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Resumo

Nesta tese apresentamos um estudo do pingamento 6ptico de microesferas de
poliestireno de 2.8 ym de diametro. Para isso, utilizamos a técnica de correlagao de
intensidades para caracterizar o movimento Browniano da microesfera presa no poco
de potencial devido a pinca éptica. Mostramos que ha dois modos independentes
de caracterizar a pincga éptica usando a correlacao de intensidades. Um medindo
o tempo caracteristico das flutuagoes Brownianas e o outro medindo a amplitude
dessas flutuacdes. Encontramos equivaléncia entre os dois. Além disso, mostramos
que ambos sao consistentes com um terceiro método, o método da Forca de Stokes.
Como aplicagoes, apresentamos a medida do coeficiente de atrito sobre a microesfera
em fun¢do da distancia de seu centro de massa a interface vidro-dgua de nossas
amostras. Medimos também o comprimento de persisténcia de uma molécula de
DNA e a relagao entre a constante de forca da pinga 6ptica e a poténcia que chega

a microesfera pincada, medida com o microcalorimetro que desenvolvemos.
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Abstract

In this thesis we present a study of optical tweezers made with 2.8 um di-
ameter microspheres. We use for this the light intensity correlation technique to
characterize the Brownian motion of the trapped microsphere. The sphere is in an
harmonic energy potential due to the optical trap. There are two independent ways
to characterize the tweezer using the correlation technique, one is measuring the
characteristic time of the fluctuations and the other the amplitude of those fluctua-
tions. We found good agreement between them. We also show that the two methods
are consistent with the Stokes Force method. As application we measure the friction
coefficient on the bead as a function of its distance from a surface. We also measure
the persistence length of a DNA molecule and the relation between the trap stiffness
and the power on the bead, measured using a micro-calorimeter developed in our
lab.

vii



Capitulo 1

Introducao

Um cientista é como um mateiro, cujo trabalho é explorar uma floresta
sobre a qual pouco se sabe. Seu objetivo é descobrir as maravilhas natu-
rais nela escondidas. Em seu dia-a-dia muitas vezes ele se perde, desvia
do que acha ser o caminho certo. Mas isso também faz parte, ele ¢ um
explorador. Nesses desvios outras coisas podem ser encontradas, muitas
das vezes tao ou mais interessantes do que as que desejava encontrar

micialmente.

Os primeiros trabalhos sobre pincamento 6ptico surgiram por volta de 1969,
nos laboratérios Bell, USA. O pioneiro, considerado o pai dessa area é Arthur Ashkin.
Apos resultados preliminares sobre o uso de lasers para prender pequenos objetos
ele e colaboradores propuseram que resultado semelhante poderia ser obtido com
atomos [1]. Esse passou a ser o principal alvo de seus trabalhos. Contudo, os
progressos num laboratoério geralmente ndo acontecem como esperamos. Eles foram
levados a tomar um outro caminho: aprimorar a técnica de pingamento 6ptico para

particulas com didmetro na faixa de micron e submicron. Nas palavras do préprio
Ashkin [2]:

“Although the optical tweezers trap was originally designed as an atom
trap and was used in the first optical atom trapping experiment, that
experiment did not represent the first use of tweezers. During the atom

trapping experiment, at a time of temporary difficulty, it was decided



to try the tweezers trap on simpler Rayleigh dipole particles such as

submicron silica spheres.”

Isso possibilitou o desenvolvimento de técnicas de micro-manipulacao que,
quando aplicadas a objetos bioldgicos, como por exemplo células, despertaram um
enorme interesse, devido a sua relativa simplicidade e grande potencial de aplicagdo.
Uma de suas maiores vantagens é possibilitar a observacao de um tnico objeto, seja
ele uma microesfera de silica ou uma célula.

Além de ser usada para a micro-manipulagdo, a pinga Optica funciona co-
mo sensor de forga na escala de pN (107'2 Newton). Nessa escala de forcas estd,
por exemplo, a forca necessaria para desenrolar uma molécula de DNA em solugao
aquosa e a temperatura ambiente. Experimentos de forca por extensao da molécula
de DNA sao usados para obter informagoes sobre suas propriedades mecénicas [3].
Além disso, esse tipo de experimento pode ser utilizado para estudar interacoes
DNA-Proteina [4], usando a flexibilidade da molécula de DNA como sonda.

Nesta tese apresentamos um estudo do pingamento éptico visando usé-lo em
algumas aplicagoes. Apesar de ja existir muitos trabalhos sobre o assunto, ndao ha
ainda na literatura uma teoria completa, de primeiros principios, sobre ele. Uma
proposta nesse sentido foi feita recentemente por Maia Neto e Nussenzveig [5]. Em-
bora, neste trabalho tenhamos feito um primeiro teste quantitativo dessa teoria
(Segao 6.3), mais esforgos experimentais e talvez tedricos sejam necessarios para seu
completo entendimento.

No Capitulo 2 discutimos os fundamentos fisicos do pincamento 6ptico.

No Capitulo 3 apresentamos um estudo do movimento Browniano que, como
veremos, € a nossa sonda na caracterizacao do pingcamento Optico.

No Capitulo 4 descrevemos o aparato e os procedimentos experimentais que
desenvolvemos.

No capitulo 5 discutimos os resultados e no Capitulo 6 algumas de suas apli-
cagoes.

Finalmente, no Capitulo 7, apresentamos as conclusoes do trabalho.



Capitulo 2

Pincas ()pticas

Em 1873, James Clerck Maxwell, em sua teoria sobre o eletromagnetismo,
previu que se uma onda luminosa de energia E' no vacuo, incidisse em um meio, ela
transferiria momento p para esse meio:
onde ¢ é a velocidade da luz no vacuo. A forca que a luz exerce sobre o meio é
denominada pressao de radiacao. Ela depende da poténcia Pot da onda luminosa e
pode ser escrita como:

_ Pot

Fr=— (2.2)

Para termos uma idéia da ordem de grandeza dessa forca, consideremos, por
simplicidade, 6ptica geométrica e uma situagao na qual um raio de luz incide em
uma esfera de vidro suspensa em agua. Podemos desconsiderar a ac¢do do raio
refletido porque comparado ao coeficiente de transmissao o coeficiente de reflexao
agua-vidro é muito pequeno. Ao refratar na esfera, o raio sofre um desvio. Para
haver conservacao do momento do conjunto aparece uma forca ? r na esfera, como

indicado na FIG.2.1. O médulo de ? r pode ser escrito como:
Pot
Fr(a) = My sen(a — ), (2.3)
c

com
nygsena = n, senf, (2.4)
onde ny e n, sdo os indices de refragao da luz na dgua e no vidro, respectivamente.

Para ng = 1.33, n, = 1.50, a = 45° e Pot = 1 mW, por exemplo, Fr = 0.95pN.

3



Figura 2.1: Raio incidindo em uma esfera de vidro.

Quando a esfera é bem iluminada, vérios raios contribuem com parcelas Fg(«),
originando nela uma resultante de forcas dada pela soma vetorial dessas contri-
buigoes.

O pioneiro no estudo dos efeitos da pressao de radiacao da luz sobre pequenos
objetos foi Ashkin [2]. Em 1969 [1], a partir de uma andlise da ordem de grandeza
da for¢a devido a pressdo de radiacdo em uma microesfera (raio ~ comprimento
de onda da luz visivel), Ashkin e colaboradores propuseram um experimento para
visualizar o movimento da microesfera sob a acdo dessa forca.

O experimento consistia em incidir sobre uma amostra feita com microesferas
de poliestireno em solugao de agua, um laser suavemente focalizado, operando no
modo TEMjy e estudar a acao do laser sobre as microesferas medindo as velocidades
das mesmas.

Eles mediram velocidades préximas das velocidades estimadas, no entanto,
observaram outro fenémeno que nao haviam previsto. As esferas eram guiadas para
a regido central do feixe de laser onde no modo TEMgy a intensidade é maior e
moviam segundo sua dire¢do de propagacao.

O surgimento do que hoje conhecemos por pinca 6ptica aconteceu quando o

laser, nesse experimento, foi fortemente focalizado com uma lente. Nessa situagao,



eles observaram que as microesferas ficavam presas numa regido préxima ao foco
dessa lente.
O confinamento numa pinga Optica pode ser entendido usando novamente

Optica geométrica e o esquema de forgas mostrado na FIG2.2. Consideremos o

Figura 2.2: Esquema de forcas na pinca optica.

raio que incide a direita da esfera inferior. Para haver conservacao do momento do
sistema raio-esfera, a esfera sofre acdo de uma forca no sentido apontado pela seta

clara menor na FIG.2.2. A mesma andlise é feita com o raio incidindo a esquerda



da esfera inferior. Como o raio da esquerda é mais intenso que o da direita, a
componente de forca que aparece na esfera devido a acao desse raio é maior. Assim,
a resultante de forcas sobre a esfera faz com que ela mova em diregao ao centro
do feixe de laser e para cima. Apds passar pela regiao do foco da lente, usando a
mesma argumentacao anterior, a forca exercida sobre a microesfera é representada
pelas setas claras na esfera superior. Ou seja, apés passar pelo foco, a microesfera
fica presa, préxima a ele.

Essa andlise simplificada é 1util por facilitar a compreensao do fen6meno do
pincamento éptico. No entanto, para um tratamento quantitativo adequado, mesmo
no limite de dptica geométrica [6] devem ser considerados fatos como miltiplas
reflexoes dentro da esfera e variagao dos coeficientes de reflexao e transmissao do

feixe com o angulo de incidéncia na mesma.

2.1 Pincas ()pticas no Regime de ()ptica
Geométrica

Para estabelecermos as condigoes necessarias para acontecer o aprisionamento
optico de micro-particulas consideraremos como a poténcia de luz na entrada de
uma objetiva é levada a um ponto proximo a sua regidao focal onde as particulas a
serem capturadas se encontram. Precisamos determinar a forca que o feixe de luz
faz numa dessas particulas [7].

Medimos a intensidade de luz na entrada da objetiva (FIG. 2.3).

Esse perfil de intensidades possui simetria radial e o representamos por:

2

I(r) = Iye 2. (2.5)

A poténcia chegando a um elemento de drea dA = rdrd¢ da objetiva é:

,,,2
dP = Iye 37 dA. (2.6)

Na FIG. 2.4 mostramos um esquema do sistema de referéncia que adotamos.
Consideramos o feixe propagando ao longo de —k.

A poténcia total do feixe que entra na objetiva é:



0=1.86 (2) mm

Intensidade (U. A)

Figura 2.3: Perfil de intensidades.

2w [e's) 2
Ptot = / / 106_21277sz.
0 0

Em termos da poténcia do feixe temos:

P tot
Iy =
07 org?’

assim:

P, .2
= LeTardA.

TOo

Para a objetiva vale a condigdo seno de Abbe [5], que estabelece:

r = fsen#,

(2.7)

(2.8)

(2.9)

(2.10)

onde f é a distancia focal da objetiva. A distancia focal da objetiva é obtida a partir

das relacoes:
nysenflyy = NA,

(2.11)



Figura 2.4: Sistema de referéncia.

R = fsenf,, (2.12)
onde R é o raio da abertura maxima da objetiva, n, é o indice de refracao da luz
no vidro e NA a abertura numérica da objetiva. Para o microscépio que usamos
R=0.5cm e NA = 1.4. Em termos desses parametros podemos escrever:

f=—n,. (2.13)

NA
Assim, para as condicoes de nosso experimento f = 0.536 c¢m.

Usando a condigao seno de Abbe escrevemos a poténcia que chega no elemento



de area dA como:
Pyt _ f2sen®0)
= e

27 f2senfcosfdOda. (2.14)

Para calcularmos a forca que o feixe faz sobre uma esfera de indice de refracao
nyp, devemos considerar a forga sobre a esfera devida a um raio do feixe que incide
no elemento de drea dA e em seguida somar sobre todos os raios considerando que
a poténcia de cada raio é dada pela Eq. (2.14).

2.1.1 Forca Devido a um Raio

Na FIG. 2.5 mostramos um esquema com as multiplas reflexoes e refracoes de
um raio incidindo numa esfera.
A forga na microesfera é menos a variacao de momento sofrida pelo raio divi-

dida pelo intervalo de tempo da acao do raio sobre a mesma.

Figura 2.5: Multiplas reflexdes numa esfera.



Consideramos também que o centro da esfera estd no plano z' = 0.

Temos:

Apf:, Apg,
At = — At (2.15)
ou: f fi frf
A 7 /Z - !
Fh=—=P2 _Pr P (2.16)

) —

‘ At At
onde Apﬁ, é a variagao de momento ao longo do eixo 2/, sofrida pelo raio; Ap? é a
variacao de momento sofrida pela esfera; pff é o momento do raio quando ele entra

na esfera e pf:,f ¢ o momento do raio apds passar pela esfera.

Temos: P
HER (2.17)
c
onde E é a energia do raio. Temos também que:
E o0
pil = nHT{Rcos (m + 2a) +TQZR” cos (¢ + nQ) }- (2.18)
n=0
Assim, podemos escrever:
Fb = @{1 + [Rcos (2a) — T? i R"cos (¢ +n()]},
# cAt e
P, >
Fh = M{1 + [Rcos (2a) —T2ZR” cos (¢ + n()l}. (2.19)
c
n=0
Do mesmo modo: ; ,
Ary _ _Bby (2.20)
At At
ou: ; P
g = _BPy Py Py (2.21)
v At At
Temos:
pl =0, (2.22)
e
E o0
p;}f = nHT{R sin (7 + 2a) + T2 Z R"sin (¢ + n()}. (2.23)

n=0

10



Assim, podemos escrever:

b o
F, = cAt { Rsin (7 + 2a) — T? HZ_%R sin (¢ +n()},
PO o o
F), = it {Rsin (20)) — T? ZR” sin (¢ + n()}.
n=0
Definindo:
Fiot = F) +iF),
temos:
Po I .
Fiot = hat L{1 4 Re* — T2 Z(Re’g)"}.
n=0

(2.24)

(2.25)

(2.26)

A soma na Eq. (2.26) é a soma de uma série geométrica e pode ser escrita como:

o

1
; (Re’c) = 1 Reic
Assim: nHPtot v
Fiot = {1+ Re* — T217614}
Definindo Q;,; por:
Fior = nHPm Qo

e usando as relagoes:

¢ =2(a—p)
e

¢=m—25,
escrevemos finalmente:

, e2i(a=p)
Qior = {1 + Re** — TQW}.

2.1.2 Forca na Microesfera

11

(2.27)

(2.28)

(2.29)

(2.30)

(2.31)

(2.32)



Os coeficientes de reflexdao R e transmissao 7' dependem do angulo de in-
cidéncia a e do angulo de refragdo 8. Dependem também do tipo de incidéncia do

raio na esfera, TE ou TM. Fazendo uma média para os dois casos teremos:

1 [sin(a — ) > 1 [tan(a—B)]?
Rla, B) = 2 [sin(a + /B)] 2 [tan(a + 5)] (2:33)
T(a,B8) =1— R(a, B). (2.34)

Considerando que o indice de refracao da microesfera é n, e o do meio no qual

ela estd imersa é ng escrevemos a lei de Snell:
ngsena = nysenf. (2.35)

Precisamos agora escolher os parametros em func¢ao dos quais calcularemos a
forca total sobre a microesfera.
Consideremos como indicado na FIG. 2.6 que a microesfera se encontra com o

centro no plano y = 0, mas com o centro deslocado da origem, na posic¢ao 7.

=y

Figura 2.6: Parametros em funcdo dos quais a forca na microesfera é calculada.

Nesta figura, ? é um vetor que indica a direcao de incidéncia do raio no
sistema de coordenadas da FIG.2.4.



Definindo:
3| = d, (2.36)

temos:

? = (dsin @ cos ¢, d sin 8 sin ¢, d cos ) (2.37)

7 = (rsin~,0,7cos ). (2.38)

Podemos escrever d em funcao de r, 7y, 6 e ¢ usando a condigao:
3 - 7| =aq, (2.39)
onde a é o raio da esfera. Obtemos:
d* + r* — 2rd(sinysin 0 cos ¢ + cosy cos 0) = a’. (2.40)
Resolvendo a Eq. 2.40 para d:

d(r,v,0,9) = [a2 — 72 + r%(sin ysin f cos ¢ + cos 7y cos 0)2] 2 (2.41)
+7(sin y sin f cos ¢ + cosy cos 6).
Podemos também escrever o em funcao de r, v, 6 e ¢. Usando a FIG.2.6

vemos que:
r* = d® + a® — 2ad cos a, (2.42)

de onde tiramos que:

(r,7,0,9)° +a® —1r?
2ad(r, 7,0, ¢)

a= arccos{d }. (2.43)

E, tendo o temos 5 usando a Eq. (2.35).

Precisamos, finalmente, considerar a direcao da forca Fj,; no sistema de re-
feréncia da FIG. 2.4.

Observando a FIG.2.7 vemos que 3’ L 2’ e y' estd no plano p. Assim, 2/ X

(7 x 2') tem a direcéio e o sentido de y'. Temos entio que:
F = Re(Fio)? + Im(Foo))1, (2.44)

com:
2! = (—sin @ cos ¢, — sin B sin ¢, — cos ) (2.45)
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Figura 2.7: Direcdo da for¢a na pinga Optica.

e
o2 x (T x 2
r— ~ °) 2.46
T X (P X)) (246)
Assim, para o calculo da for¢a em funcao de r e 7, temos:
dF = " AP{Re(Quar) 7' + Im(Quar)'} (2.47)
c
e

F = dF. (2.48)

ofemam
0Zp<ar

Sendo que dP é dado pela Eq. (2.14).

Na Eq. (2.48) 6,4, € 0 dngulo limite para a interface vidro-dgua das amostras
que usamos, @p,q,; = 62.5°.

Fizemos o cédlculo da for¢a numericamente usando um programa feito no
MATHCAD.

Para um dado valor de r, ou seja, para um dado valor da distancia entre o
centro da microesfera e o foco geométrico da objetiva, calculamos a componente
z da forca na microesfera, em funcao do angulo 7. Para que a microesfera fique
presa, é necessario que essa componente de forca seja nula. Nesta situacao temos
a condicao de equilibrio da microesfera na pinca 6ptica. Usando os parametros de

nosso microscopio e considerando P,; = 6 mW encontramos o angulo de equilibrio
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v = 1807 e o valor da distancia do centro da microesfera ao foco geométrico da lente
nessa situacgao r, = —0.438a, onde a = 1.4 uym .

Quando a microesfera é submetida a uma forca externa no plano xy que a
afasta do foco geométrico da lente aparece nela uma forga restauradora F, devido a
pinga 6ptica. A forca externa pode ser, por exemplo, a for¢a de Stokes na microesfera
quando o liquido da solucao se move com velocidade v. Assim, uma nova condicao
de equilibrio é estabelecida ao sistema, na qual a componente x da forca da pinca é
igual a forca externa aplicada, mas tem sentido contrario e o angulo de equilibrio é
menor que 180°. Na FIG. 2.8 mostramos os valores encontrados para o angulo v em
funcao da componente x da distancia r do centro da microesfera ao foco geométrico

da objetiva, Az = rsen-y.

180

170 |

T(%)

160 [

150 [

140 [

o< a I I R EN R S B S
04 0 01 0z 0.3 0.4 05

Figura 2.8: 7 em fungdo de Az/a.

Como resultado desse cédlculo obtemos também como variam a posicao de
equilibrio (FIG.2.9) e a componente x da for¢a da pinga (FIG.2.10) em fungao de
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Figura 2.9: Posicao de equilibrio em fun¢io de Azx/a.

Na FIG. 2.10 apresentamos a componente x da forca em funcao de Az/a por-
que em termos dessa variavel a inclinacao no grafico de forga corresponde a constante
de forca k, da pinga éptica que, como veremos, é o parametro que a caracteriza e
que medimos em nossos experimentos.

Para P,y = 6mW encontramos k£ = 5.65mdyn/cm. Considerando que a
poténcia efetiva P chegando na amostra é devida a feixes que saem da objetiva com
angulos menores que 0,4, temos P = 5.77mW, com isso k/P = 0.98 dyn/cmW .

Recentemente, Maia Neto e Nussenzveig [5] resolveram esse problema de forma
geral, usando teoria de espalhamento Mie em seus cdlculos. Seus resultados se
aplicam a esferas de qualquer diametro e podem vir a ser uma importante ferramenta
no estudo e calibracao de forcas em pingas épticas. No entanto, o detalhamento deste

tratamento tedrico nao esta nos objetivos desta tese.
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Figura 2.10: Componente = da for¢a na pinc¢a em fun¢ao de Az/a.

2.2 Pingas ()pticas e Problemas em Biologia

Em 1987 [8], um experimento com o virus do mosaico do tabaco [9] revelou
0 que se tornaria uma das mais importantes utilidades da ping¢a 6ptica. Este virus
é constituido basicamente pelo seu RNA viral e uma capa proteica. Essa capa
se orienta facilmente na pinga éptica. Nesse trabalho estavam tendo problemas
com as medidas de espalhamento de luz e suspeitavam de contaminacao bacteriana
das amostras. Montaram entdo a pinga num microscépio éptico e confirmaram
suas suspeitas. Além disso, perceberam que as bactérias também eram pincadas e
logo apés morriam. O que fizeram entao foi mudar o laser de argénio que usavam
(0.515 um) para um laser infravermelho de itrio-aluminio (1.06 um). Perceberam
com essa mudanca uma enorme diferenca. Eles conseguiram aprisionar e isolar, por
horas, a bactéria E. Coli [9], uma bactéria que vive no intestino humano. Também

conseguiram observar reproducao celular em células presas na pinca. O resultado
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foi que, com isso, haviam desenvolvido uma técnica para manipulacao de células,
in vivo. Desde entdo, a técnica tem sido utilizada no estudo de varios problemas
biolégicos.

Como as forgas envolvidas no pincamento 6ptico sao da ordem de p/N, mesma
magnitude da forca necessaria para esticar ou dobrar macromoléculas como DNA e
RNA, a pinc¢a pode ser usada como sensor de forca para o estudo das propriedades
mecanicas dessas moléculas. Além disso, é possivel com essa técnica, estudar uma
unica molécula, o que possibilitou o aparecimento de uma gama enorme de novos

experimentos.
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Capitulo 3

Movimento Browniano

Em 1828, ao estudar pélens de diferentes plantas, o botanico Robert Brown
[10] descreveu pela primeira vez o fendmeno que hoje conhecemos como movimento
Browniano.

Ele observou que o pélen, quando colocado em &agua, dividia-se em pequenas
particulas que passavam entdao a ter um movimento erratico e ininterrupto.

No decorrer dos anos, varias hipéteses para o que causaria o movimento Brow-
niano apareceram: forcas elétricas e interagoes entre as particulas de pdlen foram
algumas delas. O primeiro a sugerir que ele teria como origem os choques entre as
moléculas do liquido e a particula foi Delsaux [11], em 1877.

Em 1905, Einstein resolveu o problema em um de seus mais conhecidos artigos.
A idéia de Delsaux estava correta. As flutuagoes de posicao de uma particula se
deviam a flutuagoes térmicas do liquido que se manifestavam através dos choques
das moléculas do liquido com a particula.

Ha outros fendmenos similares ao movimento Browniano, como por exemplo as
flutuagoes de corrente num resistor elétrico. O esclarecimento de suas origens abriu
as portas para a compreensio desses outros fenémenos. Em 1951 [12] eles foram

englobados de uma forma elegante e geral no Teorema da Flutuacao-Dissipacao.

3.1 Equacao de Langevin

Por simplicidade, na descricio que segue, trataremos o problema em uma

dimenséo [13].

19



Consideremos uma particula de massa m, cuja posicao do centro de massa é
x(t), no instante de tempo t e a velocidade correspondente, v = dz/dt. Consideremos
também que essa particula estd imersa em um liquido cuja temperatura absoluta é
T.

Seria muito complicado descrever todas as interacoes entre a particula e o
liquido, uma vez que para cada molécula do liquido considerada um novo grau de
liberdade seria adicionado ao sistema. Ao invés de uma descricao detalhada podemos
considerar o liquido um reservatorio de calor, cujas interacées com a particula podem
ser substituidas por uma forca efetiva que denominaremos F'(t). Além disso, a
particula pode interagir com sistemas externos, como campo gravitacional e campos
eletromagnéticos, através de uma forca F,,;. Podemos, assim, escrever a segunda lei

de Newton para o movimento da particula:

dv

—=F, F(t). 3.1
mdt ¢+ F(t) (3.1)

Como a forga efetiva F'(t) representa as interacoes do liquido com a particula,
ela deve depender das posicoes de muitos atomos que estao em constante movimento.
F(t) deve flutuar rapidamente no tempo e de forma irregular. Essa dependéncia, no
entanto, nao pode ser explicitada e o problema tem que ser tratado estatisticamente.

Definimos por ensemble um conjunto de sistemas igualmente preparados, con-
sistindo cada um deles de uma particula e do meio que a envolve. Definimos a média

no ensemble, de uma grandeza, por exemplo F', no instante de tempo ¢, por:

F(t) = (F@) =+ > FO0), (3.2)

onde a soma é feita sobre todos os sistemas do ensemble.

Sobre F' podemos dizer que sua taxa de variacao é caracterizada por um in-
tervalo de tempo caracteristico £*, denominado tempo de correlagao. Esse intervalo
corresponde ao tempo médio entre sucessivos maximos ou minimos da func¢do F'(t).
&£* é um intervalo de tempo muito pequeno. Grosseiramente falando, ele é da ordem
da separacao média entre as moléculas dividida pela velocidade média das moléculas
do liquido. Para liquidos comuns esse niimero é cerca de 1071%s. Além disso, se
estamos tratando de situacoes em que nao ha direcao preferencial no espaco para

o movimento da particula, F' deve ser tantas vezes positiva quanto negativa, num
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intervalo de tempo suficientemente grande comparado a £*. Nesse caso, a média de
F é nula e F' é denominada uma variavel estacionaria.

De acordo com a Eq. (3.1), a func¢ao v(t) também deve flutuar no tempo. v
pode ser decomposta em duas partes, uma de variacao lenta e outra de variacao
rapida:

v="0+1, (3.3)

onde v’ representa a variagao rapida.

Integrando a Eq.(3.1) no intervalo de tempo entre ¢ e ¢t + &, com £ macros-
copicamente muito pequeno mas microscopicamente muito grande, de modo que
£> ¢

t+€
mlo(t +€) — v(t)] = Faan(t)€ + / F(t)de, (3.4)

onde assumimos que a forca externa, F,,;, também possui variacao lenta no tempo.

Devido ao cardter aleatério de F', a integral da Eq.(3.4) é muito pequena.
Baseados nessa informagao, esperariamos que a parte de v que possui variacao lenta
nao dependesse dessa integral, assumindo que:

dv
— =F,.. 3.5
mdt " (3.5)

Mas essa relacao nao descreve a situagao fisica real. Para a forca externa nula,
F..; = 0, a situacao de equilibrio para a particula é ¥ = 0. A interacao, F', com o
meio, deve ser tal que levard a particula para o equilibrio se v # 0. A Eq. (3.5) nao
nos permite concluir isso. O erro estd em nao considerar a dependéncia de F' com o
movimento da particula.

F também pode ser decomposta em duas partes:
F=F+F. (3.6)

A parcela F, de variacdo lenta, é a responsavel por levar a particula de volta ao
equilibrio. F deve ser uma funciio de ¥ satisfazendo & condi¢io F'(9) = 0 quando
o = 0. Expandindo F em série de poténcias de #, o primeiro termo nao nulo
satisfazendo a condicao acima é o linear. E, desde que o intervalo de tempo £ nao

seja muito grande, podemos escrever:
F = —v1, (3.7)
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onde v é uma constante positiva, denominada coeficiente de friccao ou atrito da
particula em relagdo ao meio no qual estd imersa. O sinal negativo na Eq. (3.7)
mostra que F' atua no sentido de levar a particula de volta ao equilibrio, v = 0.
Nossa argumentagao nao nos permite determinar o valor de . E possivel, no
entanto, expressa-lo em termos de F. Essa relacao é conhecida como Teorema da
Flutuagao-Dissipacao para o movimento Browniano.
Usando a Eq. (3.7), podemos escrever para a parte de varia¢ao lenta da velo-

cidade da particula:

dv _
md—: = Legt —+ F = Fewt — ’)/’U (38)
Ao incluirmos as partes de variacao rapida de v e F', teremos:
dv ,
m—y = Fopy — yv + F'(2), (3.9)

onde fizemos yv =~ yv. Isso porque, como a massa da particula é muito maior que
a massa de liquido que interage efetivamente com ela, para produzir uma pequena
variagdo v’ deve haver uma enorme variacdo em F’. F' é o termo dominante na
escala de tempo das flutuagdes rdpidas. A Eq.(3.9) é conhecida como a equagio de

Langevin para o movimento Browniano.

3.2 Teorema da Flutuacao-Dissipacao para o Mo-
vimento Browniano

Consideremos novamente um intervalo de tempo £ que é macroscopicamente
muito pequeno mas microscopicamente muito grande, de modo que & > £*. As-
sumindo que F,,; varia pouco no intervalo de tempo &, desejamos encontrar uma
relacao entre o coeficiente de atrito, v, e a forca estocastica F'.

Realizando a média em um ensemble de sistemas sobre as variaveis dos dois

membros da Eq. (3.4) chegamos a:

t+€
m(v(t +€) — v(t) = Fuar(t)€ + / (F ()t (3.10)

Para continuarmos nossa analise precisamos encontrar uma expressao para
(F'(t")). Consideremos que a particula seja um sistema, P, imerso em um reservatério

de calor, R, com temperatura absoluta 7". Denominaremos por ( os possiveis estados
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de P, para os quais a particula tem velocidade v. Nesses estados a forca F' assume
o valor Fp.

Suponhamos que num instante arbitrario, ¢, a particula tenha velocidade v(t).
Numa primeira aproximacao podemos assumir que P estd em equilibrio com R,
onde (F) = 0. Nessa situacdo definiremos a probabilidade de P estar no estado ¢
como WC(O). Nosso proximo passo é considerar uma situacao um pouco adiante no
tempo, num instante t' = ¢ + &', quando a particula tem velocidade v = v(t + £').
Seu movimento perturba o equilibrio interno do meio a sua volta, mas apds um
intervalo de tempo &* o equilibrio é restaurado nas novas condic¢oes, para as quais
v=uv(t+¢&).

Suponhamos que no intervalo de tempo &', com £ > &' > £*, a velocidade da
particula mude de Av(¢’). Com essa mudanga, a energia do reservatério R muda
de E' para E'+ AE'(£') e o nimero de estados acessiveis ao reservatério muda de
Q(E') para Q(E'+ AE'"). A probabilidade de ocorréncia de um determinado estado

¢ de P é proporcional ao numero de estados acessiveis a R:
W, = Const Q(E"). (3.11)

Denotando a probabilidade de ocorréncia do estado em ¢’ = t+&' por W (t + ')

teremos que:
We(t+¢) QE +AE")

= . (3.12)
WO o)
Usando a relacao de Boltzman:
S(E)=kplnQ(E), (3.13)
a relacao termodinamica: is
1
= = — .14
T dE (3.14)
e a definicao:
= (3.15)
 kgT’ '
podemos escrever:
We(t+¢) = WOePAP, (3.16)
Como a variagdo AE' pode ser considerada pequena, teremos:
We(t+¢) =W+ BAE). (3.17)
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O valor médio da forca F', no instante ¢ + &' pode entao ser calculado:

(F) = Y W(t+¢&)F,
¢
(Fy = Y w1 +BAE)F,
¢
(F) = {((1+ BAE")F),. (3.18)

No 1ltimo passo o simbolo ( )y significa fazer uma média usando a distribuicao de
probabilidades de equilibrio, WC(O).
Como (F)q = 0:
(F) = B(FAE'"),. (3.19)

Para utilizarmos a Eq.(3.19) na Eq. (3.10), vamos primeiramente escrevé-la
em termos das variaveis usadas para descrever a particula P. O aumento de energia

do reservatoério no intervalo ¢ — ¢ é dado por:
tl
AE:-/uwwwwﬂ (3.20)
t

que corresponde a menos o valor do trabalho realizado pela forca F' sobre a particula.

Como a velocidade v varia pouco no intervalo de tempo &', podemos escrever:
tl
AFE' = —U(t)/ F(t")dt". (3.21)
t
Assim, usando a Eq. (3.19):
tl
(PW) = ~BEEHO [ F(E)d,
t
t,
(F(t")y = —ﬁ?‘)(t)/ (F(t")F(t"))odt", (3.22)
t

onde a média de v foi realizada separadamente da média de F', pois sua variacao é
muito menor que a de F' no intervalo de tempo em questao.

E conveniente escrever a Eq. (3.22) em termos da varidvel s, definida por:

s=t"— ¢, (3.23)
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Usando a defini¢ao acima a Eq. (3.10) pode ser reescrita como:

t+e 0
mu(t + &) — v(t) = Foust — B0(1) /t it /t PR+ 9

Definimos a func¢ao de correlagao, C, da variavel F' por:
C(s) = (F(t)F(t"))o = (FH)F(t' + 5))o-
A fungao de correlagdo C(s) possui as seguintes propriedades:

C(0) = (F?) >0,

se (F) = 0:
O =0,
[C(s)| < C(0)
C(s) =C(—s)

Figura 3.1: Fungao de correlacao C(s).
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Em termos da funcdo de correlagio, escrevemos a integral da Eq. (3.24) como:

t+€ 0
Int :/ dt'/ C(s)ds.
t t—t!

A FIG. 3.2, mostra a regiao de integragao de S.

-5

Figura 3.2: Regido de integracao de S.

Invertendo a ordem de integracao:

0 t+¢
Int = / C(S)ds/ dat’,
—£ t—s

Int = / Z C(s) (€ + 5)ds. (3.30)

Como & > & e C(s) — 0 quando |s| > &* podemos desprezar s na Eq. (3.30).

Além disso, pelos mesmos motivos, podemos substituir o limite inferior —& por

—00. Assim: .
Int ~ f/ C(s)ds. (3.31)
Devido a propriedade de C(s) descrita pela Eq. (3.29) podemos escrever:
1 e
Int = 55 C(s)ds. (3.32)
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Voltando agora a Eq. (3.24) e substituindo a expressdo para S dada pela Eq. (3.32):

m(u(t +&) — v(t)) = Fear —70(2)8, (3.33)
onde a constante 7y é:
1 +oo
V= 9T /_oo (F(t"F(t'+ s))ods. (3.34)
Como v = (v) varia pouco no intervalo de tempo &:
m% = Py — 0. (3.35)

A expressao descrita na Eq. (3.34) é conhecida como o Teorema da Flutuagao-
Dissipacao para o movimento Browniano.
Usando o formalismo de Transformadas de Fourier podemos encontrar uma

expressdo para a fungdo de correlagio da forca aleatéria, (F/(0)F(s)).

Definindo: o
J(w) = C(s)e™*ds, (3.36)
e
C(s) = %/—oo J(w)e P dw. (3.37)

Substituindo na Eq. (3.34) a Eq. (3.37):
+00 1 +00 )
2kpT~y = / ds [—/ J(w)e“"sdw] .

Invertendo a ordem de integracao:

+00 1 +00 )
2kgTy = / dwJ(w) [ﬂ/ e_“”sds],

SipTry = / )6,

o
J(0) = 2kgT~. (3.38)
A escala de tempo na qual F' flutua é muito menor que a escala de tempo na
qual observamos o movimento browniano. Isso faz com que a densidade espectral de
F possa ser considerada uma constante para todas as frequéncias pois uma distri-
buicao muito concentrada no tempo tem uma transformada de Fourier muito larga

nas fregéncias. Usando essa aproximacao podemos escrever:
J(w) = 2kpT. (3.39)
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Usando a Eq. (3.37) novamente, obtemos C(s):

1 [*

C(s) = o 2kpTve “*ds

C(s) = 2kgT~i(s),

ou,

(F(0)F(s)) = 2kpTyo(s). (3.40)

Como F' é estaciondria, ou seja, seu comportamento no tempo nao depende de uma

origem especifica, podemos escrever:

(F(t"F(t")) = 2kgTo(t" — t'). (3.41)

3.3 Movimento Browniano de uma Particula em
um Poco de Potencial Harmonico

Para uma particula num poco de potencial harmoénico escrevemos a equacao

de Langevin, fazendo Fi,; = —kz:

dv

™

+ v+ kz = F(t), (3.42)

onde k é a curvatura do poco de potencial no qual a particula estd confinada.

O movimento de uma particula descrito pela Eq. (3.42) pode ser investigado
em trés escalas de tempo diferentes:

1) t; = & ~ 1075, nessa situagdao sdo observadas as flutuacdes da forga
estocastica, v e £ nao variam significativamente.

2) ty = 7/m, tipicamente t, ~ 107% s para particulas na escala de comprimento
da ordem de pum. Esse é o tempo caracteristico para a particula alcancar sua
velocidade de equilibrio.

3) t3 = v/k, nos casos de nosso interesse 3 ~ 1072 s. Esse é o tempo carac-
teristico para a particula alcancar sua posicao de equilibrio.

Ao investigarmos o movimento Browniano de uma particula confinada num
poco de potencial estaremos interessados nas flutuacoes de sua posi¢ao. Nessa si-

tuacao observamos o movimento na escala de tempo ¢3. Nessa escala, a particula esta
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todo o tempo com sua velocidade de equilibrio e podemos simplificar a Eq. (3.42)
escrevendo:
de & _F(t) (3.43)
a7 y
onde 7 = 7v/k.
Podemos resolver a equagao diferencial acima, explicitando a dependéncia de

x com F':

~1g "R() _a-t
2(t) = z(to)e 7 + / LG (3.44)
Y
E, para ty = —oc:
t tl o
a(t) = / Fl) -y (3.45)
0o 7

Denominando Cy(s) a funcdo de correlagio de x, podemos escrever:

(s—t'— ")

Ci(s) = (2(0) / dt / () F())e S (3.46)

Usando o resultado descrito na Eq. (3.41):

2%pT i
Cu(s) = ko / dt’ / di"s (1" — e

2kgT s—2t")
C.(s) = 2 [ a2,

Y
Ci(s) = kl’%e_i, (3.47)
(a(0)2(s)) = 2 (3.48)
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Capitulo 4

Procedimentos e Técnicas
Experimentais

Um de nossos objetivos neste trabalho é estudar o movimento Browniano de
uma particula presa numa pinca 6ptica. Como particula usamos uma microesfera
de poliestireno de 2.8 um de diametro. Para descrevé-la assumimos que ela é rigida
e desprezamos seus graus de liberdade internos. Assim, sdo necessirias apenas trés
varidveis para sua descricao, correspondentes a posicao de seu centro de massa.

Flutuacoes de posi¢ao do centro de massa de uma particula podem ser usadas
para caracterizar seu movimento, Eq. (3.48). Para nosso caso, o desvio quadrético
médio dessas flutuagoes é da ordem de 10~* um? e a amplitude média de flutuagao
10 nm.

Para medir amplitudes tao pequenas usamos um laser para iluminar a mi-
croesfera e estudamos a intensidade de luz por ela espalhada. Em nossa geometria
observamos a luz retroespalhada, com a intensidade de luz retroespalhada em funcao
da posicao do centro de massa da microesfera, relacionamos as flutuagoes de posicao

com as flutuagoes da intensidade que medimos.

4.1 Montagem Experimental

Na FIG. 4.1 mostramos um esquema da montagem experimental que usamos.
A regiao entre linhas pontilhadas representa um microscépio Nikon TE 300, com
objetiva de éptica corrigida no infinito, aumento 100X e abertura numérica, N. A. =

1.4. Essa objetiva é usada para fazer a pinga 6ptica, observar as microesferas e para
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Figura 4.1: Montagem Experimental.

coletar a intensidade de luz retroespalhada.

Em uma das saidas do microscépio usamos uma camera CCD (CCD-72 DAGE-
MTI) para visualizagao e na outra um detector de fétons (EG&G - Photon Counting
Module, SPCM-200-PQ-F500), com abertura de 150um de diametro, montado em
deslocadores Newport de modo a serem posicionados com precisao. Para cada féton
que chega no detector um pulso TTL de 10ns de largura é enviado a um correlaci-
onador digital Brookhaven BI90O00AT, que mede as correlaces temporais entre os
pulsos originados da intensidade de luz retroespalhada.

Para fazermos a pinga Optica, além da objetiva do microscépio usamos um
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laser infravermelho (SDL, 5422-H1), laser IV na FIG. 4.1, operando em 832nm,
com poténcia maxima de 150 mW.

Para estudarmos o movimento da microesfera com espalhamento de luz usa-
mos, como fonte, um laser He-Ne (SP-127), A\ = 632.8 nm.

Com o objetivo de eliminar luz espiria de nossas medidas observamos, com o
auxilio do polarizador P, a luz retroespalhada em polarizacao cruzada a polarizacao
da luz incidente. Além disso, usamos também um filtro passa faixa F', centrado em
632nm e com largura de faixa de 20 nm, em frente ao detector de fétons, de modo
a garantir que apenas a luz espalhada proveniente do laser He-Ne seja observada.

Os transladores do microscépio foram substituidos por transladores Newport
com atuadores piezo-elétricos (Piezo, na Fig. 4.1), calibrados com um interferémetro
Fabri-Perot construido com um semi-espelho montado sobre um dos transladores e
o outro fixo no microscopio.

A lente L2 é usada para colimar o feixe de laser infravermelho e o prisma
anamorfico PA, para uniformizar sua distribuicao radial de poténcia.

O motor m estd conectado a um espelho dicréico E'1, cuja inclinacao pode ser
regulada. Esse espelho reflete praticamente toda a luz do laser infravermelho e é
transparente para a luz visivel. Ao atuar no espelho F'1, o motor muda a posi¢ao
do feixe infravermelho fazendo com que uma microesfera presa pela acao do feixe
também se mova acompanhando seu movimento. A velocidade desse deslocamento
¢ medida usando a CCD e o gravador de video acoplados ao sistema.

E?2 corresponde a dois espelhos, um outro dicrdico para levar a luz do laser
infravermelho a objetiva e um semi-espelho para a luz visivel. Esse arranjo permite
que chegue a entrada da objetiva poténcia suficiente para criar a pinca Optica sem
comprometer o sistema de visualizagao .

Nossas amostras sao feitas com microesferas de poliestireno de 2.8 um de

diametro (Polysciences) em solucdo de dgua deionizada.

4.1.1 Perfil de Retroespalhamento

Para obtermos o perfil de retroespalhamento movemos o espelho E1 com o
motor m e com isso deslocamos o feixe infravermelho e a microesfera presa na pinga
optica, por exemplo na direcio z. Como veremos, a intensidade retroespalhada

depende da posicao relativa entre o detector e a microesfera. Apds posicionarmos
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o detector de fétons convenientemente (Secdo 4.2) e onsiderando zy = 0 para a
posicao de maxima intensidade retroespalhada, deslocamos a microesfera para a
posicao 0.6 um a esquerda de zy e com o sistema de video gravamos a imagem da
microesfera nessa posicao. Em seguida iniciamos a medida do perfil de retroespa-
lhamento deslocando a microesfera com velocidade controlada (~ 0.014 um/s) até
a posicao 0.6um a direita de o medindo simultaneamente a intensidade retroespa-
lhada. Novamente, com o sistema de video, gravamos a imagem da microesfera na
posicao final. Com as imagens gravadas e o tempo de medida obtemos a veloci-
dade de deslocamento da microesfera para cada perfil. E com isto, a relagao entre

intensidade retroespalhada e posicao da microesfera no perfil de retroespalhamento.

4.2 Intensidade de Luz Retroespalhada e
Correlacao de Intensidades

Na FIG. 4.2 mostramos um gréafico da intensidade retroespalhada em funcao
da posicao do centro de massa de uma microesfera produzida pela Polysciences,
estoque #452308. Esse perfil de luz retroespalhada depende da microesfera e da
posicao relativa entre o seu centro de massa e o detector de fétons usado para medir
a intensidade de luz.

Na FIG. 4.3 mostramos o mesmo tipo de medida feita com uma microesfera
de outro estoque #500816.

Nas FIG. 4.2 e FIG. 4.3 (cruzes) observamos a existéncia de trés picos no perfil
de retroespalhamento. Para essas duas situagoes o detector foi posicionado de modo
a maximizar a intensidade do pico central. No entanto, hd uma enorme diferenca
entre os dois resultados. Isso se deve ao fato das microesferas serem de estoques
diferentes. O interessante é que apenas o pico central foi afetado. Nos dois casos
discutidos nao houve grandes mudancas em relacdo aos picos laterais. O perfil
representado por diamantes na FIG. 4.3, corresponde a mesma microesfera do perfil
representado pelas cruzes, mas ele foi obtido com o detector posicionado de modo a
maximizar a intensidade do pico lateral esquerdo. Devido a grande reproducibilidade
dos perfis de retroespalhamento obtidos com o detector posicionado dessa forma

passamos a realizar os experimentos nessa configuragao.
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Figura 4.2: Perfil de retroespalhamento para uma microesfera produzida pela Polys-
cience, estoque #452308.

Como discutimos anteriormente, o perfil de retroespalhamento depende das
posicoes do detector e do centro de massa da microesfera. Veremos que a técnica
que desenvolvemos pode ser aplicada a perfis arbitrarios e que uma escolha adequada

da posi¢ao do detector leva a obtencao de perfis que sao gaussianas simples.

4.2.1 Perfil Gaussiano de Luz Retroespalhada

No caso de perfis gaussianos é possivel encontrar uma relagao exata envolvendo
a funcao de correlagao das intensidades e a funcao de correlacao de posicoes do centro
de massa da microesfera.

Podemos descrever a intensidade de luz retroespalhada como um produto de

trés gaussianas [14], uma em cada eixo cartesiano:

22 y? 2
I(z,y,2) = Iyexp (—@> exp <_Tﬂ) exp (_Tﬂ) . (4.1)
x i z

Como a microesfera esta confinada em um poc¢o de potencial, devido a pinca
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Figura 4.3: Cruzes - Medida semelhante a apresentada na FIG.4.2 mas com mi-
croesferas de outro estoque #500816. Diamantes - Medida feita com o detector de
fétons posicionado de modo a maximizar a intensidade do pico lateral esquerdo.

éptica, ela se move em torno de sua posi¢do média de equilibrio (o, ¥, 20). Assim, a
posicdo da microesfera em fungdo do tempo pode ser escrita como (g + Ax(t), yo +
Ay(t), zo + Az(t)). As varidveis Az(t), Ay(t) e Az(t) sao varidveis estocdsticas
gaussianas e tém média nula.

Seguindo o mesmo procedimento de Bar-Ziv et al. [15] encontramos a de-
pendéncia da funcao de correlagao das intensidades com a funcao de correlagao de

posicoes do centro de massa da microesfera (Apéndice A):

02 _ $(2)i
7 e (222)+02+(A;A)) ,

P(z;) 1:[ V({(Az2) + 02)2 — (Az;Ad))?

(I(Az;)I(Azy)) =

(4.2)
onde To1 = Tg, Toz = Yo, To3 = 20, 01 = Oz, Og = Oy, 03 = 03, Az, = Az, Ary = Ay,
Azy = Az, Az; = Az;i(0) e Azl = Axz(s). Fazendo g = 0, yo = 0, e zp = 0

obtemos a expressao de Bar-Ziv et al. [15].
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Segundo a Eq.(4.2) quando a microesfera ndo estd na posi¢do de méxima
intensidade no perfil de retroespalhamento a funcao de correlacdao das intensidades
depende da funcao de correlacao de posicoes de seu centro de massa em primeira
ordem (dependéncia linear) e segunda ordem (dependéncia quadritica). Como a
funcao de correlacao de posicoes é uma exponencial com tempo caracteristico 7,
Eq. (3.48), isso quer dizer que a func¢do de correlacdo das intensidades possui termos
que sao exponenciais com tempos de decaimento diferentes por um fator 2. Essa
mistura de dependéncias em primeira e segunda ordens pode causar problemas na
determinacao experimental dos tempos caracteristicos.

Na FIG. 4.4 mostramos duas fungoes de correlacao de intensidades obtidas a
partir do movimento de uma microesfera pincada, sujeita a uma forca externa se-

noidal, com frequéncia de 100 H z, imposta a amostra. ¢(t) é a fungdo de correlagao

o4 b v
0 0.ooz2 0.004 0.006 0.008 oo ooz

tempo(s)

Figura 4.4: (irculos - Funcao de correlagao normalizada pelo quadrado da intensi-
dade média para uma microesfera na posicao zo = 0.3 um. Quadrados- Mesmo tipo
de medida mas com zy ~ 0.
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das intensidades dividida pelo quadrado da intensidade média durante a medida.
A amplitude do movimento da microesfera pingada nesse caso é 0.3 um. Para a
situagao representada por circulos a posicao da microesfera no perfil é xq = 0.3 um,
que corresponde a meia largura da gaussiana do perfil de retroespalhamento. J&
para a situacao representada por quadrados a posi¢ao da microesfera é xy ~ 0. Es-
ses resultados podem ser explicados usando uma argumentac¢ao simples. Quando a
microesfera estd longe da posicdo de méxima intensidade no perfil (circulos) e se
movimenta com amplitude (0.3 pm) no maximo igual & meia largura do perfil gaus-
siano (0.3um), é preciso um ciclo completo de seu movimento para que a intensidade
retorne ao valor inicial. Ja, quando ela esta préxima da posicao de méaxima inten-
sidade é preciso apenas meio ciclo para que o mesmo aconteca. Assim, controlando
a posicao da microesfera no perfil de retroespalhamento é possivel escolher entre
medir funcgoes de correlagao de posi¢do de primeira ou segunda ordens e evitar o

problema mencionado anteriormente.

4.2.2 Perfil Arbitrario de Luz Retroespalhada

A amplitude média das flutuacoes de posicao tipicas do centro de massa de
uma microefera pincada, nas situacoes de nosso interesse, sao da ordem de 10 nm.
A meia largura dos perfis gaussianos é de cerca de 0.3 ym. Como a amplitude média
das flutuacoes é muito menor que a meia largura do perfil de retroespalhamento,
podemos considerar perfis mais gerais expandindo as funcoes que os representam em
séries de Taylor em torno de um posicao de equilibrio, zy;, da microesfera no perfil.

De forma geral escrevemos a intensidade retroespalhada como:

I(z,y, z) = Iyexp|—f(z,y, 2)]. (4.3)

Expandindo a Eq. (4.3) em série de Taylor em torno da posicao (o, Yo, 20):

I(Az;) = I(zo;){1 + Z(aiAxi + BiAz?)}, (4.4)

onde:
I(z0;) = Ip exp[—f(z0:)], (4.5)

_(_9f
o; = (—axi)mm (46)
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Como (Az;) = 0 e (Az;Az;) = 0, se i # j, obtemos uma funcdo de correlagao

aproximada para a intensidade retroespalhada:

(I(Az:)I(A) = I(z0:)’

1+ ) (B{(A)?) + af (AzsAxy) + 57 ((Ax,)*(Ax))?))
i
(4.8)
Essa equacao pode ser simplificada ainda mais. Para vermos como, consideraremos
novamente perfis gaussianos para fazermos algumas estimativas numéricas. Nesse

Caso:

Q

1 A |
SHEE

Para a microesfera na posicao z¢; = 0, a; = 0 e dizemos que a funcao de
correlagdo das intensidades é de segunda ordem apenas. Para a microesfera na
posicao xg; = 0;, B; = 0 e dizemos que a funcao de correlacao das intensidades é de
primeira ordem apenas. Para outros valores de zy; hd uma mistura de fungoes de
correlacao de primeira e segunda ordens.

E possivel encontrar uma regido de posi¢oes no perfil de retroespalhamento
para a qual a amplitude da funcao de correlacao das intensidades de primeira ordem
¢ muito maior que a de segunda ordem. Para acharmos essa regiao, consideremos
apenas a varidvel z e definamos r como a razao entre a amplitude da segunda
ordem Am(? e a amplitude da primeira ordem Am(Y na funcio de correlacio das
intensidades, Eq. (4.8):

Am®
r = m, (49)
onde
Am? = g*(Az?)? (4.10)
e
AmY = o?(Az?). (4.11)
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A Eq. (4.10) foi obtida usando o fato conhecido [15] para varidveis gaussianas:
(Az?(0)Az%(t)) = (Az®)? + 2(Az(0)Az(t))?, (4.12)

e a Eq. (3.48), de modo que:

@xﬂ«nAx%o>:(Ax%2(1+26<%). (4.13)
Assim, para perfis gaussianos podemos escrever:
1, o (25 —0?)?

Procuramos a regiao de valores de xq para a qual r < r,,. 7, é o valor maximo
da razao entre as amplitudes de segunda e primeira ordens de modo que a funcao de
correlacao das intensidades possa ser considerada, com boa aproximagao, de primeira
ordem apenas. Considerando xy > 0, sem perda de generalidade, os valores de x

devem ser tais que:

< \Tm. (4.15)

2 3700'2
Assim, temos que para zy > o:
%-ﬂ<%ﬁ-&%, (4.16)
e para zo < 0:
— (23 — 0%) < 2390 <A7“,;2> (4.17)
Definindo:
o2,
€= (Aa2)’ (4.18)

teremos, apds resolvermos as inequacgoes 4.16 e 4.17 que z, deve satisfazer:

ﬁ(,/1+%—1)<%<ﬁ(,/1+%+1), (4.19)

para que a razao entre as amplitudes da segunda e da primeira ordens seja menor

que 7,.
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O primeiro termo no somatério da Eq. (4.8) pode ser considerado muito pe-

queno comparado com 1 desde que:

Zﬁz ((Az;) \/7<02%

Para uma andlise de ordem de grandeza facamos

> /AP ~ 3VAC).

Assim:

VA® <0.07%

A® < 0.005%.

Em nossos experimentos o valor méximo encontrado para A® é cerca de 5%,

o que leva a:

A2
10 < 0.1 %.
Fazendo r,, = 0.1 % podemos desprezar o primeiro termo do somatério na Eq. (4.8)
e além disso, para o = 0.3 um e (Az?) = 10~* um?, valores tipicos encontrados em

nossos experimentos, € = 0.9 e:
0.13 um < zy < 0.69 um. (4.20)

Usando esse resultado podemos simplificar a funcao de correlagao descrita
na Eq.(4.8). Desde que a condicdo (4.20) seja respeitada observamos, com boa

aproximacao, apenas correlacoes de primeira ordem:

(I(Az)I(Az)) = I(we:)” |14 o (Az;Ax)) (4.21)
Definindo a funcao de correlacdo normalizada por:
(I(Az;)I(Az;))
= 4.22
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temos:

g(t) =1+ a2(AzAz') + 2(AzAZ), (4.23)
pois é possivel centralizar a microesfera em relagao ao eixo y, posi¢ao para a qual
ay = 0.

Usando a Eq. (3.48):

4 t
9(t) = 1+ aZ(Az?) exp(——) + aZ(Az%) exp(——). (4.24)
xr TZ
Além disso, se o perfil é puramente gaussiano podemos rescrever a Eq. (4.24):
() =1+ 2 (Aa?) exp(=L) + 2 (Az2) exp(=L) (4.25)
= _— X _—— [ —_—— .
ga 0;1 p . 03 p T,
e a funcao de correlagao nao normalizada:
*ﬂz’g *.z—gz ’ 5 2 t % 2 t
Ga(t) = (e #Fe ) 1+ Biaz)exp(-2) + a2y expl(-5)| . (420)
Finalmente:
“+0oo
Grntegrai(t) = / G (20,0, 29, t)dzy = Constante - grptegrai(t), (4.27)
onde:
B = 14— (Az? L)+ 20 A2 exp(—b) (4.28)
gInte_qral( ) - + ﬁ< z >eXp(_E) + O';l Z")exp T, . .

H& uma diferenga importante entre as Egs. (4.25) e (4.28). O termo que envolve
a exponencial com tempo caracteristico 7,, depende em um caso, Eq.(4.25), do
inverso de o} e no outro, Eq. (4.28) do inverso de o2. Isso faz com que grntegrai S€ja

menos sensivel & variacoes de o, que gg, possibilitando resultados mais precisos.

4.3 Método Diferencial e Método Integral

Para garantirmos que a microesfera esteja bem centralizada em relacao ao
eixo y (ndo controlamos sua posi¢ao em relagao a z) impomos a ela um movimento
oscilatorio, ao longo desse eixo, com amplitude da ordem da amplitude do movimento
Browniano. Verificamos entao, se as correlacoes de intensidade tém amplitudes
comparaveis as amplitudes de segunda ordem, indicando, com boa aproximacao que
Yo ~ 0. Esse critério deve ser obedecido para todas as posicoes xy ao longo do
perfil de retroespalhamento. Assim, medimos apenas as funcdes de correlagdo de

intensidade de primeira ordem correspondentes as flutuacoes em z e em 2.
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4.3.1 Método Diferencial

Ap6s medirmos o perfil de retroespalhamento, observando os cuidados apresen-
tados nas Secoes 4.1.1 e 4.2, deslocamos a microesfera para uma posicao z, qualquer
e com o correlacionador medimos a funcao de correlacao das intensidades relativa
a essa posicao. Fazemos isso para a microesfera em varias posicoes no perfil de
retroespalhamento.

Na FIG. 4.5 mostramos uma funcao tipica da correlacao das intensidades, em

eixos lineares e semilog, normalizada pela intensidade média medida, Eq. 4.22.
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Figura 4.5: Funcao de correlagao tipica normalizada.

Ajustamos a funcao de correlagdo a duas exponenciais somadas a um termo
constante 1, uma das exponenciais com tempo caracteristico 7, e amplitude A, e a
outra com tempo caracteristico 7, e amplitude A,. Do conjunto medido de fungoes
de correlacao das intensidades obtemos os tempos caracteristicos e as amplitudes

em funcao de xg.
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O tempo 7, é 6 a 10 vezes maior que 7,. Além disso, ele flutua muito, talvez
devido a imprecisdao no posicionamento da microesfera em relagao ao eixo z. Como
os tempos caracteristicos sao muito diferentes e nao temos um bom controle sobre o
posicionamento da microesfera ao longo do eixo z, concentramos nossa analise nos
resultados para o movimento da esfera ao longo do eixo .

Temos assim, dois modos de obter a constante de forca k, da pinca 6ptica.
Um usando os tempos caracteristicos 7, e o outro usando as amplitudes A,. Por

consisténcia os dois devem levar ao mesmo resultado.

4.3.2 Método Integral

No método integral acumulamos uma funcao de correlagao ao mesmo tempo
que medimos o perfil de retroespalhamento. Nesse caso, a velocidade tipica de
deslocamento da microesfera é 3 nm/s e obtemos uma fungao de correlagio integrada
em relacao a xy. Este método é implementado com maior facilidade se o perfil de
retroespalhamento for uma gaussiana simples quando podemos usar a Eq. (4.28)
para ajustar a funcdo de correlagao das intensidades. E, como temos o, do perfil de

retroespalhamento, podemos obter a constante de forca k, da pinca dptica.
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Capitulo 5

Resultados

5.1 Método Diferencial

Com o método diferencial medimos fungoes de correlagao da intensidade re-
troespalhada para varias posi¢oes da microesfera no perfil de retroespalhamento.

Na FIG. 5.1 mostramos um exemplo tipico dos perfis de retroespalhamento
medidos. Neste caso a microesfera foi posicionada a 10 ym da lamina.

Esse perfil é levemente assimétrico e pode ser ajustado a uma gaussiana com

uma dependéncia cibica na posicao x,, dada por:

2
I(zg) = Iy exp (—% + cxacg> . (5.1)

T

A assimetria dos perfis de retroespalhamento pode ser controlada ajustando adequa-
damente a posi¢ao do detector de fétons na montagem experimental. Escolhemos
no entanto, o exemplo acima, para ilustrar a aplicacao do método geral desenvolvi-
do na Secdo 4.2.2. Para o perfil da FIG.5.1 encontramos o, = 0.276 + 0.008 um e
e =21£0.1pum™3.

Na FIG.5.2 mostramos o grafico das amplitudes A, e dos tempos carac-
teristicos 7, obtidos dos ajustes das funcoes de correlacao de intensidade medidas,
em funcao de xg.

Como esperavamos, o valor minimo de amplitude ocorre quando zy ~ 0. Além
disso, para |zo| < 0.15 um o valor do tempo caracteristico cai, até que em zg = 0
ele é metade de seu valor quando |zo| > 0.15 um. Esse fato é reflexo da presenca de

correlagao de segunda ordem na regiao |zy| < 0.15 ym.
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Figura 5.1: Perfil de retroespalhamento tipico.

Usando as Eqgs. (4.6) e (4.24) podemos escrever a amplitude A, em termos de

Zo, para o perfil representado na FIG. 5.1 como:

2
Zo
A, = (U—g — 3czx(2)) (Ax?). (5.2)
A linha continua no gréfico de A, X xo representa o ajuste de A,(zo) usando a
Eq. (5.2), fixando o, e ¢, obtidos do perfil de retroespalhamento e deixando (Az?)
livre como parametro de ajuste. Encontramos (Az?) = (6.8 + 0.2) x 10~* um?.

Usando a Eq. (3.48):
kT

i (5.3)

(Ad?) =

o que leva a k, = 0.0059 £ 0.0004 dyn/cm.

A constante de for¢a da pinca éptica pode ser obtida de outra maneira, usando
os tempos caracteristicos e o coeficiente de atrito na microesfera 7 = v/k,.

O coeficiente de atrito v depende da distancia h em que a microesfera se

encontra de uma parede, como por exemplo a interface dgua-vidro em nossas amos-
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Figura 5.2: Amplitudes A, e tempos caracteristico 7, em funcao de xy.

tras. Depende também se a direcao de seu movimento é perpendicular ou paralela
a lamina.
No caso em que nao ha parede:

v = = 6mnR, (5.4)

onde R é o raio da microesfera e 7 a viscosidade do meio em que ela estd imersa.
Considerando o movimento ao longo da dire¢do x (paralela a lamina) podemos

escrever [16]:

o 9 (BY LI (RY 45 (RO RV
T 6\n) 8\% 256 \ K 16 \

Fazendo a média dos tempos caracteristicos obtidos para a regido |zo| >

, (8.5

0.15 um e considerando o coeficiente de atrito na microesfera para h = 10 um
(n = 0.902 x 1072 Poise para T = 25°C) e R = 1.4 um, obtemos v = 1.087, e
k, = 0.0058 + 0.0002 dyn/cm. Ou seja, os dois procedimentos levam ao mesmo
resultado para k,, indicando que temos um bom controle sobre o sistema utilizado.

Um outro método para medir a constante de forca k, de uma pinca 6ptica

¢ o da forca de Stokes. Ao mover o fluido em que a microesfera esta imersa com
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velocidade constante v, aparece nela uma forga de atrito, denominado forca de Stokes
Fs, no sentido do movimento do fluido, que desloca a microesfera de sua posicao de
equilibrio na pinga éptica. A forca de Stokes depende do coeficiente de atrito v na

microesfera, da velocidade v do fluido e é dada por:
Fg = yv. (5.6)

No estado estaciondrio, a forca de Stokes é igual a forca que a pinga optica faz para
manter a microesfera presa.

Deslocando a amostra com velocidade conhecida e controlando a distancia
entre a microesfera e a interface dgua-vidro da mesma, sabemos a forga de Stokes
que atua sobre a microesfera. Usando o perfil de retroespalhamento para medir
quanto a microesfera sai de sua posicao de equilibrio, Az, quando o fluido esta
movendo e usando as correlacoes de intensidade, medimos a constante de forca k,
da pinca éptica. Do produto de Az por k, obtemos o valor da for¢a da pinca, Fp
sobre a microesfera.

Na FIG. 5.3 mostramos um grafico de Fp em funcao de Fs.

Como Fp = Fg, devemos ter a inclinacao da reta no grafico da FIG. 5.3 igual

a 1. Encontramos 1.01 indicando consisténcia entre os métodos utilizados.

5.2 Método Integral

Como discutimos anteriormente, o método integral é mais facilmente imple-
mentado quando os perfis de retroespalhamento sao gaussianas simples.

Na FIG. 5.4 apresentamos o grafico de um perfil que satisfaz essa condigao e na
FIG. 5.5 uma medida de correlacao de intensidades para uma microesfera a 20 um
da lamina.

Usando a Eq. (4.28) escrevemos para a amplitude da exponencial, relativa as
flutuacoes no eixo z, da fungao de correlagao obtida usando o método integral:
(Az?)

202

A, = (5.7)

Para a medida representada pela FIG. 5.4 encontramos o, = 0.268 4+ 0.008 um.
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Figura 5.3: Fp X Fg.
As constantes de forca obtidas do tempo caracteristico (k, = v/7,) e da

amplitude da exponencial da func¢do de correlagdo, Eq. (5.7), sdo respectivamente,
k. = 0.0055 £ 0.0003 dyn/cm e k, = 0.0054 £ 0.0002 dyn/cm, em boa concordancia.

Os resultados apresentados neste capitulo mostam que héa consisténcia entre
os trés métodos (A, 7, Fs) utilizados para medir a constante de forca k, da pinga

optica. Isso mostra que temos um bom controle sobre a medida desse parametro.
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Capitulo 6

Aplicacoes

6.1 Atrito Sobre uma Esfera Perto de Uma Pare-
de

Vimos, Eq.(5.5), que o coeficiente de atrito 7, na microesfera, depende da
distancia h em que ela se encontra de uma parede, em nosso caso a interface agua-
vidro da amostra.

Como aplicacdo do método integral medimos v em funcdo de h. Da funcgao
de correlacao acumulada durante a medida do perfil de retroespalhamento usamos
a amplitude da fungao de autocorrelacao das flutuagoes de posicao ao longo do eixo
x para medir a constante de for¢a k, da pinca éptica. Com o valor de k, obtido e a
medida do tempo caracteristico das flutuacoes determinamos o valor de 7.

Na FIG. 6.1 mostramos um grafico de /v, em funcao da distancia h do centro
de massa de uma microesfera de raio R = 1.4 ym, a interface dgua-vidro da amostra.
Nessa medida vy = 67rpR = 2.27 x 10 °dyn s/cm, com n = 0.859 x 1072 Poise
(26.8°C).

A linha continua corresponde a um ajuste dos valores medidos de v usando a
Eq. (6.1) abaixo:

Y| 9 (BYLL(RY_ 4 (R\' 1 (R\L
Y 16 \ h g\ h 256 \ h 16 \ h

Fixamos 7y e R na Eq. (6.1) e substituimos h por h— hg, sendo hg o tinico parametro

(6.1)
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Figura 6.1: 7/, em fungio de h.

livre no ajuste.

Para medirmos a altura A usamos o deslocador do carrossel de objetivas do
microscépio que tem graduagao de 1 um. Colocamos inicialmente a microesfera en-
constada na lamina (h = 1.4 ym), mudando a posi¢do do foco da objetiva. Em
seguida, deslocando novamente a objetiva e tomando A = 1.4 ym como referéncia,
posicionamos a microesfera na altura desejada. Esperamos com esse procedimento
que o erro na altura seja de cerca de 0.5 yum. Do ajuste com todos os parametros
fixos, exceto hg, encontramos hg = 0.65 um, indicando boa concordancia entre ex-

perimento e teoria.

6.2 Elasticidade Entrépica de uma Molécula de
DNA

O que é a vida é uma pergunta que hd séculos vem intrigando e fascinando os
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que com ela se deparam. Apesar de antiga, ela ainda estd longe de ser completa-
mente respondida, se é que isso € possivel. Devido aos grandes avangos cientificos
e tecnolégicos ocorridos nos dois ultimos séculos houve um grande nimero de des-
cobertas que desmitificaram muitos dos conceitos a ela relacionados. Acredita-se,
hoje, que as leis que explicam o mundo vivo sao as mesmas leis que explicam o
mundo nao vivo. Foi pensando dessa forma que um enorme grupo de quimicos,
fisicos e bil6logos descobriram e caracterizaram a maioria das moléculas e processos
biolégicos hoje conhecidos.

Um marco nessa histéria foi a publicagdo de um modelo de estrutura para
a molécula do dcido desoxiribonucleico (DNA), por Watson e Crick [17], em 1953.
Por muitos anos, desde a sua descoberta em 1869, por Miescher [18], o DNA foi
encarado como uma molécula de importancia secundéria. Sabia-se que grande ati-
vidade biolégica acontecia no nicleo das células onde estavam juntos, DNA e uma
enorme quantidade de proteinas. Devido a grande variedade de proteinas existentes,
acreditava-se que eram elas as unicas responsaveis pela complexidade dos processos
biolégicos.

O modelo para a estrutura da molécula de DNA proposto por Watson e Crick
¢ um modelo simples que se mostrou em perfeita concordancia com medidas de
difracdo de raios X feitas na mesma época, por Rosalind Franklin [19]. E mais,
segundo ele, a informacao vital, hoje conhecida como informacgao genética de cada
ser vivo, poderia estar armazenada na sequéncia de bases que compoem a molécula
de DNA [9]. O modelo sugere, com extrema elegancia, como a informacao genética
pode ser copiada, explicando assim, como ela é duplicada, para ser transferida de
uma para duas células apds a divisao celular.

O DNA é um polimero. Polimeros sao moléculas grandes, formadas pela li-
gacao de varios complexos moleculares menores, denominados monomeros. Eles sao
formados quando as condi¢des necessarias para a adicao de um novo monoémero a
cadeia polimérica nao dependem do tamanho da mesma.

A molécula de DNA é constituida por duas cadeias poliméricas, cuja unidade
basica é uma das quatro moléculas conhecidas como nucleotideos. Os nucleotideos
sao formados pela ligacao de um grupo fosfato com uma molécula de acicar, a
ribose, e uma das quatro bases nitrogenadas: Timina (T), Adenina (A), Guanina

(G) e Citosina (C). As duas cadeias poliméricas se mantém ligadas devido a pontes
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de hidrogénio formadas entre as bases. O interessante é que essas ligagoes sao
especificas: Adenina se liga com Timina e Guanina se liga com Citosina. Assim, em
uma molécula de DNA ha duas cépias da informacao genética, uma em cada uma
das cadeias.

As sequéncias de nucleotideos ligadas por pontes de hidrogénio formam uma
estrutura helicoidal. Essa estrutura tem um didmetro de [9] 20 A e se repete a
cada 34 A. A distancia entre um nucleotideo e outro é 3.4 A. Assim sendo, h4 10
nucleotideos por passo de hélice, por fita, numa molécula de DNA.

Na FIG. 6.2 mostramos um esquema da molécula de DNA. Nessa figura, P
corresponde ao passo da hélice, ou seja, a distancia a partir da qual a estrutura se

repete.
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Figura 6.2: Representacao esquematica de uma molécula de DNA.

A molécula de DNA precisa ser muito flexivel, vejamos por qué. Para armaze-
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nar toda a informagao genética de um ser vivo, seu genoma, ela precisa ser grande.
No caso do ser humano o comprimento total do DNA esticado de seu genoma é ~ 2.3
metros. Cada célula de nosso corpo tem diametro na escala de micron e possui uma
cépia do genoma. Assim, como é possivel colocar numa célula de algumas micra de
diametro uma molécula de alguns metros de comprimento? Essa molécula precisa
ser dobrada e empacotada enormemente, ou seja, ela precisa ser muito flexivel.

A flexibilidade de uma molécula de DNA ¢é caracterizada pelo seu comprimento
de persisténcia A.

O comprimento de persisténcia € o intervalo médio de comprimento da molécula
em que ela se mantém sem dobras. Ele corresponde ao comprimento de correlagao
das flutuagoes na dobra do polimero. Para o DNA, A pode variar de 40 a 500 nm,
dependendo do meio em que ele se encontra.

Na situacao de equilibrio, uma molécula de DNA em solugao aquosa e a tem-
peratura ambiente, fica completamente enovelada. E preciso realizar trabalho sobre
ela para que seja desenrolada. Por isso dd-se o nome a esta forca de forca entrépica
em contraposicao a forca entalpica, termo usado quando o trabalho realizado sobre
a molécula deforma uma ligacdo quimica. No caso do DNA, forcas abaixo de 5 pN
estao no regime entrépico.

Medidas de Forca x Extensao da molécula, feitas ao esticd-la, podem ser
usadas para determinar seu comprimento de persisténcia.

Marko e Siggia [20] propuseram uma expressao aproximada, mas muito sim-
ples, baseados em teoria de polimeros, com a qual é possivel obter o valor de A a

partir dessas medidas:

 kgT
A

z + o 1] 6.2
Pt (62)
onde kg é a constante de Boltzman, T a temperatura, z a distancia média entre as
extremidades da molécula para um dado valor de F', e L o valor maximo de z, que
é denominado comprimento de contorno da molécula.

Esticamos uma molécula de DNA prendendo uma de suas extremidades a uma
laminula de vidro e a outra a uma microesfera de poliestireno de 2.8 ym de diametro.
O DNA que usamos é o DNA do bacteriéfago A [9] um virus que infecta a bactéria

Escherichia Coli. Seu comprimento de contorno é de 16.5 um.
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Para obtermos uma amostra na qual encontramos DNA e microesferas nas
condi¢bes acima descritas adotamos o seguinte protocolo [21]:

e Em 1ml de PBS (“Phosphate Buffer Saline” [22]) pH 5.5 colocamos 1 pl da
solugao estoque de microesferas de poliestireno - solucao a.

e Descongelamos o DNA (550 ug/ml) colocando-o em um banho térmico a
62°C por 5 minutos.

e Juntamos 180 ul da solucao a, 136l de PBS pH 5.5 e 5 ul da solucao estoque
de DNA, descongelada; homogeneizamos essa soluc¢ao com cuidado e a deixamos em
repouso por 20 minutos - solucao b.

e Para cada amostra usamos cerca de 100 ul da solucao b.

e Esperamos 24 horas e em seguida lavamos as amostras e as preenchemos
com solucao de PBS pH 7.4.

O pH final da solu¢ao com o DNA é 7.4, mesmo pH em que ele é encontrado
em condicoes fisiolégicas.

Ao fim do processo encontramos: DNA grudado apenas & laminula, DNA gru-
dado apenas a microesfera, DNA livre, microesfera livre e DNA grudado a laminula
e & microesfera (FIG.6.3).

Z

Figura 6.3: Possibilidades de situagdes para microesferas e DNA numa amostra.
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Para escolhermos a situacao em que temos o DNA ligado pelas extremidades
a microesfera e a laminula, deslocamos a microefera em varias dire¢oes e verificamos

se a molécula de DNA tém o mesmo comprimento em todas elas (FIG.6.4).

2L

Figura 6.4: Critério para escolha de um conjunto DNA-microesfera.

Para medirmos a for¢a necessaria para manter a molécula de DNA com dada
extensao z usamos a pinga optica como sensor de forca. De modo semelhante ao
que fizemos no método da forca de Stokes para medir k,, usamos o perfil de retro-
espalhamento para saber quanto a microesfera sai de sua posicao de equilibrio na
pin¢a quando o DNA ¢ esticado. Na FIG. 6.5 mostramos um grafico da intensidade
retroespalhada em func¢ao da projecao x da extensao do DNA no plano da laminula,
z = /22 — h? onde h = 3.5 um. Usando o tempo caracteristico da funcio de cor-
relacdo acumulada quando o DNA estd enovelado, obtemos o valor da constante
de forga k,. Com esses dois resultados obtemos a for¢ca da pinga, que é igual, em
modulo, & componente x da forca que atua sobre o DNA.

Na FIG. 6.6 mostramos um grafico dessa for¢ca em funcdo de x. Em termos de
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x escrevemos a Eq. (6.2) como:
kT | Vx?%+ h? 1 1
F =l (VT R . — (6.3)
A L 4 (1 _ \/m) 4| Va2 + h2
L

A linha continua na FIG.6.6 corresponde ao ajuste de Fy(x) usando a Eq. (6.3), onde
A e L sao os parametros de ajuste. Encontramos para essa medida A = 41.0+0.9 nm
e L =19.531+0.04 pum. Considerando outras medidas, feitas com moléculas diferentes
sob as mesmas condigoes encontramos A variando de 40 a 48 nm e L de 13 a 22 um.

Esses resultados estdo em acordo com resultados descritos na literatura [23, 24].

6.3 Microcalorimetro e Teste Parcial de Uma Te-
oria Sobre Pincamento Optico

A constante de forca da pinca éptica depende linearmente da poténcia da luz
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que ilumina a microesfera pingada [5]. Para compararmos nossos resultados com as
teorias disponiveis sobre pincamento 6ptico precisamos saber o valor dessa poténcia
em nossos experimentos.

Medi-la, no entanto, nao é simples como poderiamos imaginar. Por exemplo,
a poténcia medida usando um detector de fétons sobre a objetiva e a amostra nao
é a mesma poténcia que chega na microesfera pincada. Isso porque devido a grande
abertura numérica da objetiva, varios feixes (6 > 61°) sdo totalmente refletidos na
interface agua-vidro e outros sao refratados com angulos grandes em relagao ao eixo
da objetiva em cada interface dgua-ar ou vidro-dgua que o laser encontra. Esses
feixes nao alcancam o detector que estd colocado sobre a amostra e a poténcia
medida nessa situagao é menor que a poténcia real chegando na microesfera.

Para resolvermos esse problema desenvolvemos um microcalorimetro para me-
dir a poténcia local que chega a uma microesfera préxima a interface vidro-agua de
nossas amostras.

A FIG. 6.7 mostra um esquema do microcalorimetro.
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Figura 6.7: Esquema do microcalorimetro.

O microcalorimetro é feito com microesferas de mercirio, na faixa de 1 a
4 ym de raio. Incidimos o laser sobre uma microesfera de Hg imersa em 4gua e
devido a absorcao da luz do laser pelo Hg a esfera comeca a aquecer. O sistema
atinge o estado estaciondrio em menos de 1s para cada valor de poténcia. Quando
aumentamos a poténcia e a microesfera atinge a temperatura local de ebulicao da
dgua (T, = 97.2°C) ela salta, o que torna esse ponto ficil de ser determinado.
Como o coeficiente de absor¢ao do Hg para o comprimento de onda que usamos é
conhecido, podemos determinar a poténcia local chegando na microesfera.

Uma dificuldade que encontramos ao construir o microcalorimetro foi produzir
microesferas de Hg com raios na escala de micron. Para obté-las, primeiramente
colocamos uma gota de cerca de 2 mm de diametro entre duas folhas de papel limpas
e, batendo nas folhas, produzimos varias gotas na faixa de 50 a 100 um de diametro.
Escolhemos entao, uma entre as menores e a colocamos no porta-amostras sem agua.
Incidindo sobre ela o laser com poténcia maxima evaporamos o Hg, que condensa
logo em seguida, numa regiao proxima, em forma de pequenas microesferas com

didmetros na faixa desejada. Preenchemos entdo, o porta-amostras com agua e
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fazemos as medidas.
A equacgao de condugao de calor, com um termo de fonte de poténcia constante,

para estados estacionarios é escrita como:

V2T = —% (6.4)
onde T representa o campo de temperatura, p a densidade de poténcia e K a con-
dutividade térmica do meio.

A condutividade térmica do Hg é cerca de 13 vezes maior que a da agua.
Assim, podemos considerar que a microesfera de Hg tem temperatura uniforme.
Como essa microesferas tém diametro na escala de micron, podemos considerar o
sistema infinitamente grande para cima e para os lados e limitado inferiormente pela
espessura da laminula de vidro (170 ym).

Para estimarmos o intervalo de tempo que o sistema leva para atingir o estado
estacionario considereremos o coeficiente de difusao térmica da agua Dy = 1.4 X
1073 c¢m?/s e a espessura da laminula de vidro como comprimento caracteristico.
Encontramos um tempo de 0.1s. Assim, apés mudarmos a poténcia do laser, o
sistema leva cerca de 0.1 s para atingir o estado estacionario novamente.

Precisamos determinar a temperatura 7" na superficie da microesfera de Hg,
que absorve poténcia P,, imersa em um meio semi-infinito (dgua), com condutivida-
de térmica K; em contato com outro meio semi-infinito (vidro), com condutividade
térmica K,. Esse problema foi resolvido pelo Prof. Ricardo S. Schor, usando o
método de imagens. Considerando a temperatura no infinito igual a 7; e a geome-

tria descrita na FIG. 6.7, a solu¢ao possui uma forma fechada:

P,
T=Ty+—2% _ 6.5
0o+ 47TKeffR, ( )
com e
Kepp == In(1-9), (6.6)
¢ K. K
2 = 1
=< 6.7
X, K (6.7)

Detalhes dessa solucao estao no Apéndice B.
Usando os valores de K; e K, para 100°C (tabela 6.1), obtemos K.ff =
0.781 + 1% W/mK.
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Material | K (W/mK) | indice de refragdo
25°C"  100°C A =832nm

Hg 825 9.43 3.035 + 1 6.306
Agua |0.6071 0.6791 | 1.314 (100°C)
Vidro 1.0l 1.13 1.50

Tabela 6.1: Valores de indice de refracdo e condutividade térmica para os materiais
usados nesta tese [25].

A poténcia absorvida P, é igual a poténcia local P;, chegando a microesfera
multiplicada pelo coeficiente de absorcao do Hg para o comprimento de onda do
laser (A = 832nm) usado.

Durante as medidas, ajustamos o foco do laser de modo que ele ficasse préximo
do centro da microesfera de Hg. Assim, consideramos os feixes em incidéncia normal
na microesfera.

Nessa situagao, o coeficiente de absorcao do Hg em contato com agua é dado

por [26]:
4n

A= R0 (6.8)

n 2 K 2
(1 + nH20> + (”H20>

onde n e k sdo , respectivamente, as partes real e imaginaria do indice de refragao

do Hg e ng,o ¢é o indice de refracdo da agua.

Usando os valores de n, k e ny,o indicados na Tabela 6.1 encontramos A =
0.272.

Como a temperatura na microesfera de Hg, quando ela salta, é a temperatura

local de ebulicao da agua, T, = 97.2°C, podemos escrever a poténcia local como:

P, = % (Tp, — To) Am K¢ R. (6.9)

Medimos o raio da microesfera de mercirio analisando sua imagem (FIG.6.8).

Fazemos o grafico dos niveis de cinza ao longo de uma direcdo que passa pelo

diametro da microesfera, em funcdo da distancia. Consideramos o diametro da

microesfera o intervalo entre as posi¢oes onde o nivel de cinza é a média entre seus
valores maximo e minimo.

Uma vez medido o raio da microesfera de Hg podemos determinar a poténcia
local usando a Eq. (6.9).
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Figura 6.8: Imagem da microesfera de Hg e grafico de niveis de cinza ao longo do
diametro, em funcao da distancia.

Consideramos, até agora, na anélise do microcalorimetro, apenas transporte de
calor por difusao. Sabemos, no entanto, que com o aumento da temperatura da agua,
transporte por conveccao pode estar presente, aumentando a condutividade térmica
efetiva do sistema. Efeitos convectivos podem ser desprezados se |(7 . ?)T| <
|DAV?T|, onde V & a velocidade da agua e Dy seu coeficiente de difusao térmica.
Considerando novamente [ = 170 um como comprimento tipico do sistema devemos
ter V < & =824 um/s.

Usando microesferas de poliestirenso de 1 um de didmetro e analisando seu
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movimento em situacoes proximas ao salto da microesfera de Hg, encontramos que
sua velocidade é de cerca de 20 um/s. Assim, podemos desprezar os efeitos de
conveccao da adgua em nossa analise.

Medimos a poténcia que entra na objetiva Pg, para as nossas condi¢oes de
trabalho. Com o microcalorimetro podemos saber, quanto dessa poténcia chega a
amostra. Para isso, assumimos que P, = T,Pg, onde T, é o coeficiente de trans-
missdo da objetiva + interface vidro-agua. Assim, podemos reescrever a Eq. (6.9)

CcOomo:

AT,
R =
47TKeff (Tb —_ TO)

Na FIG. 6.9 mostramos os resultados das medidas de R em funcao de Pg.
Usando A = 0.272, K5 = 0.781 W/mK, T, = 25.1°C e T}, = 97.2°C, encontramos

Pg. (6.10)

E
3=
c 2f .
1} 4
o -. T E T S R R
0 10 20 30 40 50
PE (mW)
Figura 6.9: R x Pg.
T, = 0.26 + 5%.

Medimos também a constante de forca k, de nossa pinca éptica para a micro-
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esfera de 1.4 um de raio, préxima a lamina (h = 3.5 um). Na FIG. 6.10 mostramos

o resultado dessa medida. Encontramos para a reta descrita pelo ajuste de k, x P,
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Figura 6.10: Constante de forca da pinca em funcao da poténcia local chegando na
microesfera.

uma inclinacdo de (1.12 £ 10%) dyn/emW . Para os parametros de nosso experi-
mento, calculos feitos por Alexander Mazzoli e Paulo Américo Maia Neto, usando a
condi¢do seno de Abbe, ddo para essa inclinagdo o valor de 0.94 dyn/cmW (6ptica
geométrica) e 0.93dyn/emW (teoria exata) [27]. Os resultados experimentais e a

teoria concordam dentro de 20 %.
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Capitulo 7

Conclusoes

Nesta tese usamos a técnica de correlacao de intensidades para estudar o mo-
vimento Browniano de uma microesfera presa numa pinga 6ptica. Mostramos que
essa técnica possibilita dois meios independentes de medir a constante de forca da
pinga, consistentes entre si. Mostramos também que eles sao consistentes com outro
método, o da Forga de Stokes que é comumente utilizado para caracterizar pingas
Opticas. Apresentamos trés aplicagdes do pingamento 6ptico e da metodologia desen-
volvida: medida do coeficiente de atrito sobre a microesfera em funcao da distancia
de seu centro de massa a interface agua-vidro da amostra, medida do comprimen-
to de persisténcia de uma molécula de DNA e medida da relacao entre constante
de forca da pinca e poténcia chegando na microesfera pincada. Esses resultados

indicam que a metodologia que desenvolvemos pode ser consistentemente utilizada.
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Apéndice A

Relacao Entre Correlacoes de
Intensidade e Correlacoes de
Posicao para um Perfil Gaussiano

Consideremos uma microesfera, cuja posicao média do centro de massa é x;,

movendo-se num perfil gaussiano de luz retroespalhada dado por:

I(z;) = I, Hexp <—

Consideremos também que a posicdo da microesfera flutua em torno de seu valor

2
Ty
. Al
203) (A1)
médio zy; com amplitude Az;. Podemos escrever sua posigao no perfil z,; como:
Tp; = Tos + A.’L‘i, (A2)

sendo que Az; possui média nula. z, flutua no tempo acompanhando Az; e a

funcao de correlagao das intensidades pode ser escrita como:

<I(0)I(t)> — Ig <H exp (_ [fpi (0)22:-'.2%02' (t)Q] ) > . (A3)

Definindo: .
wz—;’ (t) = _2[331% (t) + 2 (0)], (A.4)
5 (t) = s lo(t) — i 0), (A5)



temos:
(75 (t)z,(t)) =0, (A.6)

i

as novas variaveis sao descorrelacionadas! Além disso:
2 () 4 (1) = 23(0) + zpi(t)*. (A7)
Assim, podemos escrever a funcdo de correlagao das intensidades em termos das

novas variaveis z;(t) e z,;(t):

(TO)1() = 12 <Hexp (- ot * ) ]> > - (A.8)

Devido a Eq. (A.6):

aO10) =[] <eXp (—x’;g >> <exp (—xég >> . (A9)

+
P

ridvel gaussiana x a operac¢ao (B) corresponde a realizar a média de B considerando

As varidveis z,,;(t) e z,,(t), assim como z,; e Ax; sdo gaussianas. Para uma va-

todos os valores possiveis de x, pesados por:

S S— - )
ou seja:
(B) Z/_ P(z)B(z)dz. (A.11)

Temos, usando as Egs. (A.2, A.4 e A.5) que:

(z:() = V2, (A.12)

(5:()%) = 225, + (Az?) + (Az; (0) Azi(t)), (A.13)
(z,;(t)) =0 (A.14)
(a:;i(t)2) = (Az?) — (Az;(0)Ax;(2)). (A.15)

Usando as Egs. (A.10 e A.11) e fazendo a média de exp(—z?/20%) encontramos:

<exp <_%22)> - \/02+<::2)—<:r)2 op _2(a2+g2>2—<m>2) - B
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Definindo:

(+) = <exp (_%21'((;) )> (A.17)
(=)= <eXp (—m’;((f? >> : (A.18)

temos, usando as Eqs (A.12, A.13, A.14, A.15 e A.16):

Y = B ¥ R v ) E e ) BT A
(A.19)
= gi , A.
=) Vo?+ (Ax2) — (Az;(0)Az;(t)) (A.20)
Finalmente:
1(0)I(t)) = i X A.
{O)1E) V0o? + (Ax?)]2 — (Az;(0)Az;(t))2 (A-21)
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Apéndice B

Solucao do Problema de Conducao
de Calor para o Microcalorimetro

Este problema é andlogo ao problema eletrostdtico de uma esfera metdlica
carregada com carga (2, em um meio dielétrico semi-infinito com constante dielétrica
€1 em contato com outro meio dielétrico semi-infinito com constante dielétrica es.
Ele foi resolvido pelo Prof. Ricardo S. Schor, usando o método de imagens e os
seguintes resultados [26]:

e Potencial devido a uma carga puntual ¢ num meio de constante dielétrica e,
situada a distancia H de outro meio com constante dielétrica e, (FIG.B.1). Estamos
interessados em achar o potencial elétrico para o lado direito da FIG. B.1 (meio com
constante dielétrica €;). Para isso, devemos colocar uma carga imagem ¢’ na posic¢ao

— H para satisfazer as condicbes de contorno na interface, cujo valor é:

’ €2 — €1
= — ; B.1
q (62+61)q (B.1)

e Potencial elétrico devido a uma carga puntual ¢, a distancia y do centro de

uma esfera metélica descarregada (FIG.B.2). A carga imagem, nesse caso, tem que

ser colocada na posigao:

R?
!

y = — B.2
n (B.2)

e seu valor é: R

/

q¢ = ——q. B.3
" (B.3)



Figura B.1: Esquema para carga puntual ¢ e dois meios dielétricos.

r 3
»

Figura B.2: Esquema para carga puntual ¢ e uma esfera metalica descarregada.

Consideremos agora o problema de uma esfera metdlica com carga gy, cujo centro
estd a distancia H da interface entre dois meios dielétricos de constantes dielétricas
€1 e e (FIG.B.3).

Para satisfazer as condi¢ées de contorno na interface, devemos colocar uma

carga imagem ¢ na posi¢do —H:

g = — (62 — 61) %. (B.4)

€2+€1
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Figura B.3: Esquema para uma esfera metdlica e dois meios dielétricos.

Mas, ao colocarmos a carga imagem ¢, o potencial na superficie da esfera é des-
balanceado. Precisamos, entao, colocar outra carga imagem ¢;, a distancia y; do

centro da esfera para equilibrar o potencial em sua superficie novamente:

R,
q1 = —ﬁ% (B-5)
e
RZ
b= (B.6)

Ao introduzirmos a carga ¢;, novamente o potencial na interface é desbalanceado e

para acertarmos as condi¢oes de contorno, nova carga imagem ¢, deve ser colocada

= (272 ) (B.7)

na posicao —H + dy:

62+€1

Esse processo tem que ser feito infinitas vezes.

Definindo:
5:(Q_“), (B.8)
€ + €1

e escolhendo adequadamente as cargas imagens e suas posi¢coes, montamos uma

tabela com os valores de ¢, d e ¢’ (Tabela B.1).
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do dy =0 g = —0q
2
G = —%% di = f—H ¢ = —oq
2
g2 = _QHPEdl (Zi d2 - ZHR—dl qé = _5(]2
2
n+1 = —ﬁqn dpt1 = QHRfdn Q;L+1 = —0Gnt1

Tabela B.1: Valores das cargas imagens e das posicoes d.

Da Tabela B.1 vemos que:

dy,
Qi1 = ;(Sqn- (B.9)

Podemos, agora, calcular o potencial na posicao P da superficie da esfera
metdlica, indicada na FIG. B.3:

1 o0
B.1
P = e nz +22H R— d] (B.10)
— _ — . B.11
e 4we1;(R—dn 2H—R—dn> (B-11)
Mas: R(R—d
9H —d, — R = (R = dns1) (B.12)
dn+1
Assim: 5 4 )
dn n+1
- Sgn ) —— B.13
2H — R —d, (R q)R—dnH (B.13)
Usando a Eq. (B.9):
(5QH dn+1
= B.14
2H—-R—d, R-—dy’ ( )
assim:
1 = dn dn+1
_ _ ) B.15
e 47r61n§::0<R—dn R—dn+1> (B-15)

A série descrita na Eq. (B.15) é uma série telescépica. Os tnicos termos que nao se
cancelam no somatério sao o primeiro e o termo do limite n — co. Assim, podemos

escrever:

1 4o . dn
— o . B.16
PP = dre (R ntoo R — dn> (B-16)
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Quando n — oo, d, — d:
(B.17)

d=H—VH? - RZ. (B.18)

Quando n — o0, g, — ¢:

. d
¢ = lim g, = 5dq, (B.19)
q=0. (B.20)
Assim: )
90
B.21
vP = 4me; R ( )

Para determinarmos o valor de gy usamos a lei de Gauss numa superficie

esférica bem préxima a superficie da esfera metélica:

ZQn = Qa (B'22)

n=0

onde @) é a carga total na esfera metdlica. Usando a Eq. (B.9) escrevemos:

=01 (%) w0, n>1 (B.23)

j=1
Assim:

Q@ =q (B.24)

1Yo ] (%)
n=1 j=1

Da Eq. (B.24) obtemos a relagio entre ¢q e a carga total na esfera, @, e finalmente,

escrevemaos:

©p (B.25)

1+ZWH<)

No caso de H = R h4 uma expressio fechada para a Eq. (B.25). Temos para

47r61

essa situacao que:

d, = —"R. (B.26)
n+1
Assim:
ol &l i\l
L s TT (= B.27
o= mam | T2 H(]+1) (B.27)
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Mas:

n

] 1
1 o= (B.28)
i1 + n+
logo:
1 Q < |
= =11 B.29
vp 4eq + ; n+1 ( )
Temos também que:
o0 g+l
=—[0+In(1—-9¢ B.30
> ey =l ma-a) (B.30)
e:
S i - (B.31)
‘=n+1 ) ) )
Substituindo a Eq. (B.31) na expressao para o potencial Eq. (B.29) teremos:
1 Q
= = B.32
ve 47T€eff R’ ( )
onde:
€orf = —%1 In(1 — 4) (B.33)
e

5= (62 — 61) .
€2 + €1
Para obtermos a solu¢ao do problema de condugao de calor fazemos ¢p —
T —Ty, € > K1, e > Ky e Q — P, nas Eq. (B.8, B.32 e B.33).
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Apéndice C

Artigos Submetidos

Em anexo seguem os artigos que resultaram do trabalho apresentado nesta
tese.

O artigo cujo titulo é “Dynamic Light Scattering From an Optically Trapped
Microsphere” foi aceito para publicacdo na revista “Physical Review E”. O artigo
teve uma Otima aceitagdo pelos drbitros internacionais que o julgaram. Abaixo

transcrevemos suas palavras.

Referee 1

The present work deals with a dielectric microsphere, trapped by an
optical (IR) tweezer. First of all I would like to say that the paper is
very well organised and very clearly written. My only remark is that
the set-up figure could perhaps have been put earlier, in the discussion
of the introduction. This one is a bit difficult to follow without the

simplification if visualisation.

The paper discusses the method and underlying theory. Thermal fluc-
tuations of the microsphere are described by a Langevin equation. Me-
asurement of the correlation function of the scattering of a second light
beam faciliates the measurement of the stiffness of the tweezer, and of
the viscosity of the medium. Different complementary methods are dis-
cussed, and two interesting applications among which the measurement

of the entropic elasticity of DNA. A difference with previous work is the
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off-centered location of the sphere in the tweezer, which gives rise to

optical oscillations that are the same as the ones of the bead itself.

I really enjoyed reading this work. This is work “comme il faut”. It is

easy to recommend publication in PRE.
Referee 2

This paper describes experiments and theory on dynamic light scattering
from optically trapped microspheres. This is a comprehensive extensi-
on of localized dynamic light scattering to the case in which the optical
trap and the scattering beam are not necessarily collinear, as well as
using back scattering. This offers a quantitative approach to track the
dynamics of motion and to measure simultaneously trap stiffness and
friction on bead. In particular, I find useful and instrumental their Inte-
gral Method for scanning the relative displacement of trap and scattering

beam profiles.

I have one technical question related to auto-correlation functions (ACF)
measured by back scattering, which the authors may wish to address.
The signal-to-noise ratio of an ACF, or its dynamic range, is best seen
on a log scale. It is hard to determine from figures 5 & 11 what is
the dynamic range of the measurement. This is particular important in
this case since accurate determination of both the x and z time scales
requires at least one decade of signal. However, I trust that the authors

have given this careful consideration.

The manuscript is well written, clear and elegant. I commend the authors
for their work and I encourage them to take the next step and study a

more biophysical problem. I recommend publication in Physical Review
E.

O artigo cujo titulo é “In Situ Measurement of Laser Power at the Focus of a
High Numerical Aperture Objective Using a Micro-Calorimeter” foi submetido para

publicagao na revista “Applied Physics Letters”.
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