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Introduccién

Actualmente las nanoparticulas magnéticas (NPM) resultan de gran interés debido a
sus aplicaciones en diversas areas especializadas como la medicina, terapias oncoldgicas,
biosensores, catalisis, agricultura y medio ambiente [1]. La dependencia de la respuesta de
sistemas nanoestructurados ante estimulos magnéticos externos es un tema de estudio
actual [2]. Una de las tematicas que se esta abordando actualmente es el transporte y
promocion de estimulos mecanicos aplicando campos magnéticos alternos sobre sistemas
dotados de nanoparticulas magnéticas. Por ejemplo, la promocién de movimiento en el
interior de células tumorales como iniciadores de muerte celular por aumento de
permeabilizacion de las membranas celulares [3].

La caracterizacion de la respuesta mecanica de agregados magnéticos ante campos
de baja frecuencia es actualmente de interés. El estudio de estos movimientos mediante
videos, o imagenes tomadas en forma consecutiva, en observaciones por microscopio
Optico, permite extraer un importante grado de informacién. Algunos ejemplos de las
caracterizaciones posibles son distribucion de tamafos de agregados, tiempos
caracteristicos en formacion de agregados, dependencia de la forma del agregado con
intensidad de campos aplicados, o0 dependencia de orientacion de agregados ante cambios
en la orientacion o magnitud del campo aplicado.

Una de las dificultades que se encuentra para realizar muchas de estas
caracterizaciones es la sincronizacion entre la sefal del campo aplicado y los frames
recopilados. Principalmente si se pretende hacer estudios a frecuencias comparables con el
numero de cuadros por segundo (fps, del inglés frames per second) que puede captar el
dispositivo de adquisicién. En este sentido surgen varios conceptos relacionados a las
camaras y encoders de video que son relevantes y definen las capacidades y posibilidades
de la metodologia propuesta. En este trabajo discutiremos dos metodologias de
sincronizacion.

Metodologia e instrumental experimental

Con el objeto de lograr la observacion y registro de microobjetos magnéticos y
nanoestructurados, se registran secuencias de imagenes con una camara de video mientras
se aplica un campo magnético variable sobre el objeto que se desea perturbar.

Los objetos de estudio fueron agregados de microparticulas de silice decoradas con
nanoparticulas de 6xido de Fe (que se denominaran perlas magnéticas o PEM) [4]. Las
mismas conforman microestructuras nanoestructuradas que por microscopia Optica
aparentan esferas de 1.4 um de diametro. Las nanoparticulas que las componen tienen



didmetros entre 10 y 15 nm, teniendo estructuras espinelas compatibles con magnetita o
maghemita. ElI tamafo nanométrico de las nanoparticulas las cataloga como
superparamagnéticas, lo que se evidencia en el hecho de que la interaccién entre los
esferoides es nula en ausencia de campos. Pero en presencia de campos magnéticos las
nanoparticulas contribuyen al momento magnético de la perla, alcanzando su maximo de
4.91x10° yg (donde pg = 9.274x102* Am?) a campos suficientemente altos .

Estas particulas magnéticas, cuando tienen libertad de rotacion y traslacién, ante la
presencia de un campo magnético se agrupan en cadenas alineadas con el mismo. Estas
cadenas se pueden reorientar al cambiar la direccion del campo. Para promover el
movimiento y poder observarlas por microscopia o6ptica las microparticulas se deben
suspender en un medio de bajo roce, de manera que tengan libertad de movimiento para
acomodarse ante la presencia de un campo magnético aplicado. En este trabajo se asegurd
una libertad de rotacion suspendiendo las perlas magnéticas en la interfaz de dos liquidos
no miscibles: agua y cloroformo. Con este fin se coloca la suspension acuosa de PEM sobre
una delgada capa de cloroformo. Las particulas decantan sobre el cloroformo. Tanto este
como el agua son incoloros y transparentes y por lo tanto no interfieren con la observacién
de microscopia oOptica.

Se trabajéo en un microscopio 6ptico invertido Leica DM IL LED. El microscopio
cuenta con objetivos x10, x20 y x40. Se adapté la platina del microscopio para poder acercar
bobinas en conformacién cercana a la de Helmholtz e imanes permanentes.

En este trabajo se utilizaron dos camaras diferentes, una Nikon D3100 (que
denotaremos C1) [5] y una Moticam S6 (que denotaremos C2) [6]. La primera es una
camara digital reflex (SDLR) orientada a la fotografia mientras que la segunda es una
camara digital para microscopia. Ambas camaras son utiles para el presente estudio aunque
presentan ciertas diferencias y limitaciones.

El campo magnético total aplicado sobre las PEM se conformé como una
superposicion de un campo constante (mediante imanes permanentes) y un campo alterno,
generado a partir del par de bobinas ya mencionadas. Este ultimo se produjo a partir de una
onda sinusoidal, como referencia de un amplificador de corriente. El campo total resulta de
la forma:

H(t)=H; T+ Hysen(wt)]
donde 1 y j indican direcciones ortogonales pero paralelas al plano de la interface entre
liquidos donde se encuentran las particulas, coincidente con el plano focal del objetivo del
microscopio; w = 2xf, donde f es la frecuencia del campo alterno (niumero de periodos por
segundo). El maximo campo conseguido con los imanes permanentes es de 64 kA/m, y la
maxima amplitud de campo alterno alcanzado con el generador de corriente es de 3.3 kA/m.

El campo alterno se generé6 mediante un amplificador de corriente manejado por
referencia externa y un generador de onda arbitraria (Tektronix AFG 3022B) de dos canales
para conformar esa referencia. Las sefales de sincronizacion se generaron con un auricular
de botén y con un LED 5 mm de luz blanca (en serie con una resistencia de 400 Ohm). En
ambos casos conectados directamente al generador de sefiales.

Resultados

Al aplicar un campo magnético con orientacion variante sobre un conjunto de
microparticulas magnéticas con libertad de movimiento, estas seran forzadas a seguir la
direccién del campo. Para poder estudiar la respuesta de estos sistemas ante los cambios
de orientacion del campo aplicado hay que poder conocer la relacién entre el tiempo propio



de la sefal excitadora y el tiempo propio de la camara de adquisicion. O sea, hay que poder
sincronizar la excitacion con la captura de video.

La capacidad de registro del movimiento y la metodologia de sincronizacion
dependen fuertemente de las caracteristicas de la camara, especialmente de los modulos de
disparo, conectividad y existencia o no de canal de audio. En la tabla 1 se presentan las
principales caracteristicas de estas dos camaras.

C1 Cc2
Tipo de camara Camara Reflex Digital Camara digital para microscopio
Sensor CMOS sCMOS
Tamano del sensor (diagonal) 27.76 mm 8.92 mm
Pixel size 5um x5um 24umx2.4um
Modo de escaneo Progresivo o entrelazado Progresivo
Modo de disparo Rolling shutter ® Rolling shutter
fps 24 fps / 30 fps <= 60 fps
Tiempo de exposicién 100% *° ?
Tipo de tasa de fotogramas Constante (CFR) Variable (VFR) ®
Codecs H.264 H.264
Conectividad USB 2.0 USB 3.1
Memoria interna 64 Gb maximo --
Micréfono Integrado No

Tabla 1: Lista de caracteristicas relevantes de las dos camaras utilizadas en este proyecto,
denominadas aqui C1 y C2. Los datos de las camaras se obtuvieron de las especificaciones
en los sitios web oficiales de ambos fabricantes [5] y [6] respectivamente. a) Las
descripciones marcadas con “a” no fueron obtenidas de las especificaciones sino por
observacion directa con el aparato en el marco de este trabajo. b) El tiempo de exposicion
se calculé como el tiempo neto que al menos una parte del sensor esta activo.

La camara C2 esta disefiada para acoplarse a un microscopio optico y viene con un
software de manejo que permite la configuracion, observacion en vivo y captura de fotos y
videos desde una computadora. Por otro lado, la camara reflex C1 también se puede
controlar desde una computadora, pero tiene un control limitado en comparacién con la C2.
En particular, el modo "en vivo" solo se puede controlar desde la camara misma, lo que
significa que cualquier ajuste que se necesite hacer basado en la observacion en vivo debe
realizarse directamente desde la camara y no desde la computadora [7].

El tiempo de exposicion es un parametro importante que determina el intervalo de
tiempo que se captura en cada fotograma [8]. Aunque este parametro no suele especificarse
con precisién en los archivos de video, es posible determinarlo mediante diferentes ensayos
[9]. En ausencia de esta informacion, el tiempo de duracion del fotograma (1/fps) se puede
utilizar como una estimacion.

Las determinaciones que se realizan a partir de los fotogramas, como lo es la
orientacion de las cadenas, corresponden a ese intervalo de tiempo que se encuentra
acotado a la duracion de un fotograma. Por lo tanto es necesario que la precision en la
determinacion de los pulsos de sincronizacién sea menor o igual el tiempo de exposicion.
Aqui se evaluan dos métodos para la generacion de estos pulsos de sincronizacion, uno
mediante un evento sonoro y otro mediante un evento luminico. El primero solo puede
utilizarse en camaras con la capacidad de registrar audios sincronizados con el video. El
segundo en cualquier camara pero con la dificultad de que interfiere con lo que se desea
observar.



Para ambos casos se utilizo el generador de onda de dos canales, con la posibilidad
de conformar ondas sincronizadas. Con una de las senales se alimentd el generador de
corriente que generaba el campo magnético variable y con la otra la sefial de sincronizacion.
La referencia para el generador de corriente fue una onda sinusoidal, mientras que la de la
onda de referencia fueron generalmente ondas cuadradas o tipo pulso rectangular. La
metodologia de sincronizacion por audio se realizo sobre la camara C1, que dispone de un
micréfono, y la de sincronizacion por sefal luminica con la camara para microscopio, C2.

Para la sincronizacion por audio se utilizé una onda cuadrada + 5V para alimentar un
auricular de oido, el que generaba un pico de sonido cada vez que cambiaba la polaridad de
la sefial, esto es cada vez que el campo magnético tenia un cruce por cero. El auricular se
coloco junto a la entrada de audio de la camara y fue captado por la misma y guardado en el
canal de audio del video generado.

Una vez captado el video, en un post analisis, la sefal de audio se extrajo del
archivo, asi como los fotogramas individuales. La base de tiempo de estos ultimos y la de la
sefial de audio es la misma y se encuentra en los metadatos del archivo original. La sefal de
audio se analizé buscando aquellas intensidades por encima de un umbral. Estos instantes
son reconocidos como cruces por cero de la sefial de campo en el eje de tiempos propio del
video. Se debe tomar especial cuidado en seleccionar la primera ocurrencia por encima del
umbral entre los varios sobrepicos debido a reverberaciones en la sefial de audio, para
evitar falsas determinaciones. De esta busqueda se obtuvo un conjunto secuencial de
instantes {z,, 74, ... 7.} correspondientes a los cruces por cero de la componente alterna del
campo, H, sen(w t + ¢), donde ¢ es la fase que tiene la sefal excitadora respecto al origen
de tiempo de la propia camara. La relaciéon entre los instantes determinados y el indice de

iali =L __@
secuencialidad, T =7 Tn7

sincronizacién. En la figura 1 se muestra un esquema del arreglo experimental y un ejemplo
de un conjunto de fotogramas con la respectiva onda de audio marcando los cruces por cero
de la componente alterna del campo.

permiten inferir el parametro ¢ necesario para la
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Figura 1: esquema de arreglo experimental para la sincronizacién por audio. Ejemplo de una
toma con la camara C1 de agregados magnéticos ante la presencia de un campo constante
mas uno alterno, con una frecuencia de oscilacion de 3 Hz. En el ejemplo se muestran una
secuencia de fotogramas y la sefial de audio, donde se observan los picos (los cuales
ocurren cada vez que la componente alterna cambia de signo). Los imanes permanentes

para generar el campo constante no estan graficados.

Con la sefal luminica se procedio de la siguiente manera. Se utilizé un LED blanco
para emitir un pulso de luz. El LED se colocd junto a la suspension que se deseaba
caracterizar. El tiempo de encendido del LED debe ser mayor que 1/fps para asegurar que
se evidencie y no se pierda, dado que la calidad de la sincronizacion se basa en no perder



pulsos para tal efecto. En este caso, a diferencia de la metodologia con audio, elegimos
emitir los pulso cada un numero definido (Np) de periodos de campo. Inician ante un cruce
por cero de la senal de referencia del campo alterno y vuelve a repetirse Ny periodo después
ante el siguiente inicio de periodo. La eleccion de emitir solo en ciertos ciclos es para
asegurar que haya ciclos completos sin una perturbaciéon luminica que puede afectar el
analisis de las variables que se quiere cuantificar. A posteriori de la toma del video se separé
en todos sus fotogramas y se analizo la intensidad de luz promedio de cada uno de ellos. Un
analisis de intensidad promedio de los pixeles por fotograma permitié determinar aquellos
fotogramas, {n_o, N_1, ..., N}, €n los que se evidenciaba el encendido del LED. La sefial de
sincronizacion ocurrid6 durante el periodo de tiempo correspondiente al fotograma.
Asignamos a cada encendido el instante medio del fotograma, es decir si el fotograma n, ; se
encuentra entre los instantes t; y t.;, se indica que el LED encendi6 en z; =(t + t.4)/2 £
(ts1-t)/2. A partir de estos valores, y considerando que ocurren secuencialmente (i.e
i=1,2,3... ), es posible determinar el desfasaje del campo (respecto al instante 0 del eje de

iN, .
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muestra un esquema del arreglo experimental para realizar la observacion. Se muestra
también un fragmento de video separado en fotogramas donde se puede observar el
encendido del LED en tres de esos fotogramas, indicando que el led fue encendido durante
el primero de ellos. En este caso el campo oscilaba a 0.8Hz, el pulso de LED se configuré
para durar 0.12 segundos, y se emitia un pulso cada 5 periodos de oscilacion del campo
alterno.

tiempo del video) a partir de la siguiente expresion, T =
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Figura 2: esquema de arreglo experimental para la sincronizacion por emisiéon de luz.
Ejemplo de una toma con la camara C2 de agregados magnéticos ante la presencia de un
campo constante mas uno alterno con una frecuencia de oscilacion de 0.8 Hz. En el ejemplo
se muestran una secuencia de fotogramas, donde se observa el encendido del LED en el
frame 82 indicando que el campo magnético realizdé un inicio de periodo. El pulso de
sincronizaciéon se encuentra Ny periodos separado del previo y del que prosigue (en el caso
particular del video mostrado aqui, N, = 5). Los imanes permanentes para generar el campo

DC no estan graficados.

Discusion

Las dos metodologias abordadas permitieron una correcta sincronizacién entre
fotogramas y campo aplicado. Aun habiendo alcanzado una sincronizacion exitosa,
encontramos virtudes y desventajas en ambas camaras, que son importante sefalar, para
tener en cuenta al momento de adquirir equipos con mayores prestaciones. La camara C1
no puede ser manejada en modo video desde una computadora, condicionando a la
operacion de la camara, usando los controles que son parte del propio dispositivo,



promoviendo movimientos indeseados en el microscopio y el objeto de estudio que es
extremadamente sensible a las vibraciones. Mientras que la camara C2 no puede ser
sincronizada por sefial que no sea a través de la propia imagen. Ademas tiene una tasa de
captura de frames variable que depende de muchos factores externos que incluyen la
iluminacion, la conectividad y la eficiencia y capacidad de la computadora que la maneja.
Por otro lado, la tasa de frames variable implica mayores cuidados en el post analisis.

Sefalamos también que ambas camaras funcionan con el modo de captura “rolling
shutter’, que refiere a una camara con menos exigencias temporales. Como alternativa
superadora es la metodologia "global shutter”, la que devuelve un fotograma en el cual todos
los pixies representan por igual los instantes sucedidos. Sin embargo la captura en modo
rolling shutter permite aumentar la precision en la determinacion del evento de
sincronizacion utilizando la capacidad de distinguir el encendido del pulso luminico dentro de
las filas de pixeles del propio fotograma (caso no analizado en este documento).

Conclusiones

Fue posible realizar estudios de respuesta hasta 3 Hz a partir de registros de video
habiendo sincronizado el tiempo de la cdmara y de la sefal alterna de referencia del campo
excitador. Se comprob6 que el canal de audio disponible en algunas camaras es un método
eficiente para lograr la sincronizacién. Ante la ausencia de ese canal se puede usar una
sefal luminica. Finalmente se encontré que hay ciertas caracteristicas de funcionamiento de
las cdmaras que son relevantes a los fines de la sincronizacion y en particular el uso en
observacion de sistemas sensibles a las vibraciones. Algunos factores importantes son:
maximo valor posible de fps, tipo de lectura del CMOS (Rolling Shutter o global shutter), tasa
de captura de fotogramas constante (CFR) o variable (VFR), tiempo de exposicion,
autonomia y manejo externo de la camara.
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