctricos permite
frecuencias maximas de resolucién de por lo menos 10*Hz y de hasta 5 x 10°H z.
En cambio, al utilizar una camara digital para observar a la particula atrapada,
la frecuencia maxima de resolucion es de alrededor de 1kH z.

Se utiliz6 una cdmara de alta velocidad CMOS en la referencia [15] para obtener
la posicién de la particula. Se usé un laser de 830 nm, un objetivo con NA=1.3
y un modulador espacial para crear varias trampas. Se atraparon particulas de
silice con 2 micras de didmetro y se determiné su trayectoria captando un video
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Figura 7.6: Comparacién con los resultados obtenidos por Li et. al [22]. La funcién de densidad espectral
observada por ellos (a) es comparable con lo que se obtiene al utilizar una velocidad de obtencién de 300k cps
con iluminacién media (b).

con una velocidad de 1,000 cuadros por segundo. Haciendo un anélisis espectral
de este movimiento, se caracterizé la trampa para dos potencias distintas. La
frecuencia maxima de esta medicion fue de apenas 500H 2. Como se muestra
en la figura|7.9, esta frecuencia limite es muy inferior a la que se logra con una
camara de muy alta velocidad. Atun en la velocidad de obtencién mas baja que
hemos usado, se logré un limite de resolucién de 5 kH z.
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Figura 7.7: Comparacién con los resultados obtenidos por Gibson et. al [15]. Mientras que una cdmara con
velocdiad relativamente alta (a) puede resolver frecuencias méximas de 500 Hz, una cdmara de muy alta
velocidad (b), ain en una velocidad baja, puede resolver hasta 5 kHZ.

En [20] se compara el desempeno de un detector de cuadrantes contra una
camara de alta velocidad al calibrar una trampa. Se usé un objetivo de NA=1.3
y un laser de 1064 nm para atrapar particulas de silice de 2 micras de didmetro.
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Se us6 un detector de cuadrantes y una cdmara para rastrear a una particula
atrapada. La camara de alta velocidad tomé videos a 2,000 cuadros por segundo.
El detector se ajusté para que la velocidad de muestreo fuera la misma. Ambas
mediciones coincidieron en el desplazamiento cuadratico medio calculado. Ain
asi, la camara digital parece tener una resolucién menor que el foto detector.
Se puede observar un limite de aproximadamente 400H z. Este limite es muy
inferior al que se ha logrado en esta investigacion. Como se muestra en la figura
[7.8 tomada de la referencia anterior, una cdmara capaz 2k cps no es un buen
sustituto para un detector de cuadrantes, atiin cuando se trata de una velocidad
de obtencién relativamente alta.
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Figura 7.8: Resultados presentados por Keen et. al [20]. Aunque una obtencién de 2k cps es relativamente
alta, el espectro de frecuencias observado tiene un limite mucho menor que el observado por un detector de
cuadrantes.

También se ha estudiado un proceso coloidal usando una camara de alta veloci-
dad [25]. Se usé una cdmara CMOS con velocidad de 5,000 cuadros por segundo
para observar particulas de poliestireno con diametros de 2.23um. La trampa se
form¢ utilizando un laser de 1064 nm. Se encontro la rigidez de la trampa ana-
lizando la densidad espectral del movimiento. A esta velocidad de obtencién, se
logré una frecuencia limite de medicién de aproximadamente 2 x 103H z la cual
es alta pero seria in suficiente para caracterizar la trampa estudiada en [29]. En
la figura se compara este resultado con el mejor limite de resoluciéon que se ha
podido obtener en esta investigacion.

La resolucion temporal maxima que se logré en nuestra medicion es de apro-
ximadamente 2.5 x 10%. Este limite es comparable con lo que se ha reportado
utilizando detectores fotoeléctricos. También es mucho mayor de lo que se ha
reportado usando camaras digitales.
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Figura 7.9: Comparacién con los resultados obtenidos por Gibson et. al [15]. Mientras que una cdmara con
velocdiad relativamente alta (a) puede resolver frecuencias méximas de 500 Hz, una cdmara de muy alta
velocidad (b), ain en una velocidad baja, puede resolver hasta 5 kHZ.

Limites de resolucién
Velocidad | Iluminacién | Frecuencia [Hz] | Temporal [us] | Espacial nm] | Tedrico [nm]|
10k Baja 5,000 200 9.5 2.64
Baja 4,500 222 10 12.24
100k Media 17,500 57 ) 3.43
Alta 22,500 44 4.5 1.75
300k Media 14,800 68 5.5 5.95
Alta 25,400 39 4 3.55
500k Media 11,200 89 6.5 10.73
Alta 21,000 48 4.5 4.11

Tabla 7.1: Limites de resolucién de la medicién.

A partir de la frecuencia limite de la medicién, es posible conocer el limite de
resolucion espacial del experimento. El inverso de esta frecuencia limite At =
1/ fiim es un limite de resolucién temporal. Y a partir de este dato se calcula

un desplazamiento medio Ax = v2DAt. Este desplazamiento en un intervalo
minimo es el limite de la resolucion espacial, es decir, el desplazamiento minimo
que puede detectarse. Los limites de las mediciones se resentan en la tabla

En condiciones 6ptimas, el sistema de deteccién puede resolver movimientos de
hasta 4 nanémetros. Aun en las peores condiciones de iluminacion y velocidad
de obtencién, el sistema tiene una resolucion de 10 nanémetros. Estos resultados
son consistentes con el limite de resoluciéon tedrico del algoritmo de deteccién.
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Ademas de servir como indicador del limite de resolucion, el analisis de la den-
sidad espectral produce una calibracién de la trampa mas consistente y realista
porque no es afectada por la presencia de vibraciones externas.

Caracterizacion
Medicion Rigidez [fN/nm]

Potencia | Velocidad | [luminacién | Estadisitica | Varianza | Densidad esp.
10k Baja 12.12+0.20 12.46 17.21+£0.87
100k Baja 8.01£0.08 8.28 18.36 £0.92

28 mW

Media 8.34+0.11 8.29 12.33+£0.77
300k Media 8.08 +0.09 8.64 11.83+£0.79
Alta 11.484+0.11 11.26 16.22+0.83
500k Media 7.224+0.05 7.32 10.22 £0.75
Alta 9.33+0.18 8.38 15.34+0.79
10k Baja 21.074+0.47 20.95 35.35+1.31
100k Media 21.834+0.30 21.76 34.47 £1.31
62 mW
Alta 9.41+0.23 10.98 25.214+1.05
300k Media 16.17+£0.10 16.09 36.59 +1.35
Alta 12.69 +£0.37 11.42 27.05+1.11
500k Media 16.72 £0.22 16.71 34.22 +1.26
Alta 10.124+0.29 11.12 25.104+1.06

195 mW 100k Media 24.26 +0.38 22.53 67.90 +2.00

300k Alta 18.63 £ 0.46 17.40 58.16 +1.79

Tabla 7.2: Comparacién de la rigidez encontrada por diferentes métodos.

Al comparar la caracterizacién que se obtiene de los diferentes métodos, se nota
que el analisis de la densidad espectral produce resultados mas satisfactorios.
En la figura siguiente se presenta una grafica de la rigidez calculada. La rigidez
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obtenida del espectro de frecuencias se ajusta mejor a una regresién lineal.
Ademas, este ajuste lineal se comporta como se esperaria de una trampa. Es
decir, al duplicar la potencia se duplica aproximadamente la rigidez y ésta se
hace nula cuando la potencia es cero. Como puede verse en la tabla de rigidez,
los métodos estadisticos no calcula correctamente la rigidez de una trampa muy
fuerte en la que el movimiento es muy limitado. En cambio, el método espectral
si calcula correctamente esta rigidez, siempre que la frecuencia de corte este
suficientemente separada de la frecuencia limite de la medicién.

Densidad espectral
Estadisitca
Varianza
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o
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Rigidez [fN/nm]
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0 . . |
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Figura 7.10: Comparacién de la rigidez calculada por distintos métodos.



8. Conclusiones

El analisis de videos en donde se observa claramente a una particula permite
conocer su trayectoria y por lo tanto las caracteristicas de la trampa en la
que se encentra. Al utilizar una camara digital de alta velocidad para rastrear
una particula atrapada, es posible determinar la rigidez de una trampa 6ptica
de manera similar a que si se utilizara un detector fotoeléctrico. Es posible
encontrar una trayectoria de una particula a atrapada a partir de un video
digital de alta velocidad utilizando un algoritmo de deteccién. El algoritmo de
deteccion de centroide utilizado en esta investigacion ha sido suficiente para
determinar el movimiento de la particula a partir de una imagen en donde
aparece como un objeto esférico brillante. Como utilizar video de alta velocidad
permite una resoluciéon temporal mayor, es posible caracterizar una trampa
optica incluso cuando su frecuencia de corte es alta.

Utilizando las trayectorias obtenidas automéaticamente a partir de videos, la
caracterizacion de una trampa puede realizarse por cualquiera de los métodos
comunmente utilizados. En esta investigacion se han utilizado la estadistica de
Boltzmann, el analisis de la varianza de las posiciones y el ajuste a una funcién
de densidad espectral para realizar la calibracion. Los resultados obtenidos por
los primeros dos métodos son parecidos. En ambos casos, la presencia de mo-
vimientos externos afecta la caracterizacién. Al encontrar la rigidez por estos
primeros dos métodos, no se obtiene una relacién proporcional entre la potencia
de la trampa y su rigidez. El resultado de calibrar la trampa por su funcién de
densidad espectral es notablemente distinto. Al caracterizar por este método es
posible identificar rudio externo y evitar que afecte los resultados. En este caso,
si se obtiene una relaciéon proporcional entre la potencia y la rigidez de la tram-
pa. Por lo tanto, consideramos que es conveniente realizar la caracterizacion a
través del anédlisis de la funcién de densidad espectral.

Las condiciones de iluminacién tienen un efecto importante al observar el mo-
vimiento de una particula atrapada por una trampa Optica utilizando videos
digitales. Una mayor velocidad de obtencion representa un nivel de ruido ma-
yor en las imégenes obtenidas debido a que la cantidad de luz captada por la
camara en cada cuadro es menor y los efectos de digitalizacion se hacen mas
evidentes. Es importante que la intensidad de la iluminacién aumente a me-
dida que crece la velocidad de obtencion del video para minimizar este ruido.
La relacién entre senal y ruido puede utilizarse para cuantificar la calidad de
las imagenes obtenidas. Se ha encontrado que una relacién de senal a ruido
mayor corresponde a una mayor capacidad de resolucion del movimiento de la
particula.
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Al aumentar la velocidad de obtencién de video, manteniendo una iluminacién
adecuada, se aumenta la frecuencia maxima que puede resolverse. Con veloci-
dades de obtenciéon muy altas, es posible resolver frecuencias de hasta 25 kH
que representa una capacidad de resolver desplazamientos de hasta 4 nm. Esta
resolucion espacial esta limitada por el algoritmo de detecciéon y una vez que
se ha llegado a su limite, no es posible superarlo aumentando la velocidad de
obtencion del video o mejorando la relacion de senal a ruido. En futuras investi-
gaciones, seria interesante utilizar otros algoritmos de deteccion para rastrear la
particula. De este modo, se podrian encontrar procesos de deteccion automati-
ca que permitan aumentar el limite de resolucién de modo que la funcién de
densidad espectral no se haga constante en frecuencias altas.

Una camara digital de alta velocidad es una alternativa a un detector fotoeléctri-
co en el estudio de trampas dpticas. En esta investigacion se ha mostrado que
una trampa puede caracterizarse de forma satisfactoria utilizando video digital.
Ademas, se ha mostrado que si se logran las condiciones adecuadas de ilumi-
nacién, el analisis de un video de alta velocidad tiene un limite de resolucién
similar a la obtenida con un detector fotoeléctrico.
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