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Povzetek

Opti¢na pinceta je naprav, Ki uporablja lasersko svetlobo za manipuliranje mikrometrskih in manjsih
dielektri¢nih delcev. V seminarju bom predstavil kako deluje opti¢na past s fizikalnega vidika. Predstavil
bom osnovno postavitev in na koncu Se dva eksperimenta, ki sta mozna z opticno pinceto.
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1 Uvod

Opticna pinceta je naprava, pri kateri se uporablja mo¢no fokusiran laserski Zarek s katerim lahko
zadrzimo in premikamo dielektricne mikrometrske delce. Mozno je premikati delce od 10 nm do 100 um.
Je pomembno orodje v fiziki, biokemiji in biologiji, saj je mogoce brez mehanskega kontakta manipulirati
z delci. Sile na ujete delce so velikost od 100 fN do 100 pN.

Prvi, ki je opazil sile zaradi opti¢nega sipanja in gradientne sile na mikrometrske delce je bil
Arthur Ashkin leta 1970 [1]. Vec kot desetletje kasneje so on in njegovi kolegi naredili tridimenzionalno
opti¢no past z laserskim zarkom [2]. To je danes znano pod imenom opti¢na pinceta.

2 Opticne sile

Najvaznej$a opti¢na sila pride iz mo¢nega elektri¢nega gradienta (pogosto se ji ree gradientna sila).
Najmocne;jsi gradient je dosezen z moc¢no fokusiranim laserskim zarkom. Na ta nacin dobimo ujetje v treh
dimenzijah, ¢e je lomni koli¢nik delca vecji kot lomni koli¢nik medija, ki obdaja delec (pogosto voda).
Gradientna sila potiska delec v smer gradienta elektri¢nega polja. Delec je ujet v podrocju najvi§je
amplitude polja.

Optic¢ne sile so pogosto definirane kot:

F=Q™" @)
kjer je Q brezdimenzijski faktor, n; lomni koli¢nik medija in P mo¢ laserja. Faktor nqP/cy predstavlja
gibalno koli¢ina zarka na sekundo v mediju. Sila se ustvari, ko gibalna koli¢ina na sekundo spremeni smer
ali amplitudo. To spremembo opiSe faktor Q . Faktor Q je odvisen od valovne dolzine svetlobe,
polarizacije, razmerja lomnih koli¢nikov in geometrije delca. Najve¢ja mozna sila je, ko je Q = 2. To je
takrat, ko se zarek odbije pravokotno od zrcala[3].

V opti¢ni pasti imamo dve glavni sili. Gradientna sila, ki drzi delec v pasti in sipalna sila, ki
potiska delec iz pasti v smeri Zarka.

Ce je radij delca mnogo manjsi od valovne dolZine svetlobe, se delec obravnava kot Rayleigh-ov
delec. V tem primeru se uporabi priblizek dipola ali Rayleigh-ov priblizek. Ce pa je delec mnogo veéji od
valovne dolZine se za opis uporabi Zarkovna optika.

2.1 Rayleighov priblizek
Rayleighov priblizek je uporabljen, ko je delec mnogo manjsi od valovne dolzine svetlobe (a<<)A). V

takem primeru lahko obravnavamo delec kot tockast dipol in uporabi se priblizek Rayleigh sipanja. Delec
se obnasa kot dipol s polarizacijo
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kjer jen = 2 /n1 razmerje lomnih koli¢nikov, a radij delca in a polarizabilnost.

2.1.1 Sipalna sila

Ena od sil na delec je sipalna sila. Atom ali molekula absorbira foton in kmalu za tem izseva foton. Fotoni
se izsevajo v vse smeri, toda vsi fotoni, ki se absorbirajo, prihajajo samo iz ene smeri. Ker se mora
ohranjati gibalna koli¢ina, se pojavi sila, ki kaze v smeri zarka.

Sipalna sila je podana kot:
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kjer je I intenziteta, o, je sipalni presek in Z smer zarka [4].
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Slika 1: Smer sipalne sile je v smeri Zarka[9]
2.1.2 Gradientna sila
Druga sila na delec je gradientna sila. Lorentzova sila na tockast dipol je
- _ /= - dﬁ —
Fdipole_(p'V)E-l'EXB (5)
Z enacbo 2 se ta enacba spremeni v
Fopote = (@E-V)E + oL x B ®)
dipole dt

Z uporabo Maxwelle-ovih relacij in vektorskih identitet pridemo do oblike

- 1 - d - —
Faipole = @ (EVEZ +—(E x B)) 7



Drugi ¢len je asovni odvod Poyntingovega vektorja, ki oscilira sinusno. Casovne skale ko merimo delcev
so reda milisekund, frekvenca svetlobe pa je ~10* Hz. Zato drugi ¢len v enacbi izgine. Ostane nam

ﬁdipole = %VEZ = %VI (8)

Ko je delec obravnavan kot tockast dipol, je sila linearno sorazmerna gradientu intenzitete. Zaradi tega se
ta sila imenuje gradientna sila. Delec je ujet v podrocju najvecje intenzitete.

Delec je ujet, ko je sipalna sila manj$a od gradientne sile v smeri osi zarka. Delce je zamaknjen
malo nizje od fokusa zarka.
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Slika 2: Ce je gradient elektri¢nega polja premajhen delec odleti iz pasti (levo). Ko pa je gradient zadosti velik gradientna sila
prevladuje nad sipalno je delec uspesno ujet v pasti (desno). [5]

2.2 Priblizek Zarkovne optike

Priblizek zarkovne optike je uporabljen, ko je delec mnogo vecji od valovne dolzine laserja. Preprosta
razlaga zarkovne optike je, da si zamislimo dva Zarka, ki potujeta skozi delec kot na Sliki 3. Vsak Zarek
potuje po ravni premici v mediju s homogenim lomnim koli¢nikom. Sprememba smeri je mozna samo z
lomom in odbojem. To se zgodi le na meji dveh snovi z razlicnima lomnima koli¢nikoma. Lom in odboj
morata zadosc¢ati Fresnelovim enacbam.
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Slika 3: Na sliki so prikazane opti¢ne sile na dielektri¢no kroglico. Zarka , ki drZita kroglico v past, sta a in b. Zaradi loma
svetlobe se spremeni smer svetlobe in posledi¢no gibalna koli¢ina svetlobe. Ta sprememba ustvari sile F, in Fp. Ti dve sili
potiskata kroglico v aksialni smeri (A,B) in transverzalni smeri (C) tako da se fokus (f) zarkov a in b in sredi$¢e kroglice ujemata.

A) B)

Vsak foton nosi gibalno kolicino, ki je dolocena z njegovo valovno dolzino
E _h
p=_=7 9)

kjer je E energija enega fotona. Ko zarek spremeni smer, se nekaj gibalne kolic¢ine prenese na delec.
Sprememba gibalne koli¢ine fotonov na sekundo je enako sili F, ki deluje na delec. Sila na delec, ki ga
zadane N fotonov je

F=NEm _Pm (10)

Co At co

Sipalna in gradientna sila se izracunata S pomocjo Fresnelovih enacb

an 2 €os (20 —2d)+R cos 20 __ an
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Celotna sila teh dveh sil je
P P
Fo="= [Q3+Qi="= @ (13)
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Slika 4: Na tej sliki so predstavljene velikosti @4, Q4 in @, in smeri gradienta v YZ ravnini. DolZina pus¢ic predstavlja velikost
sile, ¢e je fokus laserja kjer se pusCica zaCne. (A) prikazuje gradientne, (B) sipalne in (C) celotne sile na kroglo. Na sliki (C)
imamo ¢rto med E in E', ki predstavlja tocke kjer je Q, samo v y smeri.[6]

Ce je premer delca primerljiv z valovno dolzino svetlobe ne moremo uporabiti zarkovno opti¢ni priblizek
ali Rayleighov priblizek. V tem vmesnem rezimu racunamo z elektromagnetno interakcijo s snovjo.
Casovno povprecje sile se izraCuna z

F =($ Tymn dS) (14)
1 1 1
Tij = EOEL'E} +EBLB] _E(g()EiE} +EB1B])5U (15)

kjer je n; normiran vektor, ki kaze pravokotno na povrSino delca in integral je po povrSini delca [7]. S
takim pristopom moramo poznati vseh Sest komponent elektromagnetnega polja na povrsini delca. Zaradi
tega je tak pristop racunsko zelo tezaven.

3 Opticna pinceta

Osnovne komponente opti¢ne pincete so predstavljen na sliki 5 (Levo). Te so: laser, opti¢ni sistem le¢ za
raz§iritev zarka, sistem za premikanje pasti, dikroi¢no zrcalo, mikroskopski objektiv, osvetljava in CCD
kamera.

Laserski zarek je zozen na najmanjSo mozno Sirino tako, da je dosezen najvecji gradient in s tem
najvecja gradientna sila. Laserski zarek se pred objektivom razsirjen, da se osvetli celoten vhod objektiva.
S tem dosezemo, da je Sirina zarka na vzorcu najmanjsa. Izbran mora biti objektiv z najvecjo numeri¢no
apertura (NA). Tipi¢ne aperture za opticne pincete so od 1,2 do 1,4 [9].
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Slika 5: (Levo) Standardna postavitev opti¢ne pincete. (Desno) Shema oljnega objektiva [8]

Opti¢no past lahko premikamo s pomocjo akusto-opti¢nih deflektorjev (AOD). To je prozoren
kristal v katerem vzbudimo zvo¢no valovanje. Laserski zarek se uklanja na teh zvocnih valovih skladno z
Braggovim pogojem. Smer uklona je odvisna od frekvence zvoka v kristalu. Sprememba frekvence
povzroci premik pasti. Tako je mozno premikati ujet delec v ravnini, ki je pravokotna na smer zarka.
Lega zarka se lahko spremeni do 100 000 krat na sekundo z natan¢nostjo pod 1 nm.

Opticna pinceta je pogosto zdruzena z opticnim mikroskopom. Vzorec je osvetljen z loCenim
virom svetlobe. Osvetlitev je zdruzena z laserskim Zarkom s pomocjo dikroi¢nih zrcal. Svetloba je nato
usmerjena proti CCD kameri in slika je prikazana na zaslonu. S tem lahko sledimo delcu v vzorcu [8].

Za in vivo vzorce je izbira valovne dolZine laserja zelo pomembna. ZaZelena je majhna absorpcija
svetlobe saj se s tem zmanj$a poSkodba bioloskega materiala. Bioloski material absorbira kratke valovne
dolzine (< 700 nm), voda pa absorbira dalj$e valovne dolzine (>1500 nm) (Slika 6). Naredi se kompromis
med absorpcijo v vodi in bioloSkem materialu. Pogosto se uporablja infrarde¢ laser (tipicno Nd:YAG -
A = 1064 nm).
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Slika 6: Graf predstavlja absorpcijski koeficient vode, deoksihemoglobina (Hb) in oksihemoglobina (HbO,). Tukaj se vidi
pomembnost izbira prave valovne dolzine laserja. [12]

3.1 Merjenje pozicije delca v pasti

Za dolocitev sile je potrebna natancna pozicija delca glede na opti¢no past. Najlazje je to izmeriti
tako da se laserska svetloba, Ki izstopa iz vzorca, usmeri na kvadratno fotodiodo (Slika 7)
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Slika 7: S signalom iz fotodiode je mozna dologitev delca v pasti [10]

Zarek se ukloni, ko se delec premakne. Ta uklon povzroéi spremembo tokov na fotodiodi in z analizo teh
tokov se dolo€i premik delca v pasti z natancnostjo 1 nm.



4 Kalibracija naprave

Pogosto je velikost delca med Rayleighovem priblizkom in priblizkom zarkovne optike. Zate je potrebno
dolociti odvisnost sile od premika delca od centra pasti. Prvi priblizek je, da je sila kar sorazmerna odmiku
delca. To je dober priblizek za majhne odmike kot vidimo na Sliki 8. Tako je sila izrazena kot:

F=—k& (16)

kjer je k koeficient pasti. S kalibracijo naprave pridobimo to konstanto. Ko imamo koeficient k izmerjen,
lahko iz premika delca v pasti takoj dobimo opti¢no silo na ta delec.
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Slika 8: Tzradunana sila na kroglo. Levi graf prikazuje sile v smeri pravokotno na Zarek, ko je krogla odmaknjena v ravnini
pravokotno na zarek, desni graf pa sile v smeri zarka, ko se delec premakne v smeri zarka. [13]

4.1 Viskozna umeritev pasti

Pri viskozni umeritvi pasti delujemo z znano silo na delec in izmerimo odmik v pasti. Tako dobimo
povezavo med odmikom in silo. Sila na okroglo telo v viskoznem mediju je podan s Stokesovim zakonom

E,, = 6mnav = yv an

kjer je n viskoznost, a radijj delca, v hitrost delca in y koeficient upora. Z meritvijo odmika delca pri ve¢
znanih silah, torej pri razli¢nih hitrosti medija, dobimo koeficient pasti k.

4.2 Umeritev pasti s pomocjo Brownovega gibanja

Druga mozna umeritev pasti je z merjenjem Brownovega gibanja delca v pasti. Delec se giblje zaradi
termi¢nih gibanj medija. Sile na delec so opisane z Langevinovo enacbo



mx + yx + k¥ = .., (t) (18)
Zaradi velikosti delca in ker je delec po navadi v vodi je tak sistem je mo¢no duSen. Zato lahko izpustimo

mx &len [21].

d
Fort (6) = 7 S+ lex (19

F,.. (t) je sila zaradi termi¢nih gibanj. Casovno povpregje te sile je ni¢ in mo&nostni spekter Sy je
konstanten

Sp = 1F*(f) = 4vksT (20)
kjer je F(f) fourierova transformacija F (t). S Fourierovo transformacijo se enacba (19) spremeni v

2ry (fe —if)X(f) = F(f) (21)
kjer je f. = k/2my. Z zdruzenjem enacb (20) in (21) dobimo

kpT
yr2(fFE+f2)

Sx(f) = 1X*(F)l = (22)

Slika 9: Tipi¢ni moc¢nosti spekter termi¢nih gibanj. Robna

| frekvenca je f. =2065+ 5 Hz. Delec je bil merjen s

frekvenco fsampie = 65536 Hz . Temperatura je bila
T =24,4°C [16].
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Pri nizkih frekvencah (<f.) je amplituda mo¢i priblizno konstantna. Pri vi§jih frekvencah pa amplituda
pada s kvadratom frekvence. Z merjenjem termic¢nih gibanj dobimo moc¢nostni spekter in iz spektra
razberemo robno frekvenco f;. Iz spektra razberemo tudi konstantno amplitudo pri nizjih frekvencah, ki je

kpT

S(O) = SO = W (23)
Z vrednostnima S in f;, razbranih iz grafa, izratunamo vrednosti k in y
= 2ksT y = kpT (24)

mSofe’ m2 Sof?



5 Poskusi

Optic¢na pinceta je vsestransko orodje v mnogih znanstvenih podrocji, kot so biologija in biokemija.
Uporablja se za ujetje in manipulacijo dielektri¢nih kroglic, zivih celic, virusov in majhnih kovinskih
delcev. S pritrditvijo dolgih polimernih molekul na dielektri¢ne kroglice lahko te molekule manipuliramo
in merimo njihove fizikalne lastnosti [16].

5.1 S silo inducirano taljenje DNK

Ce s silo delujemo na dvojno vija¢nico DNK (dsDNA - double-stranded DNA), lahko povzro¢imo s silo
inducirano taljenje DNK. Pri tem se dsDNA spremeni v ssSDNA (single strand DNA - enojna vija¢nica) in
se podaljsa za faktor ~1,7. DNK se pritrdi na dve kroglici. Ena kroglica se pritrdi na stekleno mikropipeto
druga pa je ujeta v opti¢ni pasti. Na ta nacin se preiskuje razmerje med silo in raztezkom molekule. S tem
se pridobi elasti¢ne in strukturne parametre molekule. [17, 18]
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Slika 10: Teoreti¢ni model za dSDNA in ssDNA predstavljen S ¢rnimi ¢rtami. Izmerjeni podatki so predstavljeni z rde¢imi
trikotniki. iz grafa je razvidno da dsDNA preide v sSDNA. [14]

Pri manjsih silah se meri se meri fizi¢ne lastnosti DNK, kot so persisten¢na dolZina in elasti¢nost. Pri sili
F =~ 65 pN se zgodi nenadna sprememba DNA. DNA se hitro podaljsa na ~1,7 prvotne dolzine. Ko se
sila zmanj$a, se tudi DNA hitro in reverzibilno skr¢i na prvotno dolzino.

5.2 Molekularni motor
Veliko dela je bilo opravljeno, da bi izmerili sile, razdaljo koraka in hitrost, ki jo ustvarjajo molekularni

motorji, kot sta kinezin in RNK polimeraza [19]. Molekularni motor je molekula, ki iz energije ustvarja
gibanje. Ena taka molekula je RNK polimeraza. To je encim, ki iz DNK molekule ustvari RNK molekulo



v procesu imenovan transkripcija. En konec molekule DNK se pritrdi na kroglico, ki je ujeta v opti¢ni
pasti. Na kroglico, ki je fiksirana na stekleno mikropipeto, pa je pripet molekularni motor, kot je prikazano
na sliki 11(Levo). Nato se mikropipeto premakne na Zeljeno pozicijo ali dokler ni izmerjena Zelena sila z
opti¢no pastjo. Tak eksperiment na RNK polimerazi je pokazal, da je povprecna hitrost izdelave baznih
parov 23 parov na sekundo in da se ta motor ustavi pri sili 25 pN [19].
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6 Zakljucek

V seminarju sem pokazal, da ima opti¢na pinceta Stevilne uporabe na podro¢jih biokemije, kemije in
fizike. Samo z opti¢no pinceta lahko merimo mnoge sisteme, ki imajo majhne karakteristicne sile in Sibke
interakcije. Opticna pinceta lahko deluje skupaj z drugimi mikroskopskimi tehnikami kot je fluorescencna
mikroskopija [21]. Z uporabo Gaussovih zarkov vi§jih redov, ki morajo biti radialno nesimetri¢ni, je
mogoce nadzorovati vrtenje ujetih delcev. Z izboljSavo opti¢nih pincet in razvojem novih metod ujetje
delcev, bo mogoce izvesti obilo novih eksperimentov, ki sedaj niso izvedljivi.
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