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Neste trabalho é realizado um pequeno estudo sobre
a manipulagio ética através de pincas éticas. Os prin-
cipios fisicos sdo apresentados, e o setup experimental
utilizado esquematizado de forma bastante simples. O
trapping de uma levedura de cerca de 5 ym de didmetro
foi realizado com sucesso. Através do estudo da traje-
téria da particula foram determinadas as forcas de trap-
ping ao longo do tempo, tendo sido obtidos valores ma-
ximos de -4,908 pN e -9,817 pN para as dire¢des x e y,
respetivamente.

1. INTRODUCAO

A luz é uma ferramenta muito poderosa, e com intimeras
aplicag¢des. Sendo capaz de controlar a posigdo e orientacdo de
alguns objetos de determinadas dimensdes, desde que configu-
rada e focada de forma favorével, o interesse no seu uso para
manipular particulas tem vindo a crescer nas tltimas décadas.

O trapping 6tico foi pela primeira vez reportado em 1970,
por Arthur Ashkin [1]. No artigo, Ashkin descreve o aprisio-
namento de particulas de dimensoes micrométricas entre dois
feixes idénticos, que se propagavam em dire¢des opostas. Mais
tarde, em 1986, 0 mesmo autor demonstra o mesmo efeito [2],
desta vez usando apenas um tnico feixe focado - as pingas 6ti-
cas. Desde entdo, as técnicas de trapping evoluiram bastante, e
sdo atualmente aplicadas nas mais variadas dreas, com especial
importancia na satide e na biomédica, onde ja foram usadas para
manipular virus, bactérias, células vivas, e até ADN.

Grande parte da investigacdo desenvolvida nestas dreas en-
volve a manipulac¢do de células e dos seus constituintes, sendo
que muitas vezes essa manipulacdo resulta na destruicdo dos
mesmos, devido as limitagdes dos métodos empregados. A
grande vantagem das pingas 6ticas, e o que as torna numa téc-
nica tdo apreciada na investigagdo em satde, é o facto de elas
representarem uma forma segura e de confianca de manipular
particulas, sem que seja necessdria a existéncia de um contacto
mecéanico.

A maior parte dos setups utilizados para conseguir um trap-
ping 6tico estavel sdo muito caros e, por isso, dificeis de ter
disponiveis no nosso laboratoério. Este trabalho baseia-se entdo
num setup bastante semelhante ao apresentado em [3], com o
qual uma levedura foi aprisionada. Todo o processo e teoria que
o fundamenta serdo expostos ao longo das préximas secgdes.

2. TEORIA BASICA DAS PINCAS OTICAS

As pingas 6ticas fazem uso de um feixe de luz altamente
focado. Na anélise de um processo de trapping é necessario
atender a razdo entre o raio da particula e o comprimento de
onda da luz incidente, uma vez que dependendo desse valor,
podemos estar perante diferentes regimes de trapping [4].

Regime de Rayleigh (r<A)  Quando o raio da particula é bastante
inferior ao comprimento de onda da luz incidente, estamos
perante o regime de Rayleigh. A particula é considerada como
um dipolo magnético induzido, no qual se podem distinguir
dois tipos de forcas: a forga de gradiente, e a forca de scattering.
A forga de gradiente é produzida pelo gradiente da intensidade
do campo elétrico, e é responsdvel por atrair a particula para a
regido de maior intensidade. A forca de scattering é produzida
pelos fotdes que atingem a particula ao longo da sua diregdo de
propagagéo, e é ela que arrasta a particula para uma posigéo de
equilibrio, ligeiramente abaixo do maximo de intensidade. E
a combinacdo entre estas duas forgas que garante um trapping
estavel.

objective

Fig. 1. Esquema basico de uma pinga 6tica: a luz que entra na
lente de um microscépio é focada numa cintura de feixe limi-
tado por difragdo, criando assim um gradiente tridimensional
capaz de arrastar a particula fora da regido de trapping para
dentro dela. [4]

Regime de Mie (r»)) Este regime corresponde a uma situa-
¢do em que o raio da particula é muito superior ao comprimento
de onda da radiagdo. Neste caso, o problema encontra-se dentro
do limite da 6tica geométrica, e as forgas surgem da soma das
compenentes refletidas e refratadas dos raios.

Podemos ainda identificar um terceiro regime intermédio,
no qual as dimensdes da particula tém aproximadamente as
mesmas dimensdes do comprimento de onda (r~A). Neste caso
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Fig. 2. Representacdo geométrica das forgas que atuam no processo de trapping. (a) Forcas que atuam numa particula localizada
no eixo, abaixo do ponto focal. (b)Forgas que atuam numa particula localizada no eixo, acima do ponto focal. (c) For¢as que atuam

numa particula localizada fora do eixo. [6]

nenhum dos tratamentos acima referidos é véalido, sendo ne-
cessario um tratamento mais completo. O tratamento teérico a
este regime ndo serd abordado no relatério. Existem no entanto
ferramentas computacionais para o tratar, mais informagao pode
ser consultada em [5].

Do ponto de vista da 6tica geométrica  as forgas que atuam na
particula podem ser vistas tais como representadas na figura
2, onde sdo apresentados trés casos, que diferem entre si pela
posicdo da particula relativamente ao foco do feixe. A natureza
destas forgas é descrita pela terceira lei de Newton. A mudanca
de momento do feixe causada por uma reflexdo, ou refracéo,
corresponde a uma mudanga de momento igual, e de dire¢do
oposta, na esfera.

Na figura 2 (a), a particula encontra-se no eixo 6tico, abaixo
do ponto focal. Neste caso, os raios refletidos A” e B” sdo res-
ponsaveis pela forca de scattering, através das alteragdes de
momento representadas pelas forcas F/j e Fy. Ja os raios refrata-
dos, A" e B’, ddo origem as forcas FA e Fé, que resultam na forga
de gradiente. A resultante destas forcas origina um movimento
restaurador da particula em dire¢do ao foco.

Um outro caso é o da figura 2 (b), onde a particula se encontra,
mais uma vez, no eixo, mas desta vez, acima do ponto focal.
Pela transferéncia de momentos dos raios A’ e B’, a particula é
redirecionada para baixo. Neste caso, tanto a forga de scattering,
como a de gradiente tém a mesma diregdo, contribuindo ambas
para redirecionar a particula em dire¢do ao foco.

A figura 2 (c) corresponde a uma situagao onde a particula
se encontra fora do eixo. Neste caso podemos considerar dois
feixes de diferentes intensidades a incidir sobre ela. Na figura:
Ig>I4. Como a for¢a na particula é proporcional a intensidade
do feixe, a particula serd conduzida até ao centro da distribuicdo
de luz Gaussiana.

A. Calculo das Forcas de Trapping

De forma a garantir uma andlise mais quantitativa da expe-
riéncia do trapping, é importante conhecer a magnitude da forca
6tica aplicada, ou pelo menos, da sua ordem de grandeza. Serd,
por isso, aplicado o método de drag force, tal como apresentado

em [6].
A forga 6tica total a atuar sobre a particula é dada pela soma
da forga inercial com o termo de arrasto (drag):
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onde m é a massa da particula, s(t) a sua trajetéria, e § o
coeficiente de arrasto do meio devido a viscosidade.

Considerando que a particula se encontra perto de uma fron-
teira da cdmara de trapping, que se encontra neste caso delimitada
por uma lamela de vidro, o coeficiente de arrasto é dado por:

B = 6minr )

onde ¢ representa uma corregao, cujo valor ird depender da
dimensdo da particula em causa (r), e da distdncia do centro da
particula a superficie da cdmara de trapping (h). Esta correcdo
pode ser calculada através da seguinte expressdo, obtida em [6]:
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A determinagdo desta corregdo deve ser calculada em fungdo
das condig¢des experimentais em que o trabalho for realizado. A
viscosidade do meio, 7, no caso da dgua, é de 8.9x104Pa.

Atendendo ao niimero de Reynolds, pardmetro que caracte-

. . 2 . .
riza o tipo de fluxo: Re = %, espera-se que a forga inercial

seja desprezavel (Re da ordem de 10~°). A forga 6tica serd entéo
dada por:

Fopt = Fdrag = 6mgnro @)

3. SECCAO EXPERIMENTAL

O setup utilizado para a realizacdo do trabalho encontra-se
representado na figura 3. O feixe laser, de 532 nm, incide num
polarizador, que permite controlar a intensidade do mesmo de
forma a garantir o trapping mais estavel possivel. O feixe é
depois refletido em trés espelhos até incidir numa lente, cuja
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Fig. 3. Esquema do setup utilizado na realizacido do trabalho.

distancia focal é de 10 cm. Apds nova reflexdo, o feixe volta a
incidir numa lente, desta feita, de 20 cm, de onde sai colimado.
Esta regido do setup com duas lentes de diferentes distancias
focais funciona como um expansor de feixe. O didmetro do
feixe alarga e, depois de ser refletido, incide na segunda lente,
de maior distancia focal, de onde sai colimado. Esta situacdo
encontra-se representada esquematicamente na figura 4,

10cm 20cm

Fig. 4. Expansao do feixe com duas lentes.

Apbs a expansdo o feixe incide num espelho dicréico, onde
é refletido para cima, em diregdo a amostra. O LED que se
encontra sobre o carruagem que suporta a amostra é responséavel
pela iluminacdo da mesma, de forma a que a imagem possa ser
recolhida pela cdmara, depois de atravessar uma tltima lente,
e um filtro. O filtro é opcional, sendo necessdrio para filtrar o
comprimento de onda do laser, de forma a facilitar a visualizagdo
das particulas.
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Fig. 5. Preparacdo da amostra para observagao.

Uma vez alinhado o setup, é necessario preparar a amostra.
Para isso coloca-se uma quantidade muito reduzida de fermento
num frasco de vidro ja com dgua e agita-se muito bem. Numa
lamina de vidro deposita-se uma gota do preparado entre duas
lamelas, colocando-se uma terceira por cima, tal como esquema-
tizado na figura 5. Esta protegdo é necessdria devido a distancia
de trabalho da objetiva, que é inferior a altura da lamina de
vidro.

Estando a trabalhar com uma objetiva de imersao, é neces-
saria a utilizagdo de um liquido/ 6leo de imerséo, responsavel
pelo index matching com o vidro, evitando assim o desvio do
feixe para fora da objetiva.

Por fim, coloca-se o preparado no suporte mével da objetiva,
invertido relativamente a orientacdo apresentada na figura 5, e
procura-se ajustar a intensidade do feixe e a posi¢do da amostra,
de forma a obter trapping.

4. RESULTADOS

Conseguido o trapping de uma das particulas presentes na
solugdo foram recolhidas imagens video do mesmo. A poténcia
Otica a saida da objetiva foi medida, tendo sido obtido o valor
de 26,50 mW.

Alguns dos frames relativos ao trapping encontram-se repre-
sentados na figura 6. A levedura encontra-se, em todos os fra-
mes, rodeada por um circulo vermelho, para facilitar a sua iden-
tificagdo. Devido a forma como as imagens foram recolhidas, é
notéria uma variagdo da iluminacdo da imagem, que dificulta a
identificagdo da particula em alguns dos frames. Ainda assim
é possivel acompanhar a particula na sua trajetéria em diregdo
ao foco do feixe, i.e., o ponto brilhante, rodeado por algumas
franjas, bem visivel na imagem.

Verifica-se, de facto, que quando a particula se encontra sufi-
cientemente perto do feixe para sentir a sua influéncia, as forcas
que sobre ela atuam fazem com que ela seja arrastada até ao foco.
Uma vez garantido o trapping, para testar a sua estabilidade, a
lamina foi movida em relagdo ao feixe, de forma a confirmar se
a levedura se iria manter presa no foco, o que se confirmou.

A. Determinacao das Forgas de Trapping

Através das imagens recolhidas foi possivel tracar a trajeto-
ria da particula com recurso ao software Image]. Por motivos de
simplicidade o foco do feixe laser, correspondente ao ponto mais
brilhante nas imagens da figura 6, foi tomado como a origem do
referencial.

Nos gréficos das figuras 7 e 8 estdo representados os cami-
nhos percorridos pela particula nas dire¢ées correspondentes
aos eixos x e y, respetivamente.

Uma vez que o movimento Browniano de uma particula num
fluido é descrito pela equagdo de Langevin [7], foi realizado
um ajuste a uma equacgao de Langevin a ambas as curvas, com
recurso ao software de analise Origin”M. A partir desse ajuste
a velocidade da particula em cada ponto é calculada através
da derivada da trajetoria, e a for¢a pode entdo ser determinada
através da equacédo 4. De notar, que antes do célculo da forca
é necessdrio determinar o valor de ¢. Uma vez que a cdmara de
trapping foi criada com recurso a varias lamelas, e atendendo a
que a espessura média de cada uma delas é de cerca de 0.13 mm,
se considerarmos que a particula de r = 2.5um estd em contacto
com o fundo da cAmara, obtemos um % ~ 0,01923, que resulta
num fator de correcdo de ¢ ~ 1,0109.

Os gréficos das figuras 9 e 10 representam a forca de trapping
que é exercida na particula ao longo do tempo. Comparando a
forma do gréfico da forca, com a do das trajetérias é facil perce-
ber que a forca de trapping é maxima na altura em que a particula
se encontra a ser arrastada, i.e., a zona de pico do grafico da
forca, e a zona de declive acentuado no grafico da trajetoéria.
Foram obtidos valores maximos de forga 6tica de -4,908 pN e
-9,817 pN para a diregdo x e y, respetivamente. Valores que pa-
recem indicar uma maior facilidade de aprisionar a particula,
ou de a fazer mover na dire¢do do eixo dos y, o que de facto



Fig. 6. Frames do video recolhido durante a realizacdo do trabalho. Ordenados da esquerda para a direita, de cima para baixo.
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pareceu verificar-se durante a realizac¢do do trabalho. Contudo,
seriam necessarios mais dados para poder de facto afirmar com
seguranca que isso se verifica sempre.

A medida que a particula se aproxima do foco, observa-se
uma diminui¢do da forga que sobre ela é aplicada até atingir
um patamar nulo, ou seja, o equilibrio. Tal como explicado em
seccdes anteriores as forgas que atuam sobre a particula tém
tendéncia a arrasta-la em dire¢do ao foco, local onde todas as
forgas se cancelam umas as outras, e a particula encontra uma
posicdo de equilibrio. Podendo este, no entanto, ser perturbado
a qualquer instante pela deslocagdo do feixe.

5. CONCLUSAO

A manipulacio 6tica é de facto uma ferramenta importante, que
permite estudar as caracteristicas das particulas. Ao longo do
trabalho realizou-se um pequeno estudo sobre a fisica que sus-
tenta o fendmeno de trapping, que permitiu compreender todos
os resultados obtidos aquando da observagdo do fenémeno. Fo-
ram estudadas as trajetdrias da particula ao longo das dire¢des x
ey, bem como a resultante das for¢as nessa dire¢do ao longo do
tempo, tendo sido obtidos valores méximos de forca de -4,908
pN e -9,817 pN em x e em y, respetivamente. Por fim, confirmou-
se que de facto o ponto de trapping corresponde a um ponto de
equilibrio, no qual todas as forcas se anulam.
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