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M.C. Ana Karen Reyes

“IMPLEMENTACION Y CARACTERIZACION DE UN
SISTEMA DE PINZAS OPTICAS MEDIANTE
INTERFEROMETRIA”

RESUMEN

El presente trabajo muestra una novedosa propuesta sobre la combinacién de un sistema de tram-
pa éptica con distintos interferémetros. La interferometria es utilizada como medio de caracterizacién
del sistema de pinzas Spticas, pero también como herramienta en conjuncién con las pinzas dpticas
para el estudio de muestras capturadas. Las técnicas dpticas aplicadas a nivel micrométrico en el drea
biomédica para la obtencién de informacién topogrifica y de deformacién, siguen todavia en vias de
desarrollo como puede ser constatado en la literatura presentada en esta tesis. Este trabajo muestra
como implementar el sistema comercial de pinzas Spticas de la empresa Thorlabs. Se explica como
incorporar un interferémetro Mach-Zehnder para medir espesores relativos de muestras capturadas,
demostrando que es posible medir el espesor relativo de peliculas delgadas, lineas de pintura e incluso
de glébulos rojos vivos. Debido a su uso en la biologfa la temperatura es un factor importante a co-
nocer para evitar fotodafo en las células capturadas, aqui demostramos que es posible caracterizar la
temperatura de la pinza 6ptica haciendo uso de un interferémetro Fabry-Perot de fibra éptica logran-
do medir un cambio en la temperatura de 1,63 4= 0,021 °C cuando la potencia del ldser que forma la
pinza Gptica se incrementa en 100 72 7, con esto eliminamos el uso de dispositivos poco accesibles co-
mo microscopios de fluorescencia y evitamos una preparacién extra de la muestra con tintes sensibles
a temperatura. Este trabajo es el parteaguas de investigacién en pinzas épticas dentro del Centro de
Investigaciones en Optica A.C.
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M. Sc. Ana Karen Reyes

“IMPLEMENTATION AND CHARACTERIZATION OF
AN OPTICAL TWEEZERS SYSTEM BY THROUGH
INTERFEROMETRY”

ABSTRACT

This work presents a novel proposal for the combinaction of an optical tweezers system with dif-
ferent interferometers. Interferometry is used not only as a means to characterize the optical tweezers
system, but also as a tool, along with the optical tweezers, to study captured samples. Optical techni-
ques applied at the micrometric scale in the biomedical field in order to obtain information regarding
topography and deformation of samples are still in development, as can be noted in the literature re-
ferred to in this thesis. This work shows how to implement the Thorlabs optical tweezers commercial
sytem, and it also explains how to incorporate a Mach-Zehnder interferometer for the measurement
of relative thicknesses of captured samples, demonstrating that it is possible to measure the relative
thickness of thin films, paint lines, and even living red blood cells. We also show that it is possible to
characterize the temperature of the optical tweezer through the use of a Fabry-Perot optical fiber in-
terferometer, which manages to measure a change in temperature of 1,63 4 0,021 °C when the power
of the laser that generates the optical tweezer increases in 100 72 /7. This work is groundbreaking as
far as research on optical tweezers at Centro de Investigaciones en Opica, A.C. is concerned.
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Es bonito escribir porque reiine dos alegrias: bablar solo y

hablarle a la multitud.

Cesare Pavese

Introduccidén

Hace aproximadamente 5o afios se demostrd por primera vez que un haz de luz ldser enfocado
podia acelerar y desacelerar particulas neutras de unas cuantas micras de tamafio, [1], pero no fue
hasta el afio de 1986 cuando Ashkin y colaboradores reportaron la primer implementacién de un
sistema de pinzas Spticas [2, 3]. A partir de eso se han estudiado los principios fisicos de las pinzas
dpticas [4] y al mismo tiempo han sido utilizadas como herramienta en dreas diversas como la biologfa

molecular [s, 6, 7], materia blanda [8], la fisica cudntica[9], nanotermodindmica[1o, 11] y la biologfa



[12]. Se podria pensar que al ser una configuracién presentada al mundo hace més de 30 afios, se sabe
todo sobre las pinzas dpticas, sin embargo, no es asi. Algunos de los problemas principales que han
presentado las pinzas dpticas van desde su propia caracterizacion hasta la interpretacién de la forma en
la que interactdan con otros elementos al ser utilizadas como una herramienta para una investigacién
en alguna de las dreas mencionadas anteriormente.

Por otro lado el uso de interferometria como medio de sensado para cambios de indice de refrac-
cién [13], temperatura [14], desplazamientos, deformaciones [15] y espesores [16] es un tema amplia-
mente estudiado desde hace ya varios afios.

La propuesta de este trabajo surge de considerar que la interferometria puede dar solucién a los
problemas de caracterizacién de algunos de los pardmetros en la pinza éptica por ejemplo la tempera-
tura, y con ello inferir nuevas aplicaciones en el campo de la evaluacién de propiedades mecdnicas de
varias muestras.

Aunque Ashkin fue homenajeado con el premio Nobel de fisica gracias a la aplicacién de las pin-
zas 6pticas al estudio de la vida hasta el afio 2018, la comunidad cientifica ya habia trabajado bastante
en esa propuesta que ¢l mismo les habia mostrado més de 30 afios atrds. Ha sido tanto el crecimiento
que hoy en dia se pueden encontrar trabajos donde se pueden manipular maltiples particulas a la vez
[17], medir propiedades mecdnicas de muestras bioldgicas, clasificar particulas [18, 19, 20] y entre las
aplicaciones mds interesantes aquellas donde se pueden atrapar particulas con un indice de refraccién
mds bajo que el del medio en el que se encuentran inmersas [21, 22]. En nuestra bisqueda por la inno-
vacién consideramos que el acoplamiento de la interferometria y las pinzas Spticas son una poderosa
herramienta.

Cabe mencionar que en este trabajo usamos de forma indistinta la palabra pinza y trampa dptica,
ya que la trampa dptica es un caso particular en el que sélo se usa un haz y un objetivo de microscopio
de apertura numérica grande para lograr la captura.

El objetivo general de la tesis es implementar un sistema de pinzas dpticas y usarlo como herra-



mienta en el estudio de glébulos rojos.

Los objetivos particulares de este trabajo son:

1. Abrir una nuevalinea de investigacién en el Centro de Investigaciones en Optica A.C, uniendo

el drea de pinzas 6pticas con interferometria.

2. Implementar de una trampa ptica en el laboratorio de Metrologfa Optica II del Centro de

Investigaciones en Optica.
3. Capturar distintas muestras inertes mediante en la trampa Sptica.
4. Acoplar distintos interferémetros a la trampa dptica.
5. Caracterizar la temperatura en la trampa Sptica.
6. Medir la forma o deformacién en las muestras capturadas por medio de interferometrfa.

7. Usar la pinza dptica como instrumento en la aplicacién de una fuerza capaz de deformar la

muestra capturada, lo cual no ha sido reportado hasta el momento.
8. Capturar y estudiar el comportamiento mecénico de un glébulo rojo.

El trabajo de tesis realizado para cumplir con los objetivos sefialados, estd organizado de la forma
que se describe a continuacién. En el capitulo 2 y el capitulo 3 se aborda la teorfa y el desarrollo ma-
temdtico de los principios fundamentales del trabajo, correspondiente a las pinzas pticas y la interfe-
rometrfa respectivamente. El capitulo 4 nos explica la teorfa referente al andlisis de los interferogramas
de la muestra bajo estudio. Hasta este momento solo habremos hablado de los conceptos teéricos que
debemos manejar para poder pasar al trabajo en laboratorio el cudl se muestra de manera detallada en
el capitulo 5, donde se describe el procedimiento experimental, algunas complicaciones y las formas
que sugerimos para sobrellevarlas. En el capitulo 6 se encuentran los resultados experimentales ob-

tenidos para los distintos objetivos planteados y el capitulo 7 describe el trabajo preliminar para una



tutura publicacién. Finalmente en el capitulo 8, se presentan las conclusiones y el trabajo a futuro, en
este capitulo se abordan de manera puntual los objetivos alcanzados. Adicionalmente el lector podrd
encontrar una serie de apéndices que muestran: A) Productos logrados, B) Protocolo de captura de
microesferas, C)Protocolo de preparaciéon de una muestra de glébulos rojos y D)Software. En conjun-
to los distintos apéndices contienen informacién importante sobre preparacién de muestras y pasos
para una captura inicial en las pinzas pticas, algoritmos utilizados para la obtencién y procesamiento
de imdgenes asi como los productos logrados.

Esta tesis considera la NORMA Oficial de Metrologia NOM-Z-59-1986, donde se especifica que
para numeros decimales se debe usar una coma.

Las figuras que se muestran a lo largo de la tesis fueran desarrolladas en colaboracién con la estu-

diante Monserrat del Carmen Alonso Murias, por lo que de requerir alguna se sugiere solicitarlas.



La forma en que aprendes a hacerlo es desmontdndolo y

volviéndolo a armar.

Askhin

Pinzas épticas

En este capitulo se presenta la teoria que describe el principio de funcionamiento de un sistema
de pinzas dpticas, obedeciendo un enfoque de trazo de rayos ya que las particulas con las que vamos a

trabajar son todas mucho mds grandes que la longitud de onda utilizada [23, 24].



2.1. FisicA DE LAS TRaMPAS OPTICAS

Las fuerzas responsables del atrapamiento en una pinza dptica son resultado de la transferencia
de momento del haz incidente a la particula atrapada [25]. Dichas fuerzas pueden descomponerse en
una componente axial, en la direccién de propagacion del haz, llamada Fuerza de Dispersién Fs y otra
transversal que acerca a la particula al eje del haz, llamada Fuerza de Gradiente F. Para lograr una
captura se debe cumplir que la fuerza de gradiente sea mayor que la fuerza de dispersion y esto se logra
cuando el haz diverge rédpidamente del foco. Dicho lo anterior es importante saber cudl es la cantidad

de momento que posee un fotén que se propaga en un medio con indice de refraccién 7,

p:hk:,:7:7 (2.1)

Donde i = h/27 con b la constante de Planck, # = 27/ es la magnitud del vector de onda, A es la
longitud de onda, » = ¢/4 esla frecuencia de la luz, ¢ es la velocidad de la luz en el vacio y finalmente
E = b/v es la energfa del fotdn. Si conocemos la Potencia o flujo de energia P, podemos entonces

encontrar el flujo de momento:

P, = — (2.2)

La fuerza de radiacién de la luz F,,; estd determinada por el coeficiente de reflexién R de la particula

capturada, la intensidad del haz 7, la velocidad de la luz ¢ y el 4rea de aplicacién de la fuerza S.

I(1+ R)S o)

Fmd =

Tomando en cuenta que la intensidad se describe en unidades de Watts/m? se puede incrementar su
valor aumentando la potencia o reduciendo el 4rea de incidencia, regularmente los arreglos 6pticos de

pinzas épticas tienen una fuente de luz liser con una potencia entre 300-350 72 /% con un tamaiio de
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spot de 1 mm?, si se recurre a un objetivo de microscopio de gran apertura numérica tendremos un

haz altamente enfocado y pasaremos de un spot del orden de 1 mm?>

a uno de apenas unos cuantos
2yd f 1 i la f 5rd i sufici fi
um* y de esta forma se logrard incrementar la fuerza en 3 6rdenes, que serd suficiente para confinar
una particula. Para poder imaginar cémo se comportan las fuerzas en el sistema de pinzas Spticas es

comun considerar a la particula capturada como una lente positiva de baja potencia dptica, como se

muestra en la Fig. 2.1 [25].

Figura 2.1: Modelo simplificado de las fuerzas en una pinza 6ptica asumiendo que la particula atrapada se comporta como
una pequena lente. (a) la particula esta centrada en el foco: los rayos de luz pasan por su centro sin ser desviados, de tal
forma que la particula no sufre ninguna fuerza. En los casos en los que la particula esta alejada del foco, situaciones (b) a (d),
los cambios en la divergencia o direccion del haz provocan la aparicién de fuerzas restauradoras que empujan la particula
hacia al foco.

Se observa que los rayos pasardn sin ser desviados si la particula se encuentra centrada en el foco.
La convergencia se incrementa si la particula se encuentra antes del foco por lo cual el momento de la
particula serd mayor esto a su vez da como resultado una fuerza de reaccién que empuja a la particula
hacia el foco. Si se diera el caso en que la particula se encuentra adelante del foco podemos observar
que la divergencia del haz disminuye y entonces tendremos un aumento en el momento de la parti-
cula y de igual forma que en el caso anterior esto equivale a la accidén de una fuerza que la empuja al
foco. Finalmente, si la particula se encuentra desplazada lateralmente, el haz es desviado y la particu-
la ganard momento en la direccién de desvio y nuevamente la particula sufrird una fuerza de accién
que la empujara al foco. Esto quiere decir que las fuerzas axiales y transversales resultan ser fuerzas

restauradoras.



Este modelo es apenas una aproximacion al fenémeno de atrapamiento, no hay que perder de vista
que son muy pocas las particulas que se comportan como microlentes.

Para una formalizacién sobre las fuerzas dpticas que acttian en el confinamiento se han desarrolla-
do tres distintos métodos que tienen que ver con el tamafo de la particula 7y,,, respecto a la longitud
de onda A que se utiliza en el arreglo de pinzas dpticas: Régimen de Mie (4 < ) en el cual se hace
una aproximacién con trazo de rayos [23, 26]; Régimen de Rayleigh (4 > 7art) donde la particula se
comporta como un dipolo magnético [27] y finalmente el Regimen de Lorentz-Mie (4 & 75,2), quees
una teorfa electromagnética generalizada [28, 29, 30]. En los tltimos afios se han avocado esfuerzos en
crear herramientas computacionales que permitan el cdlculo de las fuerzas involucradas en la captura
[31].

Los alcances de este trabajo se limitan al andlisis de muestras con un 1 < 7, por lo que a conti-

nuacién se describiri el desarrollo matemitico del Régimen de Rayos [32].

2.2. REGIMEN DE MIE

Como se menciond anteriormente el Régimen de Mie es aquel que se encarga de estudiar las fuer-
zas involucradas en el atrapamiento Sptico cuando la particula es al menos un orden de magnitud
mayor que la longitud de onda. Para que una particula pueda ser capturada debe ser dieléctrica esto
quiere decir que tiene baja conductividad eléctrica y ademds tiene la propiedad de formar dipolos eléc-
tricos en su interior bajo la accién de un campo eléctrico (el vidrio, el petréleo, el poliestireno, la cera
son algunos ejemplos de materiales con estas caracteristicas), también es indispensable que el indice de
refraccion de la esfera 7, sea mayor que el indice de refraccién del medio 7.

A continuacién haremos un desarrollo detallado de lo que se muestra en uno de los primeros
articulos de Ashkin [23]. Para comenzar podemos suponer una particula esférica en la que incide un

haz con una potencia inicial P tal como lo muestra la Fig. 2.2, sabemos que una parte de este haz se



transmitird y otra parte se reﬂejaré, etiquetaremos a las reflexiones como R, y las transmisiones como
T}, dénde R y T son los coeficientes de Fresnel. Podemos ver que en el primer punto de incidencia
el haz reflejado se identifica como PR y el transmitido como P7}. Notemos que el haz PTj seguird
viajando en el interior de la particula hasta incidir en otro punto de la misma, donde nuevamente el
haz incidente dard origen a dos haces mds, el que se transmitird ahora hacia el exterior de la particula
y uno reflejado que nuevamente hard un recorrido por el interior de la particula hasta refractarse al
llegar a otro punto en el interior de la esfera, de este modo se genera un nimero infinito de rayos
reflejindose internamente y otros saliendo de la particula hasta que la intensidad se disminuya al grado
de ser absorbida por la particula . Si cada rayo tiene asociado un flujo de momento, la fuerza total sobre
la esfera serd la suma de las contribuciones debidas a los cambios en el flujo de momento de los rayos

reflejados y transmitidos.

Figura 2.2: Rayos generados cuando incide un haz sobre una particula esférica.



Se tiene que realizar el estudio del cambio de potencia y direccién para cada rayo involucrado en
el confinamiento y como hablamos anteriormente se debe separar esta sumatoria en la componente
longitudinal, esto es la direccién z que definimos anteriormente como fuerza de esparcimiento, y en la
componente transversal que por las condiciones de simetria podemos decir que da igual considerarla
en x o ¥, la cual sabemos que es la fuerza de gradiente.

Para poder hacer la descomposicién de fuerzas necesitamos la magnitud del vector y posterior-
mente los 4ngulos. Comencemos entonces con las magnitudes, tal como se ve en la Fig. 2.2, los rayos
salientes presentan la magnitud de PR, el siguiente es P77, después PT TR, PT TR?..PT,TR".
Si conocemos el dngulo de incidencia que en esta ocasién denotamos con & podemos encontrar el 4n-
gulo 7 con el que saldrdn todos los rayos de la esfera, ya que considerando el centro del circulo como
el origen del sistema de referencia, el rayo siempre serd una cuerda y se formard siempre un tridngulo
isdsceles.

Para encontrar los dngulos correspondientes a cada rayo involucrado en la suma de fuerzas, hare-
mos uso de las lineas auxiliares rojas punteadas, por ejemplo, prolongaremos el rayo identificado con
PTyThastalalinea horizontal que identifica el dngulo de incidencia del rayo principal P, a este dngulo
lo llamaremos « tal como se observa en la Fig. 2.3. Del mismo modo llamaremos 4 al 4ngulo formado
entre la prolongacion del rayo PTy TR y el rayo PT T, con un poco de identidades de los dngulos po-
driamos ver que entonces el dingulo del rayo PT TR respecto a Pes de e+ f. Siguiendo con este mismo
razonamiento ahora tendremos que proyectar el rayo P7) TR? para notar que formara nuevamente
un dngulo 4 con respecto a PT TR y de esta forma el dngulo resultante respecto a Pes de « + 28y
podriamos seguir haciéndolo para los 7 rayos que se van a generar, teniendo como resultado el Cuadro

2.1.
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Figura 2.3: Diagrama auxiliar para identificar los angulos involucrados en la suma de fuerzas.

Potencia del rayo emergente Angulo respecto al rayo incidente
PR, 7+ 20
PTyT a
PT TR «+f
PT,IR? «+ 28
PT,IR" -+ np

Cuadro 2.1: Magnitudes y angulos asociados a cada rayo resultante.

II




Podemos entonces ahora hacer la descomposicién de fuerzas en: fuerza de scattering Fs y fuerza

de gradiente F, teniendo entonces

P n,P .
Fs = Bl Bm” [Ro cos(m + 268) + TTy Z R” cos(a + nf) (2.4)
¢ ¢
n=0
NP . ~
Fg = ——— |Rysin(7w + 26) + TT, Z R” sin(a + np) (2.5)
¢
n=0
Las ecs. 2.4 y 2.5 pueden reescribirse como:
7, P -
Fg=—— |14 Rycos(w + 20) + TT, Z R” cos(a + npB) (2.6)
c
n=0
o P . . .
Fg = —— |Rysin(20) — TT, Z R” sin(a + np) (2.7)
c
n=0

Si hacemos la suma de todas las fuerzas considerando la fuerza total en el plano complejo de la

forma Fr = F; + iFg, tendremos que:

P -
Fr =2 1 Ry cos(28) — TT, E R” cos(a + nB) | +
¢
0 (2.8)
oy P
—=i |Rosin(26) — TTy »  R"si
+ ! 0 sin(26) on:O sin(a + np)
o bien
P . - .
Fr=—— |14 Ry [cos(28) + 7sin(26)] — TT) g R” [cos(a + nB) + isin(a + nB)] (2.9)
¢
n=0
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Utilizaremos las identidades que se muestran en el Cuadro 2.2 para reescribir nuestras ecuaciones.

Identidades
sin(7 — 26) = sin(20)
cos(m — 20) = — cos(26)
Ecuacion de Euler
¢ = cos(x) + 7sin(x)

¢ ™ = cos(x) — 7sin(x)

Cuadro 2.2: Identidades trigonometricas y ecuacion de Euler.

tendremos entonces

Fr= "2 |14 Ry’ — TT, ZR”EZ'(“JF”/;) . (2.10)

n=0
Sabiendo que la reflectancia oscila entre cero y uno, es decir R < 1, tenemos entonces una serie

geométrica convergente, que sabemos estd dada de la siguiente forma

n

Zmﬂ: 2 , (2.11)
1—7r

n=0

donde en nuestro caso R*¢/(@+18) — i gn inb , por lo que es ficil deducir que 2z = & yr= REE,

asi

n o
n i(atnf) _ ¢
Z R”e L (2.12)
n=0
de este modo podemos rescribir la ec.2.10 como
Y 26 ¢
Fr= ; |:1+R()6’ —TT, (Re’i@—l . (2.13)
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Si multiplicamos por el complejo conjugado y factorizamos, tenemos que

NP : ¢“(1 — Re ™)
Fr= "2 |1+ Ry — TT . :
g ¢ [ e 0 (1 + R? — 2R cos(B) (2.14)

Ahora bien, como el tinico d4ngulo que podemos medir es el de incidencia, convendria expresar

todo en términos de &, por ejemplo de la Ley de Snell sabemos que:

n
r=sin"! [—m sin 67] . (2.15)
"

Ahora usemos la Fig.2.4 para encontrar el valor de «

Figura 2.4: Diagrama auxiliar para encontrar el valor & en funcién del angulo de incidencia &.

Observemos el tridngulo auxiliar Azébc, por la propiedad de dngulos opuestos por el vértice pode-

mos notar quc
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c=mw—a—5b (2.16)

a=T7T—C

por lo que al sustituir tendremos que @ = 7 — = — 27 + 20, entonces 2 = 26 — 2r.

De manera similar encontraremos el valor de £ usando la Fig.2.s.

Figura 2.5: Diagrama auxiliar para encontrar el vanr‘@ en funcién del angulo de incidencia 6.

Ahora tenemos el tridngulo Adef, y podemos notar que

=7—r—20
e=m— (2.17)
0=r+d

sustituyendo tendremos entoncesque 7 =7 —r — 0+ 7 — B+ 60 —r,f =w — 2r
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Tenemos ahora el Cuadro 2.3. como un compendio de valores de los dngulos e identidades que

podemos usar para reescribir la Ec. 2.11

Angulos
a=20—2r
B=m—2r

a—B=20—m
Identidades
sin(20 — w) = — cos(20)
cos(28 — 7) = —ssin(20)

Cuadro 2.3: Identidades trigonométricas y ecuacion de Euler.

ml
Fr= "
¢

1+ R? — 2R cos(f)

. R )
1+R06219—TT0< ¢ — R )]

haciendo uso de las identidades del Cuadro.2.3, tenemos que:

¢* — R = cos(26 — 27) + isin(26 — 27) — R cos(26 — ) — iR sin(26 — 7)

= R cos(28) + cos(20 — 2r) + iR sin(26) + 7sin(26 — 27r).
Sustituyendo tenemos

mlP
Fr =t [1 + Ro cos(28) + iRy sin(26)
¢

T R cos(26) + cos(26 — 2r) + iR sin(26) + isin(26 — 27)
0 1+ R? — 2R cos(2r)

Separando la parte real y la imaginaria tendremos finalmente que

ml
FS = L |:1 + Ro COS(Z&) - TTO (
[4

R cos(28) 4 cos(26 — 27) \ ] .
1+ R% + 2R cos(2r) &

16
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(2.21)



P
Fg = 2= | Ry sin(26) — TT, (
c

(2.22)

Rsin(26) + sin(260 — 27) \ | .
1+ R% + 2R cos(2r) '

De este modo hemos demostrado que es posible escribir de forma definida las fuerzas involucra-
das en la captura de una particula esférica con el sélo hecho de conocer el dngulo de incidencia y los

coeficientes de Fresnel [23, 33].
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A veces despejarnos es la mejor forma de concentrarnos.

Isabel Labra

Interferometria

El término de interferencia hace referencia a la superposicién de dos o més haces de luz, las ondas
electromagnéticas siempre estdn interfiriendo, pero puede que la irradiancia resultante de esa interfe-
rencia fluctué tan rdpido que se vuelve dificil de detectar.

En la naturaleza el fenémeno de interferencia estd presente en los colores de una burbuja de jabén
o en los del aceite sobre el agua.

Existen dos formas bésicas y fundamentales de generar interferencia: por divisién de frente de

18



onday por divisién de amplitud. Modificaciones a estas formas han dado lugar a una gran variedad de

interferémetros como por ejemplo el interferémetro Mach-Zehnder que serd descrito en esta tesis.
Las formas de interferencia generadas en la naturaleza asi como las implementadas en el laborato-

rio deben cumplir los siguientes requisitos para que el fenémeno de interferencia se pueda detectar u

observar:

= Los haces superpuestos deben ser mutuamente coherentes.
= Ladiferencia de longitud de onda A4 = 1, — 1; debe ser pequefia.

= Los estados de polarizacién de las ondas electromagnéticas deben ser iguales.

La coherencia permite describir con cuanta exactitud una onda compuesta por muchas ondas
puede representarse mediante una tinica onda sinusoidal con amplitud y frecuencia constantes. Si esto
solo se logra en un espacio determinado /; o en un tiempo 7, la onda se llamard parcialmente coherente
y son sin lugar a dudas las que describen las fuentes de luz que se tienen en laboratorio. Como en

cualquier problema de desplazamiento la longitud y el tiempo de coherencia estin relacionados como:

I, =7 (3.1)

Donde c es la velocidad de la luz en el vacio. En resumen

= Coherencia temporal: mide la coherencia entre f{r, 1) y (7, £2), es decir la medicién en un

mismo punto en tiempos diferentes.

» Coherencia espacial: mide la coherencia entre f{r1, £) y f{r2, £), es decir entre dos posiciones del

frente de onda al mismo tiempo.
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3.1. INTERFERENCIA DE DOS HACES

Ahora bien, hablaremos de la superposicién de dos haces que provienen de la misma fuente, en el
punto en el que se superpongan dichos haces la irradiancia variard entre un minimo que puede llegar
a cero y un méximo que excede la suma aritmética de las intensidades. Este tipo de interferencia se
puede lograr de forma sencilla si la fuente de luz es monocromdtica y coherente y da como resultado
una distribucién espacial de franjas brillantes y obscuras a la que llamaremos interferograma.

El fenédmeno de interferencia se obtiene haciendo coincidir dos frentes de onda que provienen de
la misma fuente de iluminacién, utilizando uno delos siguientes métodos: division de frente de onda, el
haz es dividido por aberturas colocadas lado a lado o divisidn de amplitud que hace uso de superficies
parcialmente reflejantes logrando asi obtener réplicas del haz. Para cada una de las opciones existen
diferentes configuraciones que permitirdn la superposicién de los haces generados, a estos dispositivos
los conocemos como znterferdmetros.

Sin importar cual método se eligi6 para generar los dos haces, haremos primero el desarrollo ma-
temdtico para representar esta interferencia y posteriormente describiremos distintos interferémetros.

Entonces supondremos dos frentes de onda planos que se superponen en un punto P, dichos

frentes de onda tienen la misma frecuencia y estin representados como:

[_?;:E—Oicos <Z-7—wt+¢1) (3-2)
- —
E>, = Ey cos (kz : 7 —wt + @2) (33)

— . “ ~
donde k1 5 = ki 2.2 + k1 2,7 + k1 20k son los vectores de propagacién de los haces hacia el punto P
donde se va a analizar la interferencia. @,y @, representan las fases absolutas de cada onda. Tendremos

entonces por el principio de superposicién que,
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La Irradiancia en P estd dada por el promedio temporal del campo eléctrico o lo que es lo mismo

= =
I = <El +Ez>, (3.5)
teniendo entonces que
- =
= = = =
= 506<(E1 +E2> . <E1 +E2)> (3-6)
- = - = - =
—£QC<E1 'El —|—E2E2+2<E1 E2)>

Se puede notar que los dos primeros términos corresponden a las irradiancias individuales de cada
haz, mientras que el tercer termino relaciona alos dos haces y es precisamente el que conocemos como

término de interferencia, podremos reescribir entonces la Ec. 3.6 como

Ly=1+ DL+ Inp. (3.7)

Haciendo uso de las Ecs. 3.2 y3.3, tenemos que

E{‘E_)ZZZ;_Q;'E'—Q;COS (Z-7—wt+¢l)cos(/e_2>-7—a)t+¢2>
(3.8)

— —
= Eo1 - Eop cos (& — wt) cos (B — wt)

— —
dondea = &y - 7+ 0,78 = ka - 7o+ @,. Usando algunas identidades trigonométricas,
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podemos reescribir la Ec. 3.8, como

2<E>.EZ>>:Ez-@[cos(a—i—ﬂ—ZwI)+cos(ﬂ—o¢)], (3.9)

se observa que el primer término se desvanece al efectuar promedio temporal, por lo que,

2 (B B) = B B cos(8— ) = o B s () (10

donde 0 = (k_; — Z) T+ (¢2 - @1).A51’

— —
L1, = gocEoy - Eoy (cos (9)) . (3.11)

Por otro lado, efectuando los correspondientes promedios temporales tendremos que

— 1
I = eoc <E1 . ?1> = gocLy (cos® (¢ — wt)) = ieocEél, (3.12)
y
G 1
L = ¢y <E2 -E2> = EoCE%Z <cos2 B - wt)> = Egch%Z. (3.13)
de esta manera
L, = 2+/L1I; cos (9) (3.14)
y finalmente
Ip=15+ L+ 2\ cos (9). (3.15)
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Es claro notar que cuando cos(9) = 1 se tendrd un méximo de intensidad, mientras que cuando

cos(d) = —1 se tendrd un minimo, matemdticamente hablando esto se representa como
Imﬂx :[1+12+2\/[1[2, si 0=27m (316)
y
[mz'n :Il +[2 —2\/[1[2, si 0= 2(m—|—1)7r (3.17)

La Ec. 3.15 representa entonces la superposicién de dos haces mutuamente coherentes y con mis-

ma polarizacién, describamos entonces los interferémetros bésicos de divisién de frente de onda y

divisién de amplitud y veamos como se ve afectadala Ec. 3.15. Es importante notar que al proceder de
esta forma nuestro problema se reduce a encontrar la diferencia de fase 9, que estd dada como

2w 2w

0= —nDGO =

> 7 DCO, (3.18)

donde DGO es la diferencia de camino geométrico, 7 es el indice de refraccién y DCO es la dife-

rencia de camino 6ptico [34].

3.1.1. INTERFEROMETROS POR DIVISION DE FRENTE DE ONDA

Los interferémetros por division de frente de onda hacen uso del principio de Huygens, el cual
establece que “cualquier punto sobre el cual llega una perturbacién ondulatoria se convierte en una

2

fuente secundaria de ondas ”.
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INTERFEROMETRO DE YOUNG

El experimento de Young plantea tomar dos puntos del frente de onda emitido por la fuente prin-
cipal. En el laboratorio esto equivale al diagrama que se puede ver en la Fig. 3.1, donde primero se hace
pasar al frente de onda inicial Sy por una abertura para obtener una fuente puntual, el frente de onda
que resulta de esta abertura es esférico e incidird sobre dos aberturas muy cercanas entre si 57 y S,
nuevamente considerando el principio de Huygens tendremos ahora dos fuentes puntuales que en
realidad han sido obtenidas del mismo frente de onda. Notemos que el punto P donde mediremos la
interferencia se encuentra en un plano a una distancia L del plano donde se encuentran las aberturas,
las cuales estdn separadas por una distancia «. Las distancias que recorre la luz de la abertura Sy a Py

dela abertura S, a P, serdn llamadas s; y s, respectivamente .

Figura 3.1: Diagrama de un interferémetro de Young.

Usando nuevamente la Fig. 3.1, podemos observar que

52 — 51 = asin b, (3.19)

siendo el dngulo formado por el punto de observacién P respecto al eje 6ptico, asf
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2
0= 77[4 sin 4. (3.20)

Si consideramos ademds que /; = I, tendremos que la Ec. 3.15, quedard como

Ip=1+ 1 + 2/ cos (9)

= 211 + 2I; cos (9)

(3.21)
=211 (1 + cos (9))
)
= 4] cos® <>
2
Sustituyendo la Ec. 3.20 en 3.21, tenemos que
ma sin (¢
I, = 45 cos? <).()> (3.22)

Bajo ciertas condiciones referentes a la posicién del punto de observacién por ejemplo y < L se

~

tiene que sin(#) = tan(6) = <, transformando a la Ec. 3.22 en

Ta
IP = 4/ cos’ (TL}}> (3.23)

Obteniendo asf la ecuacién caracteristica de un interferémetro de Young.

3.1.2. INTERFEROMETROS POR DIVISION DE AMPLITUD

Los interferémetros por division de amplitud suelen utilizar espejos y divisores de haz, a conti-
nuacidn, revisaremos dos de las mds famosas e histéricas disposiciones que permiten distintos tipos de

aplicaciones pero que no dejan de pertenecer al mismo grupo de interferémetros.

25



INTERFEROMETRO MICHELSON

Para ilustrar la disposicién de un interferémetro Michelson, haremos uso de la Fig. 3.2. En esta
disposicién se utiliza un divisor de haz formado por dos prismas triangulares, en la unién de los prismas
el cubo divisor cuenta con una pelicula delgada semireflectora que logra la divisién de amplitud del
frente de onda inicial, una parte del haz se transmite por el divisor hacia el espejo fijo y la otra parte
del haz es reflejada hacia el espejo inclinado, recordemos que nuestro problema de interferencia se ha
reducido a encontrar la diferencia de camino Sptico entre los dos haces que estdn interfiriendo, asi que
lo que tenemos que hacer es revisar el recorrido de la luz en los sentidos que denominaremos brazos

del interferémetro.

" Espejo inclinado

' Divisor de haz
Espejo fijo

Figura 3.2: Disposicidn de un interferémetro Michelson.

Si el espejo fijo y el inclinado estdn colocados a la misma distancia del divisor de haz, podremos
observar que la diferencia de camino éptico se dard solamente por la inclinacién que tenga el espejo.

La diferencia de camino 6ptico entre los haces emergiendo es

$p — 51 = 2d cos 0, (3.24)

donde d es la distancia entre los espejos y & es la inclinacién de los haces con respecto al eje Sptico.
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sustituyendo la Ec. 3.24 en la Ec. 3.21 tendremos que:

(3.25)

I, = 4L cos® <27rdc;s(<9)> .

Seguin lo dicho anteriormente para generar un interferograma serd necesario inclinar uno de los
espejos, formando una cufia de aire, o introducir un objeto de fase en alguno de los brazos modificando
asf uno de los frentes de onda.

Nota: Cualquier modificacién como las mencionadas anteriormente contribuird con el doble de
su valor real ya que el haz pasa dos veces por el mismo sitio.

Dicho lo anterior es fécil notar que el interferograma tiene codificada la informacién de la dife-

rencia de camino éptico segun la siguiente relacién:

b(xv)’) = .

5(’@)’) A
5 '3 (3.26)

Veamos que obteniendo la fase podemos obtener la diferencia de camino Sptico y con eso la dife-

rencia de topografia b(x, y) entre el objeto de referencia y el objeto que se quiere medir.

INTERFEROMETRO MACH-ZEHNDER

Otra configuracién de interferémetro por division de amplitud es el interferémetro de Mach-
Zehnder en el cual los caminos son independientes y es altamente til para medir espesores de objetos
de fase, ya que el haz correspondiente pasard solo una vez por él. Para describir el arreglo haremos uso
dela Fig. 3.3.

Una fuente de luz colimada incide sobre un divisor de haz 1, tanto el haz reflejado como el trans-
mitido se redirigen a los espejos 1y 2 respectivamente, eso le permite a ambos haces llegar al siguiente
divisor de haz 2 donde se recombinaran para lograr una interferencia, notemos que hasta ese punto si

los divisores y los espejos estin colocados en los vértices de un cuadrado la diferencia de camino éptico
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Divisor de haz 2
K

N

Espejo 1

Cuna optica
Pantalla

Espejo 2 - .
k-
Divisor de haz 1

Figura 3.3: Diagrama de un interferémetro Mach-Zehnder.

deberfa de ser cero. Al introducir un objeto de indice de refraccién 7 y espesor ¢ en uno de los brazos
se obtendr4 un retraso en el frente de onda en ese brazo dado por la diferencia de velocidad que la luz

adquiere al pasar por el objeto, por lo que continuando con la notacién usada anteriormente,

53 — 51 = t(n — nyp) (3.27)

Por lo que al sustituir en la Ec. 3.21 tendremos que:

I, = 4l cos® (%[(ﬂ - no)) , (3.28)

Por lo que entonces podemos obtener el espesor relativo #(x, y) de la muestra bajo estudio al ob-

tener la fase del interferograma dada la relacién

Hx,y) = =5« —— (3.29)
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3.2. INTERFERENCIA DE HACES MULTIPLES

Cuando se habla de interferencia de haces multiples es necesario definir los coeficientes de refle-

xién 7y transmisién ¢ porque tendrd que cuantificarse la luz transmitida y reflejada en cada interfaz,
dichos coeficientes se pueden escribir como:

=

L
E;

(3.30)
donde E; es la amplitud incidente, E, y E, son las proporciones reflejadas y transmitidas de £;. Si

tomamos el sentido inverso, quiere decir que el rayo incida desde la interfaz dos a la uno, entonces los
coeficientes serdn:

E E
/ 7 / t
7y = 5 = — 31
E; E; (3:31)
inversa.

donde E, y E, siguen siendo la parte reflejada y transmitida de E; pero ahora en la configuracién

Durante el andlisis de este fendmeno debemos tener en cuenta que: el 4ngulo de reflexion es igual

al dngulo de incidencia, que se cumple la ley de Snell, que existe una variacién en la intensidad de la

radiacién transmitida y refractada asf como en la fase y la polarizacién.

Si consideramos polarizacién p ademds del cumplimiento de las condiciones de frontera, esto quie-

re decir que las componentes de aralelas a la interfaz son continuas sobre la misma, se podrd
d quel p tes de £'y B paralel la interf: t bre | pod

obtener después del dlgebra correspondiente que los coeficientes de Fresnel estin dados por [35]:

Ey  nicos0; — n;cos b,
v, = — =
p E

nsc0509; + n; cos 6,

(3.32)
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Ep 2n,c056;

t .
’E ncost; + n; cos o (333)

En el caso de polarizacién tipo s tendremos que:

. % _ n;cos8; — n; cos b, (3.34)
Y Ey ncosb; + n,cos b, '

. Es 2n,c059; (a9)
T Ej; N n.c050; + n; cos b, 3.35

Si consideramos una pelicula delgada con un coeficiente de reflexién alto, se generaran multiples

reflexiones que dardn lugar a interferencia de maltiples haces, tal como se ilustra en la Fig. 3.4.

Figura 3.4: Diagrama de la obtencién de interferencia multiple generada a través de multiples reflexiones internas dentro
de una pelicula delgada con un coeficiente de reflexién alto.

Los coeficientes de reflexién y transmision en la interfaz formada por dos materiales con indices
de refraccién n; y n; respectivamente se pueden obtener al usar las Ecs. 3.32, 3.33,3.34y3.35. Enla

aproximacién de incidencia normal
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r=r=r,= .36
s b ot 7o (3-36)
t=t=t,= 212 (3.37)
=h=h= 3.37
De igual forma cuando el orden de los medios es invertido
/ ny — ny
= — 3.38
ny+ ny ( )
Zl’lz
/
[ = —— .
———— (3-39)
Haremos uso de la Ec.3.18 para encontrar la diferencia de fase entre dos ondas sucesivas
0 = k2nyd cos b, (3.40)

donde d es el espesor de la pelicula delgada, 7, es el indice de refraccién de la pelicula y 6; es el
dngulo de transmisién del haz, tal como se muestra en la Fig. 3.4.

Si consideramos la onda incidente como E; = Eye* que representa iluminacién polarizada li-
nealmente y orientada de forma perpendicular al plano de incidencia. La amplitud resultante de la

superposicién de todas las ondas transmitidas estard dada por

E, = i/ Eye™ (1 + 7260 4 AP e 4 ) : (3.41)

El término entre paréntesis tiene forma de una serie geométrica que converge al/(1 — x), donde

x = 7262, asi que:
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tt’Eer"‘”

E =%
4 1_},./2615

(3.42)

Usando las relaciones de Stokes, que describen la fase relativa de la luz reflejada en una interfaz
formada por dos medios con indices de refraccién distintos y que de forma explicita son los coeficientes
de reflexién y transmisién proporcionados por las ecuaciones de Fresnel mencionados anteriormente,
tendremos que

(1—7) Ege™

E=r .
: T (3.43)

Por lo que la distribucién de intensidad quedard dada como:

(-7
1+ 74 — 272 cos(9) (3-44)

1
]; = E‘EQCEE;k = [0

3.2.1. INTERFEROMETRO FABRY-PEROT

El interferémetro Fabry-Perot también se encuentra dentro de los interferémetros de divisién de
amplitud [34, 35, 36, 37], la diferencia es que aqui interfieren mds de dos haces, esto es debido a la
disposicién que se tiene la cual se muestra en la Fig. 3.5. La configuracién consiste en dos espejos se-
mitransparentes M y M> separados una distancia 4, cuando un haz incide a un dngulo ; respecto a
la normal del espejo una parte serd reflejada y otra transmitida, la parte transmitida llegard a la segunda
superficie y experimentard nuevamente el mismo fenémeno, una parte serd transmitida y otra refle-
jada, al final el patrén de interferencia estard dado por todos los haces que logran llegar al punto de
observacién P.

Consideraremos que los espejos tienen reflectancias Ry y Ry y transmitancias 77 y 7 respecti-

vamente. Si no consideramos las pérdidas en las superficies deberfa cumplirse que R + 7" = 1 esto
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Lente

Fuente de + d - convergente
luz

extendida

Pantalla

16 M, M, LC,

Figura 3.5: Disposicion caracteristica de un Interferémetro Fabry-Perot.

también siempre y cuando la absorcién del medio « sea nula. Con todas estas consideraciones pode-

mos calcular la reflectancia 7,/ I; como:

Ry + Ry + 24/R1Ryc0s(9)

14 RiRy + 2v/RiRycos(9) (3.45)

y la transmitancia 7, /1; como:

711>
T= .46
1+ RiRs + 23/ RiRocos(9) (3-46)
donde
47mf
0= p dcos b, + 2¢ (3.47)
0

donde nges el indice de refraccién del medio entre las placas y ¢ es el cambio de la fase debido a la
reflexién.
Con esto podemos observar que el patrén de intensidad también tiene codificada la informacién

sobre el indice de refraccién y la separacién entre las placas, tal como los interferémetros descritos
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anteriormente.

FABRY-PEROT DE FIBRA OPTICA

Como caso particular por los fines del trabajo también desarrollaremos la teorfa de un Interferd-
metro Fabry-Perot de Fibra Optica (FFPI Fiber optic Fabry-Perot Interferometer). Se tiene una dis-
posicién como la que se muestra en la Fig.3.6, en la que se representa un FFPI de tres cavidades o 4
superficies. El campo incidente £y con constante de propagacion 4, viaja en direccién +z por el nd-
cleo de la fibra dptica el cual tiene un indice de refraccién 7sasr, como mencionamos anteriormente
este haz incidird sobre una interfaz 1S formada por la fibra 6ptica unida a un material distinto, una
parte del haz se reflejard con una magnitud y fase de R, (15) = VR exp(76) donde & es el aumento

en la fase dependiente de la reflexidn, es decir

07 n; Z 741
bi1 = (3.48)
T on; < ni

R 41 es el coeficiente de reflexién que relaciona dos medios adyacentes a través de sus indices de

refraccién

2

i — nit1 .

Ri+1:<l d ) ,i=1,0,... (3-49)
”z‘+nz'+1

También sabemos que el resto del campo se transmitird con un factor de pérdida que depende de la
calidad de la superficie 7,15y = 1 — 4 1v/1 — Ry, siendo A el factor de pérdida. La luz transmitida
viajard una distancia L; que corresponde al tamafio dela cavidad 1 y que sabemos que estd relacionada
con el camino dptico como X; = 7Ly, esta cavidad tiene su propio factor de pérdida «;, indice de

refraccién ; y una constante de propagacion j,, todas estas variables afectan a la transmisién del hazen

fasey magnitud Pe; = /1 — ay exp (—8,L1) = /1 — a1 exp (—ip,). Elhaz reflejado en la superficie
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Ly b Ly c3
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Revestimient
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Ry Rz Ry

Ry

Figura 3.6: Modelo de andlisis 4S equivalente de la punta sensora FFPI, que contiene la magnitud caracteristica (K;) y la
diferencia de camino 6ptico de cada cavidad (2¢l.).

2, realizard el mismo viaje que hizo para llegar hasta ahi, siguiendo la trayectoria 1§ — 25 — 1, para
el haz que logra llegar nuevamente a la primer interfaz se tendrd una diferencia de camino dptico de

Ay = 2X;. Cada recorrido tiene un factor caracteristico que se puede expresar como

K'l.

(1—4) (1= R) (1~ o) (3.50)
y una propagacion que puede verse como

27
2¢z’ = 7 (anlz) ) (351)

continuando con el andlisis se podrd deducir entonces que para I superficies o N — 1 cavidades

se tendrd que el campo eléctrico reflectado se puede expresar como

N—-1 7
Er(ns) = Eo Z H K, exp (—z'2¢m) VRis1exp (641) ¢ s (3.52)
=0

m=0
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para finalmente obtener la reflectancia
N—-1 7
R p(s) ( E H Ry
=0

N - (3-53)

+2Z_ > HKZHK VRRcos | [ 20, | +6i—6,
9=i

=0 m=i+1 =0 q=i

Con esto hemos logrado dar un breve pero nutrido recorrido por la teorfa y aplicaciones de algu-
nos de los interferémetros mds famosos [34, 36, 37, 38, 39].

En el siguiente capitulo se explica como trabajar con las fases obtenidas de los interferémetros.
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Una impureza que lo altera, pero no lo daria y lo vuelve

entraiiable en un mundo donde sélo lo irreal aspira a ser

perfecto.

Juan Villoro

Demodulacién de fase

Tal como se explicé en el capitulo anterior, sabemos que un interferograma viene dado por un
conjunto de franjas brillantes y oscuras distribuidas en un campo de observacién. También hablamos
de que el factor que determina si la franja es oscura o brillante es precisamente la diferencia de las fases
relativas, por lo que no es extrafio imaginar que uno de los principales retos dentro de la interferome-
tria consiste en determinar esta distribucién de fase y para hacerlo es frecuente analizar la evolucién

de un patrén de franjas haciendo uso de una fase adicional que modulard de forma conveniente el
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interferograma para su posterior andlisis.

4.1. ALGORITMOS DE CAMBIO DE FASE (PSA)

A continuacion, hablaremos de la teorfa bisica de los algoritmos de cambio de fase (phase-shifting
algorithms) PSA’s, cuando se ha introducido un cambio de fase de wy radianes entre cada interfero-
grama.

La Ec. 3.15 describe entonces a un interferograma, lo que haremos a continuacién es reescribir esa

ecuacién tomando en cuenta el término de fase wy que introduciremos, por lo que

I(x,y) = a(x,y) + b(x, y) cos[d(x, y) + wot] (4.1)

donde a(x,y) = I + I representa el fondo y b(x, y) = 2+/T1 15 el contraste local. Es posible al
observar la Ec. 4.1 notar que se requieren al menos tres ecuaciones para tener un sistema algebraico
definido que nos permita encontrar el término de fase d(x, ). Para obtener las otras dos ecuaciones in-
troduciremos un incremento conocido en la fase, el cual hemos denotado como wq. Estos incrementos
estdn determinados por el nimero de pasos 7z que se quieran hacer, como 27 /. Es importante notar
que # sélo hace referencia al momento en el que se tomé el interferograma, no esté relacionado con un

tiempo especifico.

4.2. ALGORITMO ALGEBRAICO DE DESPLAZAMIENTO DE FASE DE 3 PASOS

Siguiendo las indicaciones anteriores tendremos el conjunto de ecuaciones dado por:
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Io(x,y)=a(x, y) + b(x, ) cos [9(x, y)] ,
Ii(x,y)=a(x,y) + b(x,y) cos [0(x, y) + w0, (4.2)

I (x,y)=a(x,y) + b(x, y) cos [0(x, y) + 2wo] .

donde a(x, y), b(x, y) y (x, y) son funciones no conocidas y /;, >, I3 representan los interfero-
gramas, en este caso notemos que wy = 27/3.

Si consideramos algunas identidades trigonométricas, como por ejemplo que

cos (x + y) = cos (x) cos (y) sin (x) sin () (43)

Después de un poco de dlgebra podremos mostrar que:

[O(x,y)za(x,y) + b(x,y) cos [3(x7}')] )

(s 9)=al) + bo) [~ cos ) — 2 sin i) (44

1 3
L(x,y)=a(x,y) + b(x,y) [—2 cos d(x, y) + \ZT sin (3(x,y))} .
Nuevamente al realizar el dlgebra pertinente tendremos

V3 (h(x,y) — £i(x,y))

tan (0(x,y)) = ’ .
n(d(x,y)) Li(x,y) — L(x,y) + 21y(x, ) (4.5)

para finalmente obtener que
d(x, y) = arctan \/g(lz(x’)’) — I(x,)) (+6)

[1(35,}/) - IZ(xv)’) + 2[0(x,y)

Obteniendo asi la distribucion de fase a partir de 3 imdgenes. Y aunque pareciera que este algorit-
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mo es rdpido y ficil de implementar tiene algunos problemas, como por ejemplo la poca robustez al
detuning que no es otra cosa mds que pasos con un error en el corrimiento de fase, este tema se tratard
con mis detalle mds adelate. Debido a este tipo de problemas se han buscado alternativas que mejoren

el resultado de la estimacién de la fase. Otro método sumamente utilizado se describe a continuacién.

4.3. ANALISIS DE LA FUNCION DE TRANSFERENCIA DE FRECUENCIA (FTF)

A continuacién, mostraremos que también es posible encontrar la fase en el espacio de las frecuen-

cias. Partiremos de la Ec. 4.7 que representa nuestro modelo general de un interferograma desplazado.

1(0,t)=a + gexp [—7 (0 + wor)] + —|—§ exp [£ (0 + wor)] . (4-7)

En general un PSA puede representarse de forma completa por la funcién de respuesta al impulso
h(t) olafuncién de transferencia de frecuencia (FTF) en el dominio de Fourier H(«) de un filtro lineal

de cuadratura

N
b(t) =) cud(t = n), (4.8)
n=0
N-1
Flb(t)] = Hw) Y c,exp(—iwn) (4-9)
n=0

donde para no confundir el término J(x, y) de la fase con una Delta de Dirac propias de las trans-
formadas de Fourier solo nombraremos a la fase como ¢.
Podemos hablar de un filtro de cuadratura lineal para la sefal de la Eq.4.7 cuando la Funcién de

Transferencia de Frecuencia (FTF) del filtro lineal cumple las condiciones de cuadratura dadas
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H(0)=H(-wo) =0,
(4.10)
H(a)()) 7é 0.

Aplicando el filtro lineal de cuadratura b (z) al interferograma desplazado en fase 1(z), tendremos

N N—1
1) % h(e) = 1(6) x Y _c,d(e—n) =1(e) * Y _cud(t — n) (4.11)

donde * denota el operador de convolucidn.
Tomando la Transformada de Fourier, aplicando el teorema de convolucién, las condiciones de

cuadratura y regresando al dominio temporal, la sefial analitica estimada es

N
1) b(e) = 1) % 3 eul(t — n) = %b(x, ) H(wo)exp [p(x,y) + o] (412)

n=0
La secuencia temporal /() * h(¢) tiene un soporte de 2N — 1 muestras, involucrando todos los

datos disponibles, en # = N — 1, por ejemplo

1(2) % b(2)|1=0 = colo,

1(2) % b(2) |21 = aly + coly,

1(2) % b(2) |12y = 2do + aly + coL2, (4.13)
1(2) % b(2)|r=; = 21 + bz,

[(l’) * }J(t)‘t:4 = 6212.

Considerando lo anterior deberfamos de evaluar la convolucién en # = N — 1 para obtener la

estimacion de la sefial analitica mds robusta dado el nimero de pasos, obteniendo como resultado que
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I(x,y, 1) % b(t)|,=n—1 = coIn—1 + a1ln—2 + ... + cn—2L1 + en—11o (4.14)

Si se lleva a cabo este desarrollo se puede deducir esta férmula general para un algoritmo de corri-

miento de fase lineal. A partir de esta sefial analitica, podemos estimar la fase calculando su dngulo:

Im {6011\1;1 +alny—o+ ... +cn—2h + CN,1[0}
Re {C()]Nfl +aln o+ ... +enoli + CN,1[0}

o(x, y);nod27r = arctan (4.15)

Este resultado serd vilido cuando los interferogramas capturados estén bien sintonizados con el
filtro de cuadratura, esto quiere decir, cuando entre cada interferograma efectivamente exista un co-
rrimiento en la fase de w.

Sin embargo, la cuestién de la sintonizacién sobre todo cuando se usan piezoeléctricos en labora-
torio suele ser un problema, los interferogramas suelen tener un corrimiento de @ 4 A. Actualmente

es posible corregir este problema de detuning de manera digital, para estos casos la fase estimada estd

dada por:
p(x,y) = p(x,y) — D(A) sin [2¢(x, )] (4.16)
donde
_ [H(—wo — A)|

Con esto concluimos que incluso si nuestros interferogramas no cumplen con el corrimiento exac-

to podremos encontrar una buena aproximacién a la fase.
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4.3.1. PSA DE MINIMOS CUADRADOS
TRES PASOS (wy = 27/3)

La FTF para este caso corresponde a
H(w) = [t — exp(ie)] [1 — exp (w + w)] (4.18)
Lo que da como resultado
(e, 3) explip (e, )] = 200 — (1= V/3) = (1= V3) o (4.19)

Basta con programar la Ec. 4.19 en el lenguaje de su eleccién para encontrar la fase envuelta aso-

ciada.

CUATRO PASOS (wy = 27/4)

Ahora tenemos que la FTF es
H(w) =1 —exp(iw)] [1 — expi(w + )] [1 — expi(w + 2w))] (4.20)
Por lo que la ecuacién a programar estard dada por

Ao(x,y) exp lip(x,y)] = Ip — iy — L, + i3 (4.21)
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CUATRO PASOS (wg = 271’/4), CON ROBUSTEZ A VARIACIONES DE FONDO

Si lo que te interesa es corregir las variaciones en el fondo que pudiera tener tu imagen, la FTF
adecuada serfa

H(w) = [1 — exp(iw)])* [l — expi(w + wo)] (4.22)

Que te entregara un resultado robusto a variaciones del fondo y estd descrito por

Ao(x,y) exp [(p(x, )] = V3o — L — L+ L) + i (o — 30 + 31, — I3) (4.23)

CINCO PASOS (@) = 27/4), CON ROBUSTEZ A DESENTONIZACION

Finalmente, para corregir uno de los problemas mds comunes que se dan en el laboratorio, es
conveniente tomar un interferograma mis, es decir, en el caso de pensar en tomar 4 imégenes con
un corrimiento en la fase de 7/2, lo que tendrds que hacer es tomar un interferograma mds, toma en
cuenta que si la fase estuviera corriendo de forma adecuada, el primer y quinto interferograma tendrfan

que ser exactamente iguales. La FTF que se utiliza para tener un resultado robusto al detuning es:

H(w) = [1—exp(iw)] [1 — expi(w + wo)]z [1 — expi(w+ 2wp)] (4.24)

Que entrega como programable a la siguiente expresién

Ao(x,y) exp [ip(x,y)] = Ip — 2} — 2L, + 25+ 14 (4.25)

Existe una gran cantidad de algoritmos desarrollados buscando complementar las limitaciones
experimentales, por lo que es recomendable identificar las fortalezas y debilidades de sus interferogra-

mas y de esa forma elegir el algoritmo que mejor le funcione. En el apéndice A del libro Fringe Pattern
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Analysis for Optical Metrology [40] puede encontrar una variada lista.
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Imagine algin tipo de pistola de rayos futurista que pue-
da apuntarse desde la distancia para inmovilizar a una
sola persona en una multitud en movimiento. s Qué pasa-
ria si el tivador pudiera mover a la persona inmovilizada
a otro lugar simplemente apuntando la pistola de rayos a

otro lugar?

Washington Post 1987

Materiales y métodos

En este capitulo describiremos la metodologfa implementada en los distintos arreglos experimen-
tales que nos llevaron a obtener los resultados que mostraremos mds adelante, también describiremos
algunas de las complicaciones técnicas y hablaremos de los materiales que se emplearon en cada parte

del proceso. El capitulo estd dividido segin los experimentos realizados.
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S.I. IMPLEMENTACION DE SISTEMA DE TRAMPA OPTICA

Existen en la literatura un gran niimero de tutoriales sobre como construir un sistema de pinzas
opticas [41, 42, 43, 44, 45, 46], y aunque nosotros contamos con el un Kit adquirido en Thorlabs
(OTKBL Modular kit optical tweezers) [47], revisar los distintos tipos de disposiciones ayuda a en-
tender el funcionamiento e importancia de cada componente que conforma el sistema. En la Fig. 5.1

se muestra la disposicion general del sistema comprado.

Figura 5.1: Esquema general de un arreglo de pinzas dpticas, el laser infrarrojo es colimado, después redireccionado con
el espejo M1 para posteriormente ser expandido, incide en el divisor de haz dicroico BSD y sigue su camino al conjunto
de espejos M2 y M3 que se encargan de redireccionar al haz de forma ortogonal a la mesa, de esta forma el haz entra al
objetivo de microscopio de inmersién en aceite A4/ OI formando en su punto focal a la pinza 6ptica. Para la visualizacién
de la muestra se cuenta con un LED y un condensador.

Se tiene un ldser infrarrojo con longitud de onda de 975 #m cuya funcidn es formar la pinza dptica.
Tenemos entonces un expansor para hacer mds grande el spot del ldser infrarrojo, el cual incide sobre
un espejo M1 para ser redireccionado a otro arreglo de lentes que hace la tarea de colimar el haz, una

vez expandido y colimado incide sobre un divisor de haz dicroico BSD, esto quiere decir que para el
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ldser infrarrojo funcionard simplemente como un espejo que redireccionard nuevamente el haz a otro
juego de espejos M2 y M3 encargado de poner el haz de forma perpendicular a la mesa, en este punto
el ldser incidird en el objetivo de microscopio de alta apertura numérica (N4 = 1,25) e inmersion
en aceite MOI el cudl logrard que la captacién de rayos sea mucho mayor que con un objetivo de mi-
croscopio normal, esta componente es la pieza clave del sistema de pinzas pticas. También contamos
con un LED de luz blanca que incide en un divisor de haz BS. La parte reflejada entra a un objetivo de
microscopio de 10X, el cual funciona como un condensador concentrando los rayos que provienen
dela fuente luminosa garantizando asf una iluminacién uniforme sobre la muestra que serd observada
por transmisién mediante el uso de la cdmara.

Para posicionar la muestra el sistema cuenta con una montura posicionadora con desplazamiento
en los tres ejes, la montura permite moverse con tornillos micrométricos en un rango de 3 mm y con

piezoléctricos en el orden de los nanédmetros permitiendo 20 um de desplazamiento.
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S.2. ACOPLAMIENTO DE RADIOMETRO

Una de las principales pruebas que puede hacerse para comenzar a familiarizarse con el sistema es
medir lairradiancia cerca del punto donde se atrapa la muestra, es decir en el punto focal del objetivo de
microscopio de inmersidn en aceite, es complicado realizar una medicidn precisa ya que al ser nuestro
haz un lser infrarrojo no se puede determinar a simple vista la posicién del spot, con esta prueba se
tiene un estimado de la diferencia de potencia de entrada y potencia de llegada al plano cercano en la
captura.

Para poder hacer las mediciones primero se localizé la posicién de la pinza éptica. La forma tipica
de un radiémetro no permite que éste pueda ponerse exactamente en la posicién de la pinza, pero se
espera poder encontrar una relacién matemdtica que nos permita deducir una potencia aproximada
en el punto de interés. Esta técnica tiene varias limitantes, por ejemplo que en el radiémetro se debe
indicar el tamafio que tiene el spot, en nuestro caso al tratarse de un haz que se enfoca a una distancia
muy corta del portaobjetos no nos es posible observar el tamafio del spot. Lo siguiente es retirar el
objetivo que funciona como condensador, el cual concentra los rayos luminosos sobre la muestra, ya
que de otra forma no serd posible introducir el radiémetro, para tener un control sobre la distancia en
la que se estd colocando el radiémetro respecto a la pinza dptica, se utilizé una montura a la que se le
adecud un vernier para poder subir o bajar en el orden de las micras. Para esta parte del experimento
se utilizé un Sensor de potencia de fotodiodo de esfera integradora de la marca Thorlabs identificado
como S144C [48], que funciona en un rango de 800 a 1700 nm, y es capaz de medir hasta s0o mW.
Es ideal ya que nuestro léser infrarrojo es de 975 nm y tiene una potencia méxima de 350 mW. En la

Fig.s.2 puede observarse la disposicion utilizada en este experimento.

49



v
o
£
[
>
=
S
o
g
=)
=
8
=

(b)

Figura 5.2: (a) Esquema utilizado para obtener una medida aproximada de la potencia en la pinza dptica, (b) Visualizaciéon

del radidometro respecto al portaobjetos y a la pinza éptica en un acercamiento.

5-3. ACOPLAMIENTO DE SENSOR DE FIBRA OPTICA FABRY-PEROT A TRAMPA OPTICA

La idea de acoplar un sensor de fibra éptica al sistema surge de la necesidad de caracterizar la tem-
peratura en nuestras pinzas Gpticas. La temperatura siempre serd un pardmetro importante sobre todo
si se piensa usar el sistema en aplicaciones bioldgicas ya que es importante asegurarnos de no causar
fotodafio [49, 50, 51, 52]. Existen muchos trabajos que hablan sobre la caracterizacién de este pardme-
tro, en algunos utilizan tintes dependientes de la temperatura, en otros quantum dots, microscopios
de fluorescencia, entre otros sofisticados dispositivos o preparacién extra de la muestra [53, 54, 55]. Al

no contar con los materiales necesarios para hacer la caracterizacién de la temperatura como la litera-
tura lo establecfa y al percatarnos que en todos esos trabajos se habla solo de la temperatura en el foco
de la pinza 6ptica, decidimos que serfa mejor tener un sensor que nos permitiera hacer una medicién
de la temperatura en el cono de luz de la pinza ptica, ya que también se ha demostrado que la mayor
contribucién en el calentamiento de una muestra es la absorcién de la luz ldser en el medio en el que
se encuentra inmersa la particula [56]. Es importante mencionar que el cambio en la temperatura en

un sistema de pinzas Spticas es altamente dependiente de las componentes que conforman el siste-
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ma [57, 58] y por eso es conveniente tener una forma sencilla y econédmica de medir la temperatura
caracteristicas presentadas en la presente propuesta.

Antes de explicar como se posiciona el sensor de fibra éptica (OFS) es importante describir su pro-
ceso de fabricacién [59]. EI OFS estd compuesto por una fibra monomodo SMF28 a la cual se adhiere
en la punta una microgota de un adhesivo éptico de baja pérdida (Adhesivo éptico Norland NOA61).
El polimero se solidifica con uso de luz ultravioleta, formando asi la cavidad del interferémetro Fabry-
Perot. Hay formas de controlar la cantidad de polimero adherido en caso de necesitar una cavidad de

una longitud 4 especifica. La ecuacién que describe la intensidad total reflejada reportada en [60] es:

I, = V% + }721’%(1 — 7)4 + 2y (1 — r1)2 cos (2¢) (s.1)

Donde 7 es el coeficiente de acoplamiento, 71 y 7, son los coeficientes de Fresnel que podemos
obtener al sustituir en la Ec. 3.36 los valores correspondientes para los indices de refraccién. ¢ =
27nyd /2, donde A es la longitud de onda de la luz y 4 es el tamafio de la cavidad Fabry-Perot.

En la Fig. 5.3 podemos observar un diagrama del OFS, en dicho diagrama ngysr representa el
indice de refraccién de la fibra dptica, y puede tomar dos valores distintos dependiendo la logintud
de onda ngyr = 1,4677 para A = 1310 nm y ngpyr = 1,4682 para A = 1550 nm. En este tipo
de interferémetros el contraste depende de los coeficientes de Fresnel y la posicién del méximo en
el espectro de reflectancia depende del tamano de la cavidad y del indice de refraccion tal como se
describié en el capitulo anterior. Estos pardmetros a su vez son afectados por el coeficiente de expansion
térmica (TEC) y el coeficiente termo-6ptico (TOC) que a menudo son dados por el fabricante. Para
el OFS utilizado en este trabajo se adhirié a la punta de la fibra éptica una cavidad de NOA61 con
un indice de refraccidn de n, = 1,5409 a 1550 nm y 25°C. La longitud de la cavidad se estimé en
d = 20,05 wm a partir de la transformada de Fourier del espectro reflejado [61], medido con un

interrogador 52255 (MICRON OPTICS), que cuenta con un ancho espectral que va de los 1460 nm
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alos 1620 nm. Finalmente 7., hace referencia al indice de refraccién del medio en el que se encuentra

inmerso el OFS.

Figura 5.3: Disposicion del sensor de fibra éptica equivalente a un interferémetro Fabry-Perot.

Nota: En la Fig.s.3 las 71 y 7, solo hacen referencia a las reflexiones que se dan en cada interfaz, no
confundir con los coeficiente de Fresnel.

Ahora que tenemos el OFS se debe caracterizar en temperatura con algin dispositivo en el que se
tenga control sobre la misma, en nuestro caso se utilizé una dry bath digital (myBlock 7 Mini Dry
Baths by Benchmark Scientific). Posteriormente caracterizado el sensor se procede a colocarlo sobre un
cubre objetos e introducirlo en el campo de la trampa Sptica con ayuda de la montura micrométrica,

tal como se muestra en la Fig. 5.4
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(b)

Figura 5.4: (a) Esquema utilizado para posicionar el sensor de fibra éptica (OFS) en el campo cercano a la pinza éptica, (b)
Visualizacién del sensor de fibra ptica sobre el portaobjetos en un acercamiento.

5.4. ACOPLAMIENTO DE INTERFEROMETRO MACH-ZEHNDER A LA TRAMPA OPTICA

Continuando con la idea de usar interferometria para la caracterizacién de pardmetros en la pinza
dptica o en las muestras capturadas, optamos por la implementacién de un interferémetro Mach-
Zehnder que podria permitirnos estudiar propiedades como indice de refraccién, forma y tamario de
particulas capturadas [62, 63] .

Esta parte del trabajo es sin duda una de las mds complejas, partiremos de la disposicién mostra-
da en la Fig. 5.1 y a continuacién describiremos los pasos y las componentes que se agregaron para
incorporar el interferémetro Mach-Zehnder. En la Fig. 5.5 se visualizan los cambios.

El primer paso es incluir una fuente de iluminacién ldser, en este caso se tiene un liser Kimmon
modelo KBL-100-A que emite en una longitud de onda de 405 nm y tiene una potencia mdxima de
100 mW, para evitar reflexiones espurias nosotros solo usamos 0.8 mW [64], con esto garantizamos
una longitud de coherencia corta y con ello la obtencién de interferogramas limpios, es decir interfe-
rogramas que solo contienen las interferencias del haz objeto y el haz referencia.

A continuacién, tendremos que girar el divisor de hazidentificado como BSD2, el haz transmitido
seguird haciendo el mismo recorrido que anteriormente hacia la luz LED reflejada, es decir pasard por

el condensador, por la muestra, por el objetivo de microscopio de inmersién en aceite MOI, llegard a
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un arreglo de espejos M2 y M3 que lo conducird al divisor de haz dicroico donde se recombinara con
el haz de referencia.

El haz reflejado en el divisor BSD2, es dirigido hacia un espejo el cual esta montado en un piezo
eléctrico, MPZT, que nos permitird modificar el camino éptico del haz de referencia, este espejo a su
vez redirigird el haz de forma perpendicular a la mesa, aqui llegard a otro espejo M4 que llevard al haz
al divisor de haz dicroico donde se llevard a cabo la interferencia con el haz objeto.

Se hace uso de un arreglo de lentes y de un espejo MS para poder visualizar los patrones de inter-
ferencia en la cdmara.

También es importante notar que para garantizar una iluminacién uniforme sobre la muestra se
agregd al arreglo un filtro espacial compuesto por un objetivo de microscopio y un pinhole, ademis
de una lente colimadora para garantizar el mismo radio de curvatura del haz de referencia con el haz
objeto. La cdmara se puede desplazar hacia arriba o abajo para buscar un mejor enfoque una vez que

se capturd la muestra.
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Figura 5.5: Esquema de un interferométro Mach Zehnder.
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Finalmente en la Fig. 5.6 se puede ver el acoplamiento del interferémetro al sistema de pinzas

dpticas.

Figura 5.6: Esquema de un interferémetro Mach Zehnder acoplado a un sistema de pinzas 6pticas.
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Me enseriaron que el camino del progreso no es ni rdpido ni
facil.

Marie Curie

Resultados experimentales

En este capitulo se describen a detalle los resultados obtenidos durante el proceso de investigacién,
se separard por secciones para que el lector pueda dirigirse a la que le sea de mayor interés.

Los resultados experimentales presentados corresponden a:

= Campo de vision.

= Localizacién de la pinza ptica.
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» Medicién de cambio de espesor en la pintura.
= Medicién de peliculas delgadas.

= Captura de esferas de silice.

» Medicién de temperatura en trampa Sptica.

= Mediciones en glébulos rojos.

1. Espesor relativo de glébulo rojo decantado.

2. Espesor relativo de glébulo rojo capturado.

6.1. CAMPO DE VISION

Esimportante al momento de hacer mediciones tener unaidea de cual es el drea de observacién con
la que contamos, para eso hemos colocado en el espacio de la muestra una tarjeta de resolucién USAF
1951. Con esto es posible cuantificar el drea 0 campo de visién capturado en el sensor de la cimara. Ya
que la tarjeta de resolucién tiene impresos patrones de lineas-pares de diferente frecuencia y el sensor
estd discretizado en pixeles, bastard con tomar una foto de algin patrén y encontrar la equivalencia
entre pixeles y distancia (u7). En la Fig.6.1 se muestra una fotografia de la tarjeta de resolucién en el

arreglo.
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19,69 pm = 370px

Figura 6.1: La tarjeta de resolucién nos indica que esa linea mide de ancho 19,28 umy en laimagen podemos medir que
eso equivale a 370 px por lo que 1px = 0,052 um.

6.2. LOCALIZACION DE LA PINZA OPTICA

Este puede parecer un paso sencillo, sin embargo, al usar un ldser infrarrojo podria no ser trivial la
localizacién dela trampa éptica. Una vez que se llevd a cabo el montaje tal como se describe en la seccion
5.1, se procede a hacer una linea de pintura sobre un cubreobjetos, usando para ello un marcador
sharpie comercial. Tal como se muestra en la Fig. 6.2(a). Se coloca el cubreobjetos sobre la montura
y nos movemos en el eje 2, todo esto lo hacemos mientras observamos la muestra en el monitor de la
computadora donde se encuentra conectada la cimara incorporada al arreglo. Una vez localizada la
pintura procedemos a enfocar, nétese que el enfoque con luz LED Fig. 6.2(b) es mds nitido que con
luz léser, Fig. 6.2(c) es por eso que recomendamos ampliamente dejar instalada la luz LED mientras se
familiariza con el sistema. Cuando la pintura estd enfocada y se enciende la pinza ptica, dependiendo
del grosor de la marca de pintura a una mayor o menor potencia la pintura comenzard a quemarse, se
verd un destello, indicador de que la pinza éptica estd quemando la pintura, con esto podemos notar
cual es la posicién de la trampa éptica. Podemos apoyarnos de una marca digital como se muestra en

la Fig. 6.2(d) para saber a dénde llevar la muestra dentro de nuestro campo que estamos visualizando
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en el monitor de la computadora en la que se encuentra conectada la cimara.

10 um

(@) (b)

(c) (d)

Figura 6.2: (a) Marca de sharpie sobre cubreobjetos, (b) Pintura enfocada con luz led, (c) Pintura enfocada con laser azul y
(d) Quemadura de la pinza éptica en la pintura la cual sirve para marcar en el monitor la posicidn de la pinza éptica

Hasta este momento hemos logrado quemar la pintura y con ello localizar la posicién de la pinza
éptica, ademds debido a la evaporacién o quema de la pintura observamos que se generan espacios
donde la marca de pintura ha sido desgastada, veremos si nuestro interferémetro es capaz de medir ese

desgaste que se traduce en diferencias de espesores.
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6.3. MEDICION DE CAMBIO DE ESPESOR EN LA PINTURA

Como mencionamos anteriormente, gracias al destello que vemos en la pantalla podemos asegurar
que la pintura se estd quemando, lo cual ocurre en la focalizacién de la radiacién de la pinza dptica,
seguin la disposicién del interferémetro Mach-Zehnder, es posible medir esos cambios de espesor en la
pelicula de pintura al momento en que la pintura comienza a evaporarse.

Para comenzar hay que obtener una fase de referencia. En la Fig. 6.3, tenemoslos 5 interferogramas
que nos permitirdn hacer uso del método 4+1 pasos, que como se mostré en la seccién 4.3.1, en el
apartado “Cinco pasos con robustez a desentonizacion”, funciona bien en caso de que los pasos no
estén bien sintonizados en 77/2. Para obtener los s interferogramas se desarrollo un programa en

LabView que se describe a detalle en el apéndice D.1.

Figura 6.3: Interferogramas capturados para la referencia en: (a)0, (b)7r/2, (O, (d)37r/2 y (e)27. Nétese que el primer y
uUltimo paso deberian de coincidir si los pasos se estan haciendo correctamente.

61



Posteriormente se utiliza el 4ngulo de la senal analitica como se menciona en la seccién 4.3, para
obtener la fase envuelta, como se muestra en la Fig. 6.4(a), para finalmente obtener la fase desenvuelta
con el método de Ghiglia y Romero [65], el cual es de acceso libre y se puede encontrar en Mathworks,

el resultado obtenido se puede visualizar en la Fig. 6.4(b).

7
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Figura 6.4: (a) Fase envuelta de referencia para medicion de quema de pintura y (b) Fase desenvuelta de lo que sera nuestro
plano imagen.

Ahora que obtuvimos la referencia, encenderemos la trampa dptica, de esta forma la pintura co-
menzard a evaporarse, seguiremos el mismo procedimiento que describimos para la referencia para

poder llegar a la fase envuelta Fig.6.5(a) y desenvuelta Fig.6.5(b) de la pintura que ya ha sido quema-
da.
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Figura 6.5: (a) Fase envuelta para medicién de quema de pintura cuando la pinza éptica estaba en 105mW vy (b) Fase
desenvuelta de la imagen (a).

Finalmente haremos la resta de las fases desenvueltas, para poder detectar en donde se dié el cam-

bio en el espesor de la pintura, podemos observar el resultado en la Fig. 6.6.

y(um) 0

Figura 6.6: Cambio de espesor y deteccion de la pinza dptica.
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Repetimos este proceso con potencias distintas en el ldser IR y pudimos observar cémo se consu-

mia cada vez mds pintura, tal como se muestra en la secuencia de la Fig. 6.7

rad

Figura 6.7: Cambio de espesor en la pintura variando la potencia del laser IR (a) 70mW, (b) 105mW, (c) 140mW, (d) 175mW,
(e) 245mW vy (f) 280mW.
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Hasta este punto hemos garantizado que con la potencia dada por el liser IR podemos quemar
pintura, lo cual nos sirve para localizar la posicién de la trampa Sptica, ademds hemos demostrado que
el interferémetro acoplado puede medir cambios en el espesor de la pintura debidos a la evaporacién
de la misma, sin embargo no podemos determinar el espesor de la capa de pintura ya que no contamos

con el indice de refraccién del sharpie.

6.4. MEDICION DE PELICULAS DELGADAS

Para caracterizar el interferémetro se evalta el error asociado a la medicién del espesor de un esca-
16n correspondiente al depésito de una pelicula delgada sobre un substrato de vidrio. Desafortunada-
mente no se conoce el indice de refracciéon del material y tampoco el espesor de la pelicula delgada, por
lo que se utilizé un microscopio de fuerza atémica (AFM por sus siglas en inglés Atomic Force Micros-
copy) para obtener un estimado del espesor y usarlo como referencia. Los resultados obtenidos en el
AFM son comparados con los obtenidos mediante el interferémetro Mach-Zehnder. En la Fig. 6.8, se
observa que la pelicula segtin el AFM tiene un espesor de 125,29 nm, mientras que el interferémetro

registré una medida promedio de 128,9 nm.

rn Secfion Analysi

Z(um)

(a)

Figura 6.8: Espesor obtenido mediante: (a) AFM y (b) Interferometro Mach-Zehnder.
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Del mismo modo para una pelicula que segtin el AFM tiene un espesor de 298,96 nm el interfe-
rémetro obtuvd una medida de 329,8 nm, esto se puede observar en la Fig. 6.9.

Sechion Anakysis

Z(um)
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x{pm)

(b)

0
y(pm) g

Figura 6.9: Espesor obtenido mediante: (a) AFM vy (b) Interferometro Mach-Zehnder.

Podemos observar que en ambos casos la medida que obtenemos con el interferémetro es mayor
que la obtenida con el microscopio de fuerza atémica, para el primer caso se tiene un error aproximado
del 2 %, sin embargo en el segundo caso el error es aproximadamente 10,3 %. Puede parecer mucho sin
embargo es importante mencionar que nosotros reportamos un error promedio de toda la superficie,
mientras que el AFM solo nos da informacién del punto en el que estamos situando el cursor, es su-
mamente complicado hacer una marca para poder comparar de forma directa el punto que se mide
en el AFM y en el interferémetro. Otro pardmetro que podria estar generando un incremento en el
error es el no conocer a ciencia cierta el material de la pelicula delgada, por lo que no podemos usar de
forma correcta el indice de refraccidn, en este caso particular se utilizé un 7 4,c; = 2,06, consideran-
do que la pelicula delgada podria ser cloruro de plata, también se debe tomar en cuenta el indice de
refraccion del aceite de inmersién, el cual es 7240, = 1,518. Cabe mencionar que también se intentd
usar un refractémetro de Abbe para la obtencién del indice de refraccion de la pelicula, pero al ser
mayor que 1,7 no se logré el objetivo. Para solucionar este problema podria realizarse espectroscopia

sobre la pelicula delgada para conocer el material, también podria hacerse un barrido en varios puntos
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de la muestra para obtener una mejor aproximacién con el AFM, o bien podria hacerse uso de otros
interferémetros ya sean de bulto o de fibra 6ptica para validar nuestros resultados.

Ahora bien, hasta aqui hemos demostrado que la trampa Sptica tiene la potencia suficiente para
quemar una pelicula de pintura y que ademis el interferémetro es capaz de detectar y medir cambios
de espesor con una precisién aceptable. El siguiente paso es mostrar que nuestra trampa dptica efecti-

vamente se comporta como una trampa Yy €§ capaz de capturar partfculas.

6.s. CAPTURA DE ESFERAS DE SiLICE

Las primeras pruebas de captura se hicieron con esferas de silice inmersas en agua desionizada, de
didmetro 2,06 um, proporcionadas en el kit de pinzas épticas. La primera recomendacién respecto
a la captura de esferas tiene que ver con la preparacién de la muestra, la solucién entregada por el
fabricante es de 2 ¢/m/, para que no se aglomeren esferas al momento en el que se captura una de ellas,
se recomienda preparar una muestra adicional con 1 7/ de agua desionizada y 10 ¢/ de la solucién
inicial con esto sabemos que la concentracién de esferas serd mucho menor que la inicial.

El siguiente paso es localizar la pinza éptica con el proceso descrito en la seccién 6.2.

Para continuar se debe colocar una gota de la muestra previamente preparada sobre el cubreobje-
tos, es importante notar que para localizar la particula dentro de la muestra hay que usar la montura
donde se encuentra el cubreobjetos y bajarla para que de esta forma la pinza Sptica quede por encima
de la superficie del cubreobjetos, pues recordemos que al momento de localizar la pinza con la pintu-
ra estamos justamente en la superficie del cubreobjetos, donde en los primeros segundos no serd ficil
encontrar esferas. No es necesario bajar mucho la muestra, con 20 um serd més que suficiente para
localizar algunas esferas flotando que podremos aproximar a la pinza dptica, de forma automdtica la
esfera serd atraida al punto focal y en ese momento podremos mover la cimara para mejorar la imagen

de la particula capturada, tal como se puede ver en la Fig.6.10.
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Figura 6.10: Esfera de 2 um de didmetro capturada.

Ahora que sabemos que podemos capturar particulas y en pro de capturar células en un futuro es
importante caracterizar la temperatura en el sistema, el interferémetro Mach-Zenhder no nos permitié
medir variaciones en temperatura creemos que es porque el cambio de temperatura se da de una forma
muy rdpida y nuestro sistema de adquisicion de imdgenes no es tan veloz, por lo que consideramos

implementar un sensor de fibra éptica como se muestra a continuacion.

6.6. MEDICION DE TEMPERATURA EN TRAMPA OPTICA

En este apartado se describe a detalle lo publicado en el articulo [66].

Tal como se explicé en la seccidn 5.3, al someter al sensor a cambios de temperatura la cavidad
se dilata o se contrae y eso se traduce como un corrimiento en el maximo o madximos del espectro de
reflectancia captado por el interrogador. Los resultados para la caracterizacién en temperatura del sen-

sor, cuando se encuentra inmerso en aire, usando la Dry Bath, se observan en la Fig. 6.11, observemos
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el cambio en la posicion del mdximo al momento de variar la temperatura, siguiendo dicha posicién

podemos construir la curva de calibracién que mostramos en la Fig. 6.11 (b).
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Figura 6.11: (a) Variacion del espectro de reflexién con respecto a la temperatura y (b) Curva de calibracion del sensor.

Posteriormente se introduce el sensor en el campo cercano a la pinza dptica y se incrementa la

potencia de entrada del ldser IR, observemos en la Fig. 6.12 (a), que también se da un desplazamiento

hacia longitudes de onda mayores, la Fig. 6.12 (b), muestra la curva de calibracién para el desplaza-

miento en el maximo al varias la potencia de entrada del ldser IR.
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Figura 6.12: (a) Variacion del espectro de reflexion con respecto a la potencia del laser IR y (b) Curva de calibracion del

sensor.

Finalmente considerando una relacién entre las Figs. 6.11(b) y 6.12(b) tendremos una relacién de
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temperatura en funcion de la potencia del ldser IR.
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Figura 6.13: Variacién de la temperatura en funcion de la potencia del laser IR.

Siguiendo el mismo procedimiento ahora caracterizamos el corrimiento del méximo en la Dry
Bath cuando el sensor se encuentra inmerso en PBS y de igual forma al colocarlo en el campo cercano
ala pinza éptica. Garantizamos colocando una gota sobre el cubreobjetos que el sensor quede inmerso
también en esa posicién. Los resultados obtenidos se muestran en las Figs. 6.14y 6.15.

Finalmente considerando una relacién entre las Figs. 6.14(b) y 6.15(b) tendremos una relacién de
temperatura en funcion de la potencia del ldser IR para el sensor inmerso en PBS.

Observando la Fig. 6.16 podemos concluir que la temperatura en el PBS aumenta 1,63 + 0,021 °

por cada 100 7 I de aumento en la potencia del ldser IR.
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Figura 6.14: (a) Variacion del espectro de reflexion con respecto a la temperatura con el sensor inmerso en PBS y (b) Curva
de calibracién del sensor inmerso en PBS.
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Figura 6.16: Cambio en la temperatura en funcién de la variacion de la potencia del laser IR para el sensor inmerso en PBS.
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6.7. MEDICIONES EN GLOBULOS ROJOS (RBC)

La principal motivacién de acoplar un interferémetro Mach-Zehnder a nuestro sistema de pin-
zas Opticas era poder medir deformaciones, o cambios de espesor en algunas muestras capturadas, en
particular, glébulos rojos, esto con la finalidad de poder encontrar posteriormente informacién acerca
de las propiedades mecdnicas del eritrocito. Las propiedades microrreoldgicas de los eritrocitos son de
gran interés ya que tienen una relacién directa con el funcionamiento del sistema circulatorio [67].
Hasta el momento las pinzas épticas han contribuido al estudio de la elasticidad de la membrana [68],
la forma y la carga eléctrica de la membrana [69] y caracteristicas especificas bajo distintas condiciones
patoldgicas [70, 71, 72, 73]. También se ha estudiado la dindmica de captura de los glébulos rojos y se
ha llegado a la conclusién que la captura depende del poder de captura y de la osmolaridad de la sus-
pensién [74]. El uso de pinzas épticas como medio para el estudio de la deformabilidad de glébulos
rojos ha dado distintos resultados [74, 75, 76, 77, 78], sin embargo todos los trabajos hasta el momento
utilizan pinzas épticas de mds de un haz o esferas adheridas a la membrana del RBC [79]. Es por eso
que nosotros proponemos hacer uso de un interferémetro Mach-Zehnder para medir con el cambio
de espesor en la membrana del eritrocito al aplicar un aumento de potencia en la pinza 6ptica, esta pro-
puesta tiene distintas ventajas: se puede ejecutar con un trampa simple, es decir una pinza éptica de un
solo haz, la muestra no requiere aditamentos como esferas o fluoréforos y el interferémetro propuesto
se puede acoplar de forma relativamente sencilla al sistema de pinzas pticas sin mucho material ex-
tra. La hipétesis propone que la presion de radiacién es suficiente para capturar y deformar al glébulo
rojo, dado que nuestro interferémetro puede medir espesor relativo se esperaba poder encontrar una
relacién de potencia del ldser infrarrojo contra el cambio de espesor, por lo que esperabamos obtener
resultados como los mostrados en la Fig.6.17, donde se ilustra que un glébulo rojo apenas capturado
con una potencia P tendra un perfil de espesor # determinado, al incrementar la potencia P + AP,

las membranas inferior y superior del glébulo rojo deberian acercarse mds la una a la otra y con esto
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deberfa reducirse el espesor medido.

P P + AP

Figura 6.17: Prediccion sobre el comportamiento de la membrana del glébulo rojo al aumentar la potencia de la trampa
optica.

6.7.1. ESPESOR DE GLOBULO ROJO DECANTADO

Una vez preparada la muestra tal como se indica en el apéndice C, se coloca la muestra en un
portaobjetos comercial que fue modificado con un barrenado de 1 ez de didmetro en el centro, ese
barrenado se cubri6é con un cubreobjetos, lo que nos permiti6 tener una cavidad en la que se puede
colocar la muestra. En la Fig.6.18 mostramos algunas fotografias de lo que se puede ver al momento
de colocar la muestra en el campo de visién de la cdmara. En los 3 casos mostrados se observan glébu-
los rojos decantados y un tinico glébulo rojo capturado, en los primeros 2 casos es ficil identificar al
eritrocito capturado, ya que son los que se observan enfocados, en Fig. 6.18(a) se estd usando ilumina-
cién LED, en 6.18(b)se tiene una combinacién de iluminacién LED y liser. En el tltimo caso es decir
en 6.18(c) la forma de identificar al glébulo rojo capturado es observando los patrones de difraccién
que se generan al usar inicamente iluminacion ldser, los glébulos fuera de foco generan esos patrones
a diferencia del que estd capturado y bien enfocado.

Los glébulos rojos decantados estardn pegados al vidrio y por lo tanto habrin sufrido algunos
cambios en su forma. La primera parte del experimento consiste en probar la funcionalidad del in-
terferémetro en la obtencién del el espesor relativo de un glébulo rojo. Podemos observar en la Fig.
6.19(a), el interferograma asociado al eritrocito, posteriormente capturamos s imdgenes con corri-

miento de fase para poder usar el método descrito en la seccién 4.3.1, con robustez a desentonizacion,
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(a) (b)

Figura 6.18: Fotografias de un globulo rojo capturado rodeado de glébulos rojos decantados: (a) lluminacion LED, (b) Hu-
minacion LED vy laser y (c) lluminacidn laser.

la seleccién del método utilizado se dié dadas las caracteristicas del experimento, recordemos que las
muestras se encuentran inmersas en un liquido que ademds estd experimentando una absorcién de
energfa lo cual genera un cambio en el patrén de franjas y es muy probable tener detuning adn cuan-
do la captura de fotos estd automatizada y se realiza en una fraccién de segundos. Con las imigenes
obtenidas y el algoritmo seleccionado, se encontrd la fase envuelta asociada al espesor del glébulo rojo
que observamos en la Fig. 6.19(b), en la Fig 6.19(c) podemos ver una representacién tridimensional
del espesor relativo del glébulo rojo, la Fig. 6.19(d) muestra un perfil a lo largo del eje x y otro a lo lar-
go del eje y, la visualizacién del perfil sirve para que identifiquemos que efectivamente dada la forma
bicéncava del glébulo rojo se tendrd un menor espesor en el centro que en las orillas, el perfil también
permite observar el didmetro del glébulo rojo, el cual coincide con lo reportado en la literatura de 6 a
8 um [80]. Para obtener los resultados en espesor se estd considerando que el indice de rafraccién del
glébulo rojo es 72,45, = 1,39 [81, 82] y el del PBS es 7, = 1,33. Se sabe que un glébulo rojo humano
tipico tiene un espesor de 2 a 3 um [80], en este caso el espesor detectado por el interferémetro alcanza
en su punto maximo un 3,91 um en una orilla de la membrana, pero en el perfil puede observarse que
gran parte del espesor se reduce considerablemente, esto se debe a que el contenido dentro de la célula

se redistribuye.
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Figura 6.19: Resultados para un gldbulo rojo decantado: (a) Interferograma, (b) Fase envuelta, (c) Mapa de espesor relativo
y (d) Perfiles centrales a lo largo de direcciones perpendiculares entre si.
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6.7.2. ESPESOR RELATIVO DE GLOBULO ROJO CAPTURADO

Para los resultados mostrados en esta seccidn se capturd un glébulo rojo con el mismo procedi-
miento con el que se capturaron las esferas de poliestireno. Se tomaron cinco imdgenes con corrimiento
de fase y se aplicé el mismo procedimiento explicado anteriormente. Los resultados de espesor relativo

para un eritrocito capturado se muestran en la Fig. 6.20.
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Figura 6.20: Resultados para un glébulo rojo capturado: (a) Interferograma, (b) Fase envuelta, (c) Mapa de espesor relativo

y (d) Perfiles centrales a lo largo de direcciones perpendiculares entre si.

En este caso podemos observar que el espesor maximo para el glébulo rojo capturado es de 2,65
um que se encuentra dentro del rango que se reporta en la literatura,también se puede observar que
aqui el espesor no se reduce de la misma forma que en un glébulo rojo decantado. Con esto podemos

asegurarnos que al usar las pinzas 6pticas el gldbulo conserva de mejor forma sus dimensiones.
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6.7.3. CAMBIOS EN LA MEMBRANA DEL GLOBULO ROJO AL VARIAR LA POTENCIA DEL

LASER IR

La principal motivacion de acoplar un interferémetro al sistema de pinzas dpticas es la evaluacién
del campo de deformacién en glébulos rojos en funcién de la potencia en el ldser IR, por lo que se
realiz6 un experimento similar al descrito en la seccién 6.2, correspondiente al estudio de una muestra
de pintura. La idea principal consistia en demostrar que la presién de radiacién podria inducir una de-
formacién puntual en el eritrocito, sin embargo, después de muchos experimentos no pudimos lograr
un resultado repetible por lo que no se pudo concluir de manera directa que la presién de radiacién ge-
nera una deformacién. En la Fig. 6.21, se muestran dos casos en los que se presume es bastante notable
la posicién de la pinza éptica y la deformacién que estd induciendo en la membrana de dos glébulos
rojos distintos que se encuentran decantados sobre el portaobjetos. Cuando se tiene el glébulo rojo
decantado se espera que toda la energia contenida en la trampa ptica se encargue solo de deformar
la membrana. Para una mejor visualizacién del comportamiento de la membrana en la posicién de la
pinza dptica, se estd mostrando la imagen multiplicada por un —1, esto quiere decir que los puntos
que muestran mayor altura son realmente aquellos en los que el espesor es minimo, esto solo sirve para

visualizar la posicién de la pinza como una cresta y no como un valle.

Figura 6.21: Deformacion presumiblemente debida a la presion de radiacion en la membrana de 2 globulos rojos diferentes.

En la mayorfa de los resultados obtenidos ya sean con glébulos decantados o capturados se logra
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apreciar deformaciones en la membrana, sin embargo no es un experimento repetible, por lo que no se
puede concluir si el campo de deformacion estd asociado a un cambio de presion ejercido por la pinza
dptica o aun cambio de temperatura en la muestra. Atin asi nos gustarfa establecer que en algunos casos
las deformaciones puntuales fueron bastante claras. En la Fig. 6.22, se sefiala como va apareciendo una
deformacion. Esta secuencia corresponde a un glébulo rojo decantado y un aumento en la potencia

del liser IR en el intervalo de 40 m 1 a 290 m V.

Figura 6.22: Visualizacidn de una deformacién puntual en un glébulo rojo al aumentar la potencia del laser IR (a) 40mW,
(b) 90mW, (c) 140mW, (d) 190mW, (e) 240mW y (f) 290mW.

Existe una diferencia fundamental entre las Figs. 6.21 y 6.22, en las primeras se toma como re-

ferencia una imagen del mismo glébulo rojo capturado con una potencia minima, por eso lo que se
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observa es solamente el cambio de espesor que hubo en la membrana al variar la potencia del ldser IR,
mientras que en las segundas la referencia es un plano que no tiene glébulo rojo capturado, es por eso
que en la Fig. 6.22 se observa el espesor del glébulo rojo y adicionalmente el cambio de espesor. En
algunas ocaciones es sumamente complicado tomar un plano de referencia en las condiciones que se
tienen, ya que lo ideal serfa tomar la referencia y esperar que un glébulo rojo se capture lo cual podria
tomar tiempo suficiente para que el PBS se evapore y entonces los planos ya no coincidan, lo mismo
sucede si primero se captura el eritrocito y después se deja escapar para tomar la referencia, el tiempo
que le tarda al glébulo salir del campo de vision y la forma en que desplaza el PBS cuando va movién-
dose cambia el plano de referencia. Sin embargo con este trabajo se ha demostrado que en caso de no
tenerse una referencia éptima es valido hacer uso de una primera imagen en caso de estar interesado
solamente en la deformacién o en el cambio de espesor de la membrana y no en el espesor relativo
inicial. Como propuesta de trabajo a futuro se sugiere encontrar un plano aproximado que se pueda
usar como plano de referencia con técnicas computacionales, e investigar la influencia de la presion de
radiacién y la temperatura en el campo de deformacién.

En las Figs. 6.23 y 6.24 mostramos como se ven los cambios de espesor en el eritrocito al aumentar
la potencia. Observemos que aqui la deformacién puntual generada por la pinza Sptica no es evidente
en ninguno de los casos: glébulo rojo decantado Fig. 6.23 y glébulo rojo capturado Fig. 6.24, lo que

si es evidente es que se tienen cambios de espesor en toda la membrana del glébulo.
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Figura 6.23: Cambio de espesor en el glébulo rojo decantado variando la potencia del laser IR (a) 35 w2 W, (b) 70 m WV, (c)
140 m W, (d) 175 m W, (e) 280 m W'y (f) 315 m V.
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Figura 6.24: Cambio de espesor en el glébulo rojo atrapado por la pinza 6ptica variando la potencia del laser IR (a) 35 m IV,
(b) 70 m W, (c) 140 m W, (d) 175 m W, (e) 280 m Wy (f) 315 m V.

Si comparamos las Figs. 6.23 y 6.24 se puede observar que el espesor de un glébulo rojo decantado
disminuye y tiende a tomar una forma mds regular, eso es porque el glébulo comienza a tomar la forma

del vidrio en el que se encuentra decantado.
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Material para futura publicacién

La crisis sanitaria que se ha vivido desde marzo del afio 2019 a la fecha, dificulté la obtencién
de resultados experimentales, para cumplir con el requisito de una segunda publicacién; durante los
primeros meses de confinamiento solo se pudo trabajar en simulaciones complementarias al proyecto.
Enseguida se presenta material preliminar correspondiente al estudio del campo de deformacién de
un glébulo rojo, cuya forma fue simulada. También se trabaj6 en la programacién de un algoritmo

para el sensado en 3D de la temperatura usando fibra 6ptica.
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7.1. SIMULACIONES CORRESPONDIENTES A LA FORMA Y DEFORMACION DE UN GLOBU-

LO ROJO

En afios recientes las herramientas computacionales relacionadas con el cdlculo de fuerzas dpticas
[24, 25] 0 con simulacién del movimiento browniano de una particula atrapada [83] han sido de gran
utilidad para hacer mejoras en las pinzas épticas o para predecir comportamientos de las particulas cap-
turadas, sin embargo aun queda mucho trabajo por hacer, sobre todo respecto a la topografia de los
objetos que se capturan, la mayorifa de las herramientas computacionales consideran formas simples
como esferas o cilindros, lo que nos hizo encontrarnos con un drea de oportunidad respecto a intro-
ducir una forma un poco mds compleja como lo es un disco bicéncavo forma ideal que corresponde
a un glébulo rojo, intentando en un futuro sirviera como confirmacién de uno de los objetivos prin-
cipales de este trabajo, el cual era demostrar que la presién de radiacién podfa deformar la membrana
de un glébulo rojo. Existen ya algunos trabajos donde se simula la deformabilidad que puede tener un
glébulo rojo, pero en ninguno de ellos se considera dicha deformacién asociada a un campo electro-
magnético generado por una pinza éptica [84, 85, 86]. Consideramos apropiado usar las herramientas
computacionales para simular las fuerzas que afectarfan a un disco bicéncavo y posteriormente usar
una paqueterfa de elemento finito que nos mostrara la posible deformacién. Lo obtenido al momento

se muestra en la Fig. 7.1

(a) (b)

Figura 7.1: (a) Simulacién de un glébulo rojo en ansys y (b) Simulacién en elementos finitos de la aplicacién de una fuerza
axial sobre el glébulo rojo

83



Por otro lado, en la simulacién se requiere saber los puntos donde el GR estaba atrapado, para po-
der determinar dichos puntos también trabajamos en la simulacién por trazo de rayos de un objetivo
similar al utilizado en el laboratorio para formar la pinza Sptica. Para hacerlo recurrimos a la patente
de Arthur H. Shoemaker [87]. Se puede ver el avance que se tuvo en la Fig. 7.2. Pensando en la posi-
bilidad de hacer un anilisis similar al mostrado en el capitulo 2, intentamos ver cudles serfan los rayos
resultantes fuera de la particula bajo estudio, en este caso un disco bicéncavo que intenta simular al

glébulo rojo.

Figura 7.2: Trazo de rayos de un objetivo de microscopio de inmersion en aceite con apertura numérica amplia e intento
de simulacion de los rayos emergentes de una particula con forma de disco biconcavo.

La simulacién de trazo de rayos se comenzd pensando en que la distribucién de rayos sobre la
particula podrfa darnos informacién sobre la magnitud y direccién de la fuerza resultante que actua-
ba en la captura, sin embargo, al tener una particula distinta a una esfera fue sumamente complicado
llegar a establecer esta relacion. Pero la bisqueda bibliogréfica realizada para desechar esta hipétesis
nos permiti6 darnos cuenta que la drea de simulacién estd emergiendo con fuerza. Por lo que pensa-
mos retomar el proyecto con un software especializado en fuerzas electromagnéticas. Tal como el que

muestra Joonas Herranen y colaboradores [88].
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7.2, SENSADO DE TEMPERATURA COMPLETO

Por otro lado, derivado del trabajo publicado, se trabajé en el software que nos permitird hacer de
forma rdpida un barrido (en las 3 direcciones) del cono de luz de la pinza éptica y la obtencién de los
espectros que otorga el sensor de temperatura Fabry-Perot. Este software se encarga de mover el sensor
en el orden de los nanédmetros con los piezoeléctricos que contiene la montura de posicionamiento,
al mismo tiempo el software envia al liser infrarrojo el voltaje que se le indique para ir generando las
variaciones en temperatura y también le ordena al interrogador almacenar la informacién del sensado.
Para que este trabajo se concluya exitosamente solo se necesita miniaturizar la punta sensora, para que
de esta forma la medicién tenga una mayor resolucidn, se ha propuesto generar un taper (adelgazar
una fibra) y reducir el didmetro de 150 um a 50 um, puede verse una imagen de la interfaz de dicho

software en la Fig. 7.3.

Figura 7.3: Interfaz de software para hacer un sensado completo de temperatura.

Como parte de eficientar la forma en que se encuentra el cambio de fase en los espectros obtenidos
por el interrogador también se ha trabajado en algoritmos capaces de trasladar dicha informacién a
imdgenes que puedan introducirse y evaluarse con ayuda de los algoritmos que presentamos en el

capitulo 4. Podemos ver como cambiamos de un espectro a un patrén de franjas en la Fig. 7.4.
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Figura 7.4: (a) Espectro obtenido con el interrogador y (b) Espectro visto como interferograma con el propésito de aplicar

métodos de demodulacién de fase.
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¢ Qué ser vivo, dotado de sentidos, no ama, por encima de todas las maravillas
del espacio que lo envuelve, a lo que todo lo alegra, la LUZ -con sus colores, sus

rayos y sus ondas; su dulce omnipresencia-, cuando ella es el alba que despunta’.

Novalis

Conclusiones y trabajo a futuro

Durante la realizacién de este trabajo se alcanzaron varios objetivos, tales como:

» Laimplementacién de un sistema de pinzas pticas en el laboratorio de Metrologia Optica II

del Centro de Investigaciones en Optica.

» Verificacidon de que la fuerza de captura del sistema de pinzas Spticas es suficiente para atrapar

esteras de silice de 2 um de didmetro y glébulos rojos con un didmetro aproximado de 8 um.
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» Demostracién de que la potencia del ldser infrarrojo es suficiente para quemar una capa de
pintura, dependiendo el grosor de la capa de pintura se puede detectar una quemadura a partir

de los 60 m V.

= Caracterizacién de la temperatura en un punto del cono de luz de nuestro sistema de trampa
dptica, a través de un sensor Fabry-Perot, demostrando que la temperatura aumenta 1,63 +

0,021 C por cada 100 7 I de aumento en la potencia.

= Demostracién de que un sensor Fabry-Perot de fibra 6ptica es una herramienta eficiente para

medir el cambio de temperatura en un punto dentro del cono de luz de una pinza éptica.

= Por otra parte el interferémetro Mach-Zenhder acoplado a las pinzas épticas mostro la capaci-

dad de detectar el espesor de glébulos rojos decantados y capturados.

Estas conclusiones nos permiten decir que la implementacién de sistemas interferométricos en
una trampa Optica aportardn ventajas en el andlisis de propiedades mecdnicas en distintos tipos de
muestras, as{ como la posibilidad de caracterizar de manera sencilla parimetros como la temperatura
en cualquier sistema de pinzas Spticas.

Se espera que este sistema sea la base para mds proyectos donde se requiera la trampa Sptica como
herramienta para el estudio y caracterizacién de particulas individuales.

Existe una amplia cantidad de vertientes hacia las cuales podria dirigirse el trabajo a futuro, por

ejemplo:

= Debido al tamafio del sensor diseiado durante este trabajo, el cual cuenta con una cavidad de
20,05 pm la medicidn es todavia perfectible, los estudios futuros podrian abordar la miniatu-

rizacién del sensor y un sensado mds completo considerando varios puntos del cono de luz.

= Buscar la forma de identificar si los cambios en el espesor son debidos a: presién de radiaciéon

de la pinza éptica, calentamiento de la muestra o la simple naturaleza de la muestra. Para esto se
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sugiere hacer uso de muestras con diferentes médulos de elasticidad, o con absorciones térmicas
conocidas. Es decir muestras que se deformen de manera sencilla pero que al mismo tiempo se

pueda tener mds control sobre sus pardmetros.

» Implementar un interferémetro de Michelson para observar de forma directa cambios en la

forma de la muestra bajo estudio.

» Usar una segunda longitud de onda en el interferémetro Mach-Zenhder para desacoplar las
variables de indice de refraccién y espesor, para poder investigar a detalle el indice de refraccién

variable en muestras bioldgicas.

= Investigar el indice de refraccién del Sharpie y caracterizar varios escalones de pintura sobre
el cubreobjetos, encontrar asi una relacion entre el espesor de la capa de pintura y la potencia

necesaria para evaporarla.

» Hacer mediciones controladas con el radiémetro para lograr caracterizar la potencia que estd
llegando al foco del objetivo de microscopio de inmersién en aceite, para poder encontrar un

factor de pérdida respecto a la potencia enviada por el controlador del ldser infrarrojo.

Como puede leerse, atin queda mucho por hacer y estamos seguros que este trabajo es apenas el

comienzo de una importante linea de investigacién dentro del CIO.
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Protocolo de captura de microesferas

A continuacion se describe el protocolo de captura de microesferas, como una gufa en el uso de

las pinzas dpticas, en especial a los que inician su trabajo en este tema de investigacién.

1. Tomar un portaobjeto y hacer una marca con un marcador de tinta indeleble marca sharpie de

punta fina, una cruz, una linea o un punto dependiendo el grado de expertis.

2. Colocar el portaobjetos sobre la platina de desplazamiento. Para su colocacidn, la platina debe
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estar desplazada hacia afuera a su limite.

Comprobar que el objetivo de inmersién en aceite ain tiene aceite, de lo contrario colocar
una gota de aceite del kit de pinzas épticas, cuidando no contaminar el contenedor del aceite y
mantenerlo cerrado una vez que se tomo con el gotero la cantidad necesaria de aceite (una gota

es suficiente)

Desplazar nuevamente la platina hacia adentro (procurando que las posiciones en los tornillos
micrométricos se encuentren en la mitad del rango de manejo en los ejes x y y, para de esta

forma poder mover hacia la izquierda, derecha, delante y detrds).
Prender el liser azul o LED y la cdmara.

Elldser azul (o LED) sirve para poder visualizar lo que tenemos en el microscopio con la cdmara.

Buscaremos entonces la marca hecha previamente, con los posicionadores x y y.

Encender el ldser infrarrojo, con una corriente de 8o mA serd mds que suficiente para quemar

la pintura de la marca que se hizo en el primer paso.

Se debe mover ahora el posicionador en z cuando el infrarrojo queme la pintura habremos
encontrado la posicién de la pinza dptica, en ese momento sabemos que la concentracién de
energfa se encuentra en la superficie superior del portaobjeto y justo en la posicién (x, y) que se
acaba de marcar, por lo cual serd buena idea poner un marcador en esa coordenada para saber

dénde estd la trampa.

Nos desplazaremos alrededor de so micras por debajo del punto focal del objetivo de inmer-
sidn en aceite y colocaremos la gota que contiene las microesferas sobre el objetivo, la posicién
indicada anteriormente es para permitir que las microparticulas entren por la parte de abajo a

la trampa.
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10. Hay que observar cual es la distancia de trabajo del condensador (objetivo de microscopio su-

perior) para garantizar una correcta iluminacién en la muestra.

Siguiendo los pasos anteriores usted deberfa poder capturar alguna de las particulas en la muestra.
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Protocolo de preparacién de una muestra de

glébulos rojos

A continuacidn se describe el proceso de preparacién de muestra de glébulos rojos, basado en el
método descrito en [89], con algunas modificaciones para adecuar las muestras a nuestras necesidades

de laboratorio tal como se describe en [64].
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. Preparar un tubo eppendorf con o.2m/ y otro con 1m/ de solucién salina amortiguada por

fosfatos, mejor conocida por PBS (Phosphate Buffered Saline).

. Después de elegir y limpiar un dedo de la mano, se pincha la yema utilizando una lanceta y se

hace presién para provocar la salida de una gota de sangre.
. Usando una micropipeta se depositan y se mezclan 10 x/ de la sangre en el tubo pequerio.

. Centrifugar la suspensién a S00 xg por 5 minutos, al finalizar retirar la nata de plasma, plaque-

tas y PBS, dejando solo el concentrado de glébulos rojos del fondo.
. Rellenar el tubo con PBS hasta los 0,2 7/ y agitar.
. Repetir los pasos 4 y 5 por 2 veces mds.

. Colocar 1 u/ de la suspensién de glébulos rojos en el tubo de 1 7/ y mezclar agitando.
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Software

D.1. LasBVIEW

En este apartado se encuentra el software desarrollado en LabVIEW para llevar a cabo la obten-
cién de las imdgenes referentes al corrimiento de fase. La idea general es capturar una particula con una
potencia determinada y hacer corrimiento de fase, el programa permite hacer todo esto de manera au-

tomdtica, es decir, una vez que se tiene una particula capturada se hace corrimiento de fase enviando un
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voltaje especifico al piezo eléctrico, una vez que se termina esa ejecucion el programa envia una nueva
potencia al ldser infrarrojo y después de un tiempo de espera que permite que la imagen se estabilice se
vuelve a enviar voltaje al piezo eléctrico para hacer corrimiento de fase. El programa terminari cuando
se haya llegado al valor mdximo de potencia para el ldser infrarrojo y cuando se hayan terminado de ha-
cer las repeticiones especificadas. A continuacién se da una descripcién mds detallada de cada opcién

dentro del programa.

o

|al T =
| PS5 start &l Nmn
.

| END

| o |1 neven et
| oo 2l I
| vem sum o

| = 4 [rn—
| (.2

| e o st L2

| [ — sant

Figura D.1: Interfaz de software para hacer un corrimiento de fase.

En la Fig. D.1 podemos observar las diferentes opciones con las que el programa fue disefiado. El
programa comenzard siempre en el apartado Start, este apartado nos permite lleva a cabo el enfoque de
la muestra y la alineacién de la imagen, mientras se esté ejecutando este apartado podemos modificar
el tiempo de exposicion de la imagen y con ellos asegurar que nuestra imagen no estard saturada.

En la seccién Cam Live el programa nos permite obtener la fase de la imagen que se estd viendo
en pantalla haciendo uso del método de transformada de Fourier, esto nos sirve para garantizar que
nuestras franjas tienen la calidad suficiente para obtener la fase de dicho interferograma. Los boto-
nes booleanos de Refresh Reference, With Reference y Sust son utilizados dentro de este apartado, si
queremos guardar una fase envuelta de referencia y después extraerla de la imagen que estd viendo la

cdmara en tiempo real basta con activar el botén Whit Reference y posteriormente Sust, sila referencia
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ha cambiado suficiente con respecto a la imagen que estd viendo la cdmara en tiempo real basta con
refrescar la referencia oprimiendo el botén Refresh Reference.

En Test PS podemos hacer una prueba de Phase Shifting, con esto podemos verificar si el voltaje
que elegimos es el correcto, es decir si nos va a otorgar una buena fase envuelta.

Elapartado Test laser nos permite probar la potencia del ldser infrarrojo, en este apartado se prueba
cual es la potencia minima con la que se puede capturar a la particula en cuestidn, esta parte del pro-
grama nos permitird establecer los limites de Upper Laser Current y Lower Laser Current, el nimero
que se coloca en Intervals Laser Current determinard el aumento en potencia del ldser infrarrojo.

En el apartado de PZT Calib lo que se tiene es la posibilidad de obtener el voltaje correcto que
debe enviarsele al piezo eléctrico para hacer un corrimiento de 27, es por eso que se tiene el apartado de
Vto 2pi' y tenemos un botén numérico adicional para seleccionar el nimero de pasos que requerimos
para el algoritmo que decidimos usar, S 20 PS que significa, Steps to PhaseShifting, el programa estd
disefiado para tomar siempre un paso extra, es decir si colocamos un nimero 4 el programa tomar4 s
imdgenes con pasos de 7/2.

En la parte de PS start se tomardn las fotografias indicadas en el algoritmo y se guardaran en una
carpeta que lleva como nombre la fecha y hora en que se oprimio el botén PS start. El apartado END es
de suma importancia ya que permité apagar el ldser infrarrojo de la pinza 6ptica para después quitarle
la corriente eléctrica.

El botén numérico milliseconds to wait se colocd para establecer un tiempo de espera entre el
cambio de potencia del ldser infrarrojo y la toma de la primer fotografia. En Color Plane seleccionamos
el color que queremos que capte la cdmara y en Repetition elegimos la cantidad de veces que queremos
que se ejecute el programa.

En un ejemplo concreto de como usar el programa se tendrian que seguir los siguientes pasos:

1. Ejecutar el programa y usar el apartado Start para localizar la pinza Sptica tal como se explicd
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D.2.

en la seccién de localizacién de la pinza dptica. En esta seccién nos aseguramos de seleccionar
el color y el tiempo de exposicién de la cdmara que nos permitan tener unas franjas nitidas en

el interferograma.

Cambiar a la seccién PZT Calib, que nos permitird determinar el voltaje necesario para un
corrimiento de 27 en el patrén de franjas, el voltaje medido en esta seccién se asignard de forma

automidtica en el botén ndmerico V'to 2ps.

Colocar la muestra y cambiar a la seccién Test laser, al momento de entrar en esta seccién el
ldser infrarrojo se encenderd en 20 7 W, podemos mover la barra deslizante horizontal para
seleccionar una potencia diferente, y capturar la particula de interés, tal como se describe en el
protocolo B, en esta seccién determinamos la menor potencia con la que la particula se pue-
de capturar y la colocamos en el botén numérico Lower Laser Current y también podemos

establecer el limite superior de la potencia.

Se puede hacer una prueba en Test PS para garantizar que los valores seleccionados en potencia

y voltaje son adecuados.

Finalmente se debe seleccionar el nimero de repeticiones que nos gustarfa que el programa
ejecute, es decir cuantos corrimientos de fase hacer en cada potencia del ldser infrarrojo y cuanto

tiempo se debe esperar entre el cambio de potencia del ldser y el primer corrimiento de fase.

MATLAB

También mostramos el algoritmo implementado en Matlab para el procesamiento digital de imd-

genes, este algoritmo toma las 5 imdgenes que se capturan con el programa de LabVIEW, lo cual nos

permitird usar un algoritmo con robustez al detuning.

clc;

clear all; close all;

I02



%Recortar la imagen en la zona de interés

rect=[s71 273 200 200];

N=5;
n_aire=1; n_sharpie=1.54; lambda=o0.405;
esp=(n_airexlambda)/(2*pi*((( n_sharpie—n_aire))));

» » » » » » » » » » » » 6 » » » » 8 » » » »
— b — 7 b

13 » »
Potencia=["0_","1_","2_7,73_7",74_", 7 _779_ 7710 7]

Repeticion=["0_","1_",72_"];

%se realiza la lectura de los distintos interferogramas de referencia
for ka=1:1:1%length (Potencia)
for kk=1:1:1%length(Repeticion )
for n=1:1:N
Nombre=strcat ( ’E:rs—12—21-11-34—-52\" ,...
Potencia(ka),Repeticion(kk),num2str(n-1,’%2d’),’ .bmp’);
Nombre=convertStringsToChars (Nombre );
frame=imread ( Nombre );
Obj(:,: ,n)=double(frame);
Iref(:,:,n)=imcrop(Obj(:,:,n),rect);
end
Aref=Tref (:,:,1) —ixIref(:,:,2)—Iref(:,:,3)+i*xIref (:,:,4);
phiref=angle (Aref); %Se¢ calcula la fase envuelta
end

end
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%Se repite el procedimiento para las imdgenes con deformacion
for ka=1:1:3%length (Potencia)
for kk=1:1:1%length(Repeticion)

for n=1:1:N
Nombre=strcat ( E:rs—12—21—-11-33-02\" ,...
Potencia(ka),Repeticion (kk),numastr(n-1,’%2d’),’ .bmp’);
Nombre=convertStringsToChars (Nombre );
frame=imread ( Nombre );
Obj(:,:,n)=double(frame);
Io(:,:,n)=imcrop(Obj(:,:,n),rect);

end

Aobj=Io(:,:,1)—2i*To(:,:,2)—2xTo(:,:,3)+2i*xlo(:,:,4)+To(:,:,5);

phiobj=angle (Aobj);

% figure (); imshow(phiobj,[]), colorbar

aa=sin (phiref —phiobj);
bb=cos (phiref —phiobj);

%Se filtran las fases para después obtener la fase desenvuelta

kr=1xones(15,15);

for nn=N:-1:1
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for i=1:1:1
AA=imfilter (aa, kr);
BB=imfilter (bb, kr);
end

end

Deltap=atan2 (AA,BB);

%  figure(); imshow(Deltap,[]), colorbar

%Si la fase atn continua envuelta se usa el método de C. Ghiglia
Deltap=-—phase_unwrap (Deltap );

%  figure(); imshow(Deltap ,[]), colorbar

deformation=Deltap+abs(min(min(Deltap )));

% deformation=deformation *esp ;
%  m=max(max(deformation ));

f=figure (); mesh(deformation), view(rsz2,73), zlim([o 10]),...

xlim ([o 200]), ylim([o 200])
% saveas(f,[’2z0-10-21-20-02—42",numzstr(ka)], png’)
end

end
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STA TESIS ES EL FRUTO de un trabajo in-
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0s, desarrollado en medio de una crisis sa-
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pacio e incluso algunas veces de salud, por eso de-
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