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Resumen

En esta tesis se implementé un montaje experimental para generar ondas
evanescentes con el fin de manipular microparticulas y cuantificar su movimiento
mediante el anélisis de trayectorias identificadas con software de procesamiento
de video. Los resultados experimentales obtenidos para las microparticulas se
compararon con los valores derivados de un modelo tedricos, observandose una

concordancia significativa entre ambos.

Posteriormente, la metodologia desarrollada se aplico al estudio del desplazamiento
de globulos rojos. Trabajos anteriores han mostrado que la glucosa puede alterar
propiedades mecéanicas de la membrana de globulos rojos. Para analizar si estos
cambios mecanicos tienen o no un efecto significativo en la capacidad de una onda
evanescente para transmitir momentum a los glébulos, se realizaron mediciones
bajo distintas concentraciones de glucosa para evaluar su posible efecto en las
velocidades registradas, para asi determinar si la concentracion de glucosa tiene o

no un efecto en el desplazamiento de la célula.

Keywords — Ondas Evanescentes, micro-manipulacién, Globulos rojos
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Abstract

This thesis presents an experimental setup designed to generate evanescent
waves for optical manipulation of microparticles, coupled with quantitative
motion analysis through video-processing software. The experimental results
for microparticle trajectories were compared with theoretical predictions from a

numerical model, showing significant agreement between both approaches.

Subsequently, the developed methodology was applied to study red blood cell
(RBC) displacement. Previous studies have shown that glucose can alter the
mechanical properties of red blood cell membranes. To analyze whether these
mechanical changes have a significant effect on the ability of an evanescent wave
to transfer momentum to the red blood cells, measurements were taken under
different glucose concentrations to evaluate their possible effect on the recorded
velocities, thereby determining whether glucose concentration has an effect on cell

displacement.

Keywords — Evanescent waves, micro-manipulation , red blood cells
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Motivacion

Con la invencion del microscopio en el siglo XVII por Anton van Leeuwenhoek, se
descubri6 y adquiri6é acceso al mundo microscopico, lo que implicd una revolucion
para la biologia, la medicina y el conocimiento humano [!|. Sin embargo, si
bien se podian observar estructuras previamente invisibles, al momento de su
descubrimiento no existian métodos para manipularlas e interactuar con ellas

directamente, por lo que cualquier estudio se limitaba solamente a la observacion.

No fue hasta el siglo XX cuando empezaron a desarrollarse las primeras técnicas
con la capacidad de intervenir en este mundo anteriormente inaccesible. Uno de los
primeros ejemplos de manipulacién microscopica directa corresponde al trabajo
del doctor Marsall Barber, que en 1904 logro exitosamente la microinyecciéon de
bacterias en células, utilizando una metodologia experimental que permitia un

preciso control de la posicion de la jeringa y de la cantidad de liquido inyectado
2]

A lo largo del resto del siglo, debido al desarrollo de instrumentacion y técnicas de
fabricacion cada vez mas refinadas, un gran niimero de metodologias experimentales
para la interaccién directa con objetos individuales a la escala microscopica
se desarrollaron en paralelo, tales como la microinyeccion, la aspiracion por
micropipeta, la técnica de patch clamp, microscopia de fuerza atémica, pinzas
magnéticas, entre otras [3]. Dentro de estas metodologias, se encuentran los

métodos por manipulacion por fuerzas Opticas, las cuales se aprovechan de la
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capacidad de la radiacion electromagnética para transferir momentum y por lo

tanto empujar objetos microscopicos.

Si bien se sabe que la luz es capaz de transmitir momentum desde el desarrollo
de la teoria electromagnética de Maxwell, no es hasta la invencion del laser en la
década de 1960 que se abri6 la puerta a la concentracién de haces de luz altamente
direccionales en areas extremadamente reducidas, lo que abri6 la posibilidad de
utilizar el momentum intrinseco de la luz para la manipulaciéon de objetos en la

escala micrométrica [1].

Finalmente, es Arthur Askin y su equipo en los anos 70 los que realizaron las
primeras pruebas experimentales de manipular microparticulas mediante radiaciéon
electromagnética. Desde entonces, la manipulaciéon de microsistemas por medio
de luz se ha extendido considerablemente a un gran nimero de disciplinas, desde

la biologia, la quimica y multiples areas de la fisica |1, 5].

Dos de las metodologias més relevantes desarrolladas a partir de estas técnicas son
las pinzas Opticas y las ondas evanescentes. Las pinzas 6pticas consisten en utilizar
luz extremadamente enfocada para contener y desplazar particulas [6]. Por otro
lado, las ondas evanescentes son un tipo de onda electromagnética estacionaria
que se produce en la interfaz de una reflexion interna total. Estas ondas decaen
exponencialmente en intensidad a lo largo del medio y oscilan en la direcciéon de

propagacion del laser |7, 5.

En particular, las ondas evanescentes han encontrado una gran cantidad
de aplicaciones en areas relacionadas a la biologia, como la microscopia de
fluorescencia por reflexion interna total (TIR-FM), que permite observar superficies
celulares con una resolucion y relacion senial-ruido (SNR) extremadamente altas [9].
También se utilizan en una multitud de sensores que utilizan la onda evanescente
para la estimular la fluorescencia en el sistema que se esta controlando [10]. Entre
estas aplicaciones, la capacidad que tienen las ondas evanescentes de empujar
objetos microscopicos en la direcciéon de propagacion del laser que las genera ha
permitido utilizarlas de forma exitosa para manipular tanto particulas inertes como
células [%, 11]. En particular algunas de las ventajas de utilizar ondas evanescentes

corresponden a:

» La facilidad de implementar un montaje experimental, lo que ademas permite

la sencilla modificacion e implementacion de més elementos al montaje.
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= Presentan una baja invasividad, debido a que no modifican significativamente

el objeto de estudio.

= Su capacidad de afectar globalmente a la muestra de estudio, en vez de

actuar sobre elementos individuales.

= Su versatilidad, ya que se pueden utilizar para manipular un gran nimero

de sistemas.

Debido al interés en el estudio de técnicas de manipulacién éptica y su aplicacion
en microbiologia, este trabajo busca disenar, implementar y validar un montaje
experimental que permita la utilizaciéon de ondas evanescentes para la manipulaciéon
de microparticulas. Para esto, se desarrollara una metodologia de laboratorio para
la preparacion de muestras, la extraccion de informaciéon sobre su movimiento y
el posterior analisis e interpretacion de los datos recolectados. Estos resultados se
compararan con un modelo teérico que permita obtener la velocidad esperada de

las microparticulas.

Una vez establecida la metodologia de medicién, se planea extender su aplicacion
al estudio de globulos rojos, con el fin de darle una relevancia cientifica adicional
al método propuesto. Este enfoque permitira aplicar las técnicas desarrolladas a

sistemas bioldgicos que han sido estudiados anteriormente en el laboratorio.

1.2. Hipotesis

Las fuerzas 6pticas generadas por ondas evanescentes permiten la manipulacion
de multiples microparticulas simultaneamente, usando su desplazamiento en la
direccion de propagacion del laser, el cual es cuantificable mediante el uso de
técnicas de seguimiento 6ptico. Al aplicar esta metodologia al anélisis de globulos
rojos en medios con distintas concentraciones de glucosa, se espera observar una
relacion inversamente proporcional entre la velocidad de desplazamiento de los
eritrocitos y la concentracion de glucosa en el medio, atribuible a cambios en las

propiedades mecanicas de la membrana celular.

1.2.1. Objetivo general

Desarrollar un montaje experimental y metodologia que permita la utilizacion y

cuantificacion de las fuerzas generadas por medio de ondas evanescentes, cuyos
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resultados sean comparables con un modelo teérico sobre las fuerzas esperadas y

que se pueda aplicar al estudio de microsistemas biolégicos de interés.

1.2.2. Objetivos especificos

= Implementar un montaje experimental que permita la generacion de ondas

evanescentes.

= Lograr empujar microparticulas de polietileno por medio de estas ondas

evanescentes.

= Establecer una metodologia para la cuantificacion del movimiento de estas

microparticulas.

= Comparar los resultados obtenidos de las mediciones experimentales con un

modelo tedrico sobre las magnitudes de las velocidades medidas.

= Aplicar el protocolo desarrollado para microparticulas al estudio del

movimiento de globulos rojos a diferentes concentraciones de glucosa.
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Capitulo 2

Marco Teoérico

2.1. Ondas Evanescentes:

2.1.1. Onda electromagnética plana

Para una adecuada cuantificacion de la onda evanescente, es fundamental
comprender céomo la radiacion electromagnética surge como una consecuencia
natural de las ecuaciones de Maxwell, y como esta da origen a la onda evanescente
en la interfaz entre dos medios, debido a las condiciones que dichas ecuaciones
imponen sobre los campos eléctrico y magnético [12]. Con este objetivo, lo primero

es considerar las ecuaciones de Maxwell para un medio homogéneo y libre de

carga:
V-E=0 (2.1.1)

V-B=0 (2.1.2)

V><E+aa—]?:0 (2.1.3)

V xB-— ua%—? =0, (2.1.4)

donde B y E corresponden al campo magnético y eléctrico respectivamente;
it corresponde a la constante de permeabilidad magnética del medio, y € a su

permitividad eléctrica.
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Estas constantes se relacionan con sus contrapartes del vacio de la siguiente forma:

£ = &,€0 (2.1.5)

[t = Hrlto (2.1.6)

donde g y €p son los valores de las constantes en el vacio y u, y €, se conocen
como las permeabilidades y permitividad relativas, las cuales son cantidades
adimensionales que contienen la informacién de como cierto medio modifica los

valores de p y € con respecto al vacio.

A partir de las ecuaciones de Maxwell en esta forma, mediante manipulaciéon

matemaética se puede llegar a las siguientes expresiones para los campos:

O’E
V?E = pe—— 2.1.7
TS (2.1.7)
0°B
VB = je—— 2.1.8
M (2.1.8)
Las cuales corresponden a una ecuaciéon de onda, con la cantidad ¢ = \/LE siendo la

velocidad de la onda electromagnética en el medio correspondiente. Esta velocidad

se puede expresar en términos de la velocidad de la luz en el vacio como:

1 . 1 - Co
VHE  \/Erfolirflo  \/Erfly

(2.1.9)

Donde ¢, corresponde a la velocidad de la luz en el vacio y n = /€., se conoce
como el indice de refraccién del medio, el cual cuantifica como este medio afecta

la velocidad de propagacion de la onda.

Luego, dada la forma de las ecuaciones, se tiene que las soluciones para el campo

eléctrico y magnético son de la forma:

E(x,t) = Ege™>t (2.1.10)
B(x,t) = Boe** ! (2.1.11)

Las cuales corresponden a una onda plana, donde w es la frecuencia angular de la
onda, By y Eg son la amplitud y direccion de los campos eléctrico y magnético, y
k = 27”12 el vector de onda, el cual contiene la direcciéon de propagacion de la onda

plana, dada por k.
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Ademas, utilizando las mismas ecuaciones de Maxwell, es posible identificar la

siguiente relacion entre el campo eléctrico y magnético para una onda planall2]:

~

B(x,t) = -k x E(x, 1) (2.1.12)

C

Esta expresion encapsula varias relaciones fundamentales de una onda plana. En
primer lugar, establece que la magnitud del campo magnético esta relacionada con
la del campo eléctrico mediante |B| = %|E[, por lo que la magnitud de uno de ellos
se puede describir completamente en términos del otro. Segundo, muestra de forma
sencilla que los campos eléctrico y magnético son mutuamente ortogonales entre
si y, a su vez, perpendiculares a la direcciéon de propagacion de la onda. Estos dos
hechos demuestran que, en una onda plana, el campo magnético queda totalmente
definido por el campo eléctrico. Por consiguiente, basta con caracterizar el campo

eléctrico para describir y manipular de manera completa la onda electromagnética.

2.1.2. Polarizacion

Como se estableci6 en la secciéon anterior, los campos eléctrico y magnético de una
onda plana presentan una orientaciéon espacial que puede ser arbitraria, siempre
y cuando sean perpendiculares entre si y a la direcciéon de propagacion k. Esta
orientaciéon del campo eléctrico define lo que se conoce como la polarizacion de la

onda electromagnética.

Si bien existen multiples estados posibles de polarizaciéon para una onda, tales
como estar despolarizada, la polarizacion eliptica, la circular, entre otros, para los
propositos de este trabajo se consideraran unicamente polarizaciones lineales, la
cuales corresponden al caso donde la direccion del campo eléctrico se mantiene
constante en el tiempo. En particular, hay dos tipos de polarizacion lineal que son
de interés, las polarizaciones p y s, las que se definen en términos de su relacion
con el plano incidente, que corresponde al plano que contiene al haz de luz y al
vector normal de la superficie sobre la que este rayo incide. Especificamente, la
polarizacion p se refiere al caso en el que el campo eléctrico es paralelo a este plano,
o dicho de otra forma, cuando este pertenece a él; en cambio, la polarizaciéon s se
refiere al caso en el que el campo eléctrico es perpendicular al plano que contiene

a k, por lo que el campo eléctrico sale de este plano.
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2.1.3. Radiacion electromagnética en la interfaz

Ahora que se tiene una descripcion matemética para la radiacion electromagnética
correspondiente a una onda plana propagédndose por un medio isotropico libre de
carga, se puede proceder a caracterizar como esta se ve afectada justo en la interfaz
entre dos medios. Para esto, lo primero que haremos serd darle una expresion
matematica al campo electromagnético incidente a la superficie, sin considerar

alguna polarizacion en particular:
Ei(x,t) = Eggekr*—it (2.1.13)

Luego, una vez que la onda electromagnética interactiia con la interfaz, cierta
componente kg de esta se mantendré en el medio original, que se conoce como la
parte reflejada, y cierto componente kt atravesara al otro medio, que corresponde

a la parte transmitida.

Estas dos partes se describen matematicamente con las siguientes expresiones:

ERr(x,t) = Egoe™®> ! (2.1.14)
Ex(x,t) = EpgekT>! (2.1.15)

De momento, tanto las magnitudes de los campos resultantes como sus vectores

de onda son desconocidas, lo que se puede observar visualmente en la figura 2.1.1.

Para comprender como los campos reflejados y transmitidos se relacionan con el
incidente, es necesario recurrir a las condiciones que imponen las ecuaciones de

Maxwell sobre los distintos campos en la interfaz.

En particular, las ecuaciones de Maxwell imponen que los componentes tangenciales
a la interfaz sean continuos y que los componentes normales presenten una
discontinuidad, de manera tal que el componente normal a un lado de la ecuacion
multiplicado por su constante dieléctrica sea el mismo que el campo del otro lado
multiplicado por su constante dieléctrica. Con eso se obtiene el siguiente sistema

de ecuaciones [12]:
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Figura 2.1.1: Haz incidente, reflejado y transmitido en la interfaz de dos medios
con indices de refraccién diferentes

(e1 (Bt + Er) — &2Ep) -2 =0 (2.1.16)

(n1ky X Er + n1kr x Eg — nokt X E1) -n =0 (2.1.17)
(E1 +Er — Eq) x v = 0 (2.1.18)

(n1ky X Ep + n1kr X Er — nokt x E1) x 1 = 0, (2.1.19)

donde ny y ny corresponden a los indices de refraccion de cada medio.

2.1.4. Ley de Snell

El primer detalle a considerar de estas ecuaciones, es que debido a que los campos
son todos de la forma Eje®i*~%! todos presentan una fase compleja, dada por
el componente eiki'x_i“t, por lo tanto, para que estas ecuaciones sean consistentes
es necesario que esta fase sea constante sobre toda la superficie, y por lo tanto

obedezcan la siguiente relacion:

(tky - x —iwt),—o = (tkr - X — iwt),—¢ = (tkt - X — iwt),— (2.1.20)
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Luego, debido a que las tres ondas poseen la misma frecuencia, la expresion
anterior se puede reducir a:
sin (#)  sin(0r)  sin(fr)

= 2.1.21
A1 AR Ar ( )

donde f es la frecuencia de la onda y )\, la longitud de onda en el medio. Luego,

como fA, = ¢,y ¢, = co/n se tiene que:
nysin (6) = ny sin (0g) = nysin (67) (2.1.22)

Que corresponden a 2 relaciones importantes. La primera, entre el &ngulo incidente
0 y el reflejado Oi indica que estos dos adngulos deben ser el mismo, lo que
corresponde a la ley de reflexion de la luz; Mientras tanto, la relacion entre el
angulo incidente # y el transmitido f7 corresponde a la ley de Snell, y por lo tanto,
de esta condicion de fase en la interfaz se deducen dos de las leyes fundamentales

de la optica.

2.1.5. Ecuaciones de Fresnel

Una vez resueltas las condiciones de fase sobre los campos, lo que resta es identificar
la relacion que existe entre las magnitudes del los campos reflejados y transmitidos
con el del incidente; para esto, se definen los coeficientes de transmision y reflexion,

que relacionan las intensidades de la siguiente forma:

En

_ Lr 9.1.23

"TF, ( )
Er

f= 2T 9.1.24

E, ( )

Donde E;, Er v Er corresponden a las magnitudes del campo incidente, reflejado
y transmitido, respectivamente; estos coeficientes r y ¢ resultan ser de utilidad
ya que permiten obtener de manera rapida los valores de magnitud de los
campos resultantes simplemente conociendo el campo incidente. Por lo tanto, para
identificar a qué corresponden estos valores r y ¢t en términos de los pardmetros
de la onda incidente, utilizaremos las restricciones sobre los campos encontradas

en las ecuaciones (2.1.16) a (2.1.19).

Debido a que estas ecuaciones imponen condiciones diferentes para los componentes
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tangenciales y normales al campo de incidencia, los coeficientes resultantes del
analisis van a ser diferentes para las polarizaciones s y p, y por lo tanto, es
necesario tratar estos casos de forma diferente. Para la polarizaciéon s, se obtienen

las siguientes ecuaciones:

Ei+Er—Er=0 (2.1.25)
ni(Er — Eg) cos(0) — nyEp cos(0r) = 0, (2.1.26)

que corresponde a un sistema de ecuaciones para EFr y Er, v si despejamos estas
variables y dividimos el resultado final por E; obtenemos los coeficientes t y r

para la polarizacion s, que son de la forma:

s (0) — E ) @127
ny cos(6) + \/n3 — n?sin® (0)

o 2ny cos (0) ‘ (2.1.28)
ny cos(0) + v/ng — n? sin® (0)

De forma equivalente, realizando el mismo procedimiento para la polarizacion p

arroja las siguientes ecuaciones:

(E; + Eg)cos (0) — Epcos (67) =0 (2.1.29)
nl(E[ - ER) - n2ET = O, (2130)

que tienen como solucién los siguientes valores para r? y tP:

2 _ 2 _ n2gin?
b _nz cos(6) nl\/n; n; S?HQ(Q) (2.1.31)
n3 cos(0) + nq \/ng — nisin®(0)
2n1n4 cos(0)

n2 cos(0) + ny\/n2 — n2sin’(0)

t =

(2.1.32)

Estas ecuaciones para los coeficientes r*, rP, t° y tP son las llamadas ecuaciones

de Fresnel.

Ademés de estas cantidades, resulta de interés tanto teérico como experimental
la relacion que existe entre la potencia 6ptica incidente con la que finalmente se
refleja o transmite; estas relaciones se conocen como la reflectancia y transmitancia
de la interfaz, y puesto que la potencia 6ptica depende del cuadrado del campo,

tenemos que la reflectancia se puede calcular de forma sencilla de la siguiente
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manera:

o |ER|2 o ’ |2

R— _
|Eq*

(2.1.33)

Luego, por conservacion de la energia, la suma de las potencias reflejadas y
transmitidas de Fr + Er debe ser igual a la potencia del haz incidente E;, y por

lo tanto, la transmitancia es sencillamente T'=1 — R.

2.1.6. Reflexion Interna total

El paso siguiente para caracterizar la onda evanescente corresponde a describir
matematicamente la reflexion total interna, para esto, consideramos el caso en
que el haz de luz va de un medio con mayor indice de reflexiéon a uno de menor
indice, tal que n; > no, tal que el angulo de incidencia sea 6, y el transmitido

como 0y. Luego, de la Ley de Snell se tiene que:
nysin (6;) = ngysin (0;) (2.1.34)

y despejando el valor de 6, se obtiene que:

0, = sin~! (ﬂ sin (91)) (2.1.35)

U

Donde se nota claramente que esta expresion tiene soluciones reales para el angulo
transmitido 6, mientras que la expresion 7L sin (A1) sea menor que uno, lo que
ocurre justamente cuando sin (¢;) = Z—f El valor del angulo #; que cumple esta
propiedad se conoce como el dngulo critico, y depende tinicamente de la relacion

entre indices de refraccion de ambos medios.

Si bien matematicamente no hay soluciones reales para el angulo 6, cuando 6; > 6.,
al tomar valores de #; mayores, lo que ocurre es que la transmision del haz de
luz cesa completamente, y solamente sobrevive el componente reflejado del haz

incidente.

En los coeficientes de Fresnel, cuando #; = 6., se obtiene que el termino

\/n3 — nisin®(), se vuelve cero trivialmente, y por lo tanto el coeficiente r
se convierte directamente en uno, y por lo tanto la reflectancia también se vuelve

uno y la transmitancia 0.
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Para el caso donde 6; > 6, tenemos que el término \/n3 — n?sin?(A) se vuelve
imaginario, y por lo tanto los coeficientes de reflexién para ambas polarizaciones
toman la siguiente forma:

A—1iB

N (2.1.36)

Si bien esto complejiza la relacion entre los campos incidentes y reflejados, la

relacion entre la potencia reflejada y transmitida sigue siendo la misma, esto se

puede ver utilizando la ecuacion para la reflectancia que muestra que la totalidad
de la potencia Optica es reflejada:

A’ + B?

R=pP="7T=1 2.1.37

P = g = 1, (21.37)

de donde se desprende que la transmitancia 7' = 0, por lo que la reflexién interna

total ocurre para cualquier angulo 8, por sobre el angulo critico.

2.1.7. Onda Evanescente

Si bien el hecho de que no haya transmision de potencia 6ptica al otro lado de la
interfaz puede inducir a pensar de que no deberia existir un campo electromagnético
transmitido, puesto que no existen soluciones para el angulo 6. Sin embargo, si
se considera que el valor de sin (63) puede tomar valores mayores a 1 cuando el
angulos incidente se encuentra por sobre el angulo critico, resulta que es posible

encontrar una expresion para el campo transmitido.

Para lograr esto, se analizara como el valor de sin (fy) afecta la componente
exponencial e®*~“! del campo Er; en particular, conviene centrar el analisis
en el producto punto entre kt y x, ya que corresponde al término que contiene

sin (0s). Luego, utilizando el sistema de referencia definido en la figura 2.1.1, el
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producto punto kt - X corresponde a:

kr-x = (k.o + k.2) (2.1.38)
2
= )\—W(:Usin (62) + z cos (62)) (2.1.39)
T
27 ny . .
=——|2z— 6 1 — sin? (0 2.1.4
o/ (xn2 sin (0) + 2 sin” ( 2)) ( 0)
27 ) 2m :
— W&: sin (0) + z)\—o\/n% —n?sin® (6) (2.1.41)
= kyxsin (01) + k:OZ\/n% —n?sin® (6,), (2.1.42)
donde )y corresponde a la longitud de onda en el vacio y k,, = /2\—: representa la

magnitud del vector de onda en cierto medio, ademas, puesto que estamos en
el régimen supercritico (6 > 6,.), se tiene que n2 — n?sin? (6;) < 0, por lo que se
puede factorizar la unidad imaginaria de la raiz tal que el valor del argumento
sea siempre real. Finalmente, para simplificar la notacién, el angulo #; pasara a 0,
ya que es el angulo de interés, y k; pasara a llamarse k; ya que corresponde al
vector de onda del medio con indice de refracciéon n,. Finalmente, reemplazando

el calculo anterior en la expresion para el campo transmitido se obtiene:
ET (X, t) — ETOefiwteiklx sin (9)€fkoz\/n% sin? (0)—n3 ) (2143>

De esta expresion se pueden extraer un gran nimero de propiedades de una onda
evanescente; primero, tenemos que su frecuencia corresponde a la misma que la
asociada a la onda que la produce; luego, tenemos que su propagacion espacial
no depende de las propiedades 6pticas del medio en el que se encuentra, sino que
es dependiente de las caracteristicas del medio donde se produce la reflexion, lo
que se aprecia claramente en el termino e”1*5* (). v finalmente, se tiene que la
magnitud de este campo decae de forma exponencial a lo largo de la direccion
normal a la interfaz. En este contexto, una cantidad tutil en la manipulacion de
las ondas evanescentes es la llamada distancia de penetracion, la cual corresponde
al valor de z en el que la parte exponencial alcanza un valor de 1/e, o alrededor

de un 37 % de su valor méximo. Esta distancia toma el valor:

1

d, = :
kov/n2 sin’ (0,) — n3

P
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En concreto, esta cantidad es 1til porque nos permite aproximar la distancia sobre

la interfaz en la que la influencia de la onda evanescente deberia ser significativa.

2.1.8. Direccion y magnitud del campo de una onda

evanescente

Si bien se logré caracterizar exitosamente la parte exponencial del campo eléctrico
para una onda evanescente, también es necesario saber la magnitud de éste y como
se orienta espacialmente, lo que corresponde a analizar la forma que tiene el vector
Er. Para esto, recurriremos a los coeficientes de Fresnel que fueron calculados
anteriormente, ademéas de analizar como la polarizacion afecta a las componentes

de la onda evanescente.

Primero, para la polarizacion s, debido a que el campo tiene solamente un
componente normal al plano incidente, que corresponde al eje y en el sistema de
referencia utilizado, el campo de la onda evanescente también tiene solamente un
componente en el eje y. Luego, debido a que nos interesa caracterizar el campo
transmitido en términos del incidente, por conveniencia en la notaciéon redefinimos
la magnitud del campo incidente E; como FEjy; utilizando los coeficientes de Fresnel
descritos en la ecuacion (2.1.28), los componentes del vector Er de la onda

evanescente son:

Epy =0 (2.1.44)
2 0
Er, = 111 cs (0) — (2.1.45)
ny cos(6) + v/n3 — n?sin® ()
Er.=0 (2.1.46)

Notamos que debido a que y/n2 — n?sin® () toma un valor imaginario cuando
se produce la onda evanescente, tenemos que el campo transmitido posee una

diferencia de fase con el campo incidente.

Luego, siguiendo un procedimiento similar para la polarizacion p, con la diferencia

que esta tiene componentes del campo en el eje x y z, se obtienen los siguientes
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valores para el campo transmitido en el caso de la polarizacion p:

2n, cos(0)+/n% — n}sin®(0)

_ B 2.1.47

n3 cos(6) + ni\/n3 — n?sin®(0) 0 ( )

Er 0 (2.1.48)
2n3 i

B n? cos() sin(6) F, (2.1.49)

 n2cos(f) + nyy/n2 — n2sin?(0)

y al igual que en el caso de la polarizacion s, tenemos que hay una diferencia de
fase entre el campo incidente y el de la onda evanescente, ademés de una diferencia

de fase entre las diferentes componentes del campo.

2.2. Fuerza generada por la onda evanescente sobre

una particula esférica

Dado que ya se tiene una caracterizacion detallada de la onda evanescente, el
siguiente paso de interés para los propodsitos de este trabajo es el poder caracterizar
c6mo esta onda interactiia con una particula que se encuentre dentro del medio
transmitido, y en particular, cuales son las fuerzas que la onda genera sobre dicha
particula. Con este objetivo se han desarrollado una multitud de modelos con que
tienen como objetivo calcular las fuerza que genera una onda evanescente sobre
una particula esférica, tales como el scattering de Mie, la aproximaciéon dipolar, la
Optica de rayos, entre otras [13]. Todos estos modelos fueron desarrollados con
ciertos regimenes en mente, en los cuales su aplicaciéon resulta més adecuada,
dependiendo de la naturaleza del sistema particular a estudiar. Para los propositos
de este trabajo, se utilizara el modelo desarrollado por Almaas y Brevik [11],
debido a que la situaciéon y paramentos fisicos son extremadamente similares a los
estudiados en este trabajo, ademas de que el modelo es presentado de forma tal

que su calculo computacional es facil de implementar.

En particular, el modelo estudia la fuerza producida por el campo evanescente
sobre una microparticula que se encuentra por sobre la interfaz. La situacion fisica

detallada se puede observar la figura 2.2.1.
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Figura 2.2.1: Particula de radio a e indice de refracciéon ns situada a una altura
h por sobre la interfaz, inmersa en el campo evanescente generado por un laser
con un angulo de incidencia 6, .

Para el calculo de la fuerza, el trabajo || comienza realizando un analisis para
un campo arbitrario en el medio n,y, y expresandolo en términos de los armonicos
esféricos, debido a que la simetria caracteristica del problema simplifica los calculos.
A partir de este anélisis se obtienen las siguientes expresiones para los componentes

de los campos eléctrico y magnético en coordenadas esféricas:

00 l
E
EW = r—f SN U+ ) Ky z(0F) Vi, (2.2.1)
=1 m=-1
p OéEo 0Y m -~ - Y}m
= K, — —K 2.2.2
lz;mz—;l[ im?i(of) 90 ny lle(O”)sinQ ( )
p OéEo Y 1~ - 8Y2m
= Z Z {melmzl ozr)smg nQKlmzl(ozr) 20 | (2.2.3)

=1 m=—1
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00 l
B -
() _ 20 N
B == ;;ll(Hl)KZmzz(ar)Yzm (2.2.4)
p aBO 6Y Yim
= K, Kim, 2.2.
lzmzl{ ii(07) g+ Kinalen) 5 (2.2:5)
B Yim Y;
B =22 K, K, m 2.9.
lzlmg_;l {zm 1m2( ar) 9+m2 imzi(ar) 50 | (2.2.6)

donde o = ksa, 7 = r/a y Y, son los armoénicos esféricos. Ademés, las funciones
Kim, Kim 'y z1(x) dependen del superindice p, el cual indica si estamos considerando

el campo incidente sobre la esfera o el dispersado por esta, y que se pueden resumir
en la tabla 2.2.1.

Campo |p | K, | K | z(x)
incidente | @ | Apn | B | ti()
dispersado | s | apm | bim fz( V(x)

Cuadro 2.2.1: Valores de las funciones para el campo EZ-(p )

Donde la funciones ¢;(x) y 51(1)(56) son:

J,(z) (2.2.7)

HWY (z) (2.2.8)

(1)

con v = [+1/2, J, las funciones ordinarias de Bessel y H, las funciones ordinarias

de Hankel. Luego, los coeficientes A;,,, v By, vienen dados por:

N T
A= s [ EQBOOYL 0000 (229)
B = o f/lcgipl(kgb) /QBS)(b’ 0,0)Y;, (6, ¢)d<, (2.2.10)

Donde b corresponde al radio sobre el cual integramos el campo alrededor de la

particula. De su expresién matemética se ve claramente que son estos coeficientes
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los que contienen la informaciéon del campo incidente con el que interactia la
particula. Finalmente, los coeficientes a;,, v by, corresponden a los asociados al
campo dispersado por la microparticula, y por lo tanto, utilizando las condiciones
de borde para los campos alrededor de la particula, estos se pueden escribir como:
(@) () — Mot (M) Yy ()

A = — — T 0 — A (2.2.11)
Mgt (M320)§; " (@) — & () (M320x)

_ N3 ()Y (Mp ) — Wy (Mzr) 1y ()
U(Ts0)§ " (@) = Tan&y” () (Fizz0r)

B, (2.2.12)

m

Donde 7132 = n3/na y () representa la derivada de la funcién con respecto a x.
Finalmente, con las expresiones para los campos caracterizadas en términos de los
armonicos esféricos, se calcula la integral de superficie del tensor de energia-impulso
electromagnético sobre la particula, con lo que se obtienen expresiones para Fj,
F, y F.. En particular, para los propositos de este trabajo, se utilizara tinicamente
la fuerza generada en el eje x, que corresponde a la direccién horizontal y viene

dada por:

2 00 l 1/2
a 9 o (l—m+1)({l+m+1)
F,=— —¢FEja E g { I D2 +3) } (2.2.13)

X (14 2)Im [2n§al+1,ma;‘m +n3ar1m AL,
+ ngAl+1,ma?<m + 2bl+1,mb7m + bl+1,mBl*m

+ Bl_;_l,mbzkm + an(Qalmbfm + (llmBl*m + Almbim):| .

Con la fuerza ya caracterizada para un campo incidente arbitrario, el paso siguiente
es calcular los coeficientes Ay, By, aim v by para el campo de una onda
evanescente. En particular, puesto que los coeficientes ay, v by, estan definidos
en funcion de los coeficientes A;,, v By, basta con calcular estos coeficientes en
funciéon del campo evanescente calculado en la seccién anterior. En particular, para
los propositos de este trabajo utilizaremos solamente los coeficientes asociados a
la polarizacion p. Con esto, los coeficientes quedan de la forma,
ay(l,m _Bhr . .
A = %Tne Phisin(6,)Q1 (1, m) — i(sin®(0y) — n2)2Qq(1,m)]  (2.2.14)
21
By = naay (I, m)Tje " Qs(1, m) (2.2.15)
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niw
c

Donde ny; = ng/ny, B = sin(61), T) corresponde al coeficiente de transmision

para la polarizacion p, que es:

2n91 cos ()

T = (2.2.16)
n3, cos(fy) +iy/sin?(0;) — n3,
y ai(l,m) es la constante:
o2 (b/a)?
— | 2041 (=m)!
onll,m) = 42 (2 [(L+ 1)y (kab) (2.2.17)

Finalmente, los términos ()1, (02 y ()3 corresponden a las integrales:

COS

w/2
Q1(l,m) = 2#(—1)‘7”’1‘ /0 dfsin?6 { } (ybcos ) (2.2.18)

7 sin

X P"(cos 0)[jm—1(Bbsin0) + I}y, 41)(Bbsin§)]

COS

N i sin
Q2(l,m) = 27r(—1)m/ df sin 6 cos 6 (2.2.19)
0
X (b cos 8)P™(cos 0) 1}, (Bb sin )

/2
o ym T . cos
Qs(l,m) = 2mi(—1) 55/0 dfsin 0 {isin} (vbcos 0) (2.2.20)

x B/ (cos 0) 1, (Bbsin 6).

impar

r
Donde v = ™#sin(f;), y el paréntesis toma los valores { } dependiendo si

m + [ es par o impar, [, (z) son las funciones de Bessel modificadas y P/™(cos )

son los polinomios de Legendre.

Con todos los términos anteriores, ya es posible calcular la fuerza ejercida sobre
la particula. Primero, se resuelven numéricamente las integrales )1, Q2 y (03 para
cierto [ y m; una vez encontrados estos valores, se puede proceder a calcular A;,, y
By, con los que se pueden calcular los términos a;,, v by,, vy finalmente, se puede
realizar la sumatoria asociada a F, sobre los valores [ y m para calcular la fuerza

ejercida sobre la particula.
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2.3. Manipulacién experimental de

Microparticulas con ondas evanescentes

Si bien ya se establecié una descripcion teérica detallada de qué es una onda
evanescente y de las fuerzas que ésta genera sobre una particula, es igualmente
importante tener un recuento de la aplicacién experimental real de este fendémeno
al empuje efectivo tanto de microparticulas esféricas como de eritrocitos, que
corresponden a los dos objetos de estudio de este trabajo. Con este objetivo en
mente, esta seccion tiene el proposito de revisar qué tipos de experimentos se han

hecho con ondas evanescentes en el contexto del empuje de microparticulas.

En el contexto de las microparticulas, el primer trabajo donde se demuestra
exitosamente el desplazamiento de microparticulas por ondas evanescentes
corresponde al realizado en 1992 por Katawa y Sugiura, en el cual se utilizo
un prisma semiesférico de zafiro, donde se lograron empujar microparticulas de
latex y particulas de vidrio [15]. El mismo Katawa y Tani logran en 1996 desplazar
microparticulas a través de una guia de onda utilizando ondas evanescentes, lo
que abrié la puerta al control y desplazamiento preciso de microparticulas a lo

largo de una trayectoria deseada [10].

Desde estos trabajos iniciales, ha habido una explosion en la aplicaciéon practica de
ondas evanescentes en la manipulacion directa de particulas, en guias 6pticas de
canales integradas con microfluidica, trampas plasmoénicas de superficie, arreglos
de trampas Opticas generados por interferencia entre ondas evanescentes, y el

desplazamiento de microparticulas dentro de medios biolégicos |1, 17, 8, 15].

En el contexto de la manipulacion de gloébulos rojos por medio de ondas
evanescentes, si bien la literatura es més limitada, en los trabajos desarrollados por
Oleg V. Angelsky et al. se desarrolla un analisis tedrico extenso del movimiento
y las fuerzas sobre un eritrocito inmerso en un campo evanescente, ademas de
demostraciones experimentales donde se puede apreciar el movimiento de los

globulos rojos en el campo evanescente |11, 19].

Por lo tanto, existe una amplia y robusta literatura que respalda la viabilidad
de implementar un montaje experimental de ondas evanescentes, tanto en su

aplicacion a microparticulas como a globulos rojos.
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2.4. Seguimiento de objetos

Si bien se establecié anteriormente una exhaustiva descripcion teédrica de la onda
evanescente y de las fuerzas que esta ejerce sobre una microparticula, ademés de una
breve revision historica de los experimentos en los que se ha logrado exitosamente
observar el movimiento de microparticulas debido a ondas evanescentes. Eso si,
todavia se necesita proponer una metodologia que permita cuantificar el efecto

real de la onda evanescente sobre microparticulas en el laboratorio.

Debido a que la metodologia desarrollada en este trabajo consiste en la grabacion
de videos donde se registra el movimiento de las particulas que se quieren estudiar,
es necesario implementar una técnica que permita extraer informacion cuantitativa
sobre el movimiento de estas microparticulas a partir del analisis de los videos;
esto se puede lograr a través de caracterizar las trayectorias descritas por las
microparticulas, lo que permitiria obtener informacion acerca de las velocidades
alcanzadas por éstas. Con este objetivo, se decidio utilizar el seguimiento de
objetos, que corresponde a una familia de metodologias de visiéon computacional
que logran identificar miltiples objetos en un video, retener sus identidades a
lo largo del tiempo y finalmente reconstruir las trayectorias. Esta técnica se ha
aplicado a una gran multitud de objetos, desde automoviles y transetintes a

conjuntos de animales e incluso células [20].

En particular, para este trabajo se decidi6 utilizar TrackMate, que corresponde
a una extension de codigo abierto de ImagelJ, debido a su alta versatilidad, la
aplicabilidad de miltiples algoritmos de seguimiento integrados, gran ntimero de
opciones para configurar el proceso de seguimiento, una interfaz que representa
la informacion recolectada de forma visual y sencilla de entender ademaéas de
entregar los datos en formatos que pueden ser utilizados con otro software para el
posterior analisis. Ademés de ser extensamente utilizado en las ciencias biologicas
precisamente para el seguimiento de células, organelos, proteinas, entre otros|2!].
Por lo tanto, resulta una opcién ideal para el estudio de las trayectorias de

microparticulas.
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2.5. Ley de Stokes

Si bien ya se tiene una forma de extraer informaciéon cuantitativa del movimiento
de las microparticulas, esta se obtiene en forma de sus velocidades, mientras que el
modelo tedrico implementado en este trabajo entrega una expresion para la fuerza
sobre las particulas; y por lo tanto, no se puede realizar una comparacion directa
entre los datos obtenidos y la teoria. Con el objetivo de establecer una relacion
entre ambas cantidades, es necesario encontrar una relacion matematica entre la
velocidad de una particula en un medio con las fuerzas sobre ella. Considerando que
mas adelante en el trabajo se observa que las particulas alcanzan una velocidad de
equilibro, si se considera que la fuerza de roce en el medio depende de la velocidad
con la que un objeto se mueve, es posible en principio relacionar la velocidad de
movimiento con la fuerza ejercida a partir de un balance de fuerzas. Para esto se
utilizara la ley de Stokes [22], que corresponde a una expresion para la fuerza de
arrastre que experimenta un objeto esférico a medida que se desplaza en un fluido

con una velocidad v, y viene dada por:

F, = —3muDv

Donde p es la viscosidad del fluido, D es el didametro de la particula y v la rapidez
de movimiento dentro del fluido. El rango de validez de esta ley corresponde
a situaciones donde el nimero de Reynolds R = % sea menor que 1. Debido
a la simplicidad, alta aplicabilidad y precisién de esta ley, se ha aplicado de
forma exitosa a una multitud de areas de estudio, como el desplazamiento de
microorganismos, los tiempos de residencias de material volcénicos, los tiempos de
sedimentacion en agua y aire, entre otros. Por lo tanto, la ley de Stokes corresponde
a una regla general para determinar velocidades terminales extremadamente tutil,
y ha sido utilizada por mas de 160 afos como primera aproximacion [22]. Por
lo tanto, para los propositos de este trabajo, se utilizara la ley de Stokes para

intentar relacionar las fuerzas generadas por la onda evanescente con las velocidades

registradas.
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Capitulo 3

Manipulacién de Microparticulas

3.1. Montaje experimental

Como se ha dicho anteriormente en este trabajo, el objetivo es lograr la
manipulacién de microparticulas utilizando una onda evanescente para desplazarlas,
ademas de una adecuada cuantificacion de este movimiento. Con este objetivo,
la creaciéon de un montaje experimental que sea facil de operar y que permita
la extraccion de datos de los experimentos es de suma importancia. Tomando
como referencia los montajes utilizados en investigaciones anteriores |3, 10, 15],
se implemento el montaje experimental que se puede observar en la figura 3.1.1.
Este montaje fue construido sobre una mesa 6ptica ( 1.5 x 2 m, Thorlabs) con el
objetivo de aislar mecanicamente el montaje, el cual opera dirigiendo el haz de
un laser infrarrojo (Ventus 1064, Laser Cuantum) hacia el plano que contiene al
prisma, donde un espejo (BB1-E03, Thorlabs) le imparte un angulo de elevacion
y posteriormente es focalizado por un lente (LB1391, Thorlabs) tal que el haz
alcance la maxima concentracion posible en la interfaz entre el prisma y la muestra.
El valor de inclinacién del espejo se escoge con el objetivo de que el d&ngulo del
haz con la normal se encuentre lo mas cerca posible, pero levemente por sobre, el

angulo critico.

La base que contiene al prisma fue construida utilizando componentes para
montajes 6pticos de Thorlabs disponibles en el laboratorio; en particular, se utilizo
una multitud de bases moéviles con el objetivo de poder regular precisamente

la posicion de la muestra. Ademas de poder controlar con exactitud la posicion
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Figura 3.1.1: Esquema del montaje experimental implementado para la
generacion y observacion de ondas evanescentes

de los prismas, se implemento un sistema de prismas intercambiables, donde se
utilizan miltiples prismas pequenos que pueden ser intercambiados facilmente
simplemente retirandolos de la ranura especialmente diseniada, la cual fue creada

utilizando impresion 3D.

El sistema que contiene al microscopio y a las cAmaras corresponde a una base de
microscopio reutilizada (Eclipse Ti-U, Nikon), puesta justo sobre la montura del
prisma, y que lleva encima de ella un sistema 6ptico compuesto de un lente x60
(DIN 60, Edmund), un filtro infrarrojo (LMR1, Thorlabs) que permite controlar
la presencia de luz del laser en las imagenes capturadas, un lente ocular del
microscopio reutilizado para formar imagen en una camara CMOS monocromética
(DDC15 45-M, Thorlabs). Por ultimo, debajo de la montura del prisma se encuentra
una fuente de iluminacion (OSL1-EC, Thorlabs) que permite la visualizacion en

la caAmara.

Gracias a que el montaje permite controlar libremente la posiciéon donde ocurre
la onda evanescente y cambiar rapidamente de muestras hacen que el montaje
sea altamente versatil y eficiente para la experimentacion. En la figura 3.1.2 se

pueden observar las diferentes partes del montaje real que fue implementado:
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Figura 3.1.2: Imégenes del controlador de angulo (izquierda), la plataforma para
el prisma y el microscopio (centro), y sistema optico de el microscopio (derecha)
implementados en el laboratorio

En cuanto al laser utilizado, se utiliz6 un laser Ventus 1064 (Laser Quantum), el
cual es un laser de alta gama, con una longitud de onda de operacién de 1064 nm,
un perfil gaussiano de intensidad, una potencia méxima de 5 W y gran estabilidad
en la potencia 6ptica que emite. Este laser es operado desde una caja que controla
la cantidad de corriente que le llega al laser. Tanto el laser como la caja que lo

controla se pueden observar en la figura 3.1.3.

Figura 3.1.3: Imagenes de el laser (izquierda), y su controlador (derecha)
utilizados en el montaje

Para variar la intensidad del laser, se utiliza la caja controladora, la que nos

permite controlar la cantidad de corriente que le llega al laser de forma porcentual.
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Debido a que en este trabajo no fue posible realizar una caracterizacion adecuada
de el laser, para obtener sus parametros se utilizo el trabajo doctoral de Jorge
Tapia [23], en el cual se caracterizo el laser, y obtuvo que la polarizacion de este
es polarizacion p. Ademaés, se cuantifico el perfil de potencia optica que generada
por el laser en funciéon de la corriente suministrada desde la caja se encuentra en
la figura 3.1.4:

20 30 40 50 60 70 80 90 100

CCOIMTROL (%)

Figura 3.1.4: Relacion entre la potencia optica del laser y el porcentaje de
corriente indicada en la caja de control (grafico extraido de la tesis doctoral de
Jorge Tapia [23]).

3.2. Preparacion de muestras

Para los experimentos se utilizaron microparticulas de poliestireno con un diametro
de 1024 nm (Kisker-Biotech), en disolucién acuosa, las cuales se encontraban
originalmente en una disolucion de 25 mg de poliestireno por mililitro de agua, de
la cual se tomaron 2.5 ul que fueron diluidos en 2 ml de agua destilada; luego,
esta nueva disolucién fue diluida nuevamente al 25 % de su concentraciéon original,
tal que la densidad de microparticulas fuera lo suficientemente baja para que estas

no colisionen entre ellas durante la toma de mediciones.

Una vez se tiene la disoluciéon que se pondra sobre la onda evanescente, el paso
siguiente es depositar esta disolucion sobre el prisma, de forma tal que la muestra
quede aislada, con el objetivo de evitar que se induzcan flujos indeseados que
ensucien los datos. Para esto, se desarrollo una metodologia basdndose en las
técnicas ya utilizadas en el laboratorio, més algunas préacticas que se obtuvieron
de los laboratorios del grupo de materia activa de la Universidad de Chile, a partir

de lo cual se desarroll6 el siguiente protocolo para la preparaciéon de los prismas:
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. Preparar una micro-pipeta con 15 ul de la disolucién deseada.

. Recortar un rectangulo de cinta doble faz del doble del largo deseado, y

luego doblarlo sobre si mismo tal que quede material protector a ambos

lados.

. Recortar un rectangulo en el centro de la cinta doble faz preparada

anteriormente.

. Retirar la capa protectora de uno de los dos lados de la cinta doble faz

preparada, y pegarla a la cara del prisma, haciendo suficiente presiéon con

un implemento tal que quede completamente adherida.

. Terminar de retirar la capa protectora de la cinta doble faz, tal que quede

expuesto el lado con pegamento,

. Depositar los contenidos de la micro-pipeta en el centro de la ranura doble faz,

y cubrir con un cubreobjeto, lentamente para minimizar el escape de liquido
de la ranura. Luego, presionar cuidadosamente los bordes del cubreobjeto

para que quede bien adherido a la cinta doble faz.

Una vez realizados todos los pasos anteriores, el resultado final corresponde a una

disolucion de particulas de poliestireno en una agua destilada, tal como se observa

en la figura 3.2.1:

® o ®
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Figura 3.2.1: Esquema de la muestra preparada (izquierda) y la muestra
preparada en el laboratorio (derecha).
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3.3. Grabacion de los videos

Una vez preparada la muestra sobre el prisma, este se inserta en la ranura del
montaje, y una vez calibrado el plano imagen del microscopio, es posible observar
las microparticulas directamente utilizando el software asociado a la camara
de Thorlabs, llamado Thorcam. Con esto, se obtiene una visualizaciéon de las

particulas, tal como se observa en la figura 3.3.1:

Figura 3.3.1: Imégenes de las microparticulas de poliestireno suspendidas en
agua con la fuente de iluminacion (izquierda) e iluminadas por la dispersion del la
luz del laser (derecha)

Al trabajar con las muestras y probar con diferentes condiciones de iluminaciéon
para la grabacion de los videos, se decidié que la configuraciéon ideal para la toma
de datos corresponde al caso en el que la iluminaciéon por luz visible se encuentra
completamente apagada y se utiliza solamente la luz dispersada por las particulas,
ya que en esta configuracion se resalta la dinamica de las particulas que estan
siendo afectadas por la onda evanescente y se elimina todo lo demés de la imagen,
por lo que se eliminan trayectorias que no corresponderian con el movimiento

inducido.

Luego, se configuraron manualmente los pardmetros de la camara tal que el reloj
de pixel fuera el maximo que acepta el programa, la tasa de captura fuera de 25
fotogramas por segundo; eso si, el tiempo de exposicion era elegido caso a caso
con el objetivo de lograr la mejor imagen posible de las particulas, disminuyendo
sustancialmente la luz dispersada por las particulas en el video final tal que se

resaltara solamente el contorno de estas. Ademaés, en el proceso de calibracion de la
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camara se obtuvo la distancia por pixel asociada al sistema 6ptico implementado,
para lo cual se utilizo el sistema de test target (USAF 1951, Thorlabs), el cual
se implemento siguiendo las instrucciones entregadas por la compaiiia [21], con

lo que se obtuvo que la resolucion espacial del microscopio correspondia a 0.163
pm /pixel.

Con todos los pardmetros de la camara configurados adecuadamente, para la
grabacion de los videos se encendia el laser con la corriente a un 45 % de intensidad
de corriente en la caja de control e inmediatamente se comenzaba la grabacion de
un video de las microparticulas siendo empujadas, de una duraciéon de alrededor
de 100 segundos, o 2500 fotogramas; una vez terminado uno de estos videos se
grababa inmediatamente otro desplazando la porciéon de la muestra donde se
estaba grabando. Este proceso se realizaba 4 veces por muestra preparada, con
lo que finalmente se guardaban los archivos de video .avi con la estructura de
nombre “T,,, Pi_Mj.avi’, donde T,, corresponde al tipo de experimento que
se realizo, P; corresponde al nimero del prisma que se estaba midiendo, y M;
representa al niumero de la medicién particular dentro de ese prisma. Este sistema

se implement6 para simplificar el posterior procesamiento de los videos.

3.4. Procesamiento de los videos

Una vez recolectada la informacion en videos, el paso siguiente en el analisis
corresponde a la extraccion de las trayectorias observadas; para esto se utilizo
Fiji de ImageJ, que corresponde a un software de codigo abierto para analizar
imagenes, y en particular, se utilizé6 la herramienta llamada TrackMate, que

permite la extraccion de trayectorias para una multitud de sistemas |2 1].

Para operar el programa de forma eficiente y extraer de manera consistente la

informacion de los diferentes videos se implement6 el siguiente protocolo:

1. Abrir el software, importar el video en cuestiéon que se busca analizar y

transformarlo a escala de grises en la ventana de importacion.

2. Utilizar la herramienta interna “Slice Keeper” que se encuentra en la seccién
“Image/Stacks/Tools”, y elegir el incremento como 2. Esto elimina la mitad
de los fotogramas del video, ya que el software es incapaz de procesar los

videos completos.
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3. Luego, abrir la herramienta “ TrackMate” en “ Plugins/Tracking” y permitir

que intercambie los ejes t y z.

4. Elegir el detector “LoG detector” y darle un radio estimado para los objetos

a monitorear (microparticulas) de 10 pixeles.

5. Luego, se elije el threshold de calidad que pide el programa moviendo el
slider desde el lado derecho hasta que el histograma alcanza su primera
region plana distinguible, ya que ese caso corresponde al punto donde se
registré la mayoria de las particulas reales, y pasado ese punto la mayoria

de las particulas restantes detectadas son ruido.

6. Para estimar las trayectorias, se utiliza el estimador “Simple LAP Tracker”,
utilizando como pardmetros 25 pixeles para la unién entre posiciones de una
particula entre fotogramas, y 10 fotogramas como maxima distancia entre

fotogramas en los que fue detectada la particula.

7. Una vez que el software reconoce las trayectorias, estas se exportan utilizando
la opcion “export to XML file”, que corresponde al formato que se utilizara

para procesar los videos en Matlab.

Finalmente, una vez realizado todo el proceso de anélisis, obtenemos el conjunto
de datos almacenado en un archivo .xml, el cual registra cada trayectoria detectada
individualmente con los tiempos y posiciones asociadas a cada punto de la

trayectoria, lo que se puede observar visualmente en la figura 3.4.1
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Figura 3.4.1: Representacion visual de todas las trayectorias recorridas por las
microparticulas superpuestas sobre el video, la imagen del fondo corresponde
a la grabacion del movimiento, y las lineas coloreadas representan cada una la
trayectoria de una microparticula. Generada en TrackMate.

3.5. Analisis de datos

3.5.1. Analisis de una sola medicion

Una vez se completa la extraccion y almacenamiento de la informacion de las
trayectorias de las microparticulas, se importa esta informaciéon a Matlab, donde
se implementd un codigo que extrae las trayectorias de cada particula, filtra

las trayectorias con menos de 10 posiciones, y calcula la velocidad promedio
i; —; las que son transformadas de pixeles
1

por fotograma a micrémetros por segundo utilizando los parametros obtenidos

en la trayectoria de la forma vp =

anteriormente en la calibracion de la cAmara. Una vez obtenidas las velocidades de
todas las particulas, estas se almacenan en una matriz, donde cada fila corresponde
a muestra particular y cuyos elementos corresponden a las velocidades registradas

para cierta particula.

Utilizando esta metodologia, es posible reconstruir un histograma de las diferentes

velocidades que llevan las particulas, tal como se observa en la figura 3.5.1:
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Figura 3.5.1: Histograma de las velocidades registradas por las particulas al ser
empujadas por la onda evanescente.

Ahora, debido a que en cada experimento el nimero de trayectorias registradas es
diferente, es necesario establecer una norma que permita comparar los diferentes
experimentos en la misma escala. Para esto, se aproximara el histograma a una
densidad de probabilidad, que defina la probabilidad de que cierta particula se
desplace con cierta rapidez; utilizando la funcién ksdensity() de Matlab, que
estima la densidad de probabilidad asociada a cierta distribucion, con lo que se

obtienen las densidades que se observan en la figura 3.5.2:
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Figura 3.5.2: Densidades de probabilidad para las velocidades de las particulas
estimadas a partir de los histogramas.

En la que se puede observar que tanto la magnitud de la velocidad como la
componente de esta en la direcciéon x tienen un comportamiento bastante similar,
mientras que la velocidad en el eje y se comporta de manera completamente
diferente. Debido a que la dinamica de interés corresponde a la presentada por
la componente x, para los andlisis posteriores solamente se considerara esta
componente, ya que la componente y presenta una dinamica diferente a la que se
busca estudiar. Eso si, es importante comentar que en los experimentos también
se observo un comportamiento en y que atraia a las particulas al punto de mayor
intensidad del haz, el cual se puede deber a fenémenos de flujo o de gradiente
optico, pero debido a que se escapa de los objetivos del trabajo, no se realiz6 ni

una caracterizacion ni un analisis de esta dindmica.

3.5.2. Analisis de miltiples mediciones en el mismo prisma

Ahora que se tiene una metodologia para procesar de forma consistente distintos
videos con numeros de trayectorias diferentes, el siguiente paso es comparar las
distribuciones de probabilidad de diferentes muestras dentro del mismo prisma,

tal como se observa en la figura 3.5.3:
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Figura 3.5.3: Densidades de probabilidad para la velocidad extraidas para
diferentes muestras en el mismo prisma

Aqui se puede observar que las distribuciones para las diferentes mediciones son
similares en forma, ademas de que que tanto la mediana como la media de la
velocidad para todas las distribuciones es de 13 4+ 1um/s, y por lo tanto, la
informacion extraida a través de la metodologia implementada es consistente entre
diferentes mediciones para la misma muestra, lo que apunta en la direccién de
que se esta extrayendo exitosamente la velocidad aproximada a la que se mueven

las particulas.

3.6. AnaAlisis de mediciones para prismas diferentes

Al repetir el analisis realizado en la seccion anterior para las mediciones realizadas
en dos prismas diferentes, se obtienen las distribuciones que se observan en la
figura 3.6.1:
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Figura 3.6.1: Densidades de probabilidad para la velocidad medidas para
muestras en dos prismas distintos

En comparacion con el caso para un solo prisma, estas distribuciones parecieran
presentar una dispersion de las velocidades mucho mas grande. Para distinguir si
esta dispersion ocurre entre muestras del mismo prisma o entre los dos prismas, se
separaron las distribuciones correspondientes a cada prisma por color para poder

compararlas adecuadamente, tal como se observa en la figura 3.6.2:
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Figura 3.6.2: Densidades de probabilidad para la velocidad de las microparticulas,
medidas para muestras en dos prismas distintos

De aqui se puede observar que las distribuciones obtenidas para un prisma son
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significativamente diferentes que las obtenidas para el otro, con una velocidad
promedio de 10.54um /s para el prisma 1 y de 13.77um/s para el prisma 22. Por lo
tanto, se tiene que si bien las velocidades registradas dentro de un mismo prisma
son similares entre ellas, las velocidades medidas entre primas parecieran variar
de forma mucho mas significativa las unas con las otras, lo que pareciera indicar
que si bien la metodologia implementada es capaz de correctamente extraer las
velocidades de las particulas para una muestra. Eso si, debido a la presencia de
fuentes de error experimental sistematico, las cuales seran discutidas con mas
detalle posteriormente, la metodologia no es capaz de obtener de forma consistente

la velocidad entre muestras.

3.7. Comparacion con el modelo tedrico

Ahora que se tiene una metodologia que es capaz de extraer las velocidades de
desplazamiento de las microparticulas de poliestireno, es de interés implementar
un modelo teérico que permita estimar las velocidades que se deberian observar.
Para esto, se implementara el modelo desarrollado por Almaas y Brevik [11], el

cual fue discutido en detalle en la secciéon 2.2 del marco teérico.

Una vez implementado el modelo, para verificar su adecuado funcionamiento se
utilizaron los parametros descritos por Almaas y se recalcularon los valores para
la fuerza obtenidos en el paper. De los céalculos realizados con estos valores se
obtuvo una fuerza de 0.011217 pN, y puesto que la fuerza calculada en el trabajo
de Almaas corresponde a 0.01 pN, se tiene que el modelo implementado es capaz

de replicar los resultados obtenidos en el paper original.

Para calcular las fuerzas aplicadas sobre las particulas empujadas, primero es
necesario identificar todos los pardmetros fisicos que el modelo requiere de nuestro
sistema. En este caso, el radio de las microparticulas corresponde a 512 nm. Luego,
los indices de refraccion para el del agua y el vidrio vienen dados por nagus = 1.33,
Y Nyidrio = 1.52 [25]; ademas, el indice de refraccion para el poliestireno para la
longitud de onda de 1064[nm| es de Npoliestireno = 1.565 [20]. Para determinar el
valor de EZ, se empled la relacion entre la intensidad 6ptica, la magnitud del

campo eléctrico y el area de incidencia del haz, que viene dada por [27]:
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Con la relacion anterior, basta con determinar la potencia de laser y area de
incidencia para calcular el valor de E2. Para determinar la potencia, debido a que
se trabajo al 45 % de la corriente méaxima del medidor, se utilizo la caracterizacion
realizada por Jorge Tapia [23], obteniéndose una potencia de aproximadamente
1.8[W]. Por otro lado, para determinar el area de incidencia del haz se utilizé un
lente con un aumento x20, el que permitia observar la totalidad del area del haz;
luego, utilizando el software the Thorlabs se midi6 el area de la regién en pixeles,
tal como se muestra en la figura 3.7.1, y tras calibrar la relacion pixel-distancia

para este lente, se obtuvo un area para el haz de 6.66 - 10~7[m?].

Figura 3.7.1: Medicion del area del haz del laser utilizando la regla de Thorcam

El tinico pardmetro restante por caracterizar corresponde a la distancia entre la
particula y el plano; pero debido a que el montaje experimental implementado
no tiene forma de controlar o medir la distancia de las particulas a la superficie
del prisma, no es posible caracterizar este parametro. Debido a esto, los célculos
del modelo se realizaron para multiples distancias entre el prisma y las particulas,
con el objetivo de comprobar si los valores obtenidos en el modelo son similares a

los medidos en el experimento.

Una vez calculada la fuerza en funcion de la distancia, es necesario lograr establecer
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como compararla con los datos que se extrajeron de los videos, que corresponden
a las velocidades de las particulas. Para esto, utilizaremos la ley de Stokes, que
permite relacionar la fuerza que realiza un medio sobre particulas esféricas en
términos de su velocidad. Esta ley se puede utilizar solamente en el caso de que
el ntiimero de Reynolds del sistema sea bajo [22]; afortunadamente, para nuestro
sistema este niimero es de aproximadamente R ~ 10~°, por lo que la aproximacion
es adecuada. Con esto, debido a que las particulas se mueven a rapidez constante,
asumiendo que la fuerza de arrastre que sienten las particulas es igual a la fuerza

que ejerce la onda evanescente sobre estas, es posible relacionar la velocidad

medida con la fuerza calculada de la siguiente forma:

Fevanescente = L'arrastre — 37T,U/-Dvpart1'cula (371)
y por lo tanto, la velocidad teodrica de las particulas viene dada por:
F I 111
Uparticula — e;;_;;; e (372)

Luego, las velocidades tedricas se obtuvieron realizando el calculo de la fuerza
en funcion de la distancia, y luego utilizando la ecuaciéon 3.7.2, se obtuvieron las
velocidades esperadas para las particulas, que se pueden observar en los graficos
de la figura 3.7.2:
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Figura 3.7.2: Gréaficos de las velocidades calculadas numéricamente en Matlab
para diferentes indices de refraccion de las microparticulas, en escala lineal
(izquierda) y logaritmica (derecha).

En los gréaficos de la figura 3.7.2, se observa que las velocidades calculadas se

encuentran en el mismo orden de magnitud de las obtenidas experimentalmente,



40 3.8. Discusién

alrededor de los 10um/s, lo que si bien no valida el modelo calculado, puede que

resulte ser aplicable a un mayor nimero de situaciones experimentales de interés.

3.8. Discusion

Considerando todo lo discutido en el capitulo, se tiene que se logré exitosamente
la implementacion experimental de ondas evanescentes para el desplazamiento de
microparticulas, ademés la adecuada cuantificacion de las velocidades inducidas.
No obstante, el montaje presenta una variabilidad considerable entre los resultados
de las mediciones para diferentes prismas, lo que parece indicar que el cambio de
prismas agrega una cantidad significativa de error. Esto probablemente se debe a
que entre cambios de prismas es necesario reubicar e haz del laser, lo que puede
modificar tanto que tan enfocado esta el laser como la posiciéon exacta en la que
se esté grabando, lo que probablemente contribuye de forma significativa al error
sistematico. Para solucionar esta problematica, existen dos soluciones sencillas de

implementar:

1. La primera corresponde a simplemente fijar el prisma en una sola ubicacion,
tal que la region del laser que estamos grabando corresponda siempre
a la misma. Si bien esta se presenta como la solucién mas sencilla a la
problemética, podria ser inconveniente perder la capacidad de controlar la
region de la muestra que se observa, que corresponde a una ventaja poco
comun entre montajes de ondas evanescentes, pero puede ser adecuada como

solucién si no se considera necesario controlar la posiciéon en la muestra.

2. La segunda solucion corresponde a cambiar el componente maévil del sistema
del prisma a un porta muestras, tal que este se encuentre levemente sobre
el prisma y se pueda mover libremente, y entre ellos haya una capa de
aceite de inmersion, de forma que actue como un medio 6ptico continuo y
permite desplazar libremente la muestra por sobre la superficie del prisma,
manteniendo constante la zona de la onda evanescente. Si bien esta soluciéon
pareciera resolver completamente el problema de error sistematico sin
desventajas, es posible que al agregar aceite de inmersion entre las muestra y
el prisma pueda generar otros problemas, tales como la apariciéon de nuevas
formas de ruido imprevistas, que el aceite de inmersién utilizado no sea

completamente transparente en la frecuencia de operacion del laser, o que
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el indice de refraccion del aceite de inmersién sea muy diferente para la

longitud del laser.

Eso si, a pesar del error sistematico presente en el cambio de prismas, las
metodologia para la cuantificaciéon del movimiento de las microparticulas logré
de forma exitosa identificar las velocidades de las particulas desplazadas, esto se
puede observar en el hecho de que para que dentro del mismo prisma las mediciones

sean bastante consistentes entre si.

En relacion con el modelo teérico implementado, este resulta ser consistente
con las observaciones experimentales. No obstante, para caracterizar con mayor
precision la magnitud de las fuerzas presentes, uno de los principales desafios
futuros para el montaje es desarrollar una metodologia de control o cuantificacion
experimental de la distancia de las microparticulas a la interfaz, de manera que
esta distancia pueda ser tomada en cuenta al calcular el valor de la fuerza esperada.
Este problema es de interés cientifico general, ya que ha sido un factor limitante
en otros trabajos [2%], y por lo tanto, constituye un desarrollo prometedor para

aumentar la relevancia del montaje ya implementado.
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Capitulo 4
Manipulacion de Glébulos Rojos

Una vez implementada una metodologia que permite determinar con relativa
precision las velocidades de microparticulas desplazadas por ondas evanescentes,
el siguiente objetivo consiste en aplicar esta técnica al estudio de un sistema
de interés especifico. En este contexto, en el trabajo de Jorge Tapia, Nicolas
Vera y Juan Pablo Staforelli [29], se realizaron mediciones de las propiedades
fisicas de la membrana de eritrocitos a diferentes concentraciones de glucosa,
donde se logré determinar que la concentracion de glucosa afecta de manera sutil
pero significativamente las propiedades fisicas de las membranas de los glébulos
rojos . En el contexto de esta tesis, debido a que la onda evanescente aplica la
fuerza a distancias muy cercanas a la interfaz, es posible que las propiedades de
membrana de los globulos afecten la fuerza que estos experimentan debido a la
onda evanescente, o que las propiedades de membrana influyan en la dindmica de
movimiento de los glébulos en un fluido, y por lo tanto, se intentara identificar si
efectivamente existe una diferencia de velocidad apreciable entre globulos para

diferentes concentraciones de glucosa.

4.1. Modificaciones con respecto al protocolo

anterior

Si bien el montaje utilizado para estos experimentos corresponde al mismo que se
utilizo para las microparticulas de poliestireno, es necesario implementar ciertas

diferencias para que el experimento se ajuste mejor al procesamiento de globulos
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rojos.

La principal modificacion corresponde a la incorporacion de un método de medicion
que considera dos regiones dentro del mismo prisma; esto se implementa como
una medida que busca establecer una forma de controlar el error sistematico que

se incorpora al sistema cuando se realiza un cambio de prisma entre mediciones.

Donde el método de preparacion es idéntico al planeado en el capitulo 3, con
dos modificaciones; primero, el procedimiento se realiza dos veces, una para cada
region, con una muestra de microparticulas y otra de globulos; segundo, se agrega
una capa de esmalte entre regiones para evitar la mezcla de ambas muestras.
Por lo tanto, para las muestras de globulos, se agregd una segunda muestra con

microparticulas de control, tal como se observa en la figura 4.1.1.

Microparticulas Eritrocitos
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I N ]
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Figura 4.1.1: Esquema de la muestra de globulos preparada (izquierda) y la
muestra preparada en el laboratorio (derecha).

La metodologia de captura de videos mantiene el mismo protocolo descrito en el
capitulo anterior, con la adiciéon de que se toman mediciones para ambas regiones,
primero en la region de glébulos y luego en la de microparticulas. Ademas el tiempo
de exposicion se ajusta manualmente para cada region, tal que la informacion
contenga el menor ruido posible. Estos videos son grabados y almacenados con
la siguiente estructura de nombre “T¢,, Pi_Ri_Mj.avi’, que es idéntica a la
anterior, con la adiciéon del campo Rz, que indica en cual de las 2 regiones del
prisma se encuentra la medicién. En la figura 4.1.2, se puede observar como se

ven los globulos rojos con iluminacién convencional y con iluminaciéon laser.
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Figura 4.1.2: Imagen de los globulos bajo el microscopio con iluminaciéon directa
(izquierda) y por dispersion del laser infrarrojo (derecha).

Una vez establecido el protocolo para la preparacion de muestras y la captura
de informacion, es necesario corroborar si esta metodologia puede incorporar dos
regiones de medicion en las que midan las mismas velocidades. Con este objetivo,
se realizo una prueba de control midiendo velocidades de microparticulas en 2
regiones para un mismo prisma, las que fueron comparadas posteriormente tal

como se muestra en la figura 4.1.3.

Distribucion de Velocidades de Control por region

02
Region 1
0.18 [ Region 2
0.16 [
K
g 0.14 [
=
8 o012r
[
a
o 01[
°
B L
8 0.08
2
@ 0.06 [
°
0.04 [
0.02 [
0 )
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

rapidez [um/s]

Figura 4.1.3: Comparaciéon de las distribuciones de probabilidad para las
velocidades de las particulas para dos regiones dentro de un mismo prisma.

Se puede observar en la figura que las distribuciones de velocidad de microparticulas
entre las dos regiones del prisma son casi idénticas, y por lo tanto, cualquier error

sistemético que introduzca la medicién en ese prisma particular va a estar presente
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en ambas muestras, lo que permite utilizar la segunda regién como una mediciéon
de control, tal que si las mediciones entre miultiples prismas de las mediciones de
control son similares en forma, quiere decir que el efecto del error sisteméatico no
es tan agresivo entre las muestras de interés que buscamos comparar. Por lo tanto,
el anélisis de los datos de las regiones de control funciona como un indicador del

nivel de ruido sistematico.

Finalmente, el protocolo de procesamiento en ImagelJ los eritrocitos presenta
pocas diferencias con el implementado para las microparticulas, Estas diferencias
corresponden a que se escogié un radio efectivo de 30 pixeles en vez de 10, ya
que los globulos son de mayor tamano que las particulas; ademas, el factor de
calidad se escogi6 de forma manual en cada caso, ya que no se logré identificar una
regla general tal que la identificacion de glébulos no incluyera ademas una gran
cantidad de trayectorias mal identificadas, seguimientos falsos de la luz dispersada
y ruido. Aplicando esto se obtuvieron trayectorias de la forma como se observan

en la figura 4.1.4:

Figura 4.1.4: Representacion visual de las trayectorias descritas por los globulos,
superpuestas sobre el video procesado; generada en TrackMate.

Cabe destacar que en comparacion con el caso de las microparticulas, el namero
de trayectorias identificadas es sustancialmente menor, debido al menor ntimero
de objetos, pero también debido a que el programa presenté6 mayores dificultades

en rastrear de forma exitosa todos los globulos. Ademas, estas trayectorias son
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sustancialmente més ruidosas que en el caso de las microparticulas, debido a que
el movimiento de los globulos era més erratico y el patréon de la luz dispersada
era menos regular, con una mayor variedad de formas cambiantes en el tiempo

que para las particulas.

4.2. AnAlisis de las velocidades de los glébulos

Para caracterizar sisteméaticamente el efecto de la concentracion de la glucosa (5
mM vs 50 mM) sobre las velocidades de los globulos rojos, se realizaron mediciones
en ocho prismas diferentes, con el objetivo de obtener una cantidad significativa
de datos, cuatro de estos prismas se midieron a 5 mM, y cuatro se midieron a 50
mM, con cuatro mediciones de glébulo y cuatro mediciones de control por prisma,

llevando a un total de 64 mediciones individuales a procesar.

Luego, todas las velocidades extraidas para cierto caso, esto es globulos a 5 mM,
globulos a 50 mM, control para 5 mM y control para 50 mM, fueron agrupados
en una sola distribucién, con el objetivo de identificar patrones globales que
permitieran diferenciar claramente las diferentes distribuciones de velocidades.

Estos resultados se pueden observar en la figura 4.2.1:

a5 Distribucion de Velocidades
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Figura 4.2.1: Diagrama de violin para las mediciones de globulos rojos a
diferentes concentraciones de glucosa y sus respectivos controles, las barras grises
corresponden al promedio y desviacion estandar respectivos, mientras que los
puntos de colores indican las medianas del set de datos.

Del analisis del grafico, se observa que si bien en ambos casos las microparticulas
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de control tienen valores de velocidad promedio de alrededor de 15um/s y
distribuciones similares en forma, se tiene que para las mediciones en globulos,
el promedio de las mediciones de velocidad a 5 mM es de 11.8um/s, el cual
es sustancialmente mayor al promedio para las velocidades a 50 mM de de
8.8um/s. Ademaés, tenemos que la diferencia en la forma entre las distribuciones
de los globulos es significativa en comparacion a las diferencias de forma entre
las distribuciones de los controles, lo que podria indicar de que efectivamente
la diferencia en la concentracion glucosa tiene un efecto en la velocidad de

desplazamiento de los globulos en la onda evanescente.

Para realizar un analisis estadistico méas detallado, se calcul6 el valor promedio de
la velocidad para cada mediciéon y se agruparon estos valores por tipo, a partir de

lo cual se obtuvo la figura 4.2.2.
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Figura 4.2.2: Velocidades promedio para las diferentes mediciones realizadas en
globulos rojos a diferentes concentraciones de glucosa. Cada grupo contiene las
velocidades promedio de las 16 mediciones realizadas para cada caso estudiado, con
su promedio y desviacion estandar representado con la linea gris asociada a cada
conjunto. Tambien se puede observar la presencia de diferencias estadisticamente
significativas entre todos los conjuntos de datos a excepcién de ambas muestras
de control.

Luego, si se calculan los valores p para entre las distribuciones de control, se
obtiene que pents.entso = 0.3, lo que indica que la diferencia entre ambos no es

estadisticamente significativa. Si luego calculamos los valores p entre las mediciones
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de glébulos y sus controles se obtiene que pgibs-cnts = 0.003 ¥ Peibso-cntso = 6.7¢ — 11,
lo que nos indica que las diferencias entre las velocidades de los globulos y
sus respectivos controles son estadisticamente significativas, que es lo esperable.
Finalmente, si se toma el valor p entre las velocidades para los glébulos a diferentes
concentraciones de glucosa se obtiene que pgibs-gibso = 0.019, lo que indica que las

diferencias entre las velocidades son estadisticamente significativas.

4.3. Discusion

Del analisis realizado en globulos rojos, se puede concluir que la técnica desarrollada
para la cuantificaciéon del movimiento de microparticulas se logré aplicar de forma
exitosa al la cuantificacion del movimiento de los globulos rojos. Sin embargo, es
importante destacar que si bien se lograron identificar las trayectorias, el método
utilizado para caracterizarlas presenté un rendimiento inferior que para el caso
de las microparticulas. Especificamente, se identificaron menos trayectorias y se
registr6 una mayor cantidad de errores en el reconocimiento de los globulos rojos,
y por lo tanto, si bien la metodologia es lo suficientemente precisa para identificar
diferencias entre los distintos casos, resulta de interés buscar formas de mejorar
la deteccion de globulos rojos, ademéas de explorar otras metodologias para la

caracterizacion del movimiento de glébulos en el futuro.

Respecto a las diferencias observadas entre los globulos en distintas concentraciones
de glucosa, fue posible detectar una variacion estadisticamente significativa en
sus velocidades promedio, eso si, debido a la presencia de errores sistematicos es
posible que este efecto se vea exagerado o minimizado, y por lo tanto, es de interés
poder implementar a futuro modificaciones tanto en el montaje experimental como

en el procesamiento de video, con el objetivo de minimizar errores estadisticos.

Dado que se establecio la presencia de estas variaciones en la rapidez de los globulos
para distintas concentraciones de glucosa, si se considera que esta diferencia se
debe a la variacion en las propiedades de membrana de los globulos en funcién de
la concentracion de glucosa descritas por el trabajo de Tapia et al. [29], es necesario
establecer a partir de que posible mecanismo esta variaciéon en la membrana podria
afectar la velocidad de movimiento de los globulos. En el contexto de este trabajo,

se plantean los siguientes posibles mecanismos:

= Que la onda evanescente actué de forma diferente sobre la membrana celular
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debido a que sus propiedades mecanicas o area de interaccion efectiva se

vean alteradas.

= Que sea la interaccion entre el globulo y el medio acuoso en el que se desplaza
la que se vea afectada, y por lo tanto, la fuerza de arrastre que este medio

genera sobre los globulos sea diferente.

Que corresponde a si el efecto en la velocidad se debe mayoritariamente a como
el globulo interactiia con la onda evanescente o el medio en el que se encuentra
presente, y por lo tanto, es de interés disenar un experimento que permita dilucidar
si es alguno de estos dos efectos los que son responsables de la variaciéon en la

velocidad de los globulos.

Si bien en este trabajo solamente se consider6 la concentracion de glucosa como
variable entre muestra, hay otros factores importantes a considerar que pueden
afectar las propiedades de membrana que no fueron considerados en este trabajo.
Un caso particularmente relevante corresponde a la temperatura, que en el
trabajo de Fregin et al. [30] se ha desmostado que afecta significativamente
a las propiedades de membrana de los glébulos, y por lo tanto implementar un
mecanismo de control de temperatura en el experimento podria resultar en un
efecto aun mayor en las velocidades de los globulos. Con respecto a este punto,
es importante senalar que si bien no se logro controlar la temperatura en el
experimento, debido a que las mediciones se realizaron en un ambiente controlado
y durante el mismo periodo de tiempo, de forma intercalada entre las diferentes
concentraciones de glucosa, es razonable asumir que las diferencias de temperatura

no jugaron un rol significativo en los datos obtenidos.

Otro fenémeno observado corresponde a que durante el analisis manual de
videos, se detecto que los globulos rojos presentaban movimiento a distancias
desde la interfaz significativamente mayores que las predichas para un sistema
dominado exclusivamente por una onda evanescente. En concreto, se cuantifico
manualmente la velocidad de globulos cercanos a la interfaz y de aquellos ubicados
en regiones lejanas (completamente desenfocados), correspondientes a distancias de
al menos 3um sobre la interfaz. Mientras que los globulos cercanos exhibieron una
velocidad promedio de 10.58um/s, los lejanos mostraron una velocidad promedio
de 5.81um/s, lo que indica la presencia de movimiento significativo en zonas donde

teoricamente la influencia de la onda evanescente deberia ser despreciable, dado
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que se encuentran muy por sobre la distancia de penetracion del laser utilizado
(d, ~ 250nm). Este resultado contradice el modelo convencional que restringe la
accion de la onda evanescente a las proximidades de la interfaz. Para explicar este

fenébmeno, se proponen cuatro hipoétesis:

Que la fuerza generada por la onda evanescente pueda extenderse de forma

significativa a distancias mayores que las esperadas teéricamente.

= Que los globulos observados en la parte superior simplemente correspondan
a globulos que originalmente estaban mas cerca de la interfaz y que por
la dinamica del medio se hayan desplazado a una distancia superior y que

conservaran parcialmente la velocidad adquirida anteriormente por inercia.

= La onda evanescente podria estar induciendo un flujo en el medio, el cual
se deberia propagar difusivamente desde la interfaz y por lo tanto tener un

efecto de mayor alcance que el alcanzado simplemente por fuerzas 6pticas.

= Debido a la alta concentraciéon de eritrocitos utilizada, el movimiento de esto
globulos induce un flujo en el medio, que al igual que en el caso anterior,
induce un flujo que decae a lo largo del eje z que podria ocasionar es

desplazamiento de globulos alejados.

Aunque la literatura no reporta mecanismos de flujo inducido por ondas
evanescentes, existen antecedentes de fenémenos anédlogos en otros sistemas.
Por ejemplo, Wang et al. [31] demostraron en 2017 que la interacciéon laser-
nanoparticulas puede generar flujos en medios fluidos. En nuestro experimento,
un mecanismo similar podria estar operando en la zona de incidencia de la onda
evanescente, dando lugar a un flujo residual capaz de explicar las velocidades
observadas a grandes distancias. En el caso de que el flujo sea ocasionado por
los globulos, sabemos que este flujo debe tener la misma velocidad que la de los
globulos desplazados, lo que se podria utilizar para estimar la velocidad que los

globulos a més de 3 pum sobre la interfaz.

En conclusion, se logré de forma exitosa la utilizacion de la metodologia
desarrollada en el capitulo 3 al estudio de la caracterizacion del desplazamiento
de globulos rojos debido a la onda evanescente; ademas, fue posible utilizar esta
metodologia para estudiar como la concentracion de glucosa afecta a la velocidad
de los globulos, v se logro identificar de forma estadisticamente significativa que

el aumento en la concentracion de glucosa disminuye la velocidad de los globulos.
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Capitulo 5
Conclusiones y Perspectivas

En este trabajo se implement6 exitosamente un montaje experimental para la
manipulacion directa de microparticulas mediante ondas evanescentes. Asimismo,
se desarroll6 una metodologia integral que abarca la preparacion de muestras, la
grabacion de experimentos para optimizar la extracciéon de datos, el analisis de
videos para reconstruir las trayectorias de las microparticulas, y el procesamiento
de dichos datos para determinar velocidades y cuantificar exitosamente la dinamica.
Adicionalmente, se implementd un modelo tedrico para calcular las fuerzas que
actiian sobre las particulas, el cual se vincul6 con las observaciones experimentales
mediante la ley de Stokes. Los resultados obtenidos coincidieron aproximadamente
con los valores teoéricos, aunque persisten discrepancias atribuibles a la falta de

caracterizacion del pardmetro de distancia entre la particula y la interfaz.

Esta metodologia desarrollada se extendi6 al estudio de glébulos rojos, permitiendo
cuantificar las velocidades debido al efecto de la onda evanescente. Ademés,
se aplico para comparar el comportamiento de globulos rojos en distintas
concentraciones de glucosa. Si bien hay presencia de errores sisteméticos que
pueden distorsionar la magnitud del efecto medido, se logro identificar diferencias
estadisticamente significativas en las distribuciones de velocidades para ambos
casos, y por lo tanto, es posible afirmar que la concentracion de glucosa afecta la

velocidad de desplazamiento de los glébulos rojos.

En sintesis, se cumplieron todos los objetivos generales y especificos propuestos al
inicio del trabajo. Respecto a la hipotesis, se confirmé que es posible utilizar las

ondas evanescentes para manipular microparticulas, y posteriormente cuantificar el
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movimiento de estas microparticulas. Ademas, se logré establecer que efectivamente
la concentracion de glucosa disminuye la velocidad de los globulos empujados con
la onda evanescente, aunque no se logré establecer exactamente qué mecanismo es

el responsable de esta diferencia,

Para concluir, en cuanto a futuras lineas de investigacion, se identifican tres
areas prioritarias: en primer lugar, resulta fundamental optimizar el montaje
experimental para reducir el error sistematico asociado al cambio entre muestras.
En segundo término, seria valioso implementar una metodologia que permita
caracterizar con mayor precision la distancia de las particulas a la interfaz, lo
cual facilitaria la cuantificacion de las fuerzas actuantes sobre las microparticulas.
Finalmente, se sugiere extender el estudio mediante experimentos con distintos
tipos de microparticulas, con el objetivo de evaluar los limites de validez del

modelo tedrico propuesto.

En el caso especifico de los globulos rojos, algunos posibles lineas de desarrollo
futuro corresponden a implementar nuevas técnicas de cuantificacion del
movimiento que minimicen el ruido experimental y los errores asociados, identificar
si es la interaccion entre el globulo y el medio o el globulo y la onda evanescente
el responsable de las diferencias en velocidades, explorar el efecto de parametros
como la temperatura sobre las propiedades de membrana y observar su efecto en
las velocidades medidas, y verificar la posible existencia de flujos inducidos, lo
cual permitiria elucidar el mecanismo responsable del movimiento observado en

globulos distantes de la interfaz.
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o6 Apéndice A.

Apéndice A

Al. Calculo del Angulo del espejo en términos del
indice de refraccion de ambos medios y el
angulo del prisma

Para determinar el &ngulo al que hay que calibrar el espejo que envia el haz del
laser al prisma tal que se genere reflexion interna total, es necesario considerar dos
casos relevantes, dependiendo del valor 8, — 6., donde 6, corresponde al angulo
interno del prisma y 6. = sin~*(n1/ny) es el angulo critico entre el prisma y la
muestra. En el primer caso, cuando el d4ngulo 0, — 0, es positivo, el &ngulo restante
que el haz forma con el tridngulo toma el valor 7/2 — 0, tal como se observa en

la siguiente figura:
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De la figura, se observa que 6, = 6, — 0., y puesto que 0. = sin~' (n,,/n,), el
angulo con el que el laser debe incidir al prisma para que ocurre la reflexion total

interna viene dado por:

0, — sin~! (M) _ sin~! ( " in (6, — sin”" (nm/np))) (AL1)

Nair Nair

Ahora, lo que se necesita es encontrar la relacion entre el angulo de entrada 6. y

el angulo del espejo a:

o= (5+6.-6)) (A1.2)

Y por lo tanto la ecuaciéon de a en términos de los parametros del sistema viene

dada por:

a= % + % (sin—l ( ™ sin (6, — sin”! (nm/np))> - 9,,) (AL3)

Nair

Para el segundo caso, cuando el dngulo 6, — 0. es menor a 0, la situacién dentro

del prisma viene dada por:
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De la figura se tiene que 6, = 6. — 6, y puesto que 0. = sin~' (n,,/n,) se puede

calcular en angulo de incidencia al prisma de la forma:

0, = sin~! (M) — sin~! ( " in (—6, + sin~! (nm/n,,))> (A1.4)

Nair Nair

En este caso, el diagrama para el laser fuera del prisma viene dado por:

.
< gt

De donde se obtiene la siguiente relacion:

(0 +6,) (A1.5)

o =

13
N | —

y al reemplazar 6, se obtiene:

3

a=1- % (ep +sin? ( ™ sin (—6, + sin~! (nm/np)))) (AL6)

Nair

Y por lo tanto, se logro encontrar un conjunto de expresiones que permite
determinar facilmente como calibrar el dngulo a que hay que darle al espejo en

funcién de los parametros del sistema. Eso si, es posible simplificar las expresiones
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para « ain mas. Para esto, escribimos ambas expresiones una al lado de la otra:

T 1 L n . P

=g (0 (s (st i) ) )
T 1 L n . o —

=g (7t (s (0t i) )

De donde se puede observar claramente que es posible compactarlas en una sola

expresion de la forma:

gy = % + % (Sin_1 (:i: T sin (‘gp —sin”! (nm/np))> + HP) (ALT)

Nair

Donde el signo + viene determinado por el signo de: 8, — 6..

1

Aun mas, como sin” " es una funciéon impar, tenemos que es posible reescribir

ambos casos como una Unica funcion de la forma:

a= Z + % (sml < ™ sin (0, — sin~! (nm/np))> - ep) (AL8)

Nair

Y por lo tanto, independiente del valor de 6, — 0., la ecuaciéon Al.8 nos permite
facilmente encontrar el valor que hay que darle a « para obtener la condicién de

angulo critico.

A2. Coalescencia y ruptura de microgotas

Durante el desarrollo de los experimentos se observo un fenémeno que si bien se
escapa de los objetivos de la tesis, puede ser de interés para la realizacion de otro
trabajo. En particular, corresponde a un comportamiento que se observo cuando
el laser utilizado para desplazar las particulas incidia dentro de alguna burbuja de

aire atrapada en la muestra. Lo que se observa se ve descrito en la figura A2.1.
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Figura A2.1: Laser sobre una burbuja de aire, el que induce la generacion de
gotas de agua (izquierda), las que crecen y fusionan (centro) hasta eventualmente
colapsar y formar una multitud de gotas de menor tamafio (derecha).

En esta figura se puede observar como al incidir el laser en la burbuja de aire,
esta comienza la generacion de estas gotas de agua que crecen progresivamente, se
fusionan entre ellas hasta que se vuelven tan grande que colapsan en una multitud
de gotas mas pequenas, las que repiten periédicamente el ciclo mientras se siga
iluminando la burbuja de aire. Experimentando con este fenémeno se identifico
que al aumentar la intensidad del laser aumentaba la rapidez del proceso, el cual
se detenia completamente al apagar el laser. Una acotada busqueda bibliografica
no logro identificar ningtin trabajo donde se describiera un fenémeno similar, por
lo que puede resultar de interés realizar una caracterizacion mas detallada del

fenémeno.



