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Resumo

A pinga dptica é um instrumento capaz de aprisionar e mover particulas da ordem de
micrOometros, consistindo basicamente de um laser infravermelho fortemente focalizado que
incide sobre um objeto com indice de refragdo maior do que o meio ao seu redor. As forcas que
uma pinga Optica exerce sobre uma particula sao da ordem de femto a pico Newtons. Por esse
motivo sua principal aplicagao ¢ no mundo microscopico, especialmente no estudo de células e
organelas, que podem ser manipuladas individualmente sem qualquer dano térmico. Neste
trabalho abordamos aspectos tedricos e experimentais relacionados as pingas dpticas. No
capitulo 2, em conjunto com a descri¢ao das varias montagens utilizadas nesta Tese, damos
especial atengao ao funcionamento de uma pinga dptica e aos pontos cruciais para entendé-la e
utiliza-la. No capitulo 3, fazemos uso de sua ultra-sensibilidade tanto para observar
ressonancias de Mie em microesferas capturadas e iluminadas por ondas planas e feixes
focalizados. Nesse mesmo capitulo também realizamos uma medida dindmica da sua
intensidade em fung¢ao da distancia do foco do laser ao centro da particula. Os resultados
obtidos revelam o papel fundamental da polariza¢do da luz na forca da pinga optica e s6 podem
ser explicados com o formalismo da dptica eletromagnética. No capitulo 4, mostramos que ¢
possivel unir a capacidade de manipulagdo da pinga dptica com a de caracterizagao de
diferentes técnicas espectroscdpicas lineares e nao lineares, colocando-as em um mesmo
sistema. Com esse acoplamento fomos capazes de fazer espectroscopia Raman, Hiper Raman,
Hiper Rayleigh e fluorescéncia excitada por absorcao de 2 fétons em materiais bioldgicos e
outras amostras. No capitulo 5, mostramos que uma calibragao da pinga dptica nos possibilita
medir forgas em particulas microscdpicas e aplicamos a mesma na medida da for¢a do parasita
leishmania, encontrando valores tao pequenos quanto 200 femto Newtons. Também utilizamos
esse instrumento para medir a elasticidade de hemadcias normais, estocadas, irradiadas e

falcizadas. Fechamos a Tese com o capitulo 6 que traz uma conclusao geral e perspectivas.



Abstract

The optical tweezers is a tool capable of capturing and manipulating particles of micrometers
order. The optical tweezers, basically, consists of a tightly focused infrared laser incident on a
particle with refractive index larger than the surrounding media index. The optical forces
actuating on the particle are of order of femto to pico Newtons. For this reason, the main
application of an optical tweezers is in the microscopic world, especially in the study of cells
that can be manipulated individually without thermal damage. In this work, we treat of
theoretical and experimental aspects related to the optical tweezers. Chapter 2 contains the
description of the set-ups used in this thesis. Special emphasis was given to those points critical
for the understanding and to mounting an optical tweezers set up. Chapter 3 describes the use
of the high sensitivity of the optical tweezers to observe the Mie resonances in microspheres
captured and illuminated by plane waves and focalized beams. It also contains the description
of the measurements of the intensity of the optical force as a function of the distance of the laser
focus to the center of the particle. Our results show the fundamental hole of the laser
polarization for the forces of an optical tweezers. This can only be explained by a complete
electromagnetic theory. Chapter 4 shows that it is possible to add the capability of manipulation
of an optical tweezers to the ability of characterization of linear and non-linear spectroscopic
techniques in only one integrated system. With this system, we were able to perform Raman,
Hyper Rayleigh, Hyper Raman and Two-Photon Excited Luminescence in biological and non-
biological samples. Chapter 5 describes an optical tweezers calibration method to measure
forces as small as 200 femto Newtons of the protozoa Leishmania amazonensis. We also used
the optical tweezers to measure the elasticity of normal, storaged, sickle and irradiated red

blood cells. Chapter 6 contains the conclusions and perspectives.
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Capitulo 1

Introducao

A incorporacao de lasers na microscopia Optica nessas duas tultimas décadas tem
colaborado consideravelmente para as mais modernas pesquisas nas dareas de
Biomedicina com propositos de manipulagao, medidas, diagnostico, microanalise e
construcao de imagens.

Dentre as varias utiliza¢Oes de lasers nessas areas, destaca-se o trabalho pioneiro
de Ashkin e colaboradores. Em 1986, eles demonstraram o uso de um instrumento,
denominado pinga Optica, baseado na transferéncia de momento de fotons para
capturar particulas dielétricas [1]. Embora essa ferramenta nao tenha sido
primeiramente desenvolvida para aplicagoes bioldgicas, logo ficou claro que essa seria a
sua principal drea de aplicacao. Ja no seu proximo artigo [2], Ashkin aplicou a pinga
Optica na captura e manipulagao de particulas bioldgicas com tamanhos variando de
décimos a centenas de micra. Inicialmente, Ashkin utilizou um laser de argonio
operando em A = 514 nm, porém, devido ao alto coeficiente de absorcao de radiagao no

comprimento de onda visivel, esse causava danos aos organismos vivos levando-os a



morte celular. Passaram assim a utilizar um laser Nd:YAG em A = 1064 nm. Como a
maioria das substancias que compdem o ser vivo € transparente ao infravermelho, a
absorcao nessa regidao é pequena e o pouco calor gerado é rapidamente transferido ao
fluido por condugdo e convecgdo, conseqiientemente nao ha danos nesses organismos.
A partir de entdo, a pinga dptica vem sendo amplamente utilizada em duas vertentes:
manipulagao direta de microorganismos e medidas de propriedades mecanicas e de
forcas em sistemas bioldgicos.

Como microferramenta de manipulagdo, a pinga Optica acoplada a outro
instrumento denominado bisturi Optico ja foi utilizada para inserir DNA no interior de
diferentes tipos de células [3], para conectar DNA ao silicio na tentativa de construcao
de uma interface biomecanica [4], para fertiliza¢Oes in vitro [5] e para fusao de células.
O bisturi 6ptico é fundamental para uma completa manipulagdo celular, pois é
essencialmente um laser capaz de fazer perfuragdes em paredes e membranas celulares.
Como os cortes sao feitos por transferéncia de calor e ndo se pode danificar o material
bioldgico, usa-se nesse instrumento um laser pulsado operando no verde. Geralmente,
os tecidos organicos tém alta absor¢ao nessa regiao do espectro.

Por outro lado, como microferramenta de medida, a pinga Optica ja foi utilizada
para medir e comparar deslocamentos celulares e forcas de proteinas (miosinas)
cardiacas [6], para caracterizacdo de motores biologicos moleculares [7] e rigidez
tflexural de microtubulos [8], para medir o comprimento de uma molécula de DNA [9] e
a motilidade de espermatozdides humanos [10], para detectar concentracdes de
antigenos da ordem de femtomolares [11] e para observar a auséncia de travamento do
movimento de rotagao reversa de flagelos motores de bactérias [12]. Além de todas
essas aplicagdes, muito recentemente, a pinga Optica também tem comecado a ser
utilizada como uma ferramenta versatil e peca fundamental, em conjunto com técnicas
espectroscopicas como, por exemplo, fluorescéncia e Raman, na construgao de imagens

e em estudos de células isoladas e microorganismos flagelados.



Nesta Tese de Doutorado tratamos de aspectos tedricos e experimentais
relacionados a pinga Optica. No capitulo 2, descrevemos todas as montagens utilizadas
sem, no entanto, relatar os resultados obtidos abrindo uma exce¢ao apenas para os que
envolveram as manipulagdes com a pinga dptica simples e dupla. Fizemos essa opcao
de apresentar todos os sistemas experimentais utilizados conjuntamente ao perceber
que os mesmos compartilhavam de equipamentos e procedimentos. Além disso,
também descrevemos, sem utilizar qualquer modelo quantitativo mais sofisticado,
intuitivamente, o que vem a ser a pinga Optica e os pontos tedricos e experimentais mais
relevantes para um bom aproveitamento desse instrumento. Para realizar medidas de
forcas de adesao e elasticidades, montamos um sistema de pinga dupla em que cada
uma delas pode ser manipulada independentemente. Com isso observamos o intrigante
comportamento de adesao de hemadcias entre si. Nossas observagdes mostram que elas
deslizam facilmente umas sobre as outras, mas se ligam fortemente pelas bordas. Apds
a pinga dupla, passamos a detalhar as montagens das aplicagdes realizadas nessa Tese;
sdao elas: medida da intensidade da forca Optica em fungdo da posicao do centro da
particula em relagdo ao foco do laser e da polariza¢ao, observacao de ressonancias de
Mie em microesferas, acoplamento de espectroscopia com a pinga Optica, calibracao da
pinga optica e medida de forca e elasticidade de leishmanias e hemacias.

No capitulo 3 apresentamos primeiramente as ressonancias de Mie observadas
através da fluorescéncia excitada por absorcao de dois fotons. Esse foi o ponto de
partida para as observa¢des das mesmas ressonancias nas forgas Opticas. Para tanto,
utilizamos a sensibilidade e estabilidade da pinga Optica para observar diferengas muito
pequenas de espalhamento e detectar as ressonancias de Mie. Os “MDR modes” ou
ressonancias de Mie sdo previstos pelo formalismo de Mie para onda plana e dependem
do tamanho, forma e indices de refracao do objeto espalhador e do meio em que esta
embebido e sao divididos em TE e TM. Nos usamos a pinga dptica para excitar esses

modos em duas situagOes: a. através da incidéncia por onda plana e b. depois com o



feixe focalizado na borda nas posi¢des (R,0,0), (0,R,0) e [(R,R,O)/\/E], utilizando

uma técnica que denominamos Espectroscopia Ultra-sensivel de Forca. Com essa
experiéncia concluimos que as ressonancias de Mie dependem fortemente da posicao do
feixe em relagao a polarizagao do laser, de forma que podemos excitar seletivamente os
modos TE e TM. Ainda nesse mesmo capitulo relatamos a medida dinamica da
intensidade da forga dptica em fungao da posicdo do centro ao foco do laser e da
polariza¢ao. Com ele concluimos que a forga da pinga dptica nao é somente anisotropica
com relagao as forcas verticais e horizontais, mas também que as proprias forcas
horizontais em X e y sao anisotropicas entre si, ou seja, ndo hd sequer uma simetria
azimutal, pois as mesmas dependem do movimento da particula em relagdo a
polarizacao do feixe incidente. Para explicar tanto a observagao das ressonancias de Mie
como também a medida dindmica da intensidade, tivemos que deixar de lado a teoria
de Optica geométrica, e utilizar a teoria eletromagnética para pingas Opticas, que acabou
se mostrando muito boa na descri¢ao dos nossos resultados.

No capitulo 4 apresentamos o nosso sistema de pinga Optica acoplado com as
espectroscopias confocais Raman, Hiper Rayleigh, Hiper Raman e fluorescéncia por
absorgao de dois fétons. Comparamos a performance de nosso sistema “homemade” de
microandlise com a de outros grupos repetindo suas medidas. Essa comparacao
mostrou que nossos tempos de aquisicao e relacdo sinal ruido eram iguais ou melhores
do que os apresentados por outros grupos, incluindo os trabalhos de nosso colaborador,
Dr. Katsuhiro Ajito da Nippon Telegraph & Telephone do Japao [13]. Além disso, nosso
sistema traz uma inovacao em relagao aos outros sistemas de espectroscopia & pinga
Optica pelo fato de estarmos usando lasers de pulsos ultracurtos e um laser sintonizavel
para espectroscopia diferente do laser da pinga dptica. Com o laser pulsado foi possivel
observar espalhamento Hiper Raman e Hiper Rayleigh na pinca dptica, um resultado
original. O laser de femtosegundos também nos permitiu observar simultaneamente a

luminescéncia gerada por absor¢ao de dois fotons na regiao do visivel (500 nm), o



espalhamento Raman na regiao do infravermelho proximo (800 nm) e os espalhamentos
Hiper Rayleigh e Hiper Raman na regiao do azul (400 nm). Usualmente, a presenca da
luminescéncia impede a observagao do Raman, mas no nosso caso as regides espectrais
sao completamente diferentes. Talvez uma das maiores vantagens do acoplamento da
pinga Optica com a espectroscopia € que agregando microandlise a pinga Optica
podemos analisar a composi¢ao e metabolismo de uma tnica célula, inclusive de células
vivas em movimento. Também podemos aproximar e afastar particulas umas das
outras, exercer tensoes e forgas sobre as mesmas e analisar as conseqiiéncias dessas
manipulagdes. O objetivo principal dessa pesquisa foi o de construir um sistema
integrando a habilidade de manipulacdo da pinga Optica com a de caracterizagao das
diferentes técnicas espectroscdpicas.

No capitulo 5 tratamos de Optica geométrica, hidrodinamica e as aplicagoes
bioldgicas realizadas com a pinga Optica. Para medidas de for¢as em microesferas
obtivemos, tedrica e experimentalmente, as forcas Opticas e hidrodinamica atuantes
sobre essa particula quando for¢cada a movimentar-se em um liquido. Um dos objetivos
de medir forcas em microesferas é poder determinar forgas atuantes em particulas de
geometria complexa. O calculo das forgas Opticas e hidrodindmica em objetos que nao
sdo esféricos € praticamente impossivel. Assim, a microesfera € usada como um
calibrador cuja precisdao esta intimamente ligada a concordancia entre as forgas que
agem sobre a mesma. Do mesmo modo que a microesfera sofre um deslocamento na
dire¢do contrdria ao seu movimento no liquido, ela também sofrerd quando estiver
acoplada a particula causadora da forca que se quer determinar. Podemos usar o
deslocamento como uma medida do valor dessa forga. Afinal, ela é igual e contraria a
forca Optica, que por sua vez € calibrada com esse deslocamento. Retomamos a
calibracdao desenvolvida na Tese de Mestrado, pois apesar de termos obtido resultados
razoaveis, ao longo do Doutorado percebemos a importancia do uso da esfera
integradora para uma medida mais precisa da poténcia, que na época era realizada com

detectores para feixes paralelos e ndo convergentes, assim como é o caso da pinga
5



Optica. Uma medida precisa da poténcia reflete em uma calibracdo mais precisa da
pinga oOptica. Depois de feita a calibragao da pinga Optica, calculamos a forca do
protozoario Leishmania amazonensis, causador da doenca Leishmaniose. Agora é o
parasita que causa o deslocamento na microesfera. Sabendo o seu valor podemos
quantificar a forca desejada. Nesse mesmo capitulo também aplicamos a pinga Optica
para estudar a elasticidade de hemdcias. O bom desempenho das fungdes dessas células
na corrente sangiiinea estd fortemente ligado a sua capacidade de deformacao, que por
sua vez ¢ mantida pelas propriedades de elasticidade celular e viscosidade de sua
membrana. A fim de quantificar essas propriedades simulamos a deformagao dessas
células no laboratdrio. Para isso, capturamos as hemdcias com a pinga Optica, as
submetemos a velocidades constantes e estudamos as forcas elastica e hidrodinamica
que agem sobre a mesma. A determinacao da elasticidade e viscosidade é muito
importante, pois a partir de uma caracterizagio de hemadcias normais podemos
observar, por exemplo, o quanto as hemdcias doentes ou o quanto as hemdcias
estocadas para transfusao estao com suas propriedades alteradas. Apds a caracterizagao
das hemadcias normais estudamos a deformabilidade de hemadcias de pacientes com
anemia falciforme homozigotos, medicados ou nao com hidroxuréia, de hemacias de
doadores de sangue com trago falciforme correlacionada ao tempo de estocagem de
bolsas e de hemadcias tratadas com radiacao y, normalmente transfundidas em pacientes
imuno-suprimidos, também correlacionada ao tempo de estocagem. Ao realizar essa
pesquisa percebemos que para se aproveitar toda a variedade de aplicagdes que a pinga
Optica pode nos proporcionar é fundamental entendermos a hidrodinamica para baixos
numeros de Reynolds do universo habitado pelos microorganismos, por isso esse
capitulo traz também estudos tedricos nessa drea.

Por fim, no altimo capitulo falamos um pouco das perspectivas abertas pelos

estudos realizados nessa Tese de Doutorado.



Capitulo 2

Sistemas Experimentais

Neste capitulo descrevemos, do ponto de vista experimental, todas as montagens
utilizadas ao longo dessa Tese. Entretanto, nao incluimos a apresentacdo e a discussao
dos resultados, que serao feitas nos capitulos posteriores. Os tinicos resultados exibidos
nesse capitulo sdao aqueles cuja maior dificuldade para obté-los reside no sistema
experimental e que falam por si proprios sem justificar maiores andlises. Optamos por
esse modo de apresentagao ao perceber que as montagens compartilham de muitos
equipamentos e procedimentos. Dessa forma todos os seus detalhes sao entao relatados
aqui neste capitulo, sem mais detalhes nos capitulos subseqtiientes.

Como um fio condutor para as diversas aplicagdes, adotamos a estratégia de
apresentar: as metas da experiéncia em questao, um esquema da montagem com a
descricao dos equipamentos e dos detalhes que se mostraram os mais importantes para
o sucesso final da aplicagdo, uma discussao dos problemas que nos impediam de
alcancar as metas e, dentro de um ponto de vista exclusivamente intuitivo e

experimental, indicar como foi possivel resolver cada um deles.
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Os sistemas experimentais utilizados nessa Tese foram: 1. Pinca dptica simples; 2.
Aplicagao da pinga Optica simples para medidas de forga, elasticidade e viscosidade; 3.
Pinga optica dupla; 4. Espectroscopia de for¢a com pingas Opticas e 5. Espectroscopia
linear (Raman) e ndo linear (luminescéncia excitada por absorc¢ao de dois fétons, Hiper
Rayleigh e Hiper Raman) em conjunto com pingas Opticas.

Sem utilizar qualquer modelo quantitativo mais sofisticado apresentamos as
idéias intuitivas dos fendomenos fisicos envolvidos no experimento que nos permitem
entender as opgoes de montagens experimentais utilizadas e as dificuldades que
apareceram. Foi dessa forma que nds desenvolvemos o nosso trabalho, usando a
intuicdo experimental nas montagens e usando uma andlise quantitativa sobre os
resultados obtidos como realimentacdo para a melhora do sistema e a obtencao de
resultados mais precisos.

Assim, iniciamos este capitulo explicando, baseado na &ptica geométrica, o
principio basico de funcionamento de uma pinga Optica, o qual é suficiente para definir
varidveis e parametros importantes na montagem e na operacdo dos sistemas

experimentais.

2.1 A Pinca Optica

Uma pinga Optica utiliza as forcas de radiagao de um laser para capturar e
manipular particulas microscépicas. Os dois equipamentos fundamentais na sua
montagem sao o microscopio, dentro do qual a objetiva tem o papel principal, e o laser.
A Figura 1 mostra um esquema da montagem experimental da nossa pinga Optica
simples. Para entender a importancia dos diversos componentes do sistema iniciamos,
de forma intuitiva, com os fendmenos envolvidos na captura das particulas por uma

pinga Optica.



Laser

de Nd:YAG
VCR
Céamera
Ocular
BS
Telescopio
—
BS, —] e M1

Figura 1. Sistema Experimental de Pinga Optica simples.

2.1.1 Principio Basico de Funcionamento: Transferéncia de Momento do Foton

A forma mais simples de entender o principio de operagao de uma pinga Optica é
através da Optica geométrica (aplicada quando r >> A, onde r é o raio da particulae A é
o comprimento de onda) analisando a trajetoria dos raios e associando-os a uma

particula, o foton, que transporta momento |;3| =hv/c (no vacuo). Um obstaculo que

muda apenas a direcdo do foton recebe um impulso na diregao da bissetriz do angulo
entre os fotons incidentes e refratados, como se fosse um choque entre particulas,
conforme ilustra a Figura 2.

diregéo }5 incidente
da forca

ﬁ incidente

—

A ;—?- particula P refratado

Aﬁ foton

p refratado recuo da particula

que desviou o raio

Figura 2. Choque entre foton e centro espalhador.

Os trabalhos pioneiros de A. Ashkin em levitacao de particulas iniciaram-se com
a utilizagcao de feixes de lasers contra-propagantes [14, 15, 16, 17] até que notou que
apenas um feixe altamente focalizado era suficiente para captura-las [18, 1]. Foi s6 a
partir desse momento que essa técnica experimental passou a ser chamada de pinca

Optica.



Para entender como um tunico feixe altamente focalizado é capaz de capturar
uma particula, mesmo contra um campo gravitacional, vamos analisar apenas a
trajetéria de dois raios meridionais, simétricos, que se encontrariam com o eixo z na

posicao z, se nao sofressem desvio devido ao centro espalhador. Vamos considerar que

a particula espalhadora é uma esfera com o eixo na vertical oposto a gravidade,
conforme pode ser visto na Figura 3 e na Figura 4. Podem ocorrer quatro situagoes
distintas dependendo se o indice de refracao da esfera n1 for maior, ou menor, do que o

indice de refracdo do meio externo nz, e se a posi¢ao do foco é positiva, z,> 0, ou
negativa, z,<0. Quando ni > n, o raio se aproxima da normal ao entrar na particula e se
afasta da mesma ao sair. O oposto ocorre se ni < n2. Assim, para n1 > mz e z,> 0, a
trajetdria serd como mostra a Figura 3 a. Ja se n1 > n2 e z,<0, serd como na Figura 3 b.
Nota-se entao que a diferenca entre esses casos, z,> 0 e z,< 0, € que o raio se inclina

para “baixo” ou para “cima”. A situagao se inverte quando ni1 < nz, conforme apresenta a

Figura 4.

raio incidente

raio incidente

gi ‘
—
n,>n,

raio refratado n,>n,
z,>0 Z,<0

raio refratado
Figura 3. Trajetdrias dos raios para ni > no.

raio incidente L
raio incidente

n;<n,
Zo>0

raio refratado

n,<n,

raio refratado
Z,<0

Figura 4. Trajetdrias dos raios para ni <na.
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Essa analise nos permite entender como um unico feixe de laser pode capturar
uma particula, inclusive se opondo a gravidade, no caso n: > nz2, e como a particula é
expulsa do foco do laser no caso oposto. Para tanto, vamos considerar o foco na posi¢ao
z,> 0 no eixo vertical e analisar apenas as trajetorias de dois raios opostos a e b nos dois

casos, n1 > n2 e n1 <na.

raios incidentes b

j raios refratados

n,>n,

Figura 5. Forgas e trajetorias de dois raios para o caso ni> n.

a a raios incidentes b
; Fa PN
(’( raios refratados
Fb

Figura 6. Forgas e trajetorias de dois raios para o caso ni<na.

n,<n,

Na Figura 5, nota-se que as componentes horizontais se anulam e a forca
resultante é para “cima”, oposta a gravidade, tendendo a trazer o centro da particula
para o foco do laser. Ja na Figura 6, a forca resultante € para “baixo”, na direcao da
gravidade, tendendo a afastar o centro da particula do foco do laser. A Figura 7 ilustra
os raios e a dire¢ao da forga para o foco do laser em diferentes posi¢des no caso ni >no.
Delas, se compreende que, se ni > n, a forga € restauradora tendendo sempre a trazer o
centro da particula para o foco do laser, e se n1 <n: a tendéncia é expulsar a esfera do

foco do laser.
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Figura 7. Forcas de dois raios para o caso ni<n: e varias posi¢des de foco.

2.1.2 Influéncia da Reflexio e Absorcio na Forca Optica

Desconsiderando as reflexdes, a forga dptica seria nula quando o foco do laser
coincidisse com o centro da esfera. Entretanto, associado a refracdo que desvia a
trajetdria dos raios, sempre existe uma reflexao cuja intensidade para incidéncia normal
é dada por R=[(n, —n,)/(n, +n,)]*. Os fétons refletidos tendem a expulsar a esfera do
foco do laser conforme mostra a Figura 8 a. Dessa forma, a reflexao gera uma forca que
se contrapde a forca restauradora da pinga Optica. Normalmente a reflexao ¢ muito
menor que a transmissdao, mas conforme a razao entre os indices de refracao

n,/n; aumenta, o papel da reflexdo sera cada vez mais significativo, impedindo a

operacao da pinga dptica quando ni>> na.

S
2

@@DQ

Figura 8. (a). Efeito da reflexao na forca optica. (b). Efeito radiometro.

Nao so a reflexao pode impossibilitar a captura de uma particula pela pinca
Optica, mas também a absorc¢ao. A absorcao tem dois efeitos: direto, por transferéncia de
momento de um féton, que desaparece como se fosse um choque plastico e que também
tende a expulsar a particula do foco do laser, e indireto, através do calor gerado pela
absorcao do foton. Nesse caso pode ocorrer o “efeito radidometro” se a parte da particula

em que o feixe incide se torna mais aquecida do que a parte oposta. Quando aparece um
12



gradiente de temperatura assimétrico entre amostra e o meio externo, as moléculas do
fluido que atingem a superficie da particula adquirem maior velocidade por aumento
de temperatura e sao relancadas, transferindo a diferenga de momento para a particula.
A Figura 8 b ilustra esse efeito que também tende a expulsar a particula da armadilha
Optica.

Mesmo que o efeito térmico seja pequeno do ponto de vista da forga ele deve ser
evitado ao maximo, pois um dos principais objetivos da pinga Optica € capturar e
estudar particulas biologicas vivas, sem danifica-las termicamente. A maior parte das
substancias organicas presentes tende a ter alta absorcdo na regiao do visivel onde
encontram as ressonancias eletronicas dos elétrons de valéncia. A absor¢ao dos modos
vibracionais tende a ocorrer no infravermelho mais longinquo, deixando uma janela no
infravermelho proximo com pouca absor¢ao, conforme mostra a Figura 9, na qual
apresentamos os espectros de absor¢ao da melanina e da hemoglobina. A agua, por
exemplo, o componente mais abundante em todos os nossos estudos, possui linhas de
absorc¢ao pouco intensas na regido de 1.4 pym e muito fortes na regiao de 2.7 ym. Além
da absor¢do, o espalhamento Rayleigh que também tende a expulsar a particula

capturada cai proporcionalmente ao fator 1/A* no infravermelho. Nas primeiras

demonstra¢des de uso da pinga Optica, Ashkin utilizou um laser de Argonio no visivel,
para capturar particulas inorganicas em agua. Entretanto, bactérias apareceram apds
certo tempo e ele observou que elas morriam depois de capturadas por tempos da
ordem de 3 a 5 minutos, dependendo da poténcia do laser [19]. Isso lhe chamou a
atencdo para a importancia das aplicagdes da pinga Optica em sistemas bioldgicos vivos
e da necessidade de evitar danos térmicos aos mesmos. Para tanto, a idéia foi trocar o
comprimento o laser para o infravermelho préximo [2]. Por isso, usou o laser comercial
mais comum nessa regiao, o Nd:YAG, operando na regiao de 1064 nm, conforme

também ilustra a Figura 9.
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Figura 9. Espectro de absor¢ao da melanina e hemoglobina.

2.1.3 Ordem de Grandeza da Forca Optica e Dimensées das Particulas Capturadas

Uma estimativa superior da ordem de grandeza da forca da pinga Optica pode
ser feita supondo que um feixe de laser unidirecional com 1 W de poténcia seja
completamente absorvido pelo objeto. Neste caso a forca sera dada por:

dp n’ fotons poténcia hv  poténcia
P:_:f—xpﬁiton = X—="7"——"
dt  tempo hv c c

@2.1)

Aqui vale ressaltar que, muito antes do conceito de fétons como particulas,
Maxwell ja demonstrara que a forga transmitida por uma onda eletromagnética era
dada por F = poténcia/c. Usando essa expressao, temos que o valor da for¢a sera da

ordem de:

Fz%
3x10°m/s

=3x107N (2.2)

Na pratica apenas 100 a 200 mW de laser incide na particula e os fétons sao
apenas desviados, e nao completamente absorvidos, de modo que as forca dpticas sao
bem menores do que nN. Forcas maximas da pinga Optica sao da ordem de 100 pN.
Apesar de muito pequenas sao forcas consideraveis para particulas microscopicas.
Suponha que o objeto capturado é uma particula ctibica de 1 um de aresta com
densidade igual a da agua, ou seja m=(103kg/m3)><(10_6)3m3=1O_15kg. Nesse caso a
aceleracio causada por wuma forca Optica de 100 pN vale a=F/m=
10710 N/ 1071° kg =10°m/s> =10%* x ¢, onde g é a aceleragdo da gravidade. Tomando uma
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particula 10 vezes maior, a massa cresce e a acelera¢dao decresce, por um fator 10°, ainda
na faixa de 10 g’s. Entretanto para particulas com 100 um a aceleragao seria 102 g’s, ja
desprezivel frente a outras interagdes microscopicas. Dessa forma, fica claro que a
aceleracao causada pela forga do laser so é consideravel para particulas menores do que
50 pm.

Em principio, a forga dptica nao tem limite inferior, pois a poténcia do laser pode
ser nula. Entretanto, a menor for¢a dptica que podemos detectar é dada pela menor
forca ainda capaz de aprisionar uma particula da mesma ordem de grandeza das forcas
causadas pelo movimento browniano gerado a partir de flutuacdes térmicas. Para uma
estimativa desse limite inferior, vamos considerar a pinga Optica como um oscilador
harmonico com constante eldstica K(P), proporcional a poténcia do laser incidente. Pelo

teorema de eqiiipartigao de energia temos:

2
<K6x >:kB—T o sr=, el (23
2 2 K

onde T € a temperatura, ks é a constante de Boltzmann e 6x o deslocamento causado

pelo movimento browniano. Portanto, a expressao para a forca devido as flutuagoes é
Fp = K(P) 8x=JK(P)ksT . Para estimar seu valor basta saber a constante elastica K(P)
da pinga. Usando nossas medidas de calibragao descritas no capitulo 5, obtivemos uma
constante eldstica para poténcia de 70 mW do laser da ordem de
K(100mW) =18x107% N/m. Utilizando esse valor de K para T = 300 K temos
Fpy, =0.27pN =270 fN. Diminuindo a poténcia do laser por um fator de 100, para 1 mW,

cai pelo mesmo fator e a forca de flutuacdo por um fator de 10, ou seja podemos
considerar Fp,, =27fN como o limite inferior para nossa medida de forga. Por outro
lado baixas poténcias limitam a for¢a maxima, logo a estratégia € usar poténcias altas
para medir forgas altas e baixas poténcias para medida de forcas pequenas.

Particulas muito pequenas adquirem facilmente energia cinética suficiente para

escapar do potencial déptico. Nas condi¢oes experimentais tipicas em liquidos a
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temperatura ambiente, a pinga Optica pode aprisionar particulas com dimensao até da
ordem de 50 nm, abaixo do limiar de resolugao tipica de 200 nm dos microscépios
opticos. Embora particulas dessa dimensao nao sejam visiveis seu aprisionamento pode
ser detectado com técnicas espectroscdpicas. Dessa forma a pinga é capaz de manipular
particulas com dimensdes entre 50 nm a 50 um, o que a torna uma ferramenta ideal para

estudos de células e microorganismos.

2.1.4 Laser de Nd:YAG
Na nossa pinga Optica usamos um laser de Nd:YAG modelo 3800 S da Spectra

Physics operando em modo continuo (“continuous wave” — cw) no comprimento de
onda de A = 1064 nm. Trata-se de um laser comercial de alta poténcia, mais de 10 W
(existem lasers de Nd:YAG com centenas de W), com o comprimento de onda bem na
janela desejada, conforme mostrou a Figura 9 acima, e excelente qualidade de modo,
geralmente TEMuw, tornando-o a ferramenta ideal para a pinca 6ptica. E um laser de
estado sélido capaz de operar por dezenas de anos apenas com troca das lampadas de
bombeio e reposigao da dgua deionizada.

O principal componente desse laser € o ion de terra rara Nd* embebido em um
cristal de YAG (Ytrium, Aluminium, Garnet — Y3Als012) no qual o Nd entra em
substitui¢do ao Y, j& em um ambiente quimico balanceado do ponto de vista das 3
cargas negativas a sua volta. O Nd faz parte da familia dos Lantanideos, terras raras
com orbitais 4f incompletos, em que quase todos os elementos, exceto o Promécio por
ser radioativo, sdo utilizados como meios laser ativos (Figura 10). O estado de oxidagao
usual das terras raras é 3, que quase sempre se apresentam na forma de ions trivalentes.
Para tanto elas perdem dois elétrons do orbital 6s e um dos orbitais 4f. Entretanto, as
fung¢des de onda dos orbitais 5p, mesmo com energias mais baixas do que os 4f, sao
mais espalhadas espacialmente. O orbital 5p completo cria uma distribuigao esférica de
cargas que blinda os elétrons dos orbitais 4f de campos elétricos e magnéticos de

atomos vizinhos. Dessa forma os niveis 4f se modificam muito pouco quando colocados

16



em diferentes hospedeiros, mantendo quase intacta a estrutura de niveis do atomo

isolado.

152
2 282 2j°
4 352 3pb 3o
12

4s? 4ps 4d10 4in
20 582 5¢p° |
38 6s

Lantanideos

56

Figura 10. Distribuicao dos elétrons em camadas para as terras raras.

Quando colocados em um hospedeiro solido, os niveis tendem a se alargar por
influéncia dos fonons, a se deslocar por algumas centenas de cm™ apenas devido ao
efeito Stark e a quebrar a degenerescéncia magnética em J. O Nd* possui trés elétrons
nos orbitais 4f que devem ser colocados segundo o esquema de Russel-Saunders, no
qual os spins S e os momentos angulares orbitais L se somam independentemente, para
finalmente dar origem ao momento angular total ] =L+S, cujos nimeros quanticos

variam de |[L- S| até

L+ S| . Para ions com menos da metade da camada cheia, o estado

fundamental corresponde ao menor J. A Figura 11 mostra a disposi¢ao dos 3 elétrons do
Nd* no estado de energia mais baixa. Somando os spins, obtemos S =12+ 1% +12=3/2 , e

somando os m’s obtemos L = 3+2+1 = 6.

|

+3 +2 +1 0 -1 -2 -3

Figura 11. Disposi¢ao dos elétrons de Nd** segundo a regra de Russel-Saunders.

A notacado espectroscdpica é da forma 25*'Lj, usando as letras S, P, D, F, G, H, I, ],
etcparalL=0,1,2, 3,4,5,6,7 etc. No caso do Nd*, entao, 25+1 =4, L=6 =1, e o menor ]
= 6 - 3/2 = 9/2, portanto o estado fundamental é *los» com degenerescéncia 10. Os
proximos 4 principais niveis excitados correspondem apenas aos J's seguintes de 11/2

até 15/2. Niveis superiores sdo dados por rearranjos dos elétrons entre os m’s. A
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emissao laser em 1064 nm ocorre entre os niveis “Fs2 e *li2, conforme ilustrado na
Figura 12 onde vemos o diagrama de niveis do Nd*. Esse é um sistema laser de 4 niveis,
no qual elétrons fotoexcitados para os niveis acima do *Fs2 rapidamente decaem para o
mesmo, nao radiativamente, via emissao de fonons devido a pequena separacao entre
esses niveis. A emissao de fonons do nivel *Fs»2 € muito pequena pois seriam necessarios
muitos fonons para atingir o nivel mais proximo “lis2. Por isso esse estado tem um
tempo de vida razoavelmente longo, da ordem de 200 ps. Ja os elétrons dos niveis *l11.2
até ‘lis2 decaem rapidamente para o estado fundamental por emissao de fonons em
cascata. As duas linhas principais utilizadas nos lasers de Nd:YAG sao a de 1064 nm, a
mais intensa, do nivel “Fs2 para o *lue, e a de 1350 nm, do *Fse2 para o *lizz, conforme
podemos ver na Figura 12. O bombeio € feito opticamente usando as bandas em torno
de 800 nm, 750 nm e 580 nm, marcadas com setas pretas. A Figura 13 mostra o espectro

de absorcao do Nd* no YAG.

Niveis de Energia do Nd**
24
4G7/2
¥ G
2.0 ] 5/2
_—2H11/2
:Ss/z- :F9/2
1.6 1 Hg/z%ﬁ/z
s Fs
L 4F3/2
©
§ 1.2
3 1350 nm
w
1064 nm
0.8 -
4
15/2
0.4 - PP
4I11/2
0.0 i
9/2

Figura 12. Diagrama de niveis do Nd:YAG.

Para bombeio de lasers cw se usa lampadas de arco de Kriptonio em alta pressao
cujas linhas se ajustam bem ao espectro de excitagdo do Nd*'. Essa lampada, na forma
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de um tubo de comprimento igual ao do bastao de Nd:YAG, em torno de 10 cm, é
colocada no foco de uma cavidade eliptica com o bastdao de YAG no outro foco. Dessa
forma todos os raios emitidos pela lampada atingirao o bastao. Uma op¢ao mais barata
¢ a lampada de Xenonio. Hoje também tem se tornado comum o uso de lasers de diodo
como fonte de bombeio, devido a vantagem de melhor casamento das linhas e menor
geracao de calor. Entretanto, os lasers de diodo tendem a ter vida curta e sao muito
mais caros do que as lampadas de Kriptonio. O laser de Nd:YAG cw funciona muito
bem, mesmo com uma tecnologia antiquada, sendo estavel e sem problemas de
operacao. Um estoque de lampadas pode manté-lo operacional por décadas, sem

maiores necessidades de manutengao e importagoes.
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Figura 13. Espectro de absorcao do laser de Nd:YAG.

O nivel Iz estd da ordem de 200 meV do estado fundamental, ou seja, em torno
de 10 KsT para 300 K, temperatura ambiente. Porém, se a temperatura aumenta para
600 K, esses niveis ja podem ser termicamente populados com o fator de ¢, tornando o
tempo de decaimento para o estado fundamental mais longo, prejudicando a inversao
de populacdo e o desempenho do laser. Por isso, o laser de Nd:YAG ¢é refrigerado.
Entretanto, a partida da lampada de arco de Kriptonio se d4 através de uma descarga
de alta tensdo. Assim, se a agua de refrigeracao em torno da lampada apresentar

resisténcia menor do que a do gas dentro da lampada, a descarga ocorrera pela agua,
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nao ionizando o gas da lampada. Dessa forma, é fundamental que se utilize agua
bidestilada e deionizada na refrigeracao da lampada e do bastao de Nd:YAG. A fonte
do laser j& vem com colunas para deionizar a dgua que requerem manutencao
periddica. A extracdo final de calor se da por troca de calor entre o circuito primario da
agua deionizada e um circuito secundério de 4gua comum ou refrigerada. O controle
grosso da poténcia do laser é feito através da corrente da lampada de bombeio.

O bastao de Nd:YAG ¢é cortado em angulo de Brewster de modo que o laser sai
polarizado, pois a perda por reflexao para a polarizagao s em centenas de idas e vindas
na cavidade é muito grande para competir com a polarizacao p. Em alta poténcia,
entretanto, podemos observar 4 lobulos na luz transmitida por um polarizador cruzado.
Esse efeito se deve a birrefringéncia termicamente induzida no bastao pelo gradiente de
temperatura, que vai tornando os raios fora dos eixos x e y elipticamente polarizados.
Para garantir um bom modo da luz emitida se coloca uma abertura intracavidade no
laser. A forma correta de alinhamento do laser para se ter um bom modo TEMuw é&,
primeiro retirar essa abertura, e depois buscar o maximo de poténcia alinhando os
espelhos de tras e da frente. S6 depois se recoloca a abertura movendo-a lateralmente
até encontrar o maximo de poténcia. Dai, se pode repetir o procedimento até nao mais
ser possivel melhorar o valor da poténcia. Para examinar o modo, abrimos o feixe com
uma lente divergente e observamos se a figura formada em um anteparo estd bem
circular. Alguns pesquisadores preferem utilizar o modo na forma de “donought” do
laser, Figura 14, com o argumento de que os raios proximos do eixo do cone de luz
incidente nao geram forgas na direcao vertical. Nesse caso é necessario colocar uma
abertura também na forma de “donought” em substituigao a abertura circular dentro da

cavidade do laser.

a. b.
Figura 14. Modos dos laser. a. TEMw e b.”donought”.
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2.1.5 Outros Lasers Comumente Utilizados na Pinca Optica

Tem sido comum o uso de lasers de diodo para pinga Optica que emitem na
regiao de 800 nm e utilizam como transi¢cOes laser a recombinacao de portadores da
banda de condugao para a banda de valéncia. A grande vantagem desse laser é que o
bombeio ¢é realizado simplesmente por injecao de portadores, ou seja, através de uma
corrente elétrica. Esses lasers, entretanto, tém apresentado problemas de baixa poténcia
e péssima qualidade do modo. Isso porque a regido da jungao p-n que emite luz nesses

lasers é retangular, levando a modos elipticos, como ilustra a Figura 15.

banda de condugao

=

banda de valéncia

Figura 15. Laser de diodo.

Ao focalizar modos desse tipo se perde boa parte da energia localizada no foco
do laser, pode-se sempre tentar torna-los mais quadrados usando prismas anamorficos
ou “limpar” o modo com um filtro espacial, mas isso é geralmente obtido as custas de
perda de poténcia. Nossa experiéncia com esses lasers mostra pingas com pouca forga,
limitadas em torno de 10 pN. Lasers de Nd:YAG operam facilmente com 10 W
enquanto os lasers de diodo usualmente tém poténcias abaixo de 1 W. Lasers de diodo
com maiores poténcias geralmente tém tempos de vida bem mais curtos e pregos muito
mais altos.

Outra desvantagem dos lasers de diodo vem dos danos térmicos no
comprimento de onda em torno de 800 nm, bem maiores do que em 1064 nm. Apesar de
nao ser necessario usar 10 W na pinga 6ptica, é sempre desejavel ter mais poténcia do
que o minimo necessario. Boa parte da poténcia sera perdida na abertura da objetiva e
nas reflexdes de suas lentes. Isso porque todas as objetivas vém com “coating anti-
refletor” para o visivel para evitar o aparecimento de artefatos na imagem devido a

multiplas reflexdes em suas superficies. Esse “coating anti-refletor” para o visivel acaba
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aumentando a reflexdao no infravermelho, de modo que apenas de 8-10% da luz do
Nd:YAG ¢ transmitida pela objetiva. S6 ultimamente tém aparecido objetivas com
“coating anti-refletor” para o visivel e o infravermelho simultaneamente, devido
exatamente ao uso de lasers em microscopia, como microscopia confocal e pingas
Opticas. Uma pinga dptica “fraca” se torna incapaz de capturar microorganismos vivos
com capacidade motora, principalmente os flagelados, pois ao se debaterem acabam
escapando pela direcao de menor forga, geralmente na vertical. O grande teste da
qualidade de uma pinga é sua capacidade de capturar espermatozdides, um dos

campeodes entre os microorganismos flagelados, com forcas da ordem de 50 pN [10].

2.1.6 Microscopio Optico Simples

O quadro intuitivo tracado até aqui pode nos ajudar a entender a importancia
dos diversos componentes da montagem experimental da pinga dptica, iniciando pelo
microscopio, e dentro dele, da objetiva. Nossa descricao do microscopio ird se restringir
aos aspectos importantes para a operagao da pinga dptica. A Figura 16 mostra um objeto

e sua imagem obtida através de uma objetiva de aumento m.
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Figura 16. Formagao de imagem.

Usando a regra da dptica geométrica de que raios que passam pelo foco saem
paralelos e raios que entram paralelos passam pelo foco no plano da imagem, obtemos

por semelhanga de triangulos que

onde m é a magnificacdo lateral. Dada uma magnificagdo m, o objeto que estd em foco
se encontra a uma distancia X = f/m do foco da objetiva. Entretanto, um feixe de luz
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paralelo tipico de um laser incidindo na objetiva pelo lado oposto da imagem, sera
focalizado no foco da mesma objetiva, fora do plano de visao. Isso significa que as
particulas capturadas estarao completamente fora de foco e nao serao detectadas, assim
como mostra a Figura 17. Para focalizar o feixe do laser no plano de visao devemos

torna-lo ligeiramente divergente.

A A

.
.

o
(ELLET]

-||{

.
.
.

:ZD objetiva

sfessmsssmnnnsnnsnnnnns
.

ﬂ

— 0

~. . plano do ponto focal
——==—plano de vis&o

\4 \4

formacéao dg imagem laser focalizado
pela objetiva (sem lentes)

Figura 17. Plano do ponto focal e plano de visao.

Isso é feito através de um telescdpio, um sistema de duas lentes colocadas uma
no foco da outra, conforme ilustra a Figura 18, na qual se percebe que afastando as duas
lentes se obtém um feixe convergente e aproximando-as se obtém um feixe divergente.
Ele nos permite controlar a profundidade z em que o laser é focalizado. Utilizamos
lentes com distancia focal bem curta para ganhar sensibilidade, ou seja, um pequeno
deslocamento entre as lentes com um transladador micrométrico xyz tera um efeito
apreciavel na posicao do foco do laser. Auxiliando alguns grupos que desejavam
montar seus proprios sistemas de pingas dpticas percebemos que um dos fatores que
mais haviam dificultado o alinhamento foi o fato de usarem lentes de grande distancia
focal. Fica dificil manter o alinhamento quando € necessario mover lentes por varios cm
até encontrar o foco. Do ponto de vista do alinhamento da pinga esse telescopio é o

ponto crucial.
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lentes

Figura 18. Importancia do telescopio.

E importante notar que devemos ser capazes de visualizar as particulas
“pingadas”, significando que nao podemos obstruir o caminho dos raios do microscdpio
utilizados para a formacao da imagem. Por isso o “beam splitter” que desvia o feixe do
laser de Nd:YAG para a objetiva tem que ser transparente ao visivel, ou seja, um
espelho dicroico. Espelhos dielétricos para Nd:YAG com mais de 99% de reflexao sao
bem transparentes ao visivel se tornando a escolha ideal para o BS mostrado no
esquema da Figura 1. Esses espelhos dielétricos, além de atuarem como espelhos
também atuam como filtro, mas nao de 100%, da luz do laser retroespalhada. Filtros
complementares devem ser usados para seguranca se o operador olha diretamente na
ocular. No caso de uso exclusivo da camera de video pode-se usar o pequeno
vazamento de luz desse espelho para alinhamento do sistema. Nos microscopios
“upright” podemos usar a porta de epi-iluminacao, por cima, ou de excitacao de
fluorescéncia para envio do laser. Foi o que fizemos no nosso caso em que o

microscéopio foi um Olympus modelo BH2.

2.1.7 Microscopios de Optica Infinita

Até aqui, tratamos do microscdpio convencional, também chamado de dptica
finita. Os microscopios mais modernos sao de Optica infinita funcionando de forma
semelhante a uma lupa, onde o objeto é colocado no foco da objetiva. Assim, cada

porcao do objeto, vai dar origem a um feixe de raios paralelos que passam inclinados
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pelo centro da objetiva, como mostra a Figura 19. Para focalizar esses raios paralelos e

reconstruir a imagem desse objeto, coloca-se uma outra lente, chamada “lente de tubo”.
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Figura 19. Formagao de imagem em um microscopio de optica infinita.

Nessa configuragao, o aumento final sera:

h _H  H_ Ju

fobj ftubo h ftubo

Como os raios de luz, que sao formados entre a objetiva e a “lente de tubo”, sao

(2.5)

paralelos, elementos dpticos como prismas, filtros e polarizadores podem ser colocados
nesse espago sem causar aberragoes na formagao da imagem na ocular. H4 um ntimero
maximo de componentes que podem ser colocados, o qual é limitado pela distancia
existente entre a objetiva e a “lente de tubo”. Colocar a “lente de tubo” muito longe da
objetiva reduz a quantidade de raios periféricos coletados resultando em imagens
borradas e/ou escurecidas reduzindo assim sua qualidade. Nos microscdpios de optica
infinita, se o laser for acoplado ao microscopio sem passar pela “lente de tubo”, nao
haveria a necessidade do uso do telescopio, pois o laser seria focalizado no foco que
agora € o plano de visao. Entretanto, se a “lente de tubo” estiver no caminho do laser,
havera a necessidade do telescopio para compensar o desvio que sera sofrido pelo feixe,
pois nesse caso o plano focal ndo mais serd 0 mesmo que o plano de visao.

Na grande maioria das vezes o feixe de laser entra no microscdpio pelas portas
reservadas para cameras, maquinas fotograficas e/ou fluorescéncia e por isso fatalmente
passa pela “lente de tubo”. Apesar disso, mesmo quando pode ser feita alguma

modificacdo no microscopio de forma a possibilitar que o laser entre diretamente pela
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objetiva e nao se tem a necessidade direta de visualizar a captura, o telescopio permite
corrigir a divergéncia do feixe de laser e € a tinica forma de controlar a posicao vertical

do foco.

2.1.8 Caracteristicas das Objetivas

Os parametros que definem as propriedades das objetivas sao: aumento,
abertura numérica, distancia de trabalho e se sao de imersdao em Odleo ou agua. O
aumento ja foi discutido, e é dado pela razédo f/X, ou fy,; / fip,- A abertura numérica é
definida como o angulo do cone de luz na saida na objetiva N.A.=r/ f, como mostra a
Figura 20. De acordo com a lei do seno de Abbe, r/ f =sen6 onde 6 é a abertura angular

de um cone de luz que atravessa uma objetiva. Se ndo € o ar que estad entre a mesma e a

lamina, a abertura numérica € entao definida por N.A.=nsenf, onde n é o indice de

refracao do meio.

Figura 20. Defini¢ao de abertura numérica.

Quanto maior for a abertura numérica, maior é o angulo de abertura do cone de
luz formado. A abertura numérica, o aumento e o campo de visao de uma objetiva estao
relacionados. Da Figura 21 vemos que o angulo maximo que passa pela abertura da

objetiva ¢ dado por 2h/X =NA, e usando m= f/X temos que 2h = (f/m)NA, ou seja o

campo de visdo cai com o aumento da objetiva e aumenta com sua abertura numérica.

Figura 21. A objetiva e o campo de visao.
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Para evitar campos de visao muito pequenos, menores dos que os objetos que se
pretende visualizar, € necessario crescer a abertura numeérica com o aumento da
objetiva. Vejamos o exemplo de uma objetiva de 100X com distancia focal de 5 um. Para
uma abertura numérica de 1, o campo de visao inteiro é da ordem de apenas 50 um.
Aberturas da ordem de 1 significam angulos muito grandes. Tao grandes que parte da
luz sofreria reflexao interna total e seria praticamente impossivel conseguir uma boa
corre¢do das aberragdes. A forma encontrada para obter aberturas numéricas acima de 1
foi o uso das objetivas de imersao esquematizadas na Figura 22. O fluido representado
pela cor azul da figura tem o mesmo indice de refracao do vidro da esfera cortada. Isso
significa que o ponto P sai dessa primeira lente como se viesse de P, e do menisco a
seguir como se viesse de P, em um angulo bem menor do que o inicial. A partir dai se

usam outras lentes para fazer corre¢ao das aberragdes cromaticas.

Oleo

Laminula

Figura 22. Objetivas de imersao.

As objetivas de imersao em Oleo podem chegar a aberturas numéricas de 1.4.
Outro fator relacionado as aberturas numéricas ¢ a distancia de trabalho de uma
objetiva. Ela é definida como a distancia do objeto a saida da objetiva, no caso de
objetivas de imersao, da laminula até o objeto, conforme podemos ver na Figura 23.
Dessa forma percebe-se que quanto maior o aumento, maior é a abertura numérica e

menor é a distancia de trabalho.
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distancia de trabalho

laminula

Figura 23. Abertura numérica e distancia de trabalho.

2.1.9 Falsa Armadilha e a Abertura Numérica

Uma pinga Optica deve ser capaz de capturar um objeto tridimensionalmente,
com forgas nas 3 diregdes X, y e z. Para isso é necessario garantir que os raios de luz
tenham componentes nessas 3 diregoes. Entretanto, também é possivel se criar uma
falsa armadilha, capaz de capturar uma particula em apenas duas dimensoes, e ndao em
trés. Ela opera sempre que um agente externo fornece a forga necessdria para que a
particula ndo mova na diregao vertical, como por exemplo, uma particula no fundo da
lamina, ou que flutua no liquido. Para criar uma “pinga optica” verdadeira é necessario
usar feixes de grande abertura numérica, enquanto mesmo apenas um feixe de luz
paralelo é capaz de criar a falsa armadilha. Podemos entender isso acompanhando a
trajetoria de um raio vertical que incide lateralmente na esfera a uma certa distancia de
seu centro como mostrado na Figura 24. Esse raio se inclina na direcdo da esfera e
aparecem duas forgas, uma perpendicular ao raio tendendo a colocar o centro da esfera
ao longo do raio e outra ao longo do raio, na direcdo z, acelerando a particula
verticalmente. A particula poderia ficar em qualquer posigao de equilibrio ao longo do
raio que passa pelo seu centro caso nao houvesse a reflexdo. Com a reflexao nao ha
como estabilizar a particula em alguma posicao. Os primeiros trabalhos de Ashkin
sobre levitacdo de particulas utilizavam uma configuracdo de 6 feixes contra-
propagantes, para cancelar as forcas de reflexao, nas trés dire¢cOes para capturar as

particulas.
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raio incidente

raio refratado seis feixes

Figura 24. Configuracao de uma falsa armadilha.

Num cone de luz sao os raios mais inclinados, com maiores componentes
horizontais, que geram as forgas na direcao vertical. A parte central do cone, quase toda
vertical, gera forgas restauradoras na direcdo horizontal. Quanto maior a abertura
numeérica, maior a forca na direcao vertical as custas de uma forca menor na direcao

horizontal, conforme esquematizado na Figura 25 e na Figura 26.

raios
incidentes

raios
incidentes

raios
refratados

Figura 25. Falsa armadilha e a abertura numeérica.

Armadilhas em 3 dimensoes so sao obtidas com aberturas numéricas da ordem
de 1, tipicamente com aumentos acima de 60X. Qualquer movimento horizontal
observado com objetivas de 40X ou menos sao, na realidade, de falsa armadilha,
usualmente de particulas no fundo da lamina que nao podem se mover na diregao
vertical.

Para essas particulas pode-se observar movimento horizontal, mas nao se
consegue levanta-las, pois a forca vertical ndo é maior que seu peso. Um cuidado extra
deve ser tomado no caso de microscopios invertidos, em que o feixe incide
verticalmente contra a gravidade, pois a tendéncia da reflexao de expelir a particula

pode cancelar a gravidade e mesmo uma falsa armadilha pode movimentar a particula
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em 3 dimensodes. Entretanto, ndo sera capaz de capturar microorganismos com forca

motriz propria, a menos que existam forcas nas 3 dimensdes.

‘R

<

NA =03
Pequena abertura humérica: Grande abertura numérica:
menor componente horizontal maior componente horizontal
@ Mg
<&
menor forga vertical maior forga vertical

Figura 26. A abertura numérica e a forga vertical.

Os cuidados com a falsa armadilha vao além do uso de uma objetiva com
abertura numérica de alto valor. Esse valor é dado para a coleta da luz e definido pelas
iris ao longo da objetivas. Do ponto de vista da luz incidindo na objetiva pelo lado da
imagem so se obtém sua abertura numeérica nominal quando a mesma é completamente
preenchida, como mostra o esquema da Figura 27. Um feixe que incide na objetiva com
diametro menor da que sua iris vai corresponder a um feixe focalizado com abertura

menor do que a nominal.

Figura 27. Falsa armadilha e o preenchimento da objetiva.

2.1.10 Microscopios Invertidos: Vantagens e Desvantagens

Um outro aspecto relevante na montagem de uma pinga Optica é se o
microscopio é convencional “upright” ou invertido. Na Figura 28 a temos um esquema
de um microscépio convencional, onde vemos que o laser entra por cima, passa

primeiramente pela objetiva e depois incide sobre uma amostra que esta
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necessariamente delimitada por uma laminula e uma lamina, de forma que logo a
seguir ja esta a plataforma. Ou seja, nesse caso s6 cabe uma lamina de profundidade
maxima em torno de 150 um entre a objetiva e a plataforma, lembrando que as
distancias de trabalho das objetivas usadas na pinga dptica sdo extremamente pequenas.
J& na Figura 28 b, temos a ilustracdo de um microscopio invertido. Diferentemente do
microscopio “upright”, agora o laser entra por baixo, encontra a objetiva e entao incide
sobre a amostra, tal que para podermos utilizar as objetivas de grande abertura
numérica temos que inverter a lamina para o laser passar primeiramente pela laminula
e depois pela lamina respeitando assim os pequenos valores de distancia de trabalho. A
grande vantagem do microscopio invertido é o espago consideravel que ha entre a
lamina e a lampada e condensadores, o qual nos propicia trabalhar com camaras abertas
que é bastante desejavel para estudos com aplicagOes bioldgicas onde muitas vezes
queremos estudar efeitos de determinadas substancias ou também quando a
experiéncia requer o uso micro-manipuladores. Assim, uma boa maneira de aproveitar
esse recurso e que também nos livra da tarefa de inversao de lamina, é trocar as camaras
convencionais por uma laminula acoplada a um O’ring. Dessa forma podemos
introduzir, em conjunto com a pinga Optica, substancias e/ou instrumentos. O uso do
“O’ring” ainda traz outra vantagem, como a amostra s esta delimitada pela face da
laminula, os modelos de hidrodinamica envolvidos nos experimentos sao bem mais
simples do que no caso anterior do microscopio convencional onde a amostra esta

delimitada por duas faces.

condensador e lampada

@a e laminula \ T /nicromanipuladores

l lamina e “0’ ring”

condensador e lampada

a. b.

Figura 28. a. Microscopio convencional “upright”. b. Microscépio invertido.
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2.1.11 O Alinhamento

O procedimento que utilizamos para o alinhamento da pinga dptica no
microscopio foi:
1. Em primeiro lugar garantir que o foco do laser caia no campo de visao do
microscdpio. Sem as duas lentes do telescopio, obriga-se o feixe do laser a incidir
perpendicularmente na objetiva do microscopio, certificando-se de que ele estd
centralizado na mesma e a atravessa. Fazemos isso sem a objetiva e com um papel
espalhador para ver o ponto central do laser bem no meio de onde seria o circulo da
abertura da objetiva. Feito isso, colocamos a objetiva e procuramos visualizar o feixe na
TV, comecando com objetivas de pouco aumento para ampliar o campo de visao. As
CCD’s das cameras de video sao fabricadas com detectores de silicio capazes de
detectar sinais até 1100 nm, logo seriam sensiveis ao 1064 nm do Nd:YAG. Entretanto,
para nao apresentarem artefatos que o olho humano nao enxerga, elas incluem um filtro
que so deixa passar o visivel. Abrindo a camera e retirando esse filtro pode-se visualizar
a pequena parcela do infravermelho em 1064 nm refletida na lamina e que vaza pelo
espelho dielétrico, incapaz de danificar a CCD. Centralizamos o laser no campo de
visao das objetivas de menor aumento, usualmente de 10X e passamos ao procedimento
2 de verticalizar a incidéncia do feixe do laser. Quando o mesmo estiver perpendicular
veremos na TV um circulo concéntrico de laser simétrico que ird abrir e fechar
uniformemente conforme movemos o parafuso de ajuste focal do microscopio — Figura
29.
2. Para garantir a verticalidade utilizamos um procedimento que converge
movimentando-se alternadamente o espelho BS dentro do microscépio e o espelho M1
do esquema da Figura 1, de forma que o movimento de um compense o do outro até se
visualizar o circulo perfeito na TV. O ponto central do circulo deve estar mais ou menos
no centro da imagem, ou saird do campo de visao quando usarmos objetivas de maiores

aumentos.
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feixe perpendicular feixe inclinado

foco
microscépio

circulos concéntricos circulos ndo concéntricos

Figura 29. Esquema de alinhamento.

3. Nesse momento devemos introduzir o telescopio, ainda utilizando uma objetiva de
10X. Para centralizar o feixe ao longo dos eixos das varias lentes, primeiramente
colocamos apenas a primeira delas que é normalmente montada sobre um sistema de
translacao XY. Essa lente tornard o laser divergente e mudara completamente a posicao
z do foco, que deve ser reencontrada. Agora, movendo apenas a lente que acabamos de
introduzir no seu plano horizontal obrigamos o foco do laser a coincidir no mesmo
ponto em que estava antes da lente ser colocada. Para isso, usamos a TV com um circulo
desenhado na tela com uma caneta de retroprojetor. Repetimos entdo o processo de
“verticalizagao”. Movimentando apenas a lente nos certificamos que o feixe, apesar de
divergente, continua perpendicular formando circulos simétricos. Garantida que a
primeira lente esta centralizada, colocamos a segunda lente do telescopio, que deve ser
montada em sistema de translagao XYZ, para se poder variar a distancia entre as duas
lentes na direcao z. Repetimos o procedimento anterior. Com o foco do laser bem
proximo do centro da tela podemos passar para objetivas de maior aumento até chegar
a de 100X.

4. Agora, o procedimento para colocar o foco do laser no plano de visdo. Nesse ponto é
bom usar uma camara de Neubauer (Figura 30). Trata-se de um dispositivo utilizado
para a contagem de globulos vermelhos do sangue e consiste em uma lamina escavada

com profundidade de 100 pm cujo fundo é riscado com um quadriculado de 50 x 50 um.
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A laminula fecha essa “micro-piscina” por cima. Preparamos a camara de Neubauer
com agua, fechamos com a laminula e colocamos 6leo de imersao sobre a mesma para
usar a objetiva de 100X. Focalizamos a imagem até enxergar bem as ranhuras de 50 um
da camara de Neubauer, nos certificando assim que estamos no plano de visao do
microscopio. Liberamos o laser. Ja deve ser possivel visualizar um circulo nesse estagio
se as etapas anteriores foram bem feitas. Agora, movendo a segunda lente do telescopio
apenas na direcao z, devemos ver esse circulo abrindo e fechando, que nos permite
encontrar a distancia z para o menor ponto focal do laser no plano de visao. Feito isso
voltamos ao procedimento da “verticalizacdo” movendo a lente do telescépio nas
direcdes XY até garantir a formagao dos circulos concéntricos novamente. Nesse ponto,

a captura ocorrera bem préxima do plano de visao do microscopio.

Profundidade 100 pm

Fundo quadriculado 50 x 50 um
Figura 30. Ilustracao da camara de Neubauer.

5. A ultima etapa é feita com a captura de microesferas de poliestireno. Qualquer tinta
branca de parede esta cheia dessas microesferas. Diluimos bem essas microesferas em
agua e colocamos essa solu¢ao na camara de Neubauer, usando a objetiva de 100X e
ligando o laser de Nd:YAG. Se as etapas anteriores foram bem feitas, devemos ser
capazes de visualizar esferinhas sendo capturadas no fundo da lamina. Capturamos
uma delas e a subimos movendo o foco do microscopio. Finalmente realizamos o ajuste
fino do telescopio movendo-o na direcdo z até obter a microesfera bem focalizada.

Nessa etapa o ponto de captura nao precisa estar obrigatoriamente no centro da tela.

2.1.12 Resultados Obtidos com a Pinca Optica Simples

Abaixo estao algumas imagens de manipulacdo feitos em nosso laboratdério com

a pinga dptica simples.
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a. b. C.
Figura 31 a. Cristal de oxalato de calcio de célula de cebola. b. Espermatozoide. c. Membrana
esticada de célula de cebola.

2.2 A Pinca Optica Dupla

2.2.1 Motivacao e Pontos Experimentais Relevantes

Normalmente, a maneira pratica de transportar a particula capturada de um local
para o outro nas diregOes x e y é mantendo a pinca fixa e movimentando a plataforma
ou platina, do microscépio. Isso porque mover a posigao do feixe de pinga € muito mais
complicado, podendo até desalinhar o sistema. Entretanto, para varios estudos, tais
como adesao de particulas e medidas estaticas de elasticidades, é necessario usar dois
ou mais pontos de captura e assegurar a capacidade de movimenta-los um em relagao
ao outro de forma independente. Inclinando o feixe de laser incidente podemos mover a
posicao de uma pinga em relacdo a outra conforme mostra a Figura 32 a. O problema
com esse procedimento ¢ que a inclinagao do feixe que estava centralizado, o desalinha
em relacao a abertura da objetiva, esbarrando nos seus limites, perdendo poténcia e
obtendo um feixe totalmente assimétrico, assim como apresenta a Figura 32 b. Essa
perda de poténcia vai ocorrer sempre se a objetiva estd completamente preenchida em
um bom alinhamento da pinga Optica.

Para se resolver essa questdo, é necessario defletir o feixe incidente de forma que
sua rotacdo seja pivotada em torno do centro da abertura na entrada da objetiva,
conforme mostra a Figura 33. Além disso, essa inclinagdo tem que ser realizada
satisfazendo a captura no plano de visao e o preenchimento da objetiva. Finalmente,
também ¢é desejavel controlar independentemente a poténcia de cada uma das pingas

oOpticas.
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Figura 32. a. Movimento da pinga dupla. b. Inclina¢do do feixe na objetiva.

pivot de rotagéo — sem perda de poténcia
\
|
Figura 33. Ilustragao da melhor forma de inclinar os feixes.

Para isso usamos a montagem esquematizada na Figura 34 abaixo. O laser é
dividido por um “polarizer beam splitter” — PBS1 que transmite a parte do feixe
polarizada paralelamente e reflete a polarizada perpendicularmente e que sao
recombinadas no segundo PBS2 de onde seguem colineares. Girando a polariza¢ao do
laser incidente através da placa de meia onda HWP1, podemos controlar
arbitrariamente a poténcia relativa dos dois feixes. Ja a placa de meia onda HWP2 ¢é
usada como um atenuador para controlar a poténcia do brago no qual estd. Com essas
duas placas somos capazes entao de controlar individualmente a poténcia em cada uma

das pingas dpticas.

HWP1 PBST 5 e J°bjeﬁ"a
GM 4

&
<

—_
3
r 4

) HWP2

oSX— MW7 |7

Figura 34. Esquema de montagem da pinga dupla.
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Os espelhos GM sao “gimbal mounts” produzidos para garantir que o centro do
espelho seja o ponto de intersecao dos eixos de rotagao vertical e horizontal e sao
utilizados para inclinar o laser. Entretanto, é necessario transferir uma rotacao do laser
em torno do “gimbal mount” para uma rotagao em torno do centro da objetiva. Para
isso utilizamos um conjunto de 3 telescépios, L, +L,, Ly;+L, e Ls+L;com distancias
focais f;, tal que i=1até 6. Os telescopios L, +L, e Ls;+L, sao utilizados para o foco
do laser estar no plano de visdao e o L, + L, para assegurar a rotacao pivotada no centro
da abertura da objetiva.

Para satisfazer todas essa condi¢Oes utilizamos tracado de raios da Optica
geométrica. Os pontos de rotacdo no “gimbal mount” e na abertura da objetiva devem
ser pontos conjugados, ou seja, um € a imagem do outro. Para isso os suportes GM

devem estar a uma distancia d = di+ di2+ d> dessa objetiva.

< > <«

Figura 35. Diagrama de raios para as lentes L, e L, .

Usando a Figura 35 obtemos para a lente 1:

l+l:l_)d:ﬂedr:_fldlZ_dl(dlZ_fl) 2. 6)
di d f dy - fr (d - f)
e para a lente 2:
1 1 1 _fd

_+—’=——) 2=
d, d f d'~f

2.7)

de onde tiramos que:

fidip —di(dyp — f1)

-/
dy = ’ d-fi _ folfidip —di(dip = i)l
_ fld12 _dl(dlz - fl) _ f2 fldlz _dl (d12 - fl) + dlfz — fle
dy - fi

= Hlfidi —di(dyp = )]
hildi = f)—d(dip - fi— f2)
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Substituindo agora d,,, temos:

d, :%(fz +f1 _%dﬂ(z- 9).

Usando semelhanca de tridangulos, podemos obter o tamanho do feixe r, no

suporte GM da Figura 36, onde consideramos as relagdes:

i:—i,-ki—)X’:ﬂ (2.10),
f3 X' ds (d3 = f3)
L I L WP NS R N r=——[(dyy ~ f)((d3~ f3) - frds] (2. 11)
f4 d34—X’—f4 f4 f4(d3_f3)
" =r_'_)r2 =(d3—_f3)r' (2.12)
(ds-f3) fs f3

e portanto,

_ (dS_fB) d. — d. — —fd
) f3f4(_d3—f3)[[( s = fOds = f3)— 15 3] n—

r :_{d_s_(d34_f4)(d3_f3)
A fafs

sendo r;0 tamanho antes dalente f, e d,, = f; + f,.

jrl (2.13),

Figura 36. Diagrama de raios para as lentes L e L, .

Se fizermos f3 = ds, temos:

f3

1y =227 (2.14)
4

e o tamanho do feixe 7, no GM é sempre o mesmo, independentemente da
convergéncia ou divergéncia resultante da distancia ds4, pois nao é fun¢ao da mesma,

assim como mostra a Figura 37.
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Figura 37. Telescopio relacionado ao tamanho do feixe.

Levando isso em consideragao e o fato de que o GM e a abertura da objetiva sao

planos conjugados, temos que o tamanho final do feixe r, na objetiva relacionado ao

tamanho do feixe que entrou no sistema de lentes e espelhos é dado por:

=1 ) n e19

Por outro lado o tamanho do feixe no “gimbal mount” r, estd relacionado ao
tamanho 7, na entrada da objetiva por 74 = (]% )1’2. Dessa forma, uma deflexao
2

angular 6; no “gimbal mount” ocasionara uma deflexao do laser na entrada da objetiva

de:o, =2 (% ) 6, e o deslocamento entre os focos sera d = f,; 6, onde f,. € o foco da

objetiva. Escolhendo as distancias focais das diversas lentes podemos ampliar ou
comprimir o movimento no microscopio.

Considerando-se as equacoes acima, garantimos a condicao de preenchimento da
objetiva, da rotagao pivotada na sua abertura e do foco do laser no plano de visao, para

obter uma pinga optica dupla operando eficientemente.

2.2.2 O Sistema Experimental de Pin¢ca Dupla

A Figura 38, apresenta uma foto do nosso sistema experimental de pinca dupla.

Os valores escolhidos para os pares de telescopio {(fi, f2), (s, fs)} foram respectivamente
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30, 50, 2.5, 5 cm. As distancias di1 e d2 foram 38 e 25 cm. Os feixes sao movimentados
pelo computador ou por joystick com atuadores piezoelétricos da NewFocus colocados
em “gimbal mounts” da Newport e incidem na amostra através de uma objetiva de
100X e abertura numérica de 1.25. Uma mini-camera CCD JVC faz parte do sistema e
registra as imagens das particulas capturadas que podem ser estocadas e analisadas
qualitativa e quantitativamente em VHS ou no computador. O microscopio “upright”
Olympus estd equipado com uma plataforma motorizada da Prior para movimentar a
particula capturada em x e y para aplicagdes com a pinga Optica simples e com um
micrometro com um rotator motorizado também da Prior para movimentos em z. Essa

plataforma motorizada pode ser controlada via joystick ou via software.

PBS1  telescépio GM2

PBS2

Figura 38. Montagem da pinga 6ptica dupla.

2.2.3 O Alinhamento

Para alinhar a pinga dupla adotamos os seguintes procedimentos:
1. Sem qualquer lente e placas de meia-onda e com o auxilio de um visor ou um cartao
sensivel ao infravermelho, dividimos, recombinamos e direcionamos o feixe
infravermelho até o microscdpio, assegurando a perpendicularidade de ambos os feixes.
Isso é feito para cada feixe separadamente, respeitando-se as distancias calculadas nos
itens anteriores. Para o primeiro feixe a perpendicularidade é garantida através de um

espelho M1 fora do microscopio e M2 (BS) interior ao microscdpio, assim como na pinga
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optica simples. Com o “gimbal mount” GM2 e o BPS2 obrigamos os dois feixes a serem
colineares se certificando da perpendicularidade do segundo feixe.

2. Aslentes f, ef, sao colocadas uma de cada vez de forma que o circulos voltem a ser

obtidos no mesmo ponto da TV e a abrir e fechar uniformemente. Para isso s6 devemos
utilizar os atuadores das lentes.

3. Finalmente, introduzimos os telescopios L;+L, e L; + L, de cada brago repetindo o

alinhamento da pinga simples para cada um deles separadamente até que as respectivas
pingas se encontrarem no plano de visao.

Dessa forma, fomos capazes de capturar duas microesferas e movimenta-las por
todo o campo de visdao no aumento de 100X. Também conferimos se a poténcia
transmitida se mantinha constante quando se movimentava a posi¢ao da pinga Optica

dupla.

2.2.4 Resultados Obtidos com a Pinga Optica Dupla

Abaixo estao algumas imagens obtidas em nosso laboratdrio de manipulagao

com pinga Optica duplas.

a. b. C.
Figura 39 a. Duas esferas capturadas, cada uma por uma pinga Optica. b. Hemacia sendo
esticada pela pinga dupla. ¢. Hemacias sendo desconectadas pela pinga dupla.

Um resultado interessante foi o comportamento da adesdao de hemacias entre si
mostrado na Figura 40. Nesse experimento capturamos um aglomerado de hemacias,
chamado “rouleaux” na area de hematologia, mantendo a pinga Optica da direita fixa
enquanto se afastava a pinga da esquerda para forcar a separacao das hemacias. Da

figura, percebe-se que as hemadcias deslizam facilmente umas sobre as outras, mas se
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ligam fortemente pelas bordas. Esse é um problema interessante do ponto de vista
biolégico. Primeiro porque nao se deseja que ocorra a adesdao das hemadcias com a
formacgao de codgulos, e depois porque quase todos os mecanismos de infeccao de

células por parasitas e virus se iniciam por um processo de adesao.

a. b. c.
Figura 40 a. “rouleaux” de hemacias. b. deslizando entre si. c. adesao forte nas bordas.

Esse sistema de pinc¢a dupla abriu perspectivas para iniimeras novas aplicagdoes
que ainda nao tivemos tempo de explorar completamente. Entre essas se encontram as

medidas de adesdo em hemacias e outros sistemas bioldgicos e estudos de quimiotaxia.

2.3 Sistemas Experimentais para a Calibragio da forca da Pinca Optica e Aplicacées
com Leishmanias e Hemacias

Usamos um sistema experimental de pinga Optica simples para realizar uma
calibracdo da pinga dptica e também para estudar hemadcias e leishmanias. A calibragao
da forga pinga Optica é feita arrastando a particula em um fluido com varias velocidades
e comparando as forgas dptica e hidrodinamica que devem se anular no equilibrio.

O experimento consiste na medida do deslocamento do centro da microesfera em
relacdo a sua posicao de equilibrio na auséncia e na presenca do campo de velocidades
hidrodinamico. Para isso foi necessario imprimir uma velocidade conhecida e calibrada
ao estagio de translagdo da Prior que nos permite atingir controladamente velocidades
tdo pequenas quanto 10 pm/s. O experimento foi repetido para diferentes
profundidades z e com fluidos de diferentes viscosidades. Para controlar a translacao

construimos um programa na linguagem LabView da National Instruments, que foi
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desenvolvido especialmente para facilitar a interface computador/equipamentos
usando portas paralelas e seriais. Os cddigos sao escritos graficamente como se fossem
um diagrama de fluxo em que apenas conectamos os blocos da maneira desejada, como
mostram as figuras do apéndice 2. Geralmente partimos dos exemplos que
acompanham o proprio software para modificd-los de acordo com as nossas
necessidades.

As imagens obtidas foram gravadas em video ao mesmo tempo em que foram
digitalizadas usando a placa de captura de imagens da Pinnacle System e analisadas
pelo software Image Pro-Plus da Media Cybernetic.

Um dos fatores mais importantes para a obten¢ao de uma calibra¢do precisa da
forca da pinga Optica é a medida correta da poténcia. O problema de utilizar um
medidor de poténcia convencional é que ele fornece a leitura errada se o feixe incidente
nao for paralelo. Conforme a Figura 41, isso pode ocorrer por dois motivos: diferenca de
caminho O&ptico e reflexao externa total. Porém, o feixe da pinga Optica é

obrigatoriamente altamente convergente.

\

L>1
AU

Figura 41. Detector de poténcia convencional e a inclinagao dos raios.

Para solucionar esse problema optamos pelo uso de uma esfera integradora
capaz de realizar uma medida proporcional de todos os raios incidentes
independentemente de seus angulos. A idéia da esfera integradora é a de espalhar
completamente os raios incidentes tornando a iluminacao de um detector uniforme,
assim como mostra a Figura 42. Ela opera da seguinte forma: a luz é coletada por uma
de suas portas e é refletida e espalhada no seu interior de forma que a luz que sai por
uma das outras portas, na qual ¢ detectada, embora menos intensa, ¢ uniforme. O

anteparo da figura é utilizado para evitar que os raios incidam diretamente no detector.
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Detector

LED laser de
diodo

Figura 42. Esfera integradora e algumas de suas aplicagoes.

Os materiais usados no interior da esfera integradora, comumente spectralon,
spectraflect, duraflect e infragold, sdao altamente refletores e espalhadores. Para a
medida da grandeza de interesse, seja ela, a poténcia, o fluxo, a intensidade ou a
irradiancia, ha a necessidade de se fazer uma calibragdo, determinando a refletancia da
esfera integradora com uma fonte conhecida. A relacao entre as poténcias de entrada e
saida é:

b, _ pA, /A 2.16),
Pa (1_p(1_Ap/As))

onde P, é a poténcia na porta de saida, P, € a poténcia incidente, A, ¢é a drea da porta

e

de saida, A, ¢ a area da esfera integradora, A, € a drea das somas das portas e P € a

refletancia.

No nosso caso, ndo had a necessidade da calibracdo, pois desejamos apenas
determinar o quanto se perde da poténcia incidente na objetiva e na laminula. Dessa
forma, basta realizar uma medida comparativa, entre a poténcia do feixe de laser
paralelo e do feixe convergente sem modificar a geometria da esfera integradora. Os
esquemas do posicionamento da esfera integradora para as medidas de feixes paralelos
e convergentes sao mostrados na Figura 43. Com essa razao e a medida da poténcia do
feixe paralelo, agora determinada com precisdo, obtemos a poténcia total transmitida
pela pinga Optica, incluindo as perdas da objetiva, tanto na sua abertura quanto nas

reflexoes, e considerando o 6leo de imersao e a laminula.
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Figura 43. Configuracdao de medida da poténcia para feixes paralelos e convergentes.
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Para isso usamos uma esfera integradora Labsphere de spectralon que tem mais
de 95% de refletancia para comprimentos de onda de 250 a 2500 nm e com 2.5 cm de

raio.

2.4 Sistema Experimental de Espectroscopia de Forca e Medida da Forca Optica em
Funcao do Deslocamento Centro-Foco e da Polarizacao

O objetivo desse experimento foi caracterizar quantitativamente, dentro de um
modelo mais sofisticado do que a dptica geométrica, a forga Optica em uma microesfera
capturada na pinga Optica em fungao do comprimento de onda, da polarizacdo e da
distancia do foco do laser ao centro da microesfera. Como a pinga optica pode ser é um
instrumento muito sensivel para medidas de forcas decidimos utiliza-la para
caracterizar a sua prépria forca Optica. Para tanto sempre utilizamos dois lasers, um
para manter a microesfera fixa em determinada posi¢ao e o outro, de poténcia bem
menor e modulado por um chopper mecanico, para perturbar essa particula e estudar
sua acao em func¢do dos parametros desejados. Os dois lasers que utilizamos nessa
montagem foram Nd:YAG e o Ti:Safira cw.

Para estudar a forga Optica em fungao do comprimento de onda e polarizagao
usamos o laser de Nd:YAG para fixar a microesfera, e o de Ti:Safira sintonizdvel, para
causar a perturbagao conforme mostra o esquema da Figura 44. Neste caso o laser de
Ti:Safira é modulado por um chopper mecanico e o monitoramento do movimento da
microesfera € realizado através da luz de um laser de HeNe cujo espalhamento é
modulado pelo movimento da microesfera. Essa luz espalhada é detectada pela

fotomultiplicadora e filtrada eletronicamente pelo amplificador lock-in para medir
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apenas sinais com a mesma freqiiéncia de modulagdao do chopper. Para varrer o
comprimento de onda foi necessario construir um sistema para sintonizar o laser de
Ti:Safira tanto do ponto de vista mecanico quanto de software. Usando um espelho
dicroéico juntamos os dois feixes de laser enviados para o microscépio.

Por outro lado, para caracterizar a forga em funcao da posicao do foco e
polarizacao invertemos, usando o Ti:Safira para fixar a microesfera e o Nd:YAG para
perturba-la, assim como ilustra o esquema da Figura 45. Agora o laser de Nd:YAG ¢
quem estd sendo modulado pelo chopper mecanico. Para esse experimento foi
fundamental o movimento controlado por computador do foco do laser de Nd:YAG
permitido pela montagem da pinga dupla. Dessa forma obtivemos os resultados

discutidos no capitulo 3.

fotomultiplicadora
laser Nd:Yag
Controlador do
S comprimento de onda

filtros T

BS, ] A

— laser argonio
 I— /
filtros laser Ti:Sa

continuo

— 1

o f

laser HeNe chopper

Figura 44. Sistema de observagao dos modos de ressonancia de Mie com pingas dpticas.
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Figura 45. Sistema experimental da medida da intensidade de forga da pinga Optica.

2.4.1 Descricao dos Componentes do Sistema

2.4.1.A Laser de Ti:Safira sintonizavel cw

O laser de Ti:Safira cw utilizado nas nossas medidas foi o modelo 3900S da
Spectra Physics. Ele € um laser de estado sélido bombeado opticamente por um laser de
argonio da Coherent modelo Innova 400 que fornece uma poténcia de saida de 15 W ao
ser alimentado com 60A no modo multilinha. As linhas mais intensas do laser de
Argonio sao as de 488 nm e 514 nm as quais além de bombear opticamente geram calor
que deve ser dissipado por um circuito de refrigeracao de dgua gelada. Tanto a poténcia
quanto o modo sao fundamentais para um bom funcionamento dos lasers de Ti:Safira e
esses dois parametros dependem principalmente da temperatura do laser, a qual
depende da temperatura da agua gelada. Isso torna a temperatura de refrigeracao da

agua, bem como o seu fluxo, parametros criticos do sistema como um todo.
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O principal componente de um laser de Ti:Safira é o ion Ti** embebido em um
cristal de Safira (ALQOs), caracterizado por uma banda larga de luminescéncia, uma
estrutura de niveis simples e uma segao de choque de ganho relativamente alta, assim
como mostra a Figura 46. A estrutura eletronica do Ti** envolve uma camada fechada
mais um elétron 3d. Os niveis 3d tém sua degenerescéncia levantada pelo campo
cristalino do cristal hospedeiro. Dessa forma o estado excitado 2Eo é duplamente
degenerado com uma energia da ordem de 19000 cm! (1000 cm! = 124 meV), enquanto
o nivel fundamental é composto de trés estados ?I> quase degenerados, sendo um o
estado fundamental e os outros dois separados por energias de 38 cm™ e 107 cm™. A
transicao laser ocorre entre o estado 2Eo e 0 estado ?T> de energia mais alta (107 cm™),
indicando que devemos resfriar o cristal para evitar popular termicamente o nivel laser
inferior (lembrando que para T = 300K, KBT = 208 cm™) e diminuir a eficiéncia do laser.
A curva de absorcao se estende por aproximadamente 250 nm com o maximo em torno
de 500 nm. Assim, o laser de argonio operando continuamente e em todas as linhas do
visivel é a escolha mais usada para bombear o laser de Ti:Safira. Na Figura 46 também
mostramos os espectros de absor¢ao e o de emissao, que tem uma largura a meia altura
de quase 200 nm, com um pico em torno de 780 nm; ou seja, o laser de Ti:Safira ¢ um
laser sintonizavel. Por isso, o utilizamos em sua forma cw para os experimentos de

ressonancia de Mie cujos resultados estao no capitulo 3.

' 0 relaxag@o
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i absorgao emissdo g

| fluorescéncia
1 ' infravermelha
] |/
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1 . ' + absorgdo
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Figura 46. Espectros de absor¢ao e emissao e esquema de niveis do Ti:Safira.
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A Figura 47 apresenta um esquema da cavidade do laser de Ti:Safira. O laser de
Argonio é focalizado no bastao de Ti:Safira através do espelho M1 e atravessa o espelho

dicrdico M2, criando o feixe focalizado de cor verde no bastao de Ti:Safira. O feixe no
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infravermelho é completamente refletido pelos espelhos M2 e M3 para o espelho HR
(“High Reflector”) e o OC (“Output Coupler”). S6 havera ganho nas regides com alta
intensidade do laser de bombeio no bastao. Por isso € tao importante o casamento de
modos entre o laser de bombeio e do infravermelho. Os espelhos HR e OC tém seu foco

um no outro, formando a cavidade estavel. O OC transmite 10% da luz intracavidade.

Feixe de saida do Laser

Placa birrefringente

<

Bastdo de Ti:safira Output Coupler
—
@ 2 <———Laser de Ar:Bombeio
A
MM, 3
Q \Feixe intracavidade do infravermelho

Espelho High Reflector
Figura 47. Esquema da cavidade do laser de Ti:Safira.

A placa birrefringente do esquema faz o papel do elemento de sintonia da
cavidade, modulando as perdas por reflexao. Existem 4 superficies intracavidade
colocadas em angulo de Brewster para a polarizagdo p, 2 superficies para a placa
birrefringente e 2 para o bastao de Ti:Safira, significando que as perdas para a
polarizacao s serdo aprecidveis. Uma placa birrefringente muda o estado de polarizacao
da luz incidente de linearmente polarizada, p, para eliptica, circular e até polarizada
perpendicularmente, s, dependendo do seu angulo de rotagdao, do comprimento de
onda da luz incidente e de sua espessura. Nao ha qualquer perda extra para o
comprimento de onda que ndo muda a polarizacao linear de incidéncia, enquanto os
outros comprimentos de onda sofrerao as perdas de reflexdao. Dessa forma, o laser é
obrigado a operar em torno do comprimento de onda de menor perda. A sintonia é
obtida através da rotagao dessa placa birrefringente. A curva de sintonia para diferentes
conjuntos de Optica nao consta no manual do laser mas é similar a Figura 48 que ¢é

referente laser Ti:Safira pulsado - Tsunami.

49



-y
+* . '.0»
o <130 fsec v,
» .

<80 fsce

poténcia (W)

1 1 1 1 1
700 760 800 850 900 950

comprimento de onda (nm)

|
1000 1060 1100

Figura 48. Curva de sintonia do Ti:Safira.

2.4.1.B Fotomultiplicadora
Na fotomultiplicadora o primeiro elétron é emitido através do efeito fotoelétrico

e da origem a uma emissao em cascata e amplificada através da colisao com placas
polarizadas contra as quais foi acelerado como mostra a Figura 49. A emissao do elétron
fotoexcitado requer uma energia minima para ultrapassar a fungdo trabalho da
superficie dos metais e a reposta espectral das fotomultiplicadoras tende a ser nula na
regiao do infravermelho. Tratamentos da interface como GaAs podem ampliar a regiao

de resposta espectral, até pouco tempo limitada em torno de 900-1000 nm.

fotons
% janela

catodo / ﬁ dinodo
e, -
- .H..\A

f

resistores

medidor

fonte

Figura 49. Configuracdo de uma fotomultiplicadora.

O fator de amplificacdo depende da voltagem de polarizagao utilizada, que foi
mantida, no nosso caso até o valor de 600 V, uma vez que a intensidade era bastante
alta. As fotomultiplicadoras sao muito sensiveis sendo importante evitar excesso de luz
nas mesmas que podem danifica-las por excesso de corrente. Nos fizemos as medidas
com uma fotomultiplicadora Hamamatsu R282, com tempos de resposta da ordem de

ns e resposta espectral entre 185-700 nm conforme podemos ver na Figura 50.
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Alimentamos a fotomultiplicadora com uma fonte de tensao da Products for Reserch
Inc.
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Figura 50. Resposta espectral da fotomultiplicadora.

2.4.1.C Amplificador Lock-in
A idéia do amplificador lock-in é amplificar apenas o sinal de entrada de mesma
freqiiéncia que um sinal de referéncia. Para tanto ele faz a seguinte operacao com o

sinal;

SSﬂidﬂ = vl"sentradu(t) Sen(o‘)reft + (I)) dt (2 17)
0
O sinal de entrada pode ser decomposto nas suas freqiiéncias por uma transformada

seno de Fourier, por exemplo, S = J.S(CO) sen(wt) do (2. 18).
0

E assim obtemos: S,,,, =J'S((D)[j sen(ot) sen(w,f +¢)dt]do (2. 19). A integral em t ¢é
0 0

elementar resultando em:
T T

Isen(wt) sen(m,t + ¢) dt = %Jr.cos[(oa— o,)t+¢]dt —%Icos[(w+ o, )t +¢]dt

0 0 0
_lsen[(0o-o,)t+¢] 1sen[(o, +o,)t+¢] _
2 (0-0,) 2 (0+,)

(2. 20)

1 sen[(0-o,)t+¢]
2 (0-m,)

para w, grande. O termo sen[(®—,)Tt+¢]/2(0w—-®,) funciona como um filtro

vetorial de freqiiéncia tendendo a fungao delta de Dirac para r tendendo a infinito.

Nesse caso, o sinal de saida ¢ dado por S, = 5(®,,) sen(9), ou seja, o lock-in mede a
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intensidade e a fase da componente na freqiiéncia de referéncia do sinal. O tempo de
integracao t pode ser escrito em funcao da quantidade de ciclos da freqiiéncia de
referéncia, t=n.2n / 0 entdo A®w =21/ 1= o / n é largura de banda que o lock-in deixa
passar. A regra pratica aqui € usar n em torno de 10. Desta forma, quanto maior o
tempo de integracdo utilizado, mais se filtram as freqiiéncias indesejadas. Por outro
lado, esse tempo de integragdao define o tempo minimo sem variagdes no sinal
necessario para a filtragem do ruido, definindo o tempo total de uma varredura. Outra
regra pratica utilizada é que cada passo para a aquisi¢ao de um sinal demore um tempo
igual ao tempo de integracgao. Isso significa que o tempo de varredura para obter 600
pontos com tempo de integracao de 1 s é de 600 s, ou 10 min.

No nosso caso, por exemplo, o laser de Ti:Safira é o laser modulado pelo chopper
mecanico de onde sai o sinal de referéncia para o lock-in. O laser de Ti:Safira obriga a
particula a se mover nessa mesma freqiiéncia modulando o espalhamento da luz do
laser de HeNe. A fotomultiplicadora sé detecta a luz espalhada do laser de HeNe,
modulada e nao modulada, pois utilizamos um filtro que corta o laser de Ti:Safira e o
Nd:YAG. O lock-in entdo finalmente filtra apenas a componente da luz espalhada
modulada na freqiiéncia de referéncia, ou seja, a variagao do espalhamento gerada pelo
movimento da microesfera.

Utilizamos o lock-in SR830 da Stanford Research System com o sinal de
referéncia modulado em 12 Hz e tempo de integracdo de 1 s no experimento de
espectroscopia de forca. Na medida da for¢a em func¢ao da posigado aumentamos a

freqiiéncia de modulagao para 80 Hz mas deixamos o tempo de integragao em 1 s.

2.4.2 Detalhes Experimentais da Aplicacao de Espectroscopia de Forca

Observamos os modos de ressonancia de Mie, ou “Morphology Dependent
Resonances” (MDR), em microesferas de poliestireno de 9 pm diluidas em dagua
colocadas em uma camara de Neubauer. Para garantir que o laser de Ti:Safira

representasse apenas uma perturbac¢ao usamos filtros de densidade neutra para atenua-
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lo até poténcias 10 vezes menores do que a do laser da pinga optica. O programa para
varrer o comprimento de onda do laser de Ti:Safira e fazer a aquisicao do sinal foi
escrito em LabView, com entradas para as varidveis de controle tais como tamanho do
passo, tempo de espera entre medidas sucessivas e média entre as medidas. O
comprimento de onda do laser é ajustado através de um motor de passo de rotagao
colocado no micrometro que controla uma placa birrefringente no interior da cavidade
do laser. A relagao entre o comprimento de onda e o passo do motor € calibrada através
de uma CCD e um monocromador.

No6s observamos os espectros de forca MDR em 4 situagdes distintas que
podemos classificar em dois grupos:
1. Feixe de Ti:Safira incidindo como uma onda plana. Para isso movimentamos a
distancia entre as lentes do telescopio do Ti:Safira até que seu foco estivesse muito
distante do foco do laser de Nd:YAG. Com esse deslocamento, o raio do Ti:Safira se
tornou da ordem de 40% maior do que o raio da microesfera no plano horizontal de seu
centro, conforme mostra a Figura 51 a. Nessa situagao, por simetria, o0 movimento da

microesfera se da no direcao vertical, z.

Nd:Yag

Nd:Yag

Ti:Sa

2

a b

Figura 51. Posi¢ao do feixe de Nd:YAG e Ti:Safira incidindo como uma onda plana a. e
focalizado b. para as medidas de modos MDR. Onde z é a dire¢ao de propagacao.

2. Feixe de Ti:Safira como pinga dptica incidindo lateralmente. Nesse caso fizemos os
focos do laser de Nd:YAG e de Ti:Safira coincidirem no centro da microesfera até que
nao existisse qualquer modulagao da luz espalhada. Usando o atuador de uma da lentes

movimentamos o feixe de Ti:Safira até a borda da microesfera assim como ilustra a
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Figura 51 b. Esse ¢ um ponto critico da medida, nao se observam os modos em qualquer
posicao da borda, pois os modos de uma microcavidade possuem minimos e maximos
na superficie, como ilustrado na Figura 52. E necessario acertar um maximo do modo. O
procedimento experimental utilizado foi mover a posicao do laser de Ti:Safira até
observar um forte espalhamento no lado oposto, indicando que a luz acoplada na
microcavidade deu a volta sobre a mesma. Essas medidas foram feitas nas diregoes x, y
e a 45° entre x e y, sendo x o eixo definido pela polarizacao do laser de Ti:Safira,

conforme mostra a Figura 53. As 3 medidas foram feitas na mesma microesfera.
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Figura 52. Modos de Mie no interior de uma esfera.
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NI

a b C

<«— sentido da polarizacio

Figura 53. Posicao do feixe focalizado de Ti:Safira para as medidas de modos MDR. Figura
representando o plano do microscdpio, vista da posicao z de incidéncia do feixe. a. polarizado
paralelamente ao movimento da particula. b. polarizado perpendicularmente ao movimento da
particula. c. polarizado a 45° em relagio o movimento da particula. O ponto vermelho
representa o laser de Ti:Safira.

2.4.3 Detalhes Experimentais da Medida de Forca Optica em Funcio do Deslocamento
Centro-Foco e da Polarizacao
O movimento de cada um dos feixes de Nd:YAG e conseqlientemente o

movimento da particula é feito através dos atuadores piezoelétricos das montagens de
“gimbal mount”. Nesse caso, como ja mencionado, a pin¢a dupla do Nd:YAG foi usada

para perturbar a posicao da microesfera capturada pelo laser de Ti:Safira. Garantimos
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que as poténcias dos dois bragos fossem as mesmas utilizando as placas de meia onda
para dividir a poténcia. A seguir obrigamos que todos os feixes de lasers, o Ti:Safira e os
dois bragos da pinca dupla do Nd:YAG, capturassem a particula na mesma posigao x, y
e z, movimentando-os até ndo mais observar qualquer modulacdo da microesfera.
Nesse ponto atenuamos igualmente os dois bragos do Nd:YAG através de um filtro de
densidade neutra apos o PBS2, tornando-os apenas uma perturbacao frente ao Ti:Safira,
da mesma forma que na experiéncia de espectroscopia de forga.

Bloqueamos um dos feixes da pinga dupla e movimentamos a posi¢ao do outro
no microscopio através de um software de controle do atuador usando LabView para
fazer a aquisicao de sinal modulado no lock-in versus distancia do Nd:YAG ao centro
da microesfera, assim como podemos ver na Figura 54. Repetimos a medida trocando os
bragos bloqueados e desbloqueado. Nesses dois casos estamos medindo deslocamentos
diferentes, com o movimento horizontal da particula paralelo ou perpendicular a
polarizacao do laser de Nd:YAG. A varredura foi feita desde zero até 6 um, para
certificar que ndo houvesse mais luz atingindo a particula, com passo de 0.1 um, para a
microesfera de 4.5 um de raio. O manual dos atuadores piezoelétricos da NewFocus
afirma que os mesmos apresentam um erro aleatério de 10 % no seu posicionamento.
Adquirimos esses atuadores apenas para controlar a posi¢ao das duas pingas da pinga
dupla de forma monitorada, de modo que esse erro nao significava qualquer problema.
A precisao dessa medida, entretanto, teria sido bem mais alta se dispuséssemos de um
estagio de rotagdo mais preciso. Apesar disso os resultados foram muito claros e a

concordancia teoria-resultados experimentais foi boa, conforme se vera no capitulo 3.

Nd:Yag Ti:Sa

s

Figura 54. Configuracao da movimentagao dos feixes de Nd:YAG para a medida da intensidade
em fungao do deslocamento centro-foco.
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2.5 Sistema Experimental de Pinca Optica com Espectroscopias Confocais

Finalmente, a ultima montagem experimental foi a da incorporagao de
espectroscopias linear e nao linear a pinga dptica. Essa montagem na realidade se inicia
em 1999 com obras civis para trazer o laboratdrio de pinca Optica para um espago
vizinho ao laboratdrio onde tinhamos o sistema de lasers de pulsos curtos operacional e
com a aquisicdo de duas mesas Opticas extras para acoplamento com as duas ja
existentes deixando todos os lasers e microscdpios em uma unica mesa Optica. Isso
significou um bom investimento de tempo e trabalho, mas nos permitiu acoplar os
diferentes lasers a pinga Optica assim como a incorporacao de espectroscopias. Desde
1998, apos um estudo na literatura utilizado como exame de qualificagao, decidimos
incorporar duas técnicas espectroscOpicas a pinga Optica: luminescéncia excitada por
absorcao de dois fétons, usando o laser de Ti:Safira de femtosegundos de nosso
laboratorio, e micro Raman, usando laser de Ti:Safira cw. Entretanto, so no final de 2002
tivemos condicOes técnicas de completar esse projeto. Basicamente nos faltava o
conjunto monocromador, CCD e filtros super NOTCH plus para implementar essas

idéias. A montagem final estd mostrada no esquema da Figura 55.

& @— computador

laser Nd:Yag

pinca dupla <

laser Ti:Sa
pulsado

laser argbnio
y

laser Ti:Sa
continuo

monocromador

Figura 55. Sistema Experimental de Espectroscopias Raman, Mutifotonica, Hiper Raman e
Hiper Rayleigh acopladas a pinga optica.
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O laser de Nd:YAG continua a fazer o papel da pinga Optica, simples ou dupla,
enquanto o laser de argonio pode bombear ou o laser de Ti:Safira cw, para
espectroscopia micro Raman, ou o laser de Ti:Safira pulsado de femtosegundos, para
espectroscopias nao lineares. Cada um desses lasers tem seu préprio telescopio e entra
colinear no microscopio, exigindo alinhamento de todos na mesma posigao focal em x, y
e z. Os lasers de Ti:Safira, cw ou pulsado, sao utilizados para excitar Raman, ou
luminescéncia, Hiper Rayleigh ou Hiper Raman. A coleta do sinal gerado é feita através
da mesma objetiva utilizada na excitagao, ou seja estamos utilizando a geometria de
retroespalhamento, onde o “beam splitter” BS ¢é utilizado para enviar apenas o sinal
retroespalhado ao monocromador. Esse ¢ o esquema bdsico do sistema, sobre o qual
devemos acrescentar detalhes sem os quais nao é possivel a obtencao de resultados, tais
como procedimentos e respostas espectrais dos diferentes componentes. Para tanto
vamos descrever primeiro os componentes principais, ou seja, laser de Ti:Safira de

femtosegundos, monocromador, CCD e os filtros super NOTCH plus.

2.5.1 Laser de Ti:Safira de femtosegundos (Tsunami)

Esse laser parte da geometria basica do Ti:Safira cw descrita na secao 2.4.1A
modificando-a para gerar pulsos entre 60 a 120 femtosegundos (FWHM - “Full Width
Half Maximum”) de duragdo, poténcia média de até 2 W, poténcia de pico de até 400
kW e taxa de repeticio de 80 MHz. Trata-se do primeiro laser de pulsos de
femtosegundos largamente comercializado, que apareceu por volta de 1990-1991. No
inicio foi chamado de “magic mode locked lasers” porque nao se entendia como era
capaz de funcionar, ndo sendo similar aos lasers pulsados utilizados até entdo.
Finalmente se percebeu que isso se devia ao fendmeno nao linear de autofocalizagao no
bastao de Safira. Basicamente o bastao de Ti:Safira tem uma nao-linearidade alta o
suficiente para, nas poténcias de intracavidade do laser, funcionar como uma lente nao-
linear. Na regiao central de um pulso de perfil gaussiano a intensidade é maior. O

indice de refracao de um material com n: positivo, segundo a forma n(I) = no + n2l, serd
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maior no centro, o que é equivalente a uma lente. Como a mudanca do indice de
refracao com a intensidade do laser ¢ chamada de efeito Kerr, esse mecanismo de
geracdo dos pulsos ultracurtos € hoje conhecido como “Kerr Lens Modelocking”. A
grande vantagem desse laser é que ele é capaz de gerar pulsos de femtosegundos em
todo o intervalo de ganho do Ti:Safira, ou seja de 750 a 1100 nm.

A idéia intuitiva do travamento de modos, “mode-locking”, é que se obtém um
pulso curto adicionando ondas com diferentes freqiiéncias com uma origem temporal
em comum, ou seja, existe um determinado momento em que todas as diferentes
freqiiéncias se somam. Se essas ondas possuirem uma relacdo de fase relativa bem
definida podemos atingir o limite de um pulso curto limitado por transformada de
Fourier, Av AT > %. Na cavidade de um laser s sobrevivem as freqiiéncias diferentes
correspondentes aos modos longitudinais da mesma. Por isso, se obtém pulso curto
quando se consegue travar esses modos em uma relacao de fase bem definida.

Um laser opera na forma pulsada sempre que a janela de tempo na qual o ganho
supera as perdas se repete no tempo com o mesmo “round trip time” do pulso dentro
da cavidade, como mostra a Figura 56. O laser operando assim obriga a todos os modos
oscilarem conjuntamente na janela temporal de ganho, gerando o “mode-locking”. O
travamento de modos (“mode-locking”) é ativo quando existe um meio externo
modulando as perdas da cavidade, tal como um modulador acusto-Optico desviando o
feixe, por exemplo, e passivo quando essa modulacdo ocorre naturalmente. No
bombeamento ativo € necessario sincronizar o modulador com a freqiiéncia de
repeticado propria da cavidade, enquanto no passivo essa sincronizagao ocorre
automaticamente. No caso do Ti:Safira pulsado as diferencas de ganho se devem apenas
a presenga da lente Kerr, que s aparece em altas intensidades. Se as perdas na cavidade
forem menores para o laser operando com essa lente extra do que sem ela, o laser tende
a operar na forma de travamento de modos (mode-locked) pulsado, caso contrario

operana forma cw.
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Figura 56. Esquema do ganho e as perdas na cavidade do laser. Nas janelas onde o ganho ¢
maior que as perdas o laser pode pulsar.

Como as diferencas de perdas entre as operagdoes cw e pulsada do laser de
Ti:Safira sao pequenas, esse laser pode operar tanto cw, quanto pulsado e até de forma
mista, com pulsos sobre uma emissao cw. A lente Kerr s6 aparece quando se formam os
primeiros pulsos intensos, usualmente a partir do ruido, de modo que o laser nao é
“self-starting”. Diferentes esquemas foram utilizados para obrigar esse laser a operar na
forma “mode-locked”, dentre elas a Spectra Physics optou pela insercao de um
modulador acusto-6ptico dentro da cavidade, iniciando a operagdo pulsada através de
um “mode-locking” ativo. Entretanto, o “round trip time” na cavidade de um pulso
muito intenso é diferente do de um pulso pouco intenso, pois o indice de refracao
depende da intensidade. Isso significa que o mode-locked ativo inicial logo estaria fora
de sincronia. A estratégia utilizada, entdao, foi manter a operagao pulsada através de
uma realimentacao do modulador com um detector do préprio pulso do laser, abrindo
e fechando a janela de ganho do modulador acusto-6ptico no mesmo “round trip time”
do pulso na cavidade. Trata-se, portanto, de uma forma de operagao que mistura
“mode-lockings” ativo e passivo. Quando bem alinhado pode-se desligar esse
modulador e o laser se mantera na operagao pulsada por horas seguidas.

Além do modulador acusto-Optico duas modificagdes dentro da cavidade em
relagdo ao laser de Ti:Safira cw sao necessdrias. A primeira delas é em relacdo a placa de
birrefringente de sintonia, que deve permitir ganho para uma banda espectral bem mais
larga do que a do laser cw, caso contrdrio a duracdo do pulso estaria limitada por
transformada de Fourier (largura espectral). A outra é a necessidade de incluir um
dispositivo para correcao da dispersao de velocidade de grupo dentro da cavidade. Sem

esse dispositivo as diferentes freqiiéncias do pulso do laser sincronizadas em t = 0
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perderiam esse sincronismo nas voltas seguintes, porque cada componente de
freqiiéncia possui velocidade de grupo diferente. Por isso todos os lasers pulsados de
Ti:Safira utilizam o dispositivo de corre¢ao da dispersao de velocidade de grupo
formado por quatro prismas, mostrado na Figura 57. A insercao dos prismas no angulo
de Brewster evita perdas por reflexdo. A idéia intuitiva é que o primeiro prisma abre o
feixe e o ultimo o recombina, tornando diferente o caminho 6ptico percorrido por cada
componente. No exemplo da figura o caminho 6ptico percorrido pelo azul é maior do
que o percorrido pelo vermelho, ou seja, estamos atrasando o azul em relagdo ao
vermelho. Essa dispersao é oposta a dispersao normal dos materiais existente na
cavidade do laser e pode ser usada para compensa-la. A forma experimental de obter
essa compensacao € através da introdugao de maior ou menor quantidade de vidro dos
dois prismas P2 e P3 movimentando-os conjuntamente. Isso nao modifica a dispersao
de caminho geométrico dos prismas mas introduz mais ou menos vidro na cavidade
mudando a dispersao material. Essa quantidade de prisma intracavidade é o parametro

chave para a boa operagao de forma pulsada do laser de Ti:Safira de pulso curto.

Figura 57. Configuragao dos prismas na cavidade.

O esquema de 4 prismas é o responsavel pela compensacao da dispersao. S6 com

eles é possivel ter pulsos de femtosegundos de largura.

Prismas para
correcao de
dispersao

Ti:S J / \Output
M, Modulador Coupler

/ Acusto
High \ Optico
Reflector Placa

birrefringente

Figura 58. Esquema geral da cavidade do laser.
60



A Figura 58 mostra um esquema simplificado da cavidade do Ti:Safira pulsado
que pode ser comparada a cavidade do Ti:Safira cw da Figura 47. O alinhamento do
laser pulsado é bem mais complexo e sensivel do que o do laser cw exigindo um
treinamento de quem o faz. Sobre ele apenas diremos que € feito em etapas, separando
os bracos entre M1 e o HR, e entre M2 e o OC, procurando maximizar a poténcia
independentemente do laser estar ou nao pulsando. Com o laser operando em alta
poténcia vamos introduzindo os prismas e monitorando a freqiiéncia da taxa de
repeticao dos pulsos. Quando o laser esta préximo da operagao pulsada, mesmo com o
modulador acusto-6ptico desligado, comecam a aparecer instabilidades conhecidas
como “noise bursts”. A experiéncia nos ensinou o truque do corante, o qual diminuiu
muito o tempo gasto com o alinhamento desse laser. Esse truque consiste em focalizar a
saida do laser em uma cubeta contendo rodamina. A rodamina ndo é excitada pelos
comprimentos de onda entre 750 — 1000 nm do Ti:Safira, mas pode ser excitada pelo seu
segundo harmonico, entre 375 — 500 nm. Como a eficiéncia do processo de absorcao de
dois fotons é proporcional a intensidade do pulso ao quadrado, a intensidade da
luminescéncia aumenta muito a medida que a duragao temporal do pulso diminui.
Ligando o modulador acusto-Optico o laser pode ndo operar em femtosegundos mas é
obrigado a operar pulsado, com pulsos de dezenas a centenas de picosegundos. Isso é o
suficiente para a geragao de alguma luminescéncia visivel, embora pouco intensa, na
cubeta com rodamina. Vé-se um aumento muito intenso dessa luminescéncia a medida
que o pulso vai ficando mais curto, o que a torna uma realimentacgao instantanea entre
as agoes do alinhador e seus resultados. Com isso, basta otimizar essa intensidade
movendo os prismas e realinhando. A otimizacao final é feita acompanhando a duragao
e intensidade do pulso no autocorrelador, dispositivo utilizado na medida de duracao

de tempos ultracurtos descrito na Tese de Doutorado do Gaston Tudury [20].
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2.5.2 Monocromador

Nos experimentos com espectroscopias confocais utilizamos um monocromador
de 30 cm da Acton Research modelo Spectra-Pro 300i em conjunto com a CCD “back-
illuminated” da Princeton Instruments. O monocromador é equipado com duas grades
de difracdo com blaze em 500 nm, uma com 1200 e outra com 300 linhas/mm. Ele e a
CCD sao comandados pelo computador através do programa WinSpec.

A Figura 59 apresenta um esquema desse monocromador. A luz que entra pela
fenda de entrada é direcionada por um espelho concavo até a grade de difracao que
abre o feixe em suas componentes espectrais. Outro espelho concavo reflete o feixe para
uma CCD que registra todo o espectro de uma vez s6. Para o maximo de eficiéncia do
monocromador € importantes escolher a grade com blaze para o comprimento de onda
correto e nimero de linhas por mm adequada a resolucao desejada. A melhor resolugao
da grade de difracao ocorre quando ela é completamente preenchida, por isso o feixe de
entrada deve estar no mesmo cone de luz definido pelas dimensdes dos componentes
do monocromador. Para tanto, devemos escolher a dptica de focalizagao na fenda
casando com parametro do monocromador chamado f-number. O f-number ou
f/number ¢ definido como f/number = F/W = NA/2, sendo NA a abertura numeérica do

feixe.

difracéo fenda de

@] entrada

CcCcD

Figura 59. Interior do monocromador.
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2.5.3 CCD

Nossa camera CCD - Charge-coupled device — da Princeton Instruments é
composta de uma matriz de pixels de 100 X 1200 fotodiodos de silicio na configuracao
“back-illuminated” e refrigerada a nitrogénio liquido. Por software podemos aumentar
o tamanho do pixel acionando a forma binning que soma a carga de pixels adjacentes.
Essa operacao troca resolugao espectral por razao sinal/ruido, importante para sinais
fracos. Como a luz do espectro se espalha apenas na horizontal adicionamos os pixels
verticais, tomando o cuidado de evitar os pixels da regiao nao iluminada que so
contribuem com ruido.

A Figura 60 mostra a diferenca entre as configuragoes “front-illuminated” e
“back-illuminated”. Na configuragdo “back-illuminated” a luz atinge os pixels apos
atravessar uma camada de 25-30 pm de espessura com “coating antirefletor”,
diminuindo as perdas por absorcao e reflexdao e aumentando a eficiéncia quantica por
um fator maior do que 2. Na regiao espectral em que o “coating antireflector” deixa de
atuar, usualmente no infravermelho proximo, as reflexdes das duas superficies podem
interferir formando um padrao tipico de um etalon, que apareceriam como artefatos no

espectro. Nao observamos quaisquer desses artefatos.
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Figura 60. Esquema de CCDs back e front-illuminated.

2.5.4 Filtros Super NOTCH plus

O grande problema da espectroscopia Raman vem do fato de que sua
intensidade pode ser 10'° vezes menor do que a intensidade do espalhamento Rayleigh.
Mesmo nos melhores monocromadores existe uma certa quantidade de luz espalhada

em todas as direcoes, a “stray light”, que acaba chegando ao detector e mascarando um
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sinal Raman. A solugao encontrada no passado para conseguir contraste para detecgao
de Raman foi 0 uso de monocromadores duplos de 1 m. A “stray light” de um pequeno
monocromador simples de 30 cm tornaria completamente invidvel a observacdo de
Raman. Ultimamente, entretanto, esse problema foi contornado através de filtros notchs
que chegam a rejeitar por fatores de 10° a luz incidente em determinado comprimento
de onda. Dois filtros desses em série permitem uma rejeicao de 10'?, significando que
nada da luz advinda do espalhamento Rayleigh penetra no monocromador. O filtro
ideal teria uma banda de corte muito estreita e intensa. Quanto mais estreita a banda
espectral de corte mais caro € o filtro. Os melhores filtros no mercado sao os super
NOTCH plus, com largura total de banda de 350 cm, conforme exibe a curva da Figura
61 extraida da folha de especificagdes de nosso filtro, especificado para 785 nm. Esses
filtros funcionam refletindo completamente luz com comprimento de onda na banda de
rejeicdo, mas transmitindo outros comprimentos de onda. Dessa forma ele se torna ttil
como o espelho dicrdico utilizado para dirigir o laser de Ti:Safira ao microscopio,
enquanto bloqueia o Rayleigh transmite o Raman retroespalhado para o
monocromador. Para acoplar os lasers antes do microscdpio, usamos um dos filtros
NOTCH, assim como mostra a Figura 62 ja que ele reflete somente o comprimento de

onda do Ti:Safira e permite que passe por ele os outros, tais como o 1064 nm do

Nd:YAG.
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Figura 61. Curva da transmissao do filtro NOTCH em fung¢ao do comprimento de onda.
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Ti:safira

monocromador, microscopio

Nd:YAG
Figura 62. Acoplamento dos lasers.

2.5.5 Detalhes Experimentais

Para medida do Raman operamos o laser de Ti:Safira cw no centro do
comprimento de onda do filtro super NOTCH plus, 785 nm, com poténcias variando de
10 a 500 mW. Foi necessario o uso de um filtro passa banda para cortar muitos
comprimentos de onda gerados internamente na cavidade do laser que sao pouco
intensos frente ao 785 nm porém mais intensos do que o Raman. A luz retroespalhada
do Nd:YAG usado na pinga optica nao representou problema maior por trés razdes: (1)
é facil bloquea-la com filtros comuns, o proprio espelho dielétrico do Nd:YAG fez papel
de filtro, (2) espectralmente ela estd bem afastada da regiao de 785 nm e (3) a resposta
da CCD cai bastante para a regiao de 1064 nm, ja no limiar do gap dptico do silicio. Foi
necessario trocar o espelho BS dentro do microscopio que desviava o Nd:YAG por um
espelho dielétrico proprio para o Ti:Safira. Nesse caso optamos por perder poténcia do
Nd:YAG em lugar de perder eficiéncia na coleta do Raman. A transmissao das objetivas
na regiao de 785 nm é melhor do que na regiao de 1064 nm chegando a quase 30%.

Para garantir resolucdo espacial o micro Raman deve ser montado na
configuracao confocal, em que o foco do laser e a abertura do detector sao conjugados,

um na imagem do outro, conforme Figura 62.

Detector

abertura controla a
resolucéo vertical

Figura 63. Configuragao do Raman confocal.
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Tornamos o nosso micro-Raman confocal quando focalizamos a luz
retroespalhada do laser na fenda do monocromador. Para saber se 0 Raman ira incidir
no centro da fenda, usamos a luz do laser retroespalhada por um espelho colocado apds
a objetiva no microscopio, para isso sintonizamos o Ti:Safira fora de 785 nm, onde é
transmitido pelo filtro NOTCH. Uma maneira de certificar se o sistema estd confocal é
observar a imagem de um modo Raman na CCD, se ela estiver bem focalizada estamos
na configuragao desejada. Dessa forma, os sinais Raman gerados fora do plano de visao
sdao bastante atenuados. Com essa montagem conseguimos ver sinais Raman Stokes e
anti-Stokes de particulas capturadas e nao capturadas, que serdao descritos no capitulo 4.

Para as espectroscopias nao lineares, ou seja, luminescéncia excitada por
absorcao de dois fétons, Hiper Rayleigh e Hiper Raman, foram necessarias algumas
modificagoes. A mais importante foi trocar o laser de Ti:Safira cw pelo laser pulsado de
femtosegundos. Outra modificagao importante foi a troca de espelhos e filtros, pois
agora desejamos coletar sinais nas regides espectrais de 500 nm e 390 nm. O
retroespalhamento do proprio laser na regiao de 800 nm é facilmente bloqueado com
um filtro passa baixa que corta acima de 600 nm. O maior problema foi a resposta
espectral do BS pois deve refletir tanto o Nd:YAG, o Ti:Safira e os sinais retroespalhados
coletados pela objetiva para o monocromador. Usar o espelho dielétrico para os lasers
de Nd:YAG ou Ti:Safira significaria uma perda enorme na coleta dos sinais para 500 —
390 nm. Acabamos optando pelo uso de um espelho semi-metdlico, com refletividade
da ordem de 80% e resposta espectral praticamente constante na banda de 350-1100 nm.
Essa resposta espectral constante é um fator importante para nao introduzir artefatos
nos espectros. O uso de espelhos dielétricos em bandas espectrais muito largas é sempre
problematico nesse aspecto. Em relagao as intensidades, nossa regra pratica foi de
sacrificar a intensidade onde a luz é muito intensa em prol das intensidades menores. O
aumento da poténcia dos lasers pode compensar facilmente as perdas sofridas no BS.
Por outro lado, também aumentamos a intensidade do iluminador do microscdpio para

poder compensar a perda de poténcia da luz visivel que incide na camera de video JVC.
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A transmissao no visivel foi de apenas 20%, entretanto, mais do que suficiente para
visualizar e gravar as nossas imagens.

Com essas modifica¢des nossa pinga dptica ficou equipada com possibilidades de
obter espectros de absorcao, luminescéncia simples e excitada por absorcao de dois
fétons, Raman, Hiper Raman e Hiper Rayleigh para particulas capturadas na pinga

Optica.
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Capitulo 3

Teoria Optica Eletromagnética

Quando observamos as ressonancias de Mie, ou “Morphology Dependent
Resonances” (MDR), na luminescéncia excitada por absor¢ao de dois fétons em
microesferas de poliestireno coradas, como mostra a Figura 64, ficou claro que se
existem ressonancias no espalhamento da luz do laser incidente e na fluorescéncia, elas
também deveriam aparecer como ressonancias nas forcas Opticas. Experiéncias de
espalhamento de Mie usualmente medem a intensidade da luz espalhada, para a qual
existem detectores ultrasensiveis, atingindo o limite de unidades de fotons. Percebemos
entdo que a propria pinga Optica seria a Unica possibilidade de substituir as
fotomultiplicadoras como detector ultrasensivel para a medida das forgas dpticas muito
pequenas envolvidas no espalhamento. A pinga Optica também satisfaz o critério de que
uma boa medida de forca deve ser realizada com um sistema estavel, através de forcas
restauradoras, como as molas, que operam no minimo de potencial. E impossivel medir
forcas com sistemas de equilibrio instdvel e é muito dificil a medida com sistemas de

equilibrio indiferente. Um exemplo de medida de for¢a com sistemas indiferentes foi a
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medida da carga do elétron de Millikan na qual a forga elétrica e gravitacional se
cancelavam, mas as particulas podiam se mover para qualquer posigao.

A grande inovagao desse capitulo, que foi o uso da prdpria pinga Optica para
analisar as forgas Opticas através de dois lasers, um para a medida e outro como causa
do efeito, nos permitiu estudar diretamente as for¢as no espalhamento de Mie, através
dos experimentos que denominamos “Espectroscopia Ultrasensivel de Forga” e
“Medida Ultrasensivel da For¢ca em Func¢ao do Deslocamento”.

Outra grande vantagem do uso da pinga Optica para esse estudo € o fato de que
ela permite realizar a medida em particulas isoladas, e também em diferentes condigoes
na mesma particula. Isso nos permitiu excitar seletivamente os modos TE e TM.

Embora a teoria da dptica geométrica tenha apresentado resultados satisfatérios
na calibracdo da forca oOptica, o fato é que se trata de um formalismo restrito. Os
proprios resultados obtidos na luminescéncia excitada por absorcao de dois foétons em
microesferas de poliestireno coradas nos obrigou a abandonar a estratégia de usar a
teoria mais simples para explicar os nossos resultados experimentais. Para usar a dptica
geométrica nesse caso, seria necessario no minimo, incluir efeitos de interferéncia.
Entretanto, um tratamento desse tipo, além de limitado, se torna mais complicado do

que resolver de uma vez o problema eletromagnético completo.

Intensidade (a. u.)

438 458 478 498

comprimento de onda (nm)

Figura 64. Ressonancias de Mie em uma microesfera de poliestireno corada.

O formalismo para onda plana prevé a existéncia de ressonancias de Mie que

dependem do tamanho, forma e indices de refracao do objeto espalhador e do meio em
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que esta embebido. Descobrimos, apos a obtengao dos nossos primeiros resultados, que
o proprio Arthur Ashkin [21, 22] havia observado os “MDR modes” nos seus
experimentos de levitagcdo Optica em gotas de dleo de silicone suspensas no ar. Nas
experiéncias de levitagao a particula flutua pela compensacao da gravidade com a forca
Optica de reflexao, de forma andloga a da experiéncia de Millikan, um sistema
indiferente. Para conseguir seus resultados Ashkin precisou construir um sistema de
realimentagao que modificava a poténcia do laser sempre que a particula tendia a subir
ou descer. O fato de que a experiéncia nao foi repetida por outros grupos desde 1977,
demonstra que apenas a excepcional habilidade experimental de Ashkin e seu técnico
Dziedzic, permitiu a obtencdo daqueles resultados. Nas experiéncias de levitagao,
entretanto, a particula estd obrigatoriamente centrada em relacdo a um feixe incidente.
As ressonancias de Mie também ja foram observadas através de espalhamentos
Rayleigh, Raman e fluorescéncia convencional [23].

Neste capitulo relatamos os nossos resultados experimentais, os quais
concordam com o formalismo eletromagnético adotado. A técnica que utilizamos para
desenvolver a teoria Optica eletromagnética pode ser explicada de maneira resumida da
seguinte forma:

1. E necessario aplicar condicdes de contorno em uma superficie esférica, logo os
campos incidentes e espalhados devem ser decompostos em ondas parciais, ou seja,
devem ser descritos em coordenadas esféricas com a origem no centro da particula. A
solucdo da equacao de onda em coordenadas esféricas é dada pelas fungoes esféricas de
Bessel para a parte radial e pelos harmonicos esféricos para a angular.

2. As dificuldades que se contrapdem a essa estratégia sao: feixes de luz simétricos
preferem a descricao em coordenadas cilindricas, ndo esféricas. Além disso, nosso feixe
tem que ser focalizado, e com o foco obrigatoriamente fora do centro da particula. O
quadro piora quando se considera que o feixe antes de incidir na objetiva € linearmente
polarizado na direcao x, quebrando qualquer trago de simetria que porventura ainda

existisse para facilitar os calculos.
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3. E facil encontrar descricdes do feixe de luz focalizado por uma objetiva usando o
formalismo de difracdo escalar para pequenas aberturas numeéricas. Entretanto, o
espalhamento de Mie requer um tratamento vetorial desde o inicio e nossos
experimentos sao realizados em condigoes de grandes aberturas numéricas.

4. A maior dificuldade encontrada pelos pesquisadores em Optica é na descri¢ao do
feixe incidente e sua decomposi¢ao em ondas parciais, assim como afirma Gouesbet em
um dos seus artigos [24]: “In all these theories, a crucial step is to describe the incident
beam correctly. Unfortunately, the usual theoretical models of shaped beams do not
exactly satisfy Maxwell’s equations. This is, for instance, the case for the so called Davis
scheme for Gaussian beams. Such features then necessarily introduce inconsistencies in
light scattering theories of shaped beams”!. Quase todos os experimentos nessa area sao
explicados com ondas planas porque sua expansao em ondas parciais € conhecida
desde o século XIX. Além do problema central de encontrar os campos
eletromagnéticos vetoriais para feixes focalizados, expandi-los em ondas parciais
usualmente tornava invidveis os calculos computacionais.

5. O grupo de Gouesbet demonstrou que o principio da localizagao fornecia uma
excelente aproximacao para a expansao de qualquer feixe em ondas parciais. Os
resultados obtidos utilizando essa técnica na aproximagao de Davis, para feixes
gaussianos paraxiais, sao suficientes para explicar nossos resultados de espectroscopia
de forca, tanto para a posicao espectral dos picos quanto para a excitagao seletiva dos
modos TE e TM da microesfera através da polarizacdo. A aproximagao de Davis é mais
apropriada para feixes com pequena abertura numérica. Uma descri¢ao quantitativa da
intensidade dos picos com maior precisao requer modelos mais gerais para o feixe

incidente, como as encontradas nos trabalhos de Richards & Wolf [42] e,

1 Em todas essas teorias, o passo crucial é descrever o feixe incidente corretamente. Infelizmente, os modelos tedricos
usuais de feixes focalizados (shaped beams) ndo satisfazem as equagoes de Maxwell exatamente. Este é o caso, por
exemplo, do assim chamado esquema de Davis para feixes gaussianos. Tais feigdes, portanto, necessariamente
introduzem inconsisténcias nas teorias de espalhamento de luz de feixes focalizados.
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particularmente, nos artigos de Paulo Américo Maia Neto e Moysés Nussenzveig [25,
26]. Dois motivos nos levaram a escolha do modelo de Gouesbet et al: 1 a facilidade
computacional dessa técnica, devido a aproximagao da localizacdo e 2 a possibilidade
para lidar com feixes polarizados, tnica forma de excitacao seletiva dos modos TE e
TM, em lugar de feixes circularmente polarizados descritos por Mazolli et al [27]. Para
descrever a excitacdo seletiva a Unica restri¢ao é que o “spot size” do feixe seja bem
menor do que o raio da particula, tornando a aproximacao de Davis irrelevante.

Nesse capitulo apresentamos o formalismo eletromagnético e os resultados
obtidos na seguinte ordem. Iniciamos com a teoria de incidéncia por ondas planas que
descreve bem os resultados do espalhamento da forga optica na diregao vertical com o
feixe de Ti:Safira desfocalizado e da luminescéncia excitada por absorc¢ao de 2 fotons. Ja
os resultados para a forca da pinga dptica incidindo na borda da particula e da forca em
funcao do deslocamento sé podem ser explicados com o feixe focalizado. Assim, a
segunda parte do capitulo descreve como utilizamos o principio da localizagdo para
calcular os coeficientes de expansao em ondas parciais de feixes gaussianos, e também
como os mesmos foram usados para calcular as forgas Opticas nas diferentes direcoes.
Todos os nossos programas numéricos foram realizados com o software Mathematica e
estdo no apéndice 2. Finalmente apresentamos os graficos experimentais e tedricos para
as ressonancias observadas na borda da particula e a for¢a em fun¢ao do deslocamento.
Muitos célculos tedricos, integrais e provas de relagoes foram omitidos nesse capitulo e
desenvolvidos no apéndice 1, para melhor compreensao do texto. Por outro lado,
desenvolvimentos ja existentes na literatura que requereriam um ntimero excessivo de
paginas de pura algebra foram omitidos, os substituindo pela simples referéncia a fonte
original.

Acreditamos ter demonstrado com os resultados desse capitulo a necessidade de
utilizar um formalismo bem mais complexo para a descricao das forcas envolvidas em
experimentos de pingas Opticas. As aplicagoes da pinga Optica sdo sempre realizadas em

meio fluido na presenca de inevitaveis forcas hidrodinamicas anisotrdpicas. Além disso,
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na descrigao hidrodinamica de uma particula capturada é sempre necessario considerar
a proximidade das paredes da lamina e laminula, pois a distancia de trabalho das
objetivas capazes de aprisionar é de apenas 200 um. Ja sabiamos de antemao através da
analise intuitiva do capitulo 2 que a propria for¢a dptica é anisotrdpica, com a forca
vertical menor do que a forga horizontal, mas preservando uma simetria azimutal.
Nossos resultados, entretanto, mostram que sequer existe essa simetria azimutal, pois
mesmo a forca Optica horizontal depende da direcao do movimento em relacao a
polarizacao do feixe incidente. Em outras palavras, a polarizacao do laser quebra a

simetria azimutal.

3.1 “MDR modes” em Microesferas Excitadas por Incidéncia de Onda Plana

As principais referéncias para os calculos de onda plana dessa segao sao os livros
de Bohren & Huffman [28], bastante didatico, Van de Hulst [29], ndo tao didatico mas
fundamental na drea e praticamente citado por todos os artigos no assunto, e do Jackson
[30], que embora ndo trate especificamente desse problema, tem a linguagem mais

comum para os fisicos da geracao que o utilizaram como livro texto de Eletrodinamica.

3.1.1 Solu¢oes da Equacao de Onda Vetorial

Provavelmente, um dos problemas mais importantes com solugao exata na teoria
de absor¢ao e espalhamento por pequenas particulas seja o de um centro espalhador
esférico com raio e indice de refragao arbitrdrios. O equacionamento desse tipo de
problema comeca com as equagdes de Maxwell na auséncia de cargas livres em meios
homogéneos para os campos D=¢E e H =B/u dadas por:

1.v.D=0, 2.V-H=0, 3.V><E=—u%e 4.va=a% (3.1)

Aplicando o V x nas equagdes 3 e 4, encontramos as equagoes de onda vetoriais:

- 1 ¢%E .1 0%H
VE- -2 ~=0eVv:H-—%"2_0 (3.2).
c? ot c? ot -2

Ha4 duas estratégias para achar a solugao dessas equacdes:
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1. Partindo de um campo elétrico na forma E(?,t)=l§(17)e_i°°t resolve-se a equagao

0)2
2
c

diferencial vetorial para a dependéncia espacial do campo elétrico V?E+—E=0

impondo a condi¢do de que V-E=0 e se obtém o campo magnético através de

H(7,t)=-—VxE.
o)

2. Partindo de um campo magnético na forma HF,t)=H (?)e_i @l resolve-se a equagao

2 _
vetorial V2H+®—2H =0 impondo a condi¢do de que V-H =0 e se obtém o campo
c

elétrico através de E(F,t)=—VxH.
0

De qualquer forma devemos iniciar encontrando as solugdes das equagOes
diferenciais vetoriais do tipo V?*F+k’F=0, onde k=w/c. Quando as condigdes de
contorno permitem, esse problema pode ser decomposto em uma equagao diferencial
escalar para cada componente. Infelizmente, na nossa situagao, as condi¢des de
contorno em uma superficie esférica misturam as diferentes componentes tornando a
técnica de decomposicao muito complicada. Nesse caso, € melhor utilizar outra técnica
para encontrar a solucao das equagdes diferenciais vetoriais, partindo das solugdes das
equacdes diferenciais escalares da forma V?¢+k*p=0. Para isso, suponha que se
conhece a solugdo de um operador escalar £ ¢ = 0, e que o operador vetorial A comuta
com L. Entdo, L Ap= A £¢ =0, e ii= A é uma solucio da equagao vetorial. Desse
modo, € necessario encontrar os operadores vetoriais que comutam com o operador
Vv? +k*. No apéndice 1 demonstramos que os operadores V, L e Vx L comutam com o
V? e, portanto, as funcdes vetoriais A=v¢, D=Lo e F=(VxL) sao possiveis solucdes
da equacao vetorial, onde L=-i#xV é o operador momento angular.

Entretanto, o gradiente deve ser descartado para equagdes de ondas
eletromagnéticas porque ele ndo é solenoidal, isto é, V-V$=V?*p#0, uma vez que
V=-k*. Ja as outras duas sdo solenoidais, pois V-VxV =0 e
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V-L=V-(=ifxV)= —i0[& iy X011 = —i [€jk1xk0 0 + €8 %011 =0 pois os tensores
0j0; e s, séo simétricos e o &ik antisimétrico®.

O produto escalar 7 - L= —ixjsjklxkal = —isjklx]-xkél =0 pois Xjxy € simétrico.
Assim, ao escolher uma solugdo do tipo E=L¢$ e H=—i/uoVx(L$) a componente radial
do campo elétrico E, =7-E=0 é nula, o campo elétrico sera transversal e estamos no
caso denominado TE. J4 a escolha H=Lp e E=-i/usoVx(Lp) leva a um campo
magnético transversal e de maneira andloga estamos no caso TM.

A equagio escalar V2¢+k*p=0, sendo V> =1/r 82/8r2 (r)—LZ/ r* é resolvida por
separagdo de varidveis com ¢ = Z(r)Y"(6,¢). Lembrando queL*Y" = n(n+1)Y", onde

Y sao os harmonicos esféricos.

YL%(;’Z)—M+kZEmZ =0 (3.3)
r dr r
a qual é igual a:
2
2 d—§+2rd—z+[k2r2 -n(n+1)]Z=0 (3.4)
dr dr

que é a equagao das fungoes esféricas de Bessel.

Assim,  Z, = j,(kr), nu(kr), hy(kr)=j, +in, e 5 (kr)=j, +in,, onde j,(kr) e
N, (kr) sdo as fungdes esféricas de Bessel e de Neumann e hrll(kr) e hlz(kr) sao as fungoes
de Hankel de primeiro e segundo tipo. A funcdo mn,(kr) diverge na origem e
h,lq(kr)’veikr/r e h,%(kr)~e_ikr /r. Por isso devemos usar j,(kr) como solugao para os
campos no interior da esfera e para as ondas incidentes, sejam as mesmas planas ou

nao, e h,11(kr) para os campos espalhados.

2 A contragdo de um tensor simétrico Sij com um antisimétrico Aij é sempre nula, pois Si Aij = Sji Aji por simples
troca de letras, agora usando as propriedades de simetria Sij Aij = (Sij) (-Aij) = - Sij Aij levando a 2 Sij Aij=0, (c.q.d.).
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Com o intuito de facilitar os calculos e tornar nossos resultados comparaveis com
os dos livros de Van de Hulst e Bohren & Huffman nao usaremos diretamente os

harmonicos esféricos Y,", mas sim combinagdes lineares com paridade definida

construidas a partir de Y, e Y,,”, mantendo sempre m > 0. Assim, podemos utilizar:

Y = (~1)™ \/(2::(111(171;;7)! P (cos) ™ e Y™ = \/(22;3(:1;7)! P (cos0) e (3. 5)

para construir as fungoes:

Y (-1)"™y, M = (-1 (24;?(11)5};1;)! P (cos0) [0 4 g~ im0

m |2n+1)(n—m)!
n (n+m)!

=(-1) P*(cos0) cosme (3.6)

2n+1)(n—m)! P,;n

PPy (cos0) [P — TP =
n (n+m)!

V' = (D)"Y, = (—1)'“\/

; 2n+1)(n—m)!

=0 (n+m)!

P} (cos ) sen mo (3.7),

que estdo relacionadas as fun¢des comumente utilizadas pelas relacoes:

Wenm = Py (cos6) cos mp = (—1)’”\/ T (o DG (1) 3-8)

(n+m)!

oyt D =D 3-9)

: T
Vonm = P (cos0) senme = —z(—l)m\/(zn D

as quais possuem as mesmas propriedades de ortogonalidade dos harmonicos esféricos.
Usamos também as mesmas convengdes dos livros supracitados com os subscritos e e 0
para indicar as paridades pares e impares (e, de even, significa par e o, de odd, impar).
Com essas fungdes construimos os vetores harménicos esféricos M e N, definidos de

maneira adimensional, como:

— 1 = - 1 - - 1 - 1
Moy = ?Zn(kr)L\Venm r Mopm = ?Zn(kr)hlfonm + Newm = EVX[Zn(kr)L\Venm] = EVXMenm e

~ 1 _ 1
Nopm = EVX[Zn(kr)L\Vonm] = EV X My (3.10).
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69 0

Usando [ =i [—2%—
sen O 0

——&, 6%] e explicitando as dependéncias de M e N com

y , conforme detalhado no apéndice, ficamos com:

- —m . dP"* (cos O .

M,m :@(sen me) B (cos0)Z, (p) ég—(cos m@)%zn (p) ey (3.11),
- m . dP"* (cos0

Wy ="~ (cos mo) B (c0s0)Z, (p) &~ (sen mig) - 7, () 2, 3.1,

dP," (cos8) 1 d
dae

[PZ (p)] &g

Nopm = ”(p)(cos me) n(n+1)P)" (cos0) &, +(cos mo)
p

P/ (cos®)1 d

—m(sen mo) pp— pdp n(p)] ey (3.13),
Nopm = Zn (p) (sen mo) n(n+1)P,;" (cos0) e, +(sen m@)w 14 [pZ (p)] ée
P
—m (cos m(p)Ml d —|[pZ,(p)] &, (3. 14).

sen® pdp

onde p = kr . No célculo de N usamos a equacao diferencial dos polindmios associados

d m 2

—(sen®

sen 0 d0 sen

de Legendre, ]P"=0. Os vetores M sao também

ortogonais a N e ortogonais entre si.

3.1.2 Expansio de uma Onda Incidente Arbitraria em Funcao dos Harmonicos
Esféricos Vetoriais

Resolvida a equacdo vetorial podemos agora encontrar os campos elétricos e

magnéticos de uma onda incidente. Para tanto, vamos entao expandi-los em termos dos

vetores M e N, segundo a forma:

Nosso objetivo é determinar os coeficientes A,, e B,,. Faremos isso somente

para uma das paridades, pois o desenvolvimento para a outra € andlogo. Iniciamos
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obtendo o produto escalar de 7 com os campos e usando o fato de que 7-E=0 para

campos TE e 7-H =0 para os campos TM:

IS R nn+1
E:ZBnm T'Nnm:ZBnm (k ) (Zn\Vnm) €

= —in(n+1
r'H:ZAnm_r'Nnm zAnm l(fl@ )(Zn nm) (3. 16).

Usando a ortogonalidade das fun¢des angulares para extrair um tnico termo do

somatorio:
n(n+1) n'(n"+1) 2 (n'+m')!

Z /B P
T o0 41 (' —m')!

'[1’ E\Vn’m’ dQ = Z Z BnmJ.‘Vnm‘V:;'m’ dQ =

k2n+1) (n—m)! o T
Z.(kr)B,,,, = -E)dQ (3.17
n(kr) By (n+m)! 2mn (n_l_l)_[\l/nm(r ) ( )
e
nn+1 n'(n'+1 2n  (n'+m")!
J.r H\I’n’m’ dQ = Z ( )= Z AnmJ.\I/nm\Vn’m’ dQ =— (—)Z Ay ( )

o o0 +1 (0 —m')!
o (2n+1)(n—m)! [Whm(7-H) da (3.18)

Zyy(kr) Ay, =
2nn(n+1) (n+m)!

onde dQ)=sen0dbdp é o diferencial do angulo sdlido. Em principio, para solugoes
exatas das equagOes de Maxwell, as fungdes radiais Z, (kr)=j,(kr) de ambos os lados

deveriam se cancelar, 0 que nem sempre ocorre com as aproximagoes. Uma opgao para

eliminar a dependéncia radial dos coeficientes é multiplicar por j, (kr) e integrar em r

usando a identidade:

o0

[ (kr) e (k) d (kr) = ———5,, (3.19)

0 2 (2n+1)
obtendo:
o0 T 2%
_k(2n+1) (n-m)! 2(2n+1) - .
B =)t 2mn (n 4 1) [ n (kr)d(kr)g gwnm(r E) dQ (3.20)
] © T 27
_ Ip® 2n+1)(n-m)!'22n+1) ¢ . ’ -
" 2mn(n+1) (n+m)! [ n (kr)d(kr)g gwnm(r H)dQ (3.21)
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3.1.3 Calculos dos Coeficientes de Mie para um Campo Incidente Arbitrario

Com a expansao da onda incidente podemos agora encontrar os assim chamados
coeficientes de Mie, definidos como as razoes entre os coeficientes de mesma ordem n,m
da expansao dos campos espalhados/campos incidentes e internos a particula/campos
incidentes. Para isso, € necessario aplicar as condi¢oes de contorno da continuidade dos
campos elétricos e magnéticos tangenciais em r =a, onde a € o raio da esfera. Isso pode
ser feito separadamente para as fungdes pares e impares, considerando as diferengas
entre o meio interno e externo a particula. Definimos os campos EeH,

respectivamente, para as ondas incidentes, interior a esfera e espalhada como:

E_YN vl . 7l - k& _ ) .
E; = D (80reMon = 180rmNomn) € Hy =———>" (M, + 180Ny, (3. 22)
n,m n,m
E; =2 (€ Mgy, ~id;'Ne,,) € Hy= —iz(dmgm +ic"NL ) (3.23)
n,m W@

R ') . ~ - ~ k 0
Es = ZaTNgmn _b:lnMgmn e Hy=—— a
nzm( ) H, wn;n(

may g3
n Memn

+ib" N2, ) (3.24)

omn

onde os indices “1” e “3” representam Z,(p)=j,(p) e Z,(p)=h.(p). As condicdes de

Para a paridade impar os campos incidentes sdo dados por:

E; =Y gi[A1(0,0)Z, (ka) &y + Ay (0,9)Z,(ka) &,] (3.25)

- —kia 1 d A 1 d o
H; = 03_;1“1 gnTE{Bl(el(P)E%[ka Z,(ka)] eq + Bz(ez(P)E%[ka Z,(ka)] e,]} (3.26)
0s campos internos por:

Ey =2 c ' [AL(8,0)Z, (ka) &+ Ay (0,9)Z,(ka) &,] (3.27)

=My 1 _d , 1 d )
H, = w 1B1(0,9) ———[ka Z,(k +B,(0,¢0)——I[ka Z,(k 398
d ow, ;Cn{ 1(6,0) 2 dka[ a Z,(ka)] eq 2(0,9) . dka[ a Z, (ka)] eq)]} ( )

e os campos das ondas espalhadas por:
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E, =Y bl A(0,9)Z,(ka) &g+ Ay (0,0)Z,(ka) &,] (3.29)

- ki< 1 d A 1 d o
H,=—> b"{B,(0,¢0)——1I[ka Z,(k +B,(0,¢0)——1ka Z, (k 3.30
= o 2O BO. 0 tlka Z, (k) & + By (0,005 Tk Z, (k)] € 1) 3-30)

onde A;, A,, B; e B, expressam as dependénciasem6e ¢ dos M'seN's.

Definindo x = ka = 2nNa/L como o parametro de tamanho e M =k;/k=N,/N
como o indice de refracao relativo, onde N € o indice de refracao do meio, N1 o indice de
refracao da particula, a o raio da particula e L o comprimento de onda, temos que a

continuidade dos campos elétricos leva a:

[A1(0,0)e, + Ay (0,9)e,] grr j,(x) =[A1(0,0)ey + Ay (0,0)e,] ¢ j, (Mx)
+HA1(0,0)ey + Ay (0,9)e,] by'hy(x) =
Sore 7 (%) = j,(Mx) ¢} + hy(x) by (3. 31)

Repetindo para os campos magnéticos:
A A " . 12 A N 1 m . !
[B1(6, 9)ey + BZ(B,(p)e(P]g‘"f[x Jn(O)] =[B1(8, 9)éo + B, (0, @)%]H—[Cn [Mx 7, (Mx)]
1

N ~ .1
B (0,00 + B, (0,0, |0} BT =
1
8T [, () = S (M, (M) + 2 [x BT 6.32)
[ Hq Hq

Multiplicando por pp; obtemos:

M [x j, ()] goire = WM i, (M)] ¢ +py[x By (0)] by (3. 33)
Repetindo para a paridade par:

= ~ m 1 d A 1 d n
E; = —anlr:ngnm {C1(9r(P)E%[kﬂZn(k‘1)] ey +C,(6, @)E%[kazn(ka)] e,1} (3.34);

L k&, . .
H; = 81l Di(0,0)Z, (k) & + Dy(0,0)Z, (k) 2] (3.35);

n,m

= ~ 1 d n 1 d n
E, = —zz d, {Cl(e,(p)k—a%[kazn(ka)] €q +C2(6,@)E%[kazn(ka)] e, 1} (3.36);

n,m
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H,=—5 3 47[D,(6,0)Z, (ka) & + Dy(0,9)Z, (ka) &,] (3. 37);

1 n,m

B =03 a7 14,(0,0)2, (ka) & + A;(0,9)Z,(Ka) &,] (3. 38);

n,m

A, =3 B0, 0 Z[kaz (ka)] & + B (8, 9) -~ —a[kazn<ka>]é(p]} (3.39);

S
n,m

A continuidade dos campos elétricos leva a:

G160 + Ca0,9)2, 18222 x ], (O =[C,(0,0)8 + Co (6,002,
—[Mx o (MT+[C (0,008 + Ca(0,0)e] a7 [ (0] =
Bt [y (o) = kll[Mx (MY + a7 B COT .40
Multiplicando por & :
M J, ()T 8las = [Mx ], (MY + MLx B ()Tl (3. 41)

Ja a continuidade dos campos magnéticos:

k m:
D1(9,<P)69+Dz(91@)€] gnTM]n(x) [D1(6,9)éy + D,(6,9)¢, Mld Jn(Mx)
1

+[D1(9 ®)eq + Dy (0, 9)e, 1~ fl’”’ll(x):>

K em i@ = dm;n<Mx>+—a’“hl<x> (3.42)
[ Hq [

Multiplicando por pp, e dividindo por k,
17, () &m = My, (Mx)d,) +u1h3l(X)aZ1 (3. 43)
Dessa forma, no final ficamos com quatro equagdes para determinar quatro
coeficientes desconhecidos, das ondas interior e espalhada, em termos dos coeficientes

da onda incidente, supostamente conhecidos:
(%) Bitg = (M) €} + Iy (x) b (3. 44)
mi[x ()] 8oz = WM i, (M)] ¢ +py[x 1y (0)] by (3. 45)

MIx j,(X)] gt = [Mx j,(Mx)] d' + M[x h),(x)] a) (3. 46)
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Hafo(¥) @i = My, (M) '+ il (%) @ (3. 47)

Essas equagdes podem ser resolvidas duas a duas e independentemente para
cada paridade, com as duas primeiras determinando os coeficientes c e b; e as duas
ultimas os coeficientes a e d. Para achar ¢, multiplicamos a primeira equagao por
—y[x h}l(x)]’, a segunda por h}l(x) € somamos:

¢ ()] ju(08rE =~ (O i (M) € = palx hy () Iy () B}
R (OL (0T e = Wy (VLM (M) €5+ g ()¢ Iy ()] b} =

e[ 7, ()] By (x) =[x By ()] i, (2)} = e () [Mx i, (Mx)] =y [x By ()] i, (Mx))

o g ([X fu (0] 1y () =[x ()] ()}
A (0[Mx (M = Iy ()] (M)}

_ ot () x Iy (0T = By ()% (0]
g (i, (Mx)[x I ()] — Wi (x)[Mx j,(Mx)]'}

(3. 48)

Repetindo para os outros termos obtemos:

o oG M (MO, )~ Iy (MO} o

gnTM M M ]n (Mx)[x hl (x) —H1 hrlz (x) Mx ]n (Mx)

dy o (M0l Iy () = M Iy (x )% j, ()]

d 7
gnTM u M ]n (Mx) X hl( )] —H1 h:l (x)[Mx jn (Mx)]

(3.50)

n=

b = bT {w ]n(Mx)[x]n(x)] _H]n(x)[Mx]n(Mx)]} .

1 51)
e My j, (Mx)[x I, (x)] Mhl(x)[Mx]n(Mx)]

que sao coeficientes de Mie, e independentes de m.

3.1.4 Expansao de uma Onda Plana em Funcao dos Vetores Harmoénicos Esféricos

Usando os resultados da secao 3.1.2 podemos decompor os campos elétricos e
magnéticos uma onda plana incidente em ondas parciais. Assumindo E e H como
E=Ee™e, e H = (=i/uw)E,V xe"*¢, = (kE, /nw)e™ ¢, . Temos,

I ; ; iE, d
7-E=E,e™x=E;e™ % senf cosp=—2(—e

ikr cos©
coso (3.52
PRy )cos ¢ (3.52)
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7-H= LEoeikzy = LEOeikm’ser senb seng = ZE—O(i

o " o (0 e <% seng (3.53)

Assim,

Z,(kr)B,,

k2n+1) (n—m)!
I

1krcose *
Ccos sen0 d0 do (3.54).
(n+m)' 2nn(n+1) ( ) ® Wim ¢ ( )

kd@

2n
Se wvy,, =P (cosB)senme, temos jcosmsenm(p dp=0. Por outro lado com
0

27
W, = P (cosB)cosme, J' cos@cosme dp =nd,, ,, onde § representa a fungao delta de
0

Kronecker. Dessa forma, ficamos com:

iEym k(2n+1) (n-1)!

Z (kr)B,, =
w0 B == (n+1)! 2mn(n+1);

jsene P!(cos 9)(;6 ere0s%ydg (3. 55)

e integrando por partes,

Zn(kr)Bln -

_iEm k(2n+1) (n-1)! eireosy 2 lsen® P!(cos0)Id0 (3. 56).
0

k  (n+1)! 2nn(n+1) dao
Usando novamente a equagao diferencial dos polinomios de Legendre, temos:

_iE (2n+1) n( n+1 J‘ezkrcosepnl(cose)sene de (3.57).
[n(n+1)]

0

Zn(kr)Bln -

Entretanto, I reosOpl(cos ) send dO = % j.(kr), tal que
0

iE,(2n+1) n(n+1) 2

Z,(kr)B,, =— . (kr) (3.58),
n( ) 1n [n(n+1)]2 2 (_i)n ]n( ) ( )

e portanto, no final temos B, =—w para V,, par e B, =0 para V,,,

n(n+1)
impar.
Ja,
7 (k)A, —— e @nt1hn=—m). [=2 By (A gikrcos9) son py” sen® do do =

2nn(n+1) (n+m)!

iQ) de

E, 2n+1)(n—m)!
2nn(n+1) (n+m)!

j(de e sen @y’ sen0 do do (3.59)
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e agora temos que se v, =P, (cos®)senmo, J.sen(psenm(pd(pan,n,l, porém se

V., =P (cosB)cosmeo, Isemp cosmode =0 . Portanto,

nE,  (2n+1)(n-1)!

! d ;
7 (kr)A. =— epl 0)(— ikr cos © e =
R A = e D) (e D) Jsen® Bi(cosO)(zg e )
_ z[n f::_-;l I(—[sene P! (cos 0)] e’ 0% =
E,(2n+1) T itrcosd i E,2n+1) 1 .
= 1 P 0 0do= kr) (3. 60
2 [ P n(n+ )!;e ) (cos0)sen nnsl) () Ju(kr) ( )
e desse modo,
Z,(kr)A;, = E@ntl) 1 j.(kr)= A M para y,, impar e A;, =0 para
n(n+1) (=i)" n(n+1)
WVim Par.
No fim dos calculos, vemos que o campo E é dado por:
Z ()" EO(2n+1)M01n i(7)" EO(2n+1 _ OZ(Z) 2n+1)(M _lNeln):
o n(n+1) n(n+1) = n(n+1)

E; = ZEn(Moln _iNeln) (3 61)

n=1

Para encontrar H basta aplicar H=(~i / no)Vx E:

zEO ()" @nt)g, - on (1)"'(2n+1), v
; ( +1) Vv [(Mo ZI\]eln) ); 1’1( +1) V M ZV N"l”)

i 1EO (I)"(2n+1) B CkEy & (0)'(2n+1) -
); n(n+1) (kN kMeln)_ ; 1’l(1’l+1) M —i_ll\]oln):>

H, :——ZE (M,,, +iN,;,) (3.62)
“(Dn =1

3.1.5 Calculos dos Coeficientes de Mie para Ondas Planas

Comparando as expressOes para os campos elétrico e magnéticos incidentes
calculado para onda plana com os definidos na secao 3.1.3 e definindo os campos

espalhados e interior como:
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E; =Y E,(c,My, —id,N;,,) e H, ———ZE d ML +ic,N% ) (3.63)

n=1 Hq @

(3. 64)

oln

Es=ZlE ia,N3, —b,M3,,) e TDZE (a, M2, +ib,N?
n= n=1

onde, os indices “1” e “3” também representam as fungdes Z, (kr)=j,(kr) e

Z,(kr)=h}(kr). Vemos entdo que, os coeficientes de Mie definidos na segio 3.1.3

L4 . m _ m _ m __
aparecem naturalmente na decomposicao da onda plana: g,rr = gwm =E,, ¢, =E,c

n-n’

d=E,d

n-n’

=E,ua, eb, =EDb,

3.1.6 “MDR modes”

Os valores de x’s para os quais 0os denominadores sao exatamente nulos sao
chamados freqiiéncias naturais da esfera, sao complexos e os modos normais associados
sao denominados modos virtuais. Como os denominadores nao possuem raizes reais, as
ressonancias acontecem para as raizes complexas em que a parte imagindria ¢ bem
menor que a parte real, ou em outras palavras, para valores de x real em que os valores
absolutos dos denominadores passam por minimos. Esses modos ddo origem a picos de
ressonancia que tanto podem ser vistos através de espectros de radiagao retroespalhada
como através do monitoramento do espalhamento Raman, da fluorescéncia e da forga
de pressao de radiacao da pinga Optica. Suas posi¢Oes espectrais sao sempre as mesmas

nao importando o tipo de medida realizada. Para as ondas espalhadas, quando a, =0, o

campo elétrico espalhado é da forma

sem componente radial, s6 existindo modos TE. No outro caso, quando b, =0, no qual

:——ZE (2,M?,) ndo tem componente radial e E, ZE (ia,N2 ) s6 existird os
Mo ;g
modos TM.

Intuitivamente podemos interpretar as ressonancias de duas maneiras. A

primeira é através da Optica geométrica, onde a luz fica confinada por um pequeno
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tempo dentro de uma esfera devido as multiplas reflexdes que ocorrem na superficie
interna. A outra maneira, segundo Nussenzveig [31], é através da associacao da Optica
com a trajetoria de uma particula na mecanica classica, ou mesmo na mecanica
quantica, quando se consideram efeitos de interferéncia e tunelamento. A analogia da
trajetoria de um raio da Optica geométrica com a trajetdria de uma particula sujeita a
um campo de forcas na mecanica cldssica ¢ direta. Basicamente podemos mostrar que
sempre existira um potencial para o qual as duas trajetorias, do raio da Optica
geométrica e da particula no campo de forgas, serdao idénticas. Isso pode ser mostrado
através dos dois principios de a¢ao minima, o de Fermat da Optica geométrica, que

afirma que:

In(f) ds é minima (3. 65),

onde n(7) é o indice de refracio dependente da posi¢do 7 e ds é o deslocamento
infinitésimal ao longo da trajetéria do raio, e o principio da agdo minima para o
movimento de uma particula em um campo de forgas conservativo, que afirma que:

t2

j T dt (3. 66),

tl

sujeita a restricdo de que a conservagao da energia mecanica, T + V = E, é minima [32],
onde T é a energia cinética e V a energia potencial.

Mudando da variavel tempo para a varidvel s que representa o deslocamento ao

longo da trajetéria da particula, temos que ds® =dx’+dy’ +dz* e

T = ml(x) +(3) +(2)"]/2 = [ (ds/dt) }/2 Assim:

ITdt:T%(—j— —j} ( jd (3.67)

4

A conservacdo da energia, por outro lado, €é expressa como:

—(dsj wopEs 3(E —V). Substituindo na equagdo 3.65 obtemos que a
2\ dt dt \'m

/ / E
integral .f —(E V) ds deve ser minima, ou, extraindo a constante 5 , que
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s, v
j,f(l——) ds é minima (3. 68).
5 E

As integrais (3.66) e (3.67) serao idénticas se n(7)=,/1-V/E, logo o potencial
V(¥) = E[1-n*(¥)] d4 origem uma trajetéria da particula idéntica a trajetéria do raio de
luz. Nota-se que o potencial serd atrativo para regides com maior indice de refracao.
Figura 1 a e b mostra o exemplo do potencial equivalente em uma regiao que apresenta

descontinuidade no indice de refragao entre as posi¢oes —L/2 e +L/2, situagao tipica

de uma particula homogénea embebida em outro meio, também homogéneo.

= -

> X

o —_— < 6

S 081 Q

= O

© ©

> =

Z 3

o

2 13 @ 147

© ©

‘© 0]

< Q

2 °

S) £

o -1.8 T 1.2 T T T )

5 3 1 1 3 5 5 3 -1 1 3 5

Posicao x Posigcao x
a. b.

Figura 65. Potencial equivalente.

O caso de uma particula esférica, na qual n(¥)=n(r), onde r=+x"+y>+7°,
corresponde ao caso do movimento da particula em um campo de forga central. Se o

potencial é tal que ¢(¥)=¢(r), entao F=¢'(r)é, e %:% =7xF=0, ou seja, 0 momento

angular L se conserva. Como,

- - — = — . N — 2A( — — 2 A—
L=Fxp=mré xr=mré,x(i¢,+r0¢)=mr’0( ¢, xé)=mr’0¢, e

2 2 2 2 2 2mr 2 2mr
Temos,
.2 2 2
mr L mr
E= + +0(7)= + r),
()=t (1)
2 I(I+1)h*
onde ¢, (r)=¢(r)+ L > :¢(r)+% € o potencial efetivo que permite estados
2mr 2mr

ligados e também tunelamento.
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Estendendo essa analogia entre a Optica geométrica e a mecanica cldssica para
uma analogia entre a dptica geométrica-ondulatéria e a mecanica quantica, podemos
relacionar o indice n dos coeficientes de Mie com o nimero quantico principal e as
autofungdes com os préprios coeficientes de Mie ax e bn. O indice n também representa o
numero de nodos das autofun¢des. Também podemos dizer que nessa associagao com a
mecanica quantica, a luz estd sujeita a um potencial efetivo que é composto por um
poco de potencial quadrado que representa a propria esfera somado a uma barreira
centrifuga, assim como ilustra a Figura 66 a, onde a € o raio da esfera. Associando a
largura das ressonancias com a largura do pogo podemos concluir que a largura das

ressonancias decresce com n.

A A N )
Y
Un(r) E 1 tunelamento
r L
3 s :
N £ RS
1 b b ‘
fo >
n, r A
a  ___
\Z v
\ " AN
B \ /
0 ¢c a b r ‘4"4
a. b. C

Figura 66. Analogia dos modos de Mie com a mecanica quantica.

De acordo com o principio da localizacdo de Van de Hulst que veremos um
pouco mais adiante, podemos associar o niumero n de um modo de ressonancia a um

raio que passa pela particula na distancia kr=( n+y2) de seu centro. Vamos entao

associar aos numeros de modos ni, n2 e ns da Figura 66 b a raios que passam
respectivamente nas distancias ri=c, r2=a e r3 = b do centro da esfera. Ou seja, 0 raio c
cruza a esfera, o raio a € tangente a sua borda e o raio b passa por fora da esfera. Porém,
apenas os modos que estao entre T e B sdo do nosso interesse, pois somente esses
correspondem as ressonancias de Mie. Vamos analisar entao o raio b na Figura 66 c.
Assim como para particulas (tais como elétrons) na mecanica quantica, o raio b tem que

tunelar pela barreira centrifuga e atravessar a regiao proibida entre a e b para atingir o
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interior da esfera. Uma vez dentro do pogo, uma particula sofre reflexdes entre as
paredes a e c até que tunele novamente para fora da barreira de potencial. Essa situagao
justamente corresponde a raios que sofrem multiplas reflexdes no interior da esfera até
que tunelem novamente para fora da mesma e deém origem aos conhecidos modos ou

ressonancias de Mie.

3.1.7 Calculo das Eficiéncias de Ressonancias de Mie

A eficiéncia Q das ressonancias de Mie representa o comportamento da secao de
choque em func¢do do comprimento de onda, ou do parametro de tamanho, e é definida
por Q = C/za*, onde C é a secdo de choque, definida como C, = W, /I, com W,
sendo a taxa de energia eletromagnética que atravessa uma superficie e I, a irradiancia

incidente. Para calcular a se¢ao de choque para uma onda retroespalhada, usamos:

W = %RejE x HdQ (3.69),

onde ExH =S é o vetor de Poynting. Decompondo Ee H em coordenadas esféricas
E=E#¢ +Egg+Eg, e H=Hze +Heq+H,é, temos que S=EgH¢, —E,Hpe, +
componentes tangenciais que nao interessam no caso da onda espalhada. Assim,

W, = %ReI(EeH(p —EyHg)r* sen® dodo (3.70)

Assumindo os campos elétrico e magnético espalhados como,

Es = Z anm(aeanenm - aoanonm - ibenmNenm - ibonmN (3 71)
n,m

onm)

—

* k * B Vi * Vi o % N T . % N T
Hs N Z OLn’m’(ben’m’]\/len’m’ +b M 1a Ny —ia Non’m’) (3' 72)

on'm’ on'm’

Hw n',m'
obtemos,

E mP," mpP™"
ES@ = Z O ym {—aenm — " gen mao hn(p) + Aonm — " _cos me hn(p)

n,m sen 0 sen 0

(3.73)
. m 4 ) pm ,
—ibgpm dicos m(pM_ ibyym d—”sen me [p 1, (p)] )
d0 p 40 0
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m' m'

* _k * * dp ! ’ * * dP ! ’ *
Hgy=— Z Oy Ao ﬁcosm ¢ hy(P) = by ﬁsenm ¢ h,(p)

an m
(3.74)
rpm’ * ' rpm’ * '
+ia:n’m’ m Pn' sen m'(p [p hn’(p)] T ia:n'm’ m Pn’ cos m,(P [p hn'(p)] }
sen O p sen 0 p
ESLP = %n: ®yim {_aenm ;nel:lne cosmo hn(p) ~Aonm Pne senmo hn(p)
(3.75)
vib, 90 sonmp P @y ABT o P (P
0 P do p
H:G = ;_(];%!a:l’m'{b:n'm’ dtl;e senm (P h (p) bonm df;g Cosm'(p h:’(p)
(3. 76).
gty L m’(pwﬂa;‘n,m, ﬂsen m'p 1 [p 1 (PN }
sen 0 p sen © p
Agora, podemos integrar em ¢ e utilizar o fato de que:
2n 21
J. cosme cosm'g do=(1+ 8,110 )70 1’ # J. sen me sen m’(p do = (1 - Smo)né‘)mm e
0 0
b 2
_[ cosme senm'e dp=0= _[ senm@ cosm'e do (3.77)
0 0
temos,
2w m m
= i TCk * * mP dP
J- ESGH d OanOLn’m{_aenmbon'rrz(l mO) no dg h (p)h (p)+
0 Hw ., n,m
> pmpmy [0 ()]
laenmaen’m(l 6mO) P P h ( )—
sen’0 p
mP™ 4P m? [p 15 (p)]
Aonm enm(l 8mO) sen 0 dg h (p)h (p)+laonmuon'm(l+8m0) Pmpmh ( )#

By by (L 8,0 ) — e = [P 71, (p)] B (D) + Doy (18,0 ) ot 2 [p 7, (P)]' [P 1y (P)]

o do p sen® do p p
_lbonmbon’rrz(1 ) de de [p p(p)] h (p) bonmaen’m(l_81110)Sene 40 lp p(p)] lp p(p)]
(3.78)
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rearrajando os termos,

nm>2n'm n

27 * ' 2
j EseH:(p d(P = _n_k o OL {Z[aenm :n m + aonma:n'm] hn(p) [p hn'(p)] m 2 pmpnﬂj
0 Hw nn',m p sen”0

_i[benmb:n’m(1+8m0)+bonmb:n'm(1_8m0)] dp dp [ph (p)] h ( )

de do
+[_aenmb:n'm +aonmb:n'm]mp dPn —h (p)h (p)+[benm Aon'm _bonma:nm]mp dP [p hn(p)] [p h (p)]
no do sen0 do p p
(3.79)
e
27 * ’ m m
.‘-E H:Q d(p__n_k o“nmanm{ l[aenma:n'm(l+8m0)+aonma;n’m(l_SmO)]hn(p) [p hn,(p)] dpn dPn’
0 Ho o p do  ae
2 '
+l[benm enm+bonmb:n’m] mz anpnr'nwh;’(p)
sen-0
. » L mP/ de ; . mbP" dP} [p h,(p)] [p hy(p)]
- b ' - b ' h _b ' b ’ n 1 n n
+[ aenm on'm aonm enm] e de (p) (p)+[ enmaonm + onmaenm]sene de p p }
(3. 80)

tal que no final,

[ ] (EoHS, —E Hiy) sen do do
00

pm pm m2
+— >
d do sin“ 0

=T anman m {1[aenmaZn'm (1 + 8mO) + aunma;kn'm (1 - 8mO)] hn( ) [p h (p) I( anpnm) sen0 dO

. . . [ph,(P)] .« ¢ dP™dPT  m?
—ilb,,,.b,..1+08,4)+b,,.b. .. (1-8,,)]———h, no_ 1y
l[ enm enm( mO) onm unm( mO)] P n(p)j( dO dO Senze

P'P,") sen0d0

t,mP" dP" mPl dPV

+[~-a,, b, +a, b.. 1h (p)h, n 0 do
[ AerimOon'm T Aonm enm] n(p) n (p)g(sene 40 sen® do ) sen (3 81)
+[benm on'm bonma::n’m][p hn(p)] P hn’(p)] .[ mPﬂ dP"' + mp dpn ) sen0do
p o o, sen® do  sen® db

As integrais em 6 sao de dois tipos:
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}sen0 40 =

(3.82) e
A0 do  sen?0 2n+1 (n—m)! O

]E{dP,;” dp,’ N p'p’ 2n(n+1) (n+m)!

pojﬂ P  dB" By

)sene d6=0 (3.83)
d0 sen® dO send

ficamos com,

2n

J (ESGqu} - E Hse) senf do d(p =T Zanm QL {l [aenm enm (1 + 8mO)+ Aopm onm(]- 6mO)]h (p) [p hn(p)]
00 He, P
! !
2n(n+l) (n+m). [ enmbenm(1+6m0)+bonmbonm(1 8mO)] [p L (p)] n( ) 2n(n+1) (n+m).
2n+1 (n—m)! p 2n+1 (n—m)!
(3. 84)
n2n

de onde podemos notar que quando m =0, I _[ (ESQFI ~E, H t) send do dop=0.
00

Para r—o, h,~[(-i)""/kr]e™ e entdo h;~[(i)"+l/kr]e_ikr, tal que

d/dkr[kr h,(kr)]~ [(=i)""'(0)]e™ e d/dkr[kr h(kr)]~ ()" (=i)]e"™* . Dessa forma:

2n

I(Ese s —E, Hse)r sen® d6 do =
0

O —y 3

(3. 85)
T &E 2 2n(n+1) (n+m)! 2 5 ) )
b 1+6 b 1-8
km’;}gﬁ nm| nel (n_m)!{(|aenm| +| enm| )(1+ m0)+(|aonm| +| 0nm| )(1-3,,0))
E portanto,
W, =
T 0 ® 2 27’1(7’l+1) (TZ+ m)' 2 (3 86)
b (1+9,, b 1-8
2kpe m:Oan:n |anm| 2n+1 (Tl—m)!{qamm' +| e”’”' )AL+ | 0”m| +| onm| ) mo)}

Para o caso de incidéncia por onda plana,

_()"(2n+1)E,
- n(n+1)

2n+1
o = |E = |E |% (.87)

m =1 e s6 temos um coeficiente para as fungao pares que € o a, e um coeficiente para a

anm = E?’l
fungao impar que é o b, . Entao:

2 (2n+1 2n(n+1) (n+n(n-1)!
2m+1)* 2n+1 (n-1)!

S

-3 (o + P
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W, = 2 (2n+)fja, " +]b,[*} (3.88)
k},l(D n=1
Mas, I, =1Re(1§i x H?), com E; = Eje™é, e H; :LEOe_ikZéy =
2 io)
2
E
I :&L (3. 89)
2 po
entdo a secao de choque é dada por:
C.= Mo 255 (s yiln, 4,1 650
i n=1

e a eficiéncia por:

Q= s = %i 20+ 1){|a,|” +|p,[} 3.91)

H4 outras defini¢des de eficiéncia, tais como a de retroespalhamento e a de

extingdo. Por exemplo, eficiéncia de retroespalhamento ¢é dada por

.

Vamos agora calcular a se¢ao de choque de pressao de radiacdao para onda plana.

Q=2 (2n+1)(-1)"(a,—b,)

O tensor das tensoes de Maxwell e a forca sao dados por:

/= = - =
T =ED;+HB,~—(E-D+H-B)5; (3.9

F = 95 T,n;da (3.93)

onde S é qualquer superficie que engloba o objeto espalhador. Em particular podemos
usar a superficie em r — oo para meio externo nao-absorvente. Como os campos podem

ser complexos mas a forca tem que ser real, temos que

F =Re§Tynda=R q‘;[EiD;nﬁHiB;nj_%(g_D*+H,E*)nl}da (3. 94)

com,

—

ji=é , D -ii=D.,B -ii=B, e di=r*senfd0do,
onde ¢, =sen0cos¢ ¢, +sen@seng ¢, +cos6 ¢, (3.95)
temos,
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PizReq}{sinEj +u2HiH:—%[gE-E*+MH-H*]n. da (3.96)

Os componentes radiais dos campos, tanto incidente quanto espalhado, levam a

funcao Z.(p 4 - *72 . O elemento de 4rea é proporcional a r*, logo qualquer produto
p

com uma das componentes radiais vai com F, F,

~1/p® e F, F ~1/p*, assim as relacdes
2F. F,~1/r e r*FE, F, ~1/+*, se anulam para r— . Dessa forma, os dois primeiros

termos na integral E;E, e H;H, sdo nulos. Além disso, para r — o
E-E' =EE, +EE, +E,E, = E,E, + E,E,

e H-H =H,H +H,H,+H,H, =H,H, +H,H,

(3.97)
E entao,

F Recﬁ{—a[s(EeE;+EQE;)+M(HGH;+H¢H;)]ni}da (3.98)

Como o campo elétrico é E=E" + E*

EGE; — [Egic + Egca:H:Eénc* + Esca :| — EéncEém + EéncEgca* + E;cuEénc* EscuEsca* (3 99)

Entretanto, o termo E;“E;“ s6 depende do campo incidente e, portanto, nao esta

relacionado a particula, logo nao deve entrar no calculo da forca. Antes de continuar o
calculo vamos definir as fungoes reais de 6

m
m Pn

T =

m dP "
Tn
send

(3. 100).

Lembrando que os campos elétricos e magnéticos sao

2n+1 i
OZ Tl(n + 1) oln Neln z En

aln - lNelln] (3 101)

7 2n+1
H :—_ OZ 1’1(7’[+ eln oln __ZE Melln +1N;1n] (3 102)
,12n+1 s . .
oz n(n+1) eln -b Moln ZEn[lanNeln -b Moln] (3.103)
Hs ZLEOZZH 2n+]- [bnNgln +a Mgln ZEH Zb N3 +a M3
Ho n(n+1)

oln eln] (3 104)
E considerando as formas assintéticas das fungoes de Bessel
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i1 P 1 i+l ip | oantl —ip
%@=w>%;%mkzﬁﬂ>%+w>%jp

Tome)]=- —-{maw}—{ﬂ”m+U%W}ew&

E, - COS@Z E, ()™ e [m, —, ]+ (1) [, + 5, ]eP ) (3. 106)

Eiq) Sen(PzE { n+1 zp[Tc —1 ] ( i)?H-l eip [Tfn‘l_rn]} (3 107)

E, = CO;‘P > E,{(=i)™ e a5, +b,m, ]} (3.108)

Es(p se;up Z E { n+1 lp [annn + bntn ]} (3.109)

assim, ficamos com as combinacdes:

EioE.o = Ccz)i P > E,Ey { (i)™ (@) e [, —rn][a;rrnr +b;rnnr}

()" ) [ |t + by )

(3. 110)

EseEze = CZSp (PZE E { (—i )n+l( l)%1 e”® [Tcn’_rn'][anthrbnnn] G.111)

- (i)n’+1 (_i)n+1 [Tcn’ Ty ] [anrn + bnnn ]}

EoEs = CO; B BBy (<) (1) a7, + by, ][ 4t + by | (3.112)

El(P :(P Sen (PZE E { n+1 )n+1 P [nn_rn][a;'nn'_b;'rn’]

(3.113)

_(_l)n+1 (z)n +1 [, +71, ][anrnnr + bnvrnr ]}

EooEep = se; PN EE { iy () [annn+bnrn][a;n;+b;r”} (3.114)
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2 ’
EeoEip = %ZEHE,{ {(—z')”+1 ()" [aym, + b, [T — 7]

(3. 115)

- (—i)n+1 (i)n,ﬁL1 [a,m, +b,t, ] [my — T ]}

Agora ja podemos fazer as integrais em ¢:

2n 2n
Para F, — ¢,_=cos0 — I cos’q do = I sen’p dp =7, e para
0 0

2n 2n
F,—>e, =senbcospeF —e, =senbsenp= I cos” pcos do = I cos” pseng do =0 .
0 0

Portanto, sé havera for¢a em z, como ja sabiamos pela simetria do problema.

Continuando o calculo de acordo com o apéndice,
2n
[ (EoEy+E,Ey) do= E,E;, %{{—(—i)"” (=)™ e® [m, ~ 1, ][a,7, + b7, —a,m, b7, ]} -
0
()™ () e [, =, [y + by —aym, — by, ]} -
{(—i)wrl (i)"url [n, +71.][a,m, +b,1, +a,7, +b,m, ]} -
{(i)n+1 (—i)"*! [, +71,] [a;rnn, +b,t, +a,t, +b,m, J} -

{2 (—i)n+l (i)n'+1 {[anTn +b,m, | [a;tnr +b,m, }} + {[a;vnn, +bt, ] [a,m, +b,T, ]}}
(3.116)

Rearranjando os termos de E,E,+ E(pE; e chamando o dultimo de I,
temos
L= J-de sen cosh 1 Zp_T;(_i Y )n’+1 EE, {[bnb;v a0, ] [t +,m, |+ 2a,b,; [70, 0 +T,my ]}
(3.117)
Ja os terceiro e quarto termos ficam como 1,,
Y
I = Id@ r sen@cosez—gz ZEnE;' {—(—i)n+1 (i)" H 2Re[[an +b, ][y + 1,0 |+, + 0, [T + 1T ]]}
0
(3.118)

So6 falta agora, definir a integral I, que é referente aos primeiros e segundos

termos,

97



T T n'+1 n+l 2
I3:jdesenGCOSBWZE E, 2Re{ (=) (=) P x (3.119)
-bz T, _bnnntn' + bntnrﬂ']}

0, Ty AT, Ty n'n

x[anrnnnr +b,m, T, —a,T,m,

Usando as solugdes dessas integrais em 6 demonstradas por Gouesbet [33]

temos,

2n+1 . n(n+2
| 0| Z 1’1(1’1"‘1) ; k2 | 0|2 |:bnbn+1 +anan+1]

(n+1)(n-1)
nzll kZ |E | n l:bnbn 1 +anan 1:|
Na terceira somatoria fazemos n—1=n—n=n+1, pois ela poderia comecar de

por causa do n—1 e obtemos:

2 1 2
I S O R e SR S D Re 40, ] 0121
n=1

1n(n+1)
Agora para I,,
| E,[ @ 2n(n+2) = n+1)(n 1) = ( 2n+1
I, =————-42R —_— 2 b
2 2k2 e nzzll (7’1"1‘1) n+1 n+1]+; [ 1]+; n(n+1) [an+ n]
(3.122)
n+l=n—-n=n-1 e na segunda

Fazendo na primeira somatodria

n-l=n—->n=n+l1-:

I=- 2”|E| ZRe{(2n+1)[a +0,]} (3.123)

Quanto a I, vamos deixa-la por enquanto na sua forma integral
De maneira similar, temos para o campo magnético H,

S E {0 e [y~ i) [+ 7, e 00128

H.,.=—
i Lo 2p
Hj, = _MLOJ C(;)(p Z E, {(i)wrl e [nn - Tn]_(_i)wrl e® [n” T ]} (3-125)

k Sel'l(PZEn {( Z)”” ip [b T, +a,n ]} (3. 126)
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Hs _ k COS(PZE { l)n+1 0P [bn“n +a,rt, ]} (3.127)

po p
e portanto:
2

HieH:O - ‘ Lsen (P]Z EnEVl { "*1 ( )ﬂ . e—ZIP [nn - Tn][b;’rn’ + a;'nﬂ']

(no)® (3. 128)
- (i)",+1 (—i)"! [m, +7,] [b:ﬂn, +a,m, ]}
2

HyHy = L sen’ (p Z E.E { )" he (- z)”Jr1 2 [, =t ][bur, +a,m,]

(o)” (3.129)

—(i)n’ﬂ( nﬂ[n +7T, ][bnrn+annn]}

2 2
HH., :(L] S EEy (<) (i) by, +a,m, ][ by, +aym, | (3.130)

2
0o - Kk cos® (sznEn {( Y () e [, —tn][b;rﬂnf—ﬂ;'fn']

ip~~so
(no)” (3.131)
_(_i)n+1 (l)n . [Tcn + Tn][b;’nn' + a;'rn’}}
. k2 cos? (p n+l ;o on'+1
10} i(p ZEnEn { ( ) [b T, +anrn][nn’ _Tn’]
(pow) (3.132)

— (=)™ G [bnnn +a,t, [y — 1, ]}

2 2
H H* _ (Lj C052 () z EnE;:{ Z)i’H—l( )i’l +1 [bnnn + antn][b;'n;' + a;’t;:]} (3 133)

LG 0) Ho o

entao dessa forma, ficamos com:

2n 2
k

* * = T
! (HoHy+H,H,) dp=) E,E, FW{
{—(—i)"'ﬂ( —i)" ¥ [r, —1,][b,T, + 4,1, ~b,m, —anrn]}

_ {(i)”*l (i) 2P [, —1,] [b,:'rnr +a,m,—b,m, —a,rT, ]}
- {(—i)”+1 (i)n'+1 [, +1,][bym, +a,1, +b,7, +a,m, ]}
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- {(i)”+1 (—i)"*! [, +71,] [b;nn' +a, T, +b,t, +a,m, J}
N {2(—i)n+l (i) {[bnfn + anﬁn][b;rn' + a;,nn,]} + {[b;nn' T, ] [b,m, +a,1, ]}}

(3. 134)

tal que as integrais ficam,

| E,[ Z (2n+1) e [a,6,]+ dr |E0|2i”("+2)Re[bb +a,a,,, ] (3.135)

n(”l+1 (02 — (7’1+1) n-n+l n n+l

__2rfE[
I,= o ;Re{(2n+1)[a +b,]} (3.136)

:J‘ esenGCOSB ZE E, 2Re{ —i)" (=) ¥ x
g (3.137)
[bnrnnn + annnnn bnnnnn bnrn‘tn + bnnﬂrl’l a”l’tnnﬂ - a n T + anrnrn ]}

Combinando I, comI,=1,, I, comI;=I; e I,comI,=1I,, e de acordo com a

expressdo de forga F, = Regﬁ{—%[s(EeE; +E,E, )+n(HyHy + H,H, )| ni} da, ficamos com:

I, :(%|E| +“|u2 2|E | J(i(Znﬂ)Re[anb;}in(nﬂ)la [bnbmmnam]) (3.138)

n=1 7’l(7’l+1) n=1 (n+

usando a relagdo k-k = w’ep:

8, 2 & (2n+1) 2 (n+2)
I7 = (k—2|EO| Sj[; n(n +1) l: }+ HZ:; Re [bnb;ﬁl + ananﬂ }j (3 139)
4n|E |

18 k2

Re{(2n+1)[a, +b,]} (3.140)

n=1

e agora por ultimo,

I+1, = [n—8+ o jfde sencos0> E,E 'Re{—(—i)nr+1 (=i)"" e x

k> pre’
[a,t,7, +b,7, 1, —a,m,7, —a,T,T, +a,1,T, —b1,n, —bmn1,+b1,1,]+ (3.141)
[b,7,n, +a,m,n, —bmr,n, —b,T, +b,TT, —a,1,%, —a,T,T, +a,7T,T, }:> 0

Dessa forma, no final dos calculos a for¢a devido a pressao de radiagao é:
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2n|E,[* &
F= k2° sZRe{(2n+1)[an+bn]}—
) (2n+1) ) (3. 142).
A, . 2 2n+1 o (1 +2)
(F|EO| gj[ 7’1(7’[+1) I: n n]+; 7’l+1) R I:bnbr1+1+anan+l]]
Definindo a relacdo entre a for¢a e a se¢ao de choque como C = ﬁ, a
e |E,
eficiéncia para a pressao de radiagao de uma onda plana é:
Q, = mf k2 - ;Re{(2n+l)[a +b,]} -
4n, . 2 (2n+1) 1 > n(n+2)
(k_2|EO| sj[z o Re[anbn]+; (n 1) Re [bnbn+1 +anan+1]j:>
=%i Re{(2n+1)[a,+b,]} -
N (3. 143)

| O| (z 2n+1 [ 0 ”] n(n+2 [bnbm"'an”nnﬂ

S n(n+l1) = (n+1)

3.1.8 Aplicacao dos Calculos na Interpretacao dos Experimentos de Espectroscopia de
Forca e Luminescéncia Excitada por Absorc¢ao de 2 Fotons

Na Figura 67, na Figura 68 e na Figura 69 a seguir estao os resultados teoricos e
experimentais obtidos por excitagdo com onda plana. A Figura 67 mostra o grafico da
medida de espectroscopia de forca. Na Figura 68 apresentamos os espectros de
luminescéncia gerados através da absorcao de 2 fotons, onde as curvas verde e
vermelha se referem respectivamente a microesferas capturadas de 2.5 e 6 pm de
diametro, coradas com uma substancia similar ao DAPI. A partir dela, vemos que
apenas na curva vermelha, para a microesfera maior, observamos as ressonancias de
Mie. A Figura 69 mostra o grafico dos “MDR modes” sem a fluorescéncia de fundo.
Para tanto, ajustamos a intensidade da curva verde da Figura 68 e a subtraimos da
curva vermelha. O valor nominal do diametro das microesferas de poliestireno usadas

na espectroscopia de forca e fornecido pela Polysciences é de (9.126 + 0.5) um. Ja as

3 O nome oficial do corante ndo é fornecido pelo fabricante.
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microesferas coradas sao da Molecular Probes e tém diametro nominal de (6 + 0.6) um.

Os respectivos indices de refragdo nunca foram medidos.

experimental
S
L]
Q
o
©
>
2
c
2
=
tedricoc
720 740 760 780
comprimento de onda (nm)

Figura 67. Resultado da Espectroscopia Ultrasensivel de Forca para microesferas de poliestireno
de 9 pm com incidéncia de onda plana. Em azul estao os dados experimentais e em vermelho os
tedricos.

Para o cdlculo do espectro tedrico consideramos para o indice de refracao as

relagdes de dispersaio da agua n,[A]=1.324+3.046x10°/A*> e do poliestireno

np[k]=1.5683+10.087><10‘3/ A* obtidas do artigo de Bateman [34], com o comprimento de

onda » dado em nandmetros. Através do programa desenvolvido no Mathematica,
apresentado no apéndice 2, ajustamos o raio da particula até encontrar uma
concordancia entre os picos tedricos e os experimentais. Isso ocorreu para os raios de 4.5
um para a espectroscopia ultrasensivel de for¢a e 2.73 pm para a medida da
luminescéncia excitada por absorcao de 2 fétons, que estao dentro do erro de 10%
fornecido do fabricante. Apos encontrados os raios, fizemos os graficos tedricos usando

as expressoes de Q de espalhamento para a experiéncia de luminescéncia e Q,, de

pressao de radiagao para a medida através da forga.
Até onde sabemos esse ¢ um dos raros relatos de observacao de “MDR modes”

através da luminescéncia excitadas por absorcao de 2 fotons, sendo o primeiro em
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particulas capturadas pela pinga Optica. As ressonancias de Mie também nunca foram
observadas em microesferas de poliestireno pela medida da forca Optica. Nos
experimentos de espectroscopia de forca, a onda plana € formada pela desfocalizacao
do feixe de laser que incide no objeto, assim como esta descrito no capitulo 2 e Figura
52. A posicao das ressonancias dos nossos resultados experimentais concordam com as
previsdes tedricas para, pelo menos, 10 picos. Ja no outro caso, a onda plana é gerada
no interior da microesfera pela luminescéncia. No total mais de 16 picos foram
observados e a diferenca entre as suas posi¢oes experimental e tedrica é bem menor do
que a largura das ressonancias que ¢ definida pela parte imaginaria dos a,'seb,'s.

Conforme descrito no capitulo 2, usamos o laser de Ti:Safira pulsado para excitar
a fluorescéncia por absorcao de 2 fotons e observamos os espectros com a grade de 1200
em 60s. Os primeiros estudos sobre a teoria de interacao entre lasers pulsados e
microcavidades esféricas comegaram a surgir agora em 2001 e 2002 [35].

Os respectivos coeficientes a, e b, responsaveis pelos modos vao de a., e b, até
a,, e by, para a microesfera de poliestireno comum as, e bs, até as;, e by, para a

microesfera corada. Os coeficientes a, sao referentes ao modo TM e os b, ao modo TE.

Intensidade (a. u.)

438 458 478 498

comprimento de onda (nm)

Figura 68. Espectros de fluorescéncia excitada por absorcao de 2 foétons, curva verde —
microesfera de 2.5 um, curva vermelha — microesfera de 6 pm e modos MDR.
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Intensidade (a.u.)

comprimento de onda (nm)

4

Figura 69. Preto: espectro para a microesfera de 6 um da Figura 66 subtraido da fluorescéncia;
vermelho: resultados tedricos.

3.2 Pingas Optica, Microesferas e Feixes Gaussianos Focalizados

O aspecto mais importante no estudo da pressao de radiagao e ressonancias de
Mie nessa secdo € a descrigao do feixe incidente focalizado. A representacao de Davis
para feixes gaussianos paraxiais traz como grande atrativo o controle da ordem da
aproximacgao, mas cada ordem isoladamente nao satisfaz as equagoes de Maxwell [36].
As principais referéncias que utilizam o feixe de Davis sdao os trabalhos de Gouesbet,
Lock, Ren e também de Barton [37, 38, 39, 40, 41].

Existem outras estratégias para descrigio de feixes gaussianos. Uma delas é

partir das fungdes de Green do tipo (eik'?_?" [Aml7 =7 I), que sabemos ser solugao das

equagoes de Maxwell mas com singularidades em 7 =7', e usar um vetor complexo
para 7' a fim de garantir uma solucao sem singularidades em qualquer posi¢ao. No
entanto, essa descricio também leva a uma expressao do feixe gaussiano idéntica a
forma de Davis de ordem zero. Outra estratégia é usar a teoria da difracao no limite
gaussiano, para aberturas numéricas pequenas. Porém, para isso precisamos considerar
a teoria de difracdo vetorial, e nao escalar. Nesse caso os feixes satisfazem as equagoes
de Maxwell mas sao obtidos na forma integral. Essa é a estratégia utilizada por

Richards & Wolf [42] e por Cheng [43].
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3.2.1 Aproximacao da Integral Localizada

Vamos procurar apresentar os feixes incidentes na forma mais apropriada para a
aplicacado da Aproximacao da Integral Localizada proposta pela primeira vez por
Gouesbet [44] e bem sintetizada por Ren, Gouesbet e Gréhan [45] em uma receita com
um conjunto de 5 regras para evitar o calculo das integrais da secao 3.1.2 e utilizadas
nas determinagao dos coeficientes das ondas parciais. O principio da localizagao foi
proposto por Van de Hulst que fez um paralelo entre a teoria eletromagnética de Mie e
a posicao de um raio da dptica geométrica, percebendo que a fungao esférica de Bessel

ju(kr) vai a zero para kr<(n+%). Ao expandir uma onda em ondas parciais, as

componentes com j,(kr)Y" carregam [*>=n(n+1)h*> e |f|=hk, como L=7xp
p In n & p p

=L=bp=>b=L/P= 1/n(n+1)/k, para n grande /n(n+1)=n(1+1/n)=n(1+1/2n)
=n+1/2, entdo o parametro de impacto b serd b=(n+1/2)/k. Por isso, Van de Hulst

associou o numero do modo n a um raio que cruza a particula na distancia

rz%n(rw%) de seu centro. Dessa forma, Ren, Gouesbet e Gréhan construiram o

operador localizacao én que atua apenas nas fungdes de r e 0 transformando kr em
1 . . ~ . .

n+§ e 0 em n/2, deixando intactas as fungoes de ¢. Veja por exemplo a Figura 70 a

abaixo, j,(kr) em funcdo de p=kr para n=20, j,(kr) vai a zero para
r< (n+%) ~ (20+%) ~20. Analogamente, vemos outro exemplo na Figura 70 b, agora
de j,(kr) em funcdo de n para p = 20, vemos que j,(kr) vai a zero para

n>(r-14)~(20-14)~20.

N AM ::MR
Vel

a) b)
10 20 20 30 40

Figura 70. Principio da localizagao. a. j,(kr) em funcao de p.b. j,(kr) em funcdo de n.
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A receita para encontrar os coeficientes da expansao g, € Snre € a seguinte:
1. Expandir as componentes radiais dos campos elétricos e magnéticos em modos
azimutais na forma E,(r,0,0) =Y E,(r,0)¢™ e H,(r,0,¢)= > H,(r,0)e™®.
2. Criar as novas fungoes F"(r,0) e I,"(r,0) através da remocao dos modos azimutais
das contribuicdes de ondas planas, isto é, E = Eysenfe’“F" e H™ = H,senfe** ™.

1. Aplicar o operador localizagao nas fung¢des E"(r,0) e I (r,0), transformando-as em

A

GE" =F"[(n+1/2)k, n/2] e GI" = I"[(n+1/2)k, /2]

4. Multiplicar as expressdes resultantes pelos fatores de normalizagao

n(n+1)i I
Z;”=M6m,o+[ } (1-8,,0)-

n+1/2 n+1/2
5. Os coeficientes de forma do feixe da expansio sdo dados por "y =Z"G(E") e
8§nte =Zn GU;").

Os autores validaram essa receita em muitas situagoes diferentes que

demonstraram ser uma boa aproximacao para a expansao em ondas parciais de feixes

paraxiais. Nos vamos utiliza-la na descrigao de Davis.

3.2.2 Aproximacdo de Davis e a Descri¢cao do Feixe Incidente

O primeiro passo € encontrar a expressao para os campos elétricos e magnéticos
de um feixe gaussiano focalizado paraxial na representacdao de Davis com a polarizagao

na dire¢ao x. Davis utiliza uma expansao em série em termos do parametro s=1/kwy,
onde ®, ¢ o “beam size” ou “spot size” e k o nimero de onda, truncada em alguma
poténcia de s. Quanto maior a poténcia de s, melhor é a aproximacao.

Para fazer essa aproximacio voltamos as equacdes de Maxwell. Se V-B=0
podemos escrever o campo magnético como B=VxA e usando VxE= —61?/81& =
VxE=-Vx 8;1/815 = Vx[E+ 8;&/(’%] =0=E+ 8;1/815 =-V¢, podemos escrever o campo

elétrico como E =-V¢— 8;1/ ot . Temos entao que,
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P
V-E=-V?%)- VA :>V +— VA———3144
¢ 5 % Py (3.144)
Ja,

VxB:VxVxZX:—VZA+V(V-A):;,J+ug%:VZA—V(V-Zl):—uf—us%[—vq)—%]

- oy 0%A .- 0%A od -
=—p +pe[-V—+—]= VZA-pe—-V[V.A+pe—]=—pJ (3.145
W +pel ot 6t2] e [ 8t] uo( )
usando uz;:l/ ?,
1 6%A 1 00

\% A————vv A+ —uJ (3.146
27 [ at] uo( )

C

sem cargas, p=0 e 720, ficamos com
1. B:Vx;l,

2. E=-V-0A/ot,

3.v2¢+%v-A=0 e

2%
4.V A—lM—V[V At aq)] 0 (3.147).
ot* 2 ot

Usando o calibre de Lorentz, ondeV-A+%% =0 e substituindo na equacao 3
c

para ¢, temos

v2¢+%v-21 =v2¢+§[—l6¢

1 6%
ot ¢ ot

—v? Z 70 (3.148
] 0 22 ( )

Assim, vemos que no calibre de Lorentz as seguintes equagdes sao validas:

= 1 0%A
LV2A-—

52
c? ot? -

1 6%
2.V ———=O,
(1) c? ot?

3.V-A+ 128‘1’ 0,
c” ot

4. B=VxAe
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5.E=-V$-03A/ot (3.149)

Fazendo, A=A(r)e"®" e ¢=¢(F)e ™, ficamos com:
L.VZA+kK*A=0,
2.V2+k*$=0,

C —
3.0=-i VA,
b=ty
4.E:i%V(V-Zl)+im;\ e

5.B=VxA (3.150)
No formalismo de Davis, o potencial vetor A é linearmente polarizado na forma

A=ey(r )elkZ . Para usar a equagao 1 logo acima precisamos de:

VZ[W(?)eikZ] _ eikzvz\v(?) + ZV\V . veikz + W(?)Vzeikz — Vz\V(?) + Zlkaa_\ll =0 , ou Seja,
Z

2 2 2
0 ‘;’+a ‘;+a ‘2"+2ik8—“’=0 (3.151)
ox* oy° oz 0z

rearranjando essa equacao e usando k e w, obtemos:
2 2 2 2
oy 0y o 0¥ 0 NV __; 315

+ +

X 2 y 2 kng . 2 z

o —| 0|+ 0| —~ 0 —5
o, o, ko, ko,

e, finalmente, redefinindo as coordenadas da forma:

E=x/w,, N=y/o,e {=z/(koy) e s=1/ko, (3.153),

chegamos a equacao final:

2 2 2
Oy, 0w, 1 OV 5N _g (3 154,
o2 ot Ko 02 e

Para analisar as ordens de grandeza notamos que:

1 1

A 0

~ 1 14
S e ®y = A, entdo s <— ¢é pequeno.
0 271
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Vamos procurar, portanto, solugdes para y em termos de poténcias de s°:

Y=y, +5Y,+sy, +.., e coletar termos de mesmo poténcia em s. Dessa forma as
equagdes para as ordens zero, dois e quatro sao dadas por:

2 2
0 “20 +8 WZO +2i8\|10 =0
acs  om g

3"y, n o'y, Y o, o'y,

68 o o ac

2 2 2
a%4+a%4+%aW4=—a%2(31%)
07 o oc o

A estratégia é encontrar primeiro a solugao de ordem zero, usa-la na equagao
seguinte para encontrar a solugao de ordem 2 e assim sucessivamente. Para ordem zero

verificamos que a funcao

pZ

—i

e 26 , )
Y, = Z_ 2 com p2 = iz +n2 € uma solucao.
l —
Para tanto, usamos:
P
Oy, _ de T 2 2ig

e (-2 (-20) a0 O

2 . . 2 . 2
0 \go _ .—21 \VOJ{._ZIEJ) _{.—21 B '4§
0¢, i—-2C i—2C -2 (i-20)

0=
2

3 Yy, (3.157)

2 2 T _
6\|;0+6\|120=. 4i Wy .4p
o ot i-20 " (i-20)

-, (3.158)

2 )

ip ip

—20)i 71'—2@ N 1 oV_i 71'_2§ 0 ~ ip?
oy, (20 TEERE L N D) L
- , . == {—— >+~ } (3. 159)
e (i-2¢) 20 (i-20)" i-2C
assim:
2
oy 22y (5 160)
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2 2
0 \‘20 +6 WZO +2ia\ll0
3l on oG

Falta determinar os campos elétricos e magnéticos. Isso é feito a partir de

e portanto, =0, demonstrando nossa afirmacao inicial.

E= i%V(V.A) +imA com A =2 y(F)e™, temos que V.A= %eﬂa e, portanto:
X

{ 0 i . O i
VVA) =6, e g, L Mg, e )
oy ox 0z ox
(3. 161)
e OV, g OV e OV, e OV e @ Oy s 0y DY
=" —=e +e ——e, +[ike"™ —+e" —e, =" {—-¢, + +[ik—+ le,

ot " ooy Y o e el T ay T a avez

O campo elétrico pode ser calculado por:

1 &%y, 1aw ioy 1 %y

= iof[y +——=]¢ S+ é.} (3.162
v+ o o b 5 B i e i ! G169
entretanto,
1y _ 1 2y .0
K> ox* Kop a(xr oE?
12
1y _ 1 Oy _ a0
k> oxdy  k*wp NEAN OEOM
® J\ Qo
loy 1 ov _ oy
kox ko, a(xJ i
®
i 62\|I _ 1 1 62\|/ 1 6 |\ SZ 82\|I (3 163)
K oxoz  Krod Koj a[xj[ y j oy 0B 0EAC
kZ

de forma que, no final dos calculos, o campo elétrico vale:

s Vs s PV o0 Oy
E=iof[y+s P +le, +[s 8§6n16y+[ls aa+ 8&8@16} (3. 164)

Tomando até a ordem de s°:
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E, =ioye", E,=0 e E,=0 (3.165)

Tomando até a ordem de s':

E, =ioye™, E,=0eE, :—coé—\geikz (3. 166)
Para o campo magnético, temos:
vk |& b &
3 X ikz 15 ikz 15
H= - o, 0, 82=;{62[wekz]ey—8y[\yek]ez}
\|/€ikz 0 0
) ) ) .7 ikz . .
~ Lyt + W piegp W gy IR 1OV 1OV
n 0z Y oy m koz V7 koy
ike™ i oy i oy . ike™ 2Oy . Oy
=y - = g —is? TU R, +is 6, )
H k(kwg) o 2 77 kog 5 Y m oG on
o oy

Em ordem zero, os campos elétrico e magnético sao dados por:

E, =ioye™, E,=0e E,=0e H,=0, H, =iw0ei"z e H, =0 (3.168),
u

com a fungao vy, definida como:

xX“+y
£24n? - w%z z Z
P AN i-2— —4 -2~ 2=
e % je KD S kop  —i keyp 3.169)
Vom0 T 2 S 2 477 477 IR
=25 i=25 145 14 14
kexy ke Koq Ky Kaoyp

Chamando D:[i—2%]’l, onde [=k®;, 0s campos Sa0 expressos

coordenadas cartesianas na forma:

2,2 2, 2
P ¥yt

. . - 2 . 2 .
E, =ioy,e™ = Ee = ®)iDe 0 =Ee™[iDe ™ 0] (3.170)

Hy _ Z_Woelkz — Hoelk(z—zo)iDe o) _ Hoesz[iDe o5 e—lkzo] (3 171)
0

x2+y2

ou em coordenadas esféricas como:
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2,.2 2,.2
~ip* ~ip*

) 5 . ) 2 .
E, = E;senfcosg e®“[iDe 0 ¢ ™0 ] e H, =H,sen®sing e™[iDe 0 ¢ 0] (3.172).

Dessa forma observamos que os termos do tipo E,senfcosq e’ se referem a

onda plana. Nessa descrigao, podemos expressar os campos elétricos e magnéticos que

descrevem um feixe gaussiano como:

2,2
_ip* +y

E, = ¢E,senfBcoso ¢ e H, = gH,senfsing ¢**, onde ¢ =[iDe o e %01 (3.173).
r =8k r =8y 8

3.2.3 Expansao do Feixe Gaussiano Incidente Focalizado, os Fatores de Forma e os
Coeficientes de Mie

Para aplicar a receita de Gouesbet a primeira providéncia € colocar a origem no
centro da esfera ao invés do foco do laser. Feito isso devemos ser capazes de explicitar a

dependéncia azimutal. Na nossa situagao experimental o foco do laser esta em z;, =0

lano equatorial) e x,e. +1,¢., em relacao ao centro da particula como ilustra a Figura
p q 06x T Yo y ¢ P g

71. Neste caso:

LplR )y (o) Y-y

v =iDe @ =e @ com D= % = 1 (3. 174)
i “40 1
! %‘Do
Assim,
(X—XO) +2(y_yo) (x +y )+(xo+y; )_Zxxn_zyyo Y +2po Zp’z)o (COS(pCOS(pO-i-SiI'l(pSin(po)
WO = e 0‘)0 — e (’00 — e (’00 e O‘)O —
P’ +p, 2pp, cos(¢p—@,)
=e D e @ (3.175)
{0, 0, 0}
X {XO! y0= 0}

Figura 71. Sistema de coordenadas.
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Nesse ponto, economizamos paginas de algebra em relacdo ao artigo de
Gouesbet e seu grupo [38, 39, 40] fazendo t=¢"* - na fungdo geratriz para as fungdes

modificadas de Bessel,
1,1
—z(t+-)
e2 U =>t"I,(z) (3.176)
CD .
para reencontrar a féormula e*“*® = %' ¢"®] (z) que nos permite explicitar a

m=—ao0

dependéncia azimutal diretamente como:

2 2 2

@, e W, = W, Z eim((p_(po)lm

m=—

P’ +ps 2pp, COS(¢—, ) P (
e

2"# (3.177)
0
Para o campo elétrico falta incluir um cos¢ e para o magnético um seng.

Incluindo o cos@ obtemos:

P’ +p, 2pp, cos(9—9,) P’ +p,

0 . . i —iQ
2 2 2 _ er+e 2

cospe e @ =e %D MR 5 ImE pgojz

(Do

M=—00

P*Py
_ %e (DS Z e—lm(p0 (el(m+1)(p +el(TH*1)(P) Im (Zg#j (3 178)
0

m=—o0

Como nosso objetivo é obter um campo do tipo E;'(r,0) "™ redefinimos os m's

das somatdrias para expressar ( na forma:

P’ +pg
T2 1 © . i 2 L 2
=e @ 5 Z elme {e l(mﬂ)qno[mﬂ[ Pgo}re i(m 1)%1"1_1( Pl;o] }
m=—o0o ®g O
m=#0

o Lo g emiony ZP% _
2 )

PPy 0
—e @ % Z P o= 1M, |:eup0 Im+1 [2pF2)0 ]+ ol 1m71 [29{;0 J:l + oS (Poll (ZPFZ)O J —

Mm=—o0 ®o ®o ®o
m=0
arey | P 2 2 2
—p O 4 z oM p=i(m=1)p, {Im—l (p—gOJ*‘E_ZZ(p“ImHL Pg’o J:l 1 cos (Poll( pSOJ (3.179)
2 = ®o ®o ®o
m=#0
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Ja ainclusao do seno leva a:

P*+py 2PP, COS(9—9,) PPy o  —io 5
2 2 2 ) . e _ e
seng e [On e , —e y z e lm(pOezm(p : Im[ Ppojz
oo 2i

——e @ i o ima, (ez‘(mﬂ)(p_ei(m—l)(p) I, {ZF’#J -
M=—00 Q0]

— o, l z eim(p |:e—i(m+1)q)0 Im+l LZpFZ)O ]_ e—i(m—l)(pO Im—l ( ZPEO J:| 4

20,7, oy )
m=0

1 i —i, 2pp0
— (™ —¢ (i I Ty —
{Zi ( h 035

PR "
=e ™ l D, e l:e_l% ) (Zpgo J —e® L, (2' pgo'ﬂ +sin@gly ( Zpgo J =

20, p p )
m#0
LA 2 2 2
=e @ =3 Mmooy {Iml (—pgoJ—e_zz%Imﬂ[ pf;o H +sin(p011[ sz)oj (3. 180)
20,7, Wy o) 00
m#0

Com isso, os campos radiais elétrico e magnético ficam dados por:

% _P*+pg
E'= > Ee™singe @ {%ezmwe—wm—l)% {Im_l(Zpgo] +e_zup01m+l£2pgoﬂ

m=—o0 Mg (on)
0 (3. 181)
2 N '
+cos (poll[ Z‘;O j} S>E'= ] Eoe™ sin@ ™9 F™
0 m=—oo
m=0

o _PHpy
H" = z Hoelkz sinfe {l M9 =i(m=1)g, l:lm—l (291230 j_ e_zupolmﬂ [ prz)o H

i=—o0 2i g ©p
0 (3.182).
+sin @yl (22’230 j} > H"=Y" Hye™ sin0 e™1)"
0 m=—o0
m=0

Agora podemos usar uma relacdo em m das fungdes modificadas de Bessel

I_,,(x)=1,(x) para limitar os somatorios de m =0 até infinito, isolando o termo com

m =0, reescrevendo as expressoes acima como:
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7k2p2+k2p§ w
EM=e¢ Ko { Z eiz(\m\—l)(po |:Im—1 (kago ]_’_ o200, I\m\+1 (%Lﬁzh)ﬂ] +cosgpl; (kago J} (3.183)
ko ko k

®p

Kip? K2
T Re | 1< () 2kppg | 2 2kpp 2kpp
H" —¢ Koy - e+1(‘m‘ P 0 |_ %2 0 +senonl 0 (3.184)
' {1 ng‘l =1 ke 1 ke ot ked

Nesse ponto ja cumprimos com os passos 1 e 2 da receita. Os passos 3 e 4 sao

dados pela aplicacdo do operador localizacdo e multiplicagdo pelo fator de

normalizagao:

gy = ZIGE" =

o oo (12)+p] nell2 a1/
=Y Yzpe  Kor Ry L (’”—/2)90 LR (n+ /2 )Po || (3. 185)
n=1m=1 kmo k(DO
+cos@yly (—Z(n = 1/22)p0 j}
k(DO

8Z1TE = Z,TéH;” =

© © 7M ;i(‘m‘,l)(po
= Z Z Z,'e Ko {e—'{jm_l (MJ _ €$21q)01‘m‘+] [Mj:l (3. 186)
n=1m=1

1 koo% kco%
+senq@ I (_2(” ‘:{1)/22)90 ]}
0

definindo,

S

. . |m|-1

1 Po m _ n(n+1)i —i

- , Q=2 1/2)= e Z, = S, 07+ 1-0 3.187
ko Q s(n+ / )(1)0 n n+1/2 m,0 nt ( m,O) ( )

ficamos com,

p(z) 2 2

© Cnn+1) i —[—2+s (n+1/2)]

g,?TM =Z( 1§+1/)2 Jcoscpoe % I(Q) (3.188)
n=1

. © _ieii(pn |m|-1 —[Z—E+sz(n+1/2)2J 2io 3189
S = 2, |5 [ (Q+™ Ty (Q)] (3189

n,m=1
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Po 2
0 +1) i —[Eﬂ (n+1/2) j
8nTE = Z(nn(zl/)zljsen@o e’ L(Q) (3.190)

£ . T Im|-1 [pu n+l/2 2]
m +1 €+Zq)° P (n+1/2) i
&nTE = z ( — J e [I\m\—l (Q)_e+2 %I\m\ﬂ (Q)} (3.191)

w1 1\ n+1/2
No caso particular em que o foco se desloca apenas na diregao x, ¢,=0 € p, =x,,

os g, s sao dados por:

2

n(n+1)i _[pnz
gnTM Z( j @

- n+1/2

+8*(n+1/2Y
e ]Il(Q) (3.192)

" 00 _ieii(pU |m|-1 (%+52(n+1/2)2j
gnTM=n§=1 ] (12 (Q)+ Iy (Q)] (3:198)

g0 =0 (3.194)

0 o Fi® i1 p§+s (n+1/2
e = 2. H{] e (“‘0 J[Im_l(Q)_ I (Q)] (3-195)

el n+1/2

Ja para deslocamentos ao longo do eixoy, ¢, = % e py=1Yp:

g% =0 (3.196)

o [, Fig, -1 p—‘;+s (n+1/2)?
gt = 2 [ . J ¢ [mn ][Iml (Q)_I\mHl(Q)J (3.197)”

e\ n+1/2

s

Po 2
0 _§(mn+D)i (wo (”“/Z)J 3.198
gnTE—E( nil)2 ]e 1,(Q) (3.198)

© . Fi =1 _ p—ngsZ(nJrl/Z)z
m o _ 5 A et {wé 3.199
8nTE _n,mzﬂi(”*l/z [I\m\—1(Q)+I\m\+1(Q)] (3.199)
Com os coeficientes g's temos a expansao dos campos elétrico e magnético em
ondas parciais:

5N vi! . ol ~ k & — . _
Ei =2 (8mTEMonn =18 mtmNemn) € H; ==— 3" (&rvaMemn +i8mreNoma) (3-200)

n,m n,m
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A expansao dos campos espalhados é obtida multiplicando os fatores de forma

g, pelos coeficientes de Mie, 4,9, 7m € 0,8nTE -

3.2.4. Secoes de Choque

Com os fatores de forma g,'’s do feixe podemos calcular as se¢des de choque e

eficiéncias para as forcas de pressao de radiacdo exercidas por pingas Opticas em
particulas esféricas. Entretanto, se o cdlculo da eficiéncia para a onda plana, sem a
inclusao dos m’s, exigiu algumas paginas de algebra, um feixe geral vai requerer muito
mais. Podemos obter de forma geral as diferentes se¢des de choque e eficiéncias em
termos dos fatores de forma e para tanto serd necessario utilizar inimeras relagoes de
recorréncia e integrais. Felizmente todo esse desenvolvimento ja foi feito por diferentes
autores e esta disponivel na literatura [45, 46, 41]. Comparamos as férmulas dos
diferentes trabalhos para detectar algum erro que tenha passado desapercebido, mas
todos eles chegaram ao mesmo resultado. As expressoes para as se¢oes de choque para

as componentes X, y e z da forga de captura da pinga 6ptica sao dadas por:

) (n +1+ ‘p‘) ! + % %
xRe[(a, +4a,,1 —2a,a, )gp gp
nzl pz_n (n N 1) (n — ‘PD ! +1 +1/8n,TM dn+1,TM (3.201)
* * * 2 1 n + ' . * *
+(by, + by _anbnﬂ)gZ,TEgZJrl,TE]"‘ (Z:l E 2; xRe[i(2a,b, —a, _bn)g;’;,TMgz,TE]

para a componente z, e

o © n+ ! — — — — 1 1
Z 3 ( p)|x[(sfn,}1+snf’m—Zuf’nﬁ—ZUn,’i’ﬂ X(—25m,n+1——25n,m+1)+
T p=tn=pm=p-120 (1~ P)! " " (3.202)
2n+1 - - -
S xS, m(TP -1 ~T; 21 _ZVMIZ,H1 + 2Vn,;,31 )]
n (n+1)

onde, C,, ,=Re[C] é a segao de choque para a componente x e C,, , =Im[C] para a
componente y, com as seguintes defini¢oes:

1>(-
U} 1y = @tn8h v &bt +Bubn&h e 8T

P +1*
Vim =1 amgn TEgm TM —ia bmgn TMgm TE
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Sim =y +30) &0 T &m i T (On +00) 80 TESm TE

— Vol oGP s Vol Pt
Tt m =1y +2)80 1E&m 7 — 180 +b3) & Tv & rE (3-203)
Utilizando os fatores de forma obtidos para os feixes gaussianos, os coeficientes
de Mie e as secoes de choque acima podemos comparar nossos resultados

experimentais com os calculos tedricos.

3.2.5 Resultados

3.2.5.1 Espectroscopia de Forca para Feixes Focalizados

Nessa experiéncia a origem, o centro da microesfera, é definida pela posi¢ao do
foco do laser de Nd:YAG. A forca que estamos estudando é gerada pelo laser de
Ti:Safira cw focalizado na borda da microesfera mas com a mesma posicao vertical do

Nd:YAG. Dessa forma asseguramos experimentalmente a condicao z, =0 utilizada nos

calculos acima. Em relacdo aos modelos tedricos, nossos resultados experimentais
fornecem um valor proporcional a secdo de choque para forca dptica em fungao do

comprimento de onda de um feixe polarizado na direcao x focalizado em trés posi¢oes
diferentes (R, 0, 0), (0, R, 0) e ((R,R,O)/ \/5), onde R é o raio da particula. No

Capitulo 2 apresentamos detalhes do procedimento experimental.

E importante salientar que os nossos resultados para o feixe focalizado nas 3
posicdes da borda da microesfera foram todos obtidos com a mesma microesfera. Isso
foi possivel porque nossa pinga € capaz de manter a particula aprisionada por horas,
uma vez que cada espectro demandava mais de 30 minutos. Mesmo assim, foi
necessario repetir o experimento algumas vezes, pois quando ocorria uma colisdo com
outras microesferas em volta, ou a particula inicialmente presa escapava ou as duas
microesferas ficavam presas conjuntamente. Isso chegou a ocorrer nos ultimos minutos

da ultima medida invalidando 2 horas de medidas ja adquiridas. Resolvemos esse

problema diminuindo bastante a concentracao das microesferas e, com isso, a
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probabilidade de colisdao. Além disso, um outro ponto fundamental nessa medida é o
acoplamento das ressonancias, nao basta colocar o laser na borda da particula para
observarmos os “MDR modes”. Existe uma posicdo otima para a qual eles sao
excitados. O procedimento para encontrar essa posicao foi: 1. focalizar o feixe na borda
da particula e fazer um espectro apenas na regiao de um pico; 2. mudar levemente a
posicdo do laser e obter outro espectro. 3. repetir esses passos até maximizar a
intensidade do picos 4. refazer o mesmo procedimento para todas as situagdes
estudadas. O tempo total das medidas em uma mesma microesfera foi de quase 4 horas.
Esses sdo os resultados apresentados nessa Tese.

Com o programa de onda plana encontramos o raio da microesfera utilizada
através da comparacgao entre os picos tedricos e experimentais, assim como foi feito na
secao 3.1.8. Usando, novamente, as relagoes de dispersao da agua e do poliestireno de

Bateman chegamos ao raio de 4.66 pm.

—_ E)
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comprimento de onda (nm) comprimento de onda (nm)
a. b.

Figura 72. Espectro obtido com o feixe focalizado na posi¢ao a. (R, 0, 0) eb. (0, R, 0).

Esse sera portanto o valor do raio da microesfera utilizado no calculo das forgas
com feixe localizado nas bordas, no formalismo do feixe gaussiano focalizado das
secOes 3.2.2, 3.2.3 e 3.2.5 para as trés posi¢oes do foco do Ti:Safira. Para calcular a forca
no caso do feixe focalizado escrevemos o programa no Mathematica (apéndice 2). Como
se pode ver, o programa € quase todo escrito na forma algébrica, o que permite

entender facilmente sua estrutura. Entretanto, foi necessario usar um pequeno truque
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para evitar que o programa voltasse a calcular os mesmos coeficientes de Mie a cada
passo, o que o tornava demasiadamente lento. Para isso incluimos comandos do tipo
an[n_, A_|:= (an[n, Al = an[n, mn[A], xa[ A]]); Table [an[n, A], {n, 0, 100}, {4, 0.71, 0.760}]. As
Figura 72 a e b apresentam os resultados experimentais comparados aos resultados
tedricos para o feixe focalizado em (R, 0, 0)e(0, R, 0).

Percebe-se claramente como os resultados experimentais desses graficos sdao
diferentes dos resultados obtidos para onda plana da Figura 67 em que os picos
aparecem em duplas. Ficou claro que para o feixe focalizado estamos excitando
seletivamente os modos TE e TM, em cada um dos casos, e os picos de cada um desses
modos aparecem isoladamente. A idéia intuitiva sobre essas situagdes ¢ mostrada na

Figura 73. Com o foco na posi¢do (R, 0, 0) s6 o campo elétrico tem componente radial
e apenas os modos TM sao excitados. Ja na posigao (0, R, 0) s6 o campo magnético tem
componente radial e s6 os modos TE sdo excitados. Quando se excita com uma onda
plana que incide sobre toda a particula havera excitacdo dos modos TM devido aos

raios incidentes ao longo de x e dos modos TE devido aos raios incidentes na diregao y,

exibindo a estrutura caracteristica de picos duplos observada.

H

E

Figura 73. Campos elétrico e magnético para o feixe é focalizado na posi¢ao a. (R, 0, 0) e b.
(0, R, 0). c. onda plana.

Essa mesma idéia ¢ demonstrada no caso em que o feixe é focalizado na posicao
((R, R,0)/ \/5 ) , conforme representado na Figura 74.
H

E

Figura 74. Campos elétrico e magnético quando o feixe é focalizado na posigao ((R,R,O)/ V2 ) .
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Neste caso, tanto o campo elétrico quanto o magnético possuem componentes
radiais, logo ambos os modos, TE e TM, serao excitados. Isso é confirmado pelos nossos

resultados tanto experimentais quanto tedricos apresentados na Figura 75.

WW
M o

712 722 732 742 752

Intensidade (a.u.)

comprimento de onda (hm)

Figura 75. Espectro obtido com o feixe focalizado na posicao ((R,R,O)/ \/5 ) .

A Figura 76 faz uma sintese de todos esses resultados mostrando os quatro
espectros, tedrico de onda plana, e focalizados (R, 0, 0), (0, R, 0) e ((R,R,O)/ \/5) no

mesmo grafico.

Intensidade (a. u.)

710 725 740 755

comprimento de onda (nm)

Figura 76. Sintese dos resultados. Na seqiiéncia de cima para baixo: onda plana, focalizado em
(R, 0,0) e (0, R, 0), focalizado em ((R,R,O)/\/E).

Os dados tedricos se ajustaram muito bem aos experimentais para um total de 16

picos observados na mesma microesfera. Os respectivos coeficientes a, e b,
responsaveis pelos modos vao de a,, e b, até a, e by,. Os coeficientes a, sado
referentes ao modo TM e os b, ao modo TE. Esses resultados demonstram o papel
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fundamental da polarizagao para as ressonancias de Mie e comprovam as previsdes do
modelo teodrico do feixe gaussiano. Acreditamos que essa concordancia demonstra tanto
a qualidade do modelo tedrico quanto do experimento em si. Essa comparacao seria
impossivel se cada espectro tivesse sido obtido com particulas diferentes. Menos ainda
se nossa pinga Optica fosse incapaz de segurar uma particula por horas seguidas, sem
mencionar a idéia de utilizar a propria ultrasensibilidade da pinca para medir forgas

Opticas ultrapequenas.
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Figura 77. Grafico de F, em funcao de p.

Na comparacdo modelo tedrico versus resultados experimentais observamos
alguns fatos. A idéia intuitiva de um raio passando pela borda da particula, conforme
mostra a Figura 24 do capitulo 2, indica que a forca tera componentes tanto na direcao

horizontal, x e/ou y, quanto na vertical z. Por isso nosso programa somou em
quadratura [F? + F} +F’ as diferentes se¢des choque. Para o caso (R, 0, 0) s6 F, e F,,
para o caso (0, R, 0) s6 F, e F, e as trés para o angulo de 45°. Notamos que as forgas

em z na borda tém a mesma ordem das forcas no plano. Para decidir o limite para os
valores de p utilizados no calculo da forca horizontal, fixamos o comprimento e o raio
nas condi¢des de ressonancia e calculamos a forca em fungdo de p, assim como
podemos ver na Figura 77. Percebemos entao que a forga converge até p da ordem de
15. Observamos que espectros com p = 15 e p = 30 nao diferem.

Outro aspecto que merece discussao € o papel do “spot size” em relagao ao raio
da particula para a excitacao seletiva dos modos TE e TM. Conforme mostra a Figura 78
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para o caso de um feixe focalizado no eixo x, a medida que o spot size em relagao ao
tamanho da particula aumenta, aumenta a excitagio do modo TE, pois diferentes
regioes do feixe terao componentes de H na diregao radial. Apenas no limite em que o
“spot size” vai a zero é possivel suprimir completamente um dos modos. E dificil medir
o “spot size” do laser, que, no nosso caso, foi ajustado para os melhores resultados, com

valor de ®, em torno de 0.4 — 0.5 pm (ou seja da ordem do comprimento de onda),

muito bom do ponto de vista experimental.

Figura 78. O tamanho do “spot size” e os modos de ressonancia.

Chegamos a tentar observar as ressonancias largas de Fabry-Perot existentes
quando o foco incide bem no centro da particula devido a interferéncia entre as
multiplas reflexdes previstas na Tese de Mazzolli [27] e ja observados por Ashkin no
experimento de levitagdao. Entretanto, essas ressonancias sao muito mais largas do que
as ressonancias de Mie aqui observadas, e sua profundidade de modulagao depende
fortemente do coeficiente de reflexao. Para incidéncia normal a reflexao é dada por

n,—n . . . . ~ .
R=["—2], e cai muito com a diferenca entre os dois indices de refracio. Ashkin

n +n,
usava microesferas de 6leo com n=1,6 embebidas no ar, com n = 1, enquanto nds
usamos microesferas de poliestireno n=1,6 embebida em dgua com n=1,3, com uma
refletividade muito menor. Por isso nossa medida ficou dentro do ruido. Sequer temos a
opcao de aumentar demais a diferenga de indices de refragao pois perderiamos a pinga
Optica. A tnica chance de fazer essa observagao seria utilizar um material com baixo

indice de refracao para o laser da pinga em 1064 nm mas muito alto para o laser de
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Ti:Safira. Materiais semicondutores podem apresentar esse comportamento, pois o
indice de refracdo cresce muito para comprimentos de onda abaixo do gap Optico.

Faltou entretanto a microesfera dos mesmos. Um material ideal seria o GaAs.

3.2.5.2 Medida da For¢a Optica em Fungio do Deslocamento Centro-Foco e da
Polarizacao

A montagem do experimento de Espectroscopia Ultrasensivel de Forca abriu a
perspectiva de usa-la em um experimento ultrasensivel de medida da for¢a da propria
pinga Optica, usando outra pinga Optica. Experiéncias de medida de forca da pinga
Optica e comparagdes com modelos tedricos tradicionalmente envolveram calibragoes
através de modelos hidrodinamicos ou uso de movimento Browniano. Como veremos
no capitulo 5, modelos hidrodinamicos em baixos ntimeros de Reynolds na presenga
inevitavel de paredes estdao longe de total consenso, mesmo entre os especialistas na
matéria. Problemas seculares nessa drea estdo sendo revisitados em publicagdes do
século XXI. Isso significa que essas calibragdes, no minimo, representam testes de
modelos contra modelos. Com esses resultados obtidos nessa secao € possivel testar
varios modelos e diferencid-los com base em detalhes tao pequenos que jamais seriam
detectados com medidas de apenas valores numéricos. Um exemplo disso sdo as
oscilagdes que aparecem nas curvas que iremos mostrar.

As Figura 79 a e b e Figura 80 a e b apresentam os dados experimentais. Todas

elas foram realizadas para o foco em z; =0, da mesma forma que nas medidas de

espectroscopia de forca. A diferenca nesse caso é que medimos a forca em funcao da
posicao do foco para um comprimento de onda fixo, 1064 nm do laser de Nd:YAG, que
variou continuamente, com passos de 0.1 um, de zero até cerca de 8 um. Conforme
descrito no capitulo 2, as poténcias do feixe para as polarizagdes horizontais e verticais
foram calibradas para serem iguais apos a objetiva, de modo a permitir comparagoes
entre as forgas medidas para movimentos paralelos e perpendiculares a polarizacao.
Nas medidas das Figura 79 a e Figura 80 a, o movimento da particula foi perpendicular
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a polarizacao do laser, enquanto nas Figura 79 b e Figura 80 b foi paralelo a polarizacao

do laser.

Intensidade (a.u.)
Intensidade (a.u.)

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
deslocamento (um) deslocamento (um)

Figura 79. Dados experimentais para particulas de raio de 4.5 pm a. movimento perpendicular a
polarizagao b. movimento paralelo a polarizagao.

Intensidade (a.u.)
Intensidade (a.u.)

0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6
deslocamento (pm) deslocamento (pm)

Figura 80. Dados experimentais para particulas de raio de 4.5 pm a. movimento perpendicular a
polarizagao b. movimento paralelo a polarizagao.

Para obter as curvas tedricas so foi necessario inverter o programa escrito para a
espectroscopia de forca fixando o comprimento de onda e variando a posicao do foco
do laser, mas utilizando as mesmas expressoes para as forcas nas diregoes horizontal e
vertical. Também aqui somamos vetorialmente a forca na dire¢ao z. Vale a pena
ressaltar que nossas medidas sao sensiveis as variagdes de posicao da microesfera,
independentemente da direcao desse movimento, de modo que nem a medida nem o
modelo estdao diferenciando se o0 movimento € para cima ou para baixo, ou para fora do
centro ou na direcao do centro da particula. Isso significa que oscilagdes que passariam
de valores positivos para negativos aparecerdo como ldbulos positivos apenas. As
Figura 81 a e b mostram os graficos tedricos da intensidade da forca em funcdo do

deslocamento. Na Figura 81 a o deslocamento do foco é perpendicular a polarizagao e
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na Figura 81 b é paralelo a polarizacdo. Comparando todas as imagens, notamos que as
medidas das Figura 79 a, Figura 80 a estao de acordo a Figura 81 a e as das Figura79b e

Figura 80 b estao de acordo com a Figura 81 b.

Intensidade (a.u.)
Intensidade (a.u.)

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
deslocamento (um) deslocamento (um)

Figura 81. Dados tedricos a. movimento perpendicular a polarizagao
b. movimento paralelo a polarizacao.

Tanto os resultados experimentais quanto os tedricos nos levam a conclusao de
que a forca Optica tem uma anisotropia azimutal que depende da direcao do
movimento da particula em relacdo a polarizagao do feixe. Essa assimetria se torna mais
pronunciada quando o foco do laser se aproxima da borda da microesfera, ou seja, em
situagoes de forcas grandes e no limiar de escape da particula. Na Figura 82, podemos
observar que a forga Optica na particula que se movimenta paralelamente a polarizacao
do laser é consideravelmente maior do que a for¢a da particula que se movimenta na
direcdo perpendicular. Esse fato faz sentido considerando que a reflexdo para a
polarizacao s é sempre maior do que a reflexdao para a polarizacao p. Também notamos
que o valor maximo da forca ocorre em torno de r ~ 4 um para uma particula de raio R ~
4.5 um, ou seja, o pico da forca nao acontece exatamente na borda da particula. Também
tfaz sentido do ponto de vista intuitivo se consideramos que a largura do feixe era da
ordem de 0,5 pm. Isso significa que ao chegar a essa distancia da borda parte do feixe

incidira fora da particula, nao sendo desviada.
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Figura 82. Dados tedricos, preto: movimento perpendicular a polarizagao, vermelho:
movimento paralelo a polarizagao.

Simulamos esses resultados também com o modelo de éptica geométrica descrito
no capitulo 5, conforme podemos ver na Figura 83. Nesse caso nao foi possivel calcular
a forca para distancias do foco maiores do que o raio da particula, como obtidos
experimentalmente e simulados nos calculos eletromagnéticos. Uma forma usual de
medida da forca da pinga Optica é a medida da forca de escape da armadilha Optica.
Nossos resultados indicam que esses sao exatamente os casos mais perigosos do ponto
de vista dos modelos. Primeiro porque é exatamente para deslocamentos proximo da
borda onde ocorrem as maiores divergéncias entre os modelos de dptica geométrica e o
calculo eletrodinamico completo. Segundo porque as anisotropias sao maiores também
nessa situacdo. No caso do movimento de um microorganismo modelado como uma
esfera seria necessario observar se o escape se deu na direcao paralela ou perpendicular
a polarizagao do laser, sem falar da dire¢ao vertical. Terceiro porque essas medidas
assumem que a posi¢cao do foco no escape é igual ao raio da particula, o que nao é
verdade e pode representar um erro de mais de 10%. Em ultimo porque é exatamente
para o feixe focalizado nas bordas que se excitam as ressonancias de Mie, de forma
anisotrdpica, caso o comprimento de onda do laser coincida com uma delas. Conforme

podemos ver através da Figura 72 isto pode levar a um aumento da forca de até 50%.

127



Entretanto, o acoplamento na ressonancia pode ser facilmente destruido pois é bastante

sensivel a posicao e as oscilagdes da particula.

polarizagdo paralela «——

polarizacéo perpendicular

Intensidade (a. u.)

posi¢ao (um)
Figura 83. Dados tedricos obtidos através da dptica geométrica.

Um aspecto que nos pareceu muito interessante, e para o qual devotamos grande
esforco nos assegurando que ndo se tratava de qualquer artefato nas medidas
experimentais, foram as varias oscilagdes que aparecem quando o foco se aproxima e
ultrapassa a borda da particula. Sao bem mais intensas para a polarizacao
perpendicular ao movimento e a Figura 80 (experimental) exibe pelo menos trés dessas
oscilagdes bem distintas apos o foco do laser ultrapassar a borda da particula. Além
disso percebe-se que essas oscilagdes se iniciam antes de atingir a borda. A principio
acreditdvamos que as simulagdes com feixe puramente gaussiano nao seriam capazes
de mostrar essas oscila¢des, mas os resultados da Figura 81 comprovam que isso nao é
verdade. Entretanto, essas oscilagdes nem sao tao pronunciadas e nem tantas quanto as
da curva experimental. Nesse ponto acreditamos que é necessario considerar os efeitos
da abertura da objetiva na difracdo do feixe incidente. Dois casos limites nos chamam a
atencao: (1) o feixe gaussiano do laser ndo preenche completamente a abertura da
entrada da objetiva e serda um feixe gaussiano puro na regido da imagem; (2) o feixe
gaussiano preenche completamente essa abertura com intensidade constante em toda

sua area. Nesse caso forma-se o padrao tipico de difracao de Airy no foco do laser,
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Ji(kr)/kr, com um maximo central seguido dos anéis a sua volta. Nesse caso
observariamos uma oscilagao cada vez que um dos anéis extrapolasse a borda da
particula. Experimentalmente sabemos que estamos entre esses dois casos, pois toma-se
o cuidado de preencher completamente a objetiva para garantir sua alta abertura
numérica, com a contrapartida de uma perda parcial de poténcia. Entretanto, evitamos
o limite em que o feixe do laser tem uma drea muito maior do que a abertura para nao
perder tanta poténcia. Isso significa que haverd efeitos da difracdo mas a poténcia do
laser incidente nao é uniforme em toda a abertura de entrada da objetiva. Essa situacao
sO0 pode ser simulada adotando a representacao de Richards & Wolf [42] e resolvendo
diretamente as integrais que ela contém.

Uma das altimas corre¢des que poderiam ser introduzidas no modelo seria a das
aberragoes. Entretanto, ndo acreditamos que a estratégia de utilizar o modelo mais
simples capaz de explicar nossos resultados experimentais tenha atingido esse limite.
Sabemos que as corre¢oes das aberrac¢Oes esféricas das objetivas dos microscdpios sao
necessariamente muito boas para garantir uma boa imagem. Entretanto, essas correcoes
sao feitas para a regido do visivel e nao do infravermelho. Portanto, ndo seria

surpreendente se essas corre¢des fossem necessarias.
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Capitulo 4
Aplicacbes de Pinca Optica com Espectroscopias

Confocais

4.1 Motivacao

Desde 1999 percebemos quanto valor poderia ser agregado ao nosso sistema de
pinga Optica com a incorporagao de técnicas espectroscdpicas ou de microanadlise. A
idéia sempre foi a de construir um sistema integrando a habilidade de manipulagao da
pinga Optica com a de caracterizacdo das diferentes técnicas espectroscdpicas. O objetivo
final foi o de adquirir a possibilidade de acompanhar em tempo real, processos fisico-
quimicos mantendo a capacidade de manipuld-los. Agregando microandlise a pinga
poderiamos analisar a composi¢cao e metabolismo de uma unica célula, inclusive de
células vivas em movimento. Poderiamos aproximar e afastar particulas umas das
outras, exercer tensoes e forgas sobre as mesmas e analisar as conseqiiéncias e causas

dessas manipulagoes.
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Um exemplo de investigacdo que muito se beneficiard da capacidade de
microandlise que instalamos € o estudo de quimiotaxia de microorganismos. Esse
projeto, objetivo da Tese de Mestrado de uma estudante do nosso grupo, vai dar
continuidade aos estudos sobre o protozodrio Leishmania amazonensis descrito no
capitulo 5. A quimiotaxia € a resposta de organismos unicelulares frente a gradientes de
concentracdo de substancias atratoras ou repulsoras. Ela tem sido extensivamente
estudada de dois pontos de vista: 1. como uma caixa preta na qual se observa uma
resposta a um estimulo, (determinando a fungdo resposta) e 2. com modelos de
funcionamento interno da caixa preta. Nesses estudos os estimulos sdo a presenca de
gradientes de concentragao das substancias e a resposta € a direcionalidade no tempo
dos microorganismos. Para estudos do ponto de vista da caixa preta a simples
manipulacdo com a pinga dptica é suficiente, pois podemos movimentar o parasita ao
longo do gradiente de concentragao ao mesmo tempo em que medimos a sua resposta,
basicamente a intensidade e direcao das forcas com que ele responde aos estimulos
externos. Existem modelos e controvérsias sobre como todo esse processo acontece
bioquimicamente [47]. O modelo padrao afirma que quando um atrator se liga ao seu
receptor induz a ligagdo de uma proteina adaptadora CheW, a qual controla a atividade
de outra proteina CheA. Essa proteina, por sua vez, abastece as proteinas CheY com
radicais fosfatos que se ligam ao motor flagelar induzindo uma rota¢ao anti-horaria. O
processo termina com a desfosforilagao do CheY para CheZ. A metilacao das proteinas
intracelulares € o mecanismo inibidor. Para ter acesso a informag¢des dentro da caixa
preta in vivo seria necessario acompanhar a formagao dos grupos protéicos por alguma
técnica de microanalise.

Desejamos, portanto, incorporar a pinga Optica, técnicas de espectroscopia com
resolucao micrométrica para individualizar o objeto de estudo e resolucdo espectral
para diferenciar compostos quimicos diferentes. Vale a pena notar que em uma reagao

quimica as moléculas se modificam, mas os dtomos sdao os mesmos. Isso significa que
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espectroscopias que detectam os niveis atdmicos mais internos, como fluorescéncia de
raios-X, nao forneceriam a informacao relevante para o nosso problema.

A absor¢ao no infravermelho tem a alta especificidade molecular desejada, pois é
sensivel aos modos vibracionais e constantes de forcas entre atomos. Entretanto, como
as energias vibracionais estdo em regides de comprimento de onda muito longo, sua
resolucdo espacial é pobre. Sem mencionar as dificuldades com janelas, lentes, fontes de
luz intensas e detectores para regiao acima de 3 um. A espectroscopia Raman, no
entanto, € capaz de trazer a informagao dos modos vibracionais do infravermelho para
a regiao do visivel, com resolugao espacial de até 200 nm e para a qual existem
fotomultiplicadoras, CCDs e fotodiodos de avalanche (APDs) supersensiveis. Outra
possibilidade de extrair informagdes com especificidade quimica € através da
luminescéncia, tanto enddgena, dos proprios componentes quimicos presentes no
microorganismo, quanto exogena, através de marcadores fluorescentes que se ligam a
proteinas ou moléculas especificas.

Além da capacidade de acompanhar a bioquimica no nivel microscopico também
desejamos ter a capacidade de microscopia com seletividade quimica, isto é, obter uma
imagem em 2 e/ou 3 dimensdes das regides em que determinada substancia esta
presente. Também desejariamos obter essas imagens em tempo real, ou seja, ser capazes
de acompanhar processos bioquimicos no tempo e no espaco.

Nesse aspecto houve uma grande avan¢o nas duas ultimas décadas com o
desenvolvimento das microscopias confocais de varredura a laser, nas quais se
reconstréi uma imagem através da fluorescéncia de um fluordforo em fungao da
posicao do foco do laser. O advento de lasers de pulsos ultracurtos comerciais de facil
manuseio na década de 90, principalmente Ti:Safira, abriu a oportunidade para técnicas

de Optica nao linear, ou processos de mais de um féton, como a microscopia multiféton
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e microscopia SHG (“Second Harmonic Generation”)* Percebemos, portanto, uma
dupla utilidade na incorporagao de espectroscopias a pinga Optica: 1. a capacidade de
acompanhar no tempo uma informacgao espectroscopica em uma posicao fixa no espago;

2. acapacidade de extrair imagens com alguma seletividade quimica.

4.1.1 Oportunidade de Incorporagio de Técnicas de Microanalise a Pinca Optica

Nosso grupo trabalhava em duas 4reas de pesquisas com objetivos e infra-
estruturas experimentais com pouca superposi¢ao além do envolvimento das mesmas
pessoas. Para as pesquisas de novos materiais fotonicos de resposta ultra-rapida
tinhamos um sistema de lasers de pulsos ultracurtos sintonizavel de 750 nm até quase
3000 nm, enquanto a infra-estrutura do laboratério de pingas Opticas incluia o laser de
Nd:YAG e a microscopia, em espagos fisicos distintos. Entretanto, os lasers pulsados e
cw sao as ferramentas bdsicas que permitem a incorporacdao das técnicas
espectroscopicas lineares e nao lineares a pinga Optica. Dessa forma ficou claro que um
investimento ordens de grandeza abaixo do necessario para a aquisi¢ao do sistema de
lasers de pulsos ultracurtos® era suficiente para a incorporagao da microanalise a pinga
Optica. Para tanto foi necessario fundir os dois espagos fisicos em um sé e 4 mesas
Opticas em um conjunto tnico para evitar desalinhamento de lasers causado pelo

movimento de qualquer umas das mesmas.

4 Essa microscopia é denominada hoje por microscopia SHG porque veio da comunidade de optica ndo linear.
Entretanto, o processo SHG ¢ especifico para feixes de laser e seu segundo harmonico se propagando em direcoes bem
definidas com regras de selecdo restritas. Na microscopia SHG detecta-se, na realidade, o espalhamento no segundo
harmonico, processo conhecido como espalhamento Hiper Rayleigh. Nesse caso a denominacdo mais adequada seria
microscopia Hiper Rayleigh.

5 Trata-se de 3 lasers com precos em torno de US$ 100.000: 1 Laser de Argonio + 1 laser de Ti:Safira pulsado + 1

oscilador paramétrico. Adicionando US$ 40.000 para o laser de Ti:safira cw chega-se ao custo total de US$ 340.000.
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4.1.2 Objetivos e Desafios do Trabalho Descrito nesse Capitulo

Em vista do exposto, percebe-se que nosso objetivo ao desenvolver o trabalho
descrito nesse capitulo ndao foi o de estudar com profundidade as propriedades
espectroscopicas, como Raman, ou de dptica nao linear, como Hiper Rayleigh ou Hiper
Raman, de qualquer das amostras com as quais obtivemos os resultados apresentados,
mas o de incorporar a pinga dptica o maximo das técnicas de microanalise possivel para
demonstrar sua viabilidade e caracterizar as performances obtidas. Os materiais foram
escolhidos para caracterizar nossa instrumentagao e nao o inverso. Obviamente que os
trabalhos futuros sé farao sentido no caso inverso, usar a instrumentagao para
caracterizar os materiais. Portanto, no nosso caso, o desafio foi a implementacao do

sistema experimental.

Mesmo que desejassemos e obtivéssemos todo o financiamento necessario, nao
seria possivel adquirir no mercado equipamentos comerciais com as especificagdes do
nosso sistema, simplesmente porque eles ainda nao existem. Existem microscopios
multiféton isolados e equipamentos de micro-Raman isolados, mas nao existe um
equipamento que integre todas essas técnicas junto com a pinga dptica em um sistema
unico. Isso significa que foi necessario desenvolver do inicio, partindo de blocos
preexistentes, um sistema “homemade”. O enorme trabalho para a montagem dessa
instrumentagdo, entretanto, foi compensado pelo fato de que estarifamos mais
capacitados para a realizagao de medidas diversificadas do que os proprios especialistas

em cada 4rea de espectroscopia no Brasil hoje.

Gostaria de chamar a atencdo para o fato de que para desenvolver uma
instrumentagdo de sistemas de espectroscopia é necessdrio diagnosticar e encontrar
uma solucdo para cada artefato que surge, e nao sao poucos, principalmente quando
adicionados aos artefatos da microscopia. E facil perder a nogdo de quantas pessoas e
horas de trabalho especializado foram necessarios para sanar cada um dos problemas

de instrumentacao quando simplesmente adquirimos um equipamento comercial.
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4.1.3 Estrutura do Capitulo

Dentro do cendrio exposto acima estruturamos esse capitulo através do seguinte
critério: primeiro descrevemos o nosso trabalho com espectroscopias envolvendo 1
féton de excitagao, no nosso caso, basicamente Raman; e em segundo tratamos das
espectroscopias que envolveram excitagdo por dois fotons, ou seja, luminescéncia
excitada por absorcao de dois fotons, espalhamentos Hiper Rayleigh e Hiper Raman. A
descrigao de cada uma dessas espectroscopias foi a mais simples, isto ¢, utilizamos a
representacdo mais intuitiva, seja ela cldssica ou quantica, direcionada para os nossos

objetivos que sdo as propriedades desejadas fornecidas pela técnica.

4.2 Espectroscopia Raman

Chandrasekhara Venkata Raman descobridor do efeito Raman nasceu na India
em 1888 e morreu em 1970. Um dos seus mais importantes trabalhos foi sobre as cores
dos oceanos, quando comegou a estudar o espalhamento da luz que resultou na
descoberta do efeito Raman em 1928, pelo qual recebeu o prémio Nobel.

Quando a luz incide sobre um material, ela pode ser absorvida ou espalhada. A
maior parte da luz espalhada tem a mesma freqiiéncia da luz incidente, nesse caso
temos os chamados espalhamentos eldsticos, tais como o espalhamento Rayleigh, que
ocorre quando a luz é espalhada por particulas menores do que o comprimento de
onda, e o espalhamento Mie, que ocorre quando a luz é difundida por particulas iguais
ou maiores que o comprimento de onda, conforme estudamos exaustivamente no
capitulo 3. Todavia uma pequena fracao da luz espalhada - 1 entre 107 fétons, sofre
troca de freqiiéncia e, nesse caso, temos a ocorréncia do espalhamento inelastico. Como
a energia da luz é proporcional a sua freqiiéncia, a variacdo de freqiiéncia da luz
espalhada deve ser igual as diferencas de freqiiéncias vibracionais ou rotacionais das
moléculas do material. Quando esse processo de troca de energia entre o material e a
luz incidente envolve fonons opticos, o efeito é chamado de Raman; e quando envolvem

fénons actsticos, de Brillouin. De um ponto de vista quantico esses efeitos podem ser
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vistos como transi¢des entre niveis de energia vibracionais do estado eletronico
fundamental de uma molécula por um processo envolvendo um féton e um fonon,
conforme representado na Figura 84. No espalhamento Stokes um féton de energia mais
alta é absorvido com a simultanea emissao de um foton de energia mais baixa e um
fonon. Ja no anti-Stokes ocorre a absor¢ao de um foton de energia mais baixa e de um
fonon com a emissao simultanea de um féton de energia mais alta. No efeito Raman nao
estimulado s6 sao absorvidos fonons térmicos pré-existentes, cuja populagao varia com
a temperatura, de modo que a intensidade do pico Stokes é sempre mais alta do que a
do anti-Stokes. No caso do espalhamento Stokes e anti-Stokes, as diferencas de n° de
onda entre o0s niveis vibracionais, também chamada Raman Shift, sao dadas

i =17 _1 =1 1 : a i
respectivamente por v, = Al_ Ae e v, = Ai - Ae ,onde X; e A, sdo 0os comprimentos

de onda do féton incidente e do foton espalhado. A intensidade do Raman anti-Stokes

decresce exponencialmente com o aumento do Raman Shift.

e estados virtuais -

A
'cofﬁnon £ > niveis vibracionais | g%
Stokes Anti Stokes

Figura 84. Raman Stokes e anti-Stokes.

Ja em um quadro cladssico podemos pensar o efeito Raman como a modulagao de
um dipolo. Para tanto consideramos uma molécula em que os ntcleos estao presos em
uma determinada posi¢ao de equilibrio em torno da qual vibram com freqiiéncias
baixas devido as suas grandes massas, enquanto os elétrons vibram com freqiiéncias
muito mais altas por causa das massas 1000 vezes menor. Na situacao tipica de
espectroscopia Raman de materiais transparentes, a freqiiéncia da luz incidente ¢ muito
menor do que a das ressonancias dos elétrons e muito superior a das vibragdes dos
nucleos. A resposta de um oscilador harménico amortecido forcado com freqiiéncias

muito superiores as freqiiéncias de ressonancia cai com 1/w? mas para freqiiéncias
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inferiores as da ressonancia ele responde como se fosse o caso estatico, F=Kx, na

mesma freqiiéncia da luz incidente. Isso significa que a freqiiéncia da luz incidente é
alta demais para forgar as vibragoes dos nticleos mas é capaz de colocar os elétrons em
oscilagdo, conforme representado na Figura 85. Entretanto ¢ a oscilagao do dipolo
nucleo + elétron que irradia ondas eletromagnéticas e a vibragao natural do ntcleo
modula a um dipolo que, com o ntcleo parado, vibraria na freqiiéncia do elétron, igual

a do foton incidente.

®nacleo

(0 .
®Ojaser elétron

Amplitude de oscilagao

Freqiiéncia

Figura 85. Freqiiéncias de ressonancia do nucleo e elétron relacionada a freqiiéncia de emissao
do laser.

A polarizacdo do dipolo ¢ funcdao das coordenadas nucleares, que nao
respondem ao campo elétrico incidente, mas vibram naturalmente com a freqiiéncia do

fonon, x,=x,, + dx, cos(w,, t), e da eletronica, que acompanha o campo incidente,
x, =x, + dx,(E) cos(ot) . Expandindo a polarizagao em série de Taylor até termos

cruzados de segunda ordem em x, e x,, obtemos:

P(x,,x,)=P(x,,,%,,) +28xe(E) cos(mt) +§—P8xn COS( g £) +
X

22p ‘ " 4. 1)
= 9%, (E)dx,, cos(® 50, t) cOS(1)

0x,0x,,

Se o material nao é ferroelétrico, o primeiro termo, uma polarizacao
permanente, é nulo. O segundo termo, que irradia na mesma freqiiéncia do foton

incidente, é o espalhamento elastico de Rayleigh. O terceiro, da vibragao do nucleo,
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emite fotons no infravermelho. O quarto termo, finalmente, vai dar origem ao Raman,

pois como cos A cos B = 12 {cos(A + B) + cos(A — B)} temos:
1 1
COS(O‘)fénon t) COS((’O t) - ECOS[((D - (’Ofénon )t] - ECOS[((D + cofénon )t] (4 2)

e entdo havera fotons emitidos com ®w-wg,,, Stokes, e ©+w;,,, anti-Stokes. Neste

quadro ¢é facil perceber a possibilidade de “overtones” e combinag¢des de fonons
considerando termos de ordem mais alta envolvendo apenas uma derivada em relagao

3
a x,. Por exemplo, o termo com a—PSxe(E)Eanl x5 COS(® ¢y t) cos(w ¢y t) cos(wt),
0x,0x,,10X,,»

que vai emitir fotons com as freqiiéncias o-o, —®,, ©-0,+0,, O+0, —0,€
0+0, +0,. Se ® =0, podemos observar os vdrios harmodnicos de um fonon.
Normalmente a eficiéncia das combinacdbes de modos e “overtones” cai muito
rapidamente com as linhas mais intensas correspondendo a um fénon de cada modo
normal de vibracdo da molécula permitido pelas regras de selegao. Fabricantes de
micro-Raman tém demonstrado a qualidade e sensibilidade de seus equipamentos com
espectros que mostram até a quarta harmonica do fonon LO em torno de 500 cm™ do
silicio.

O Raman ressonante, com uma eficiéncia maior que o Raman convencional,
acontece quando a luz incidente tem energia idéntica a de uma transigao eletronica real.
Usando lasers no visivel ou infravermelho proximo, apenas materiais coloridos
apresentam Raman ressonante. Por outro lado, praticamente todos os materiais
possuem algum nivel eletronico na regiao do ultravioleta, exceto materiais especiais
normalmente usados em janelas e objetivas, mas que sao geralmente raros e caros.

O efeito Raman, na linguagem de um engenheiro de comunicagdes, ocorre
quando as vibragdes dos nucleos dos atomos modulam diretamente a polarizacgao
nucleo-elétrons, remitindo, como se fosse uma antena, um sinal modulado nas

freqiiéncias o, + ®,,,, . Dessa forma, o Raman traz a informacao sobre as vibra¢des dos

niicleo

nucleos do infravermelho para o visivel ou infravermelho préximo, de forma andloga a
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uma radio FM que transporta a informagao de voz na faixa de 20 Hz — 10 kHz por uma
portadora na faixa de 100 MHz.

Conforme discutido no capitulo 2, o grande problema do Raman é sua baixa
intensidade, que pode chegar a 10'° dos fétons incidentes, varias ordens de grandeza
inferior ao espalhamento Rayleigh. Por isso a necessidade de uso monocromadores
duplos de 1 m ou de mais de um filtro NOTCH com taxas de rejeicao da ordem de 10°.
A desvantagem do uso dos filtros NOTCH ¢é que ndo sao sintonizdveis. Com isso
perdemos a capacidade de sintonia do laser, obrigando-nos a operar na regiao definida
pelo filtro. Outra desvantagem é o fato de que os melhores desses filtros tém largura de
350 cm™ nao permitindo observar linhas abaixo de 100 cm™. Novos sistemas Raman
praticamente consistem de uma primeira passagem por um filtro NOTCH sintonizavel
seguida pela passagem por um monocromador apenas. Nesse caso seria possivel
utilizar o laser de bombeio em todo seu intervalo de sintonia e ainda chegar tao
préximo da linha do laser quanto 10 cm na configura¢ao normal e mesmo até 1 a 3 cm™!
em configuragoes especiais. Trata-se, no entanto, de equipamentos caros, grandes, nem
um pouco amigaveis para quem deseja modificar sua configuracdo para incluir seu
proprio microscopio, pinga Optica e software de controle.

Quando decidimos incorporar espectroscopia a pinga Optica procuramos na
literatura quem ja havia utilizado as duas técnicas conjuntamente. O trabalho que nos
pareceu mais interessante foi do Dr. Katsuhiro Ajito do NT&T Basic Science Laboratory
do Japao. Entramos em contato com ele por e-mail e acabamos convidando-o para uma
visita de um més ao Brasil. Interessante foi o fato de que nossas culturas e trajetorias
estavam invertidas. O Dr. Katsuhiro era Engenheiro Quimico com doutorado em
Raman que evoluiu da espectroscopia para a pinga Optica. Ele adquiriu um sistema
compacto da Renishaw fabricado sob encomenda para operar na regiao do Ti:Safira cuja
montagem confocal praticamente garantia as condi¢des de operacao da pinga Optica.
Nés, por outro lado, evoluimos da pinga dptica para a espectroscopia e tivemos que

adaptar o sistema existente para medida de Raman, usando apenas componentes
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basicos de dptica, monocromador e CCD. Por isso a colaboragdao com o Dr. Ajito nao nos
livrou do sofrimento de montar nosso instrumento quase do zero. Entretanto, jamais
teriamos tido sucesso sem os filtros NOTCH, objetivas especiais e materiais que ele
trouxe consigo, sem falar do compromisso de obter um espectro Raman no periodo de 3
semanas em que nos visitou. Por outro lado, nossa comparacao de performance
automatica foi com o sistema do Dr. Ajito. Uma vantagem inicial de nosso sistema
comparado ao dele foi o fato de que usamos o Ti:Safira cw apenas para excitacao do
Raman deixando o Nd:YAG com o papel de pinga Optica. Com isso podemos usar um
sistema de varredura do Ti:Safira para obtencao de imagens. Outra vantagem foi a
possibilidade de uso do laser de Ti:Safira pulsado, que abre perspectivas para processos
nao lineares. Uma vez resolvidos os maiores detalhes experimentais passamos a obter
espectros com os mesmos materiais que o Dr. Ajito havia caracterizado. Dessa forma
sabiamos que ainda poderiamos melhorar o desempenho do nosso sistema. Paramos
essa otimizagao quando obtivemos os mesmos espectros obtidos por ele com menores

ou iguais tempos de aquisigao.

4.3 Resultados de Raman com Pinca Optica

A Figura 86 ilustra como a imagem do Raman do silicio aparece na CCD. Nossa
CCD tem 1200 pixels na horizontal e 100 pixels na vertical. O sinal extraido do software
corresponde a soma da intensidade dos pixels verticais para sua respectiva posigao
horizontal. Entretanto, para melhorar a relagao sinal/ruido delimitamos a janela vertical
somando apenas as intensidades dos pixels da regiao iluminada, evitando adicionar

apenas o ruido das regides escuras.

400 600
Raman shift (cm~7)

Figura 86. Imagem do Raman Stokes do Silicio na CCD.
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Na Figura 87 mostramos espectros de Raman Stokes e anti-Stokes do silicio,
particulas de anatase na forma de pd sobre uma lamina e TiO2. A qualidade do sistema
foi avaliada comparando os nossos espectros com os obtidos pelo micro-Raman do Dr.
Ajito e por outros artigos [13, 48], tomando como base a relagao sinal/ruido e o tempo
de aquisi¢ao dos dados. As informagdes sobre poténcia e tempo de exposi¢ao sao

apresentadas nas legendas.

Intensidade (a. u.)
Intensidade (a. u.)

480 510 540 570 1
raman shift (cm™) raman shift cm ™)

a. b.
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Intensidade (a.u.)

250 450 650 250 450 650
raman shift (cm '1) raman shift (cm ™)

C. d.
Figura 87. Espectros de Raman. a. Silicio Stokes, 20 mW-1 s. b. Silicio Stokes/anti-Stokes, 20
mW-1 s. ¢. Anatase-Stokes, 20 mW-1 s. d. TiOz, 20 mW-1 s.

As Figura 88 a e b exibem os espectros de uma microesfera de 6 um e de uma
hemdcia capturadas pela pinga 0ptica. Enquanto uma boa relagao sinal/ruido é obtida
com apenas 2 segundos para a microesfera de poliestireno foi necessario usar 2 minutos
para observar o Raman da hemacia. Tipicamente, materiais bioldgicos apresentam
espectros Raman repletos de picos. A hemadcia utilizada nessa medida foi obtida
simplesmente furando o dedo com uma agulha esterilizada e pingando uma gota de

sangue em soro fisiologico, sem qualquer outro cuidado, tanto para evitar contato com
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oxigénio, que ativa as plaquetas para iniciar o processo de coagulacdo, nem para a
utilizagao de conservantes comumente empregados em hematologia tais como o CPDA:
(citrato, fosforo, dextrose, adenina). Os trés picos destacados na Figura 88 b sao
idénticos aos obtidos por Xie e seu grupo para uma preparacgao similar da célula. As
condigOes para se obter o espectro de Raman da microesfera e a sua qualidade foram as
mesmas dos artigos do Dr. Ajito e Xie [13, 48]. Ja o espectro do Raman da hemadcia nos
custou mais tempo. Enquanto Xie obteve um espectro com 5s, nés levamos cerca de 2
min. Entretanto, fomos capazes de obté-lo em um bom intervalo de tempo apesar de

nao termos, assim como ele, um equipamento otimizado para o infravermelho.
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Figura 88. Espectros de Raman de uma microesfera e uma hemadcia capturadas pela pinca
optica. a. microesfera, 20 mW-2 s. b. hemadcia, 20 mW-2 min.

Esses resultados demonstram o quao eficiente e sensivel é o nosso equipamento
e, principalmente, que com ele tivemos sucesso em observar espectros quimicamente
seletivos como Raman de particulas capturadas. Para melhorar a eficiéncia do nosso
sistema necessitariamos de objetivas com “coating” anti-refletor para a regiao do
Ti:Safira. Nao tanto por causa da perda de intensidade da luz incidente, que pode ser
compensada com o aumento da poténcia do laser, mas devido ao aumento da eficiéncia
de coleta do Raman. Aumentar demais a poténcia do laser incidente pode danificar a
amostra, principalmente as bioldgicas. Nossa objetiva transmitia aproximadamente 20%
na regiao de 785 nm, mas hoje ja existem objetivas com transmissao em torno de 80%.

Poderiamos aumentar a eficiéncia por um fator 4 com a optica correta. Outro ponto de
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otimizacao viria de grades de difracao com blaze para a regiao do infravermelho e o uso
de uma grade de 600 linhas/mm. Nosso monocromador s6 tinha duas grades de
difracao, de 1200 linhas/mm que abre demais o espectro e de 300 linhas/mm que fecha
demais, perdendo resolu¢ao. Em muitos casos a grade de 600 seria ideal, a mesma foi
utilizada por Xie para observar Raman de hemdcias. Todas essas otimizagdes,
entretanto, envolveriam a compra de material importado que seria muito demorada

para nos ser util nesse estagio.

4.4 Processos Opticos Envolvendo Dois Fétons

O laser de Ti:Safira pulsado abriu a possibilidade de realizacao de
espectroscopias nao lineares por processos de dois fétons que nao era permitida pelo
laser de cw Ti:Safira. O laser cw permite melhor resolucao para Raman devido a sua
largura de linha muito fina, impossivel de ser obtida pelo laser de pulso curto devido ao
limite imposto pela transformada de Fourier. Espectros Raman lineares também podem
ser obtidos com laser pulsado mas com resolu¢do bem menor, ou seja, espectros bem
mais largos, como mostra a Figura 89 abaixo. Para tanto nao usamos o filtro banda, mas
o espectro do pulso, mais largo do que 350 cm’!, é estreitado pelo proprio filtro NOTCH
de tal forma que até podemos observar um “vazamento” do mesmo no espectro obtido
(um pulso espectralmente menor implica em duragdo temporal de pulso maior). A
situacao ideal seria ter a largura espectral dos pulsos do laser da ordem da largura de
linha dos picos Raman, mas isso geralmente significa pulsos de picosegundos e nao
femtosegundos. E possivel controlar a largura espectral e a duragio temporal dos
pulsos de laser com janelas espectrais intracavidade, mas isso envolve um completo
realinhamento do mesmo. A menos que exista uma vantagem especifica para obter
Raman linear com laser pulsado, todo esse trabalho nao parece compensar. Talvez

compense para quem deseja obter Raman resolvido no tempo em picosegundos.
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Figura 89. Raman do silicio obtido com o laser pulsado de femtosegundos.

Por outro lado o laser de femtosegundos se torna vantajoso na obtengao de
processos multifotonicos. Nos o utilizamos em trés desses processos, para excitar
luminescéncia por absorcao de dois fotons, para gerar espalhamento no segundo
harmonico (o Hiper Rayleigh) e para excitar Hiper Raman, conforme descrevemos a

seguir.

4.5 Processos de Absor¢ao Multifotonica

Os processos multifdtons sao aqueles que necessitam de mais de um foton para
ocorrer, sendo, portanto, proporcionais a intensidade do feixe incidente elevada pelo
nuamero de fotons envolvidos no processo. No fundo sdao semelhantes a uma reacao
quimica em que A+A+---+A— B, para a qual a velocidade de reacao depende da
concentragao de A elevada a enésima poténcia, i.e.,, V =c[A]". Nessa analogia, [A] € a
concentracao de fotons que é proporcional a intensidade da luz. Esses processos
dependem da probabilidade de encontrar mais de um foton na mesma posi¢ao ao
mesmo tempo. Por isso sdo facilmente observados com lasers pulsados, onde todos os
tétons se superpdoem automaticamente no tempo, aumentando a chance de se encontrar
mais de um féton em um mesmo momento. Por outro lado a superposi¢cao espacial

ocorre no foco do laser, onde os fotons estao mais concentrados. Como a probabilidade

~ . n o~ . i, .
de ocorrer processos nao-lineares aumenta com [ , OS mesmos sO Sao Slgl’llfICathOS em
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um pequeno volume em torno do foco do laser, onde estd o ponto de maior intensidade
do feixe de excitacao, garantindo assim uma alta resolugao espacial.

Processos de absorcao por 2 ou mais fotons foram previstos por Marie Goppert-
Mayer em 1931, porém observagdes de processos multifotonicos sé foram possiveis
depois da invencdo do laser pulsado de Rubi em 1960. A primeira observacao de
absorcao de 2 fotons foi feita por Kaiser e Garret em 1961 e a de 3 fétons por Singh e
Bradley em 1964 [49]. Apds isso, a excitagao por absor¢ao de multiplos fétons tem sido
usada em estudos espectroscopicos de diversos materiais. Ja a aplicagao dessa técnica
na Biologia comec¢ou muito recentemente, somente em 1990 com a invenc¢ao de Denk,
Strickler e Webb do microscopio de fluorescéncia de varredura por absorcao de 2 fétons
[50].

Sem entrar em maiores detalhes, sem preocupagdes com as constantes
multiplicativas e a densidade de estados, podemos extrair informagoes relevantes sobre
esses processos através da teoria de perturbacao dependente do tempo. Nessa teoria o

Hamiltoniano é dado por H =H,+AH'(t), onde H, é o Hamiltoniano nao perturbado

7

cujas autofungodes u,,, tal que Hyu,, = E,u,,, formam uma base. O termo H'(t)=V et ¢

a perturbacao e A é o parametro que a liga e desliga. Expandindo a fun¢ao de onda que

satisfaz a equagao de Schroendinger

E

o

=_%qu na forma ¥ =Zﬂn(t) Uy e ! (4.3),

n

oY

ot

aplicando a derivada temporal, o Hamiltoniano e extraindo o produto interno com

.E
k¢ . .
( e T | de ambos os lados chegamos a () = —%ZX a, (1) (u |V |u,,) €=~ sendo
n

E,-E ~ .
Oy, = kh L. Usando a expansao dos coeficientes em ordens de A na forma

a :ZKS agcs) e coletando termos de mesma ordem obtemos o sistema de equagOes
S
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diferenciais (" =0, (¥ (t)=—— Za(s D(t) Vi €@ com Vi, = (e |V]u,). A

estratégia é resolver o sistema para a ordem mais baixa e usa-la para encontrar as

solugdes da ordem seguinte e assim sucessivamente. A suposi¢ao que se faz é que em

t = 0 o sistema se encontrava no estado inicial i, logo a( ) = =9;;. Com isso encontramos a
~ 1 . . o : i (o, —
equacao diferencial para os coeficientes de primeira ordem a,(j)(t) = Vi el (@)t que

pode ser integrada facilmente fornecendo
i e
aﬁrl)(t) = % Vig——— 4.4).

Agora usamos esse resultado para achar a equagao diferencial para os termos de

segunda ordem, dos quais poderemos extrair os coeficientes de absorc¢ao de dois fotons.

ei(m”i—m)t -1

1
Nesse caso, Pd=—=SNSv. Ty, e
0 hzz " iy —w) "

(0, ~0) oz )
i(0,=0)F g4 estamos interessados no termo

que envolve a multiplicacdo das duas exponenciais, o tnico que contém 2w, portanto

queremos

t
(2 fétons) _ 1(0)m+(o 20)t' 4,
a = dt’ (4.5).
f hz Z l(mm _(D) j 9

M E,-E + Ef - d 4
o, = =g, :
as o, +og - ® 4, de modo que
) VvV (0 —2w)t
aﬁ? Jotons) —_ Z i Vi ¢ ! (4. 6).
h oy —0)  (og—20)
Como & =€ixt/2M = /2 A sen(xt/2) e [Lim M =2 t8(x), temos:
ix 2i(x/2) (x/2) e (x/2)

(1) '2:%t V5 P 805 -0) (4.7)
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anvm'
E,—(Ef+E;)/2

| a}zfétons)(t) = %t | Z

; * 8(Ef - E; —2ho) (4.8).

n

Usando um potencial de perturbacao de dipolo V =—q7-éE,, onde € é o vetor

unitdrio da polarizacao do campo elétrico e o fato do coeficiente de absorcao ser
. 2 ~ /4 V4 .
proporcional a d ‘a f‘ /dt, vemos que a absor¢ao por 1 foton so ocorre se a energia do

féton for igual a diferenca de energia entre os estados inicial i e final f e que a forca de
oscilacdo vai ser proporcional a |(i|é -7 | f > > E5 . Isso significa que a absorcdo de 1 féton
¢é proporcional a [ e que s existe transi¢ao entre estados de diferentes paridades, pois
¢-7 é um operador impar. Por outro lado, a transi¢ao por absorcao de dois fotons sé
ocorre quando a energia de dois fotons ¢ igual a da transi¢ao e que a forca do oscilador

€ proporcional a

Uz FInlE 7))

4
E,—(Ef+E)/2 Fo (4.9).

n
Logo serd proporcional ao quadrado da intensidade e s6 ocorre entre estados de
mesma paridade, pois n precisa ter paridade oposta ai e a f. O processo de absorcao por

3 fétons seguird uma regra do tipo

D Ll ity

n n

> ES (4.10),

sendo proporcional a intensidade ao cubo e ocorrendo entre estados de diferentes
paridades. Apesar das diferencas das regras de selecao os espectros de absor¢ao de 1 e 2
fétons tém mostrado apenas pequenas diferengas para uma boa variedade de corantes
sugerindo que estados fluorescentes geralmente degenerados sao alcangados tanto com
uma excitagao linear como nao liner [51]. Além disso, campos eletromagnéticos em
volta da molécula quebram a simetria local e a paridade dos estados, permitindo todas
as transi¢oes. Nenhuma diferenca foi observada nos espectros de emissao, como era de

se esperar.
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Processos multifétons sao geralmente caracterizados através das se¢des de

choque o, definidas através da taxa de absor¢ao de fétons da forma,

Anl)

fotons

IR AN
N _Gk(hv) 4. 11).

Ntimeros tipicos para se¢oes de choque para absor¢ao de 1 foton sao da ordem de

6,=10""%m?, de 2 e 3 fétons sdo respectivamente da ordem 0,=10%cm*s e

63 =10"%2em®.s? [51]. Isso significa que uma taxa de absorcio de aproximadamente

5x10” fétons/segundo, préximo da saturagio para o estado fundamental, requer uma
poténcia da ordem de 140 mW no foco em um processo de um féton. Ja para se atingir
essa mesma taxa de absor¢ao com um processo de dois fotons, usando a mesma dptica e
comprimento de onda em torno de 870 nm, seria necessario intensidades de 5,4
GW/cm?, que correspondem a uma poténcia média de 12 W no foco do laser [52].

No caso dos lasers pulsados, com uma duragdo do pulso 1, da ordem de

centenas de femtosegundos e tempo de repeti¢do 1, da ordem de dezenas de

nanosegundos, os detectores sao sensiveis ao valor médio do nimero de fotons por

unidade de tempo, i.e.,

An®)
fotons __ O . ! j () dt (4. 12).
Supondo um pulso quadrado com I =1, no intervalo de duragéo do pulso 1,
An'l) L, T T
—fotons _ o) = )k -, que leva a Lyico = hv[—2- &](1/ k.
At hv ™ 1 oxT, At
Como
_ TI’EP T _ Trep 13
Ipico - T, _72 (4.13),

a poténcia média requerida para se obter uma determinada taxa de absorcao sera:

— T
o r ik g e LAk g gy

Trep A o At
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Supondo um feixe gaussiano com w, = L, tal que A =nw; = . 5 eonde NA € a
n NA n NA

abertura numérica da objetiva temos,

[ Tp ](k 1)/ k hc}\'z[ 1 An](l/k) (4.15)

Trep Gk At

que pode chegar a ser tao pequena quanto 45 mW para processos de dois fotons com
pulsos de 100 fs e taxa de repeticao de 80 MHz tipicas de um laser de Ti:Safira pulsado
de femtosegundos, cuja poténcia média pode chegar a 2 W [52]. Isso indica qudo
facilmente se obtém excitagao por processos de dois fotons com lasers desse tipo. Nao é
somente o fato de poder usar pequenos valores de poténcia que faz do Ti:Safira um dos
escolhidos, a duracdo e a taxa de repeticdo do seu pulso também possibilitam se fazer

espectroscopia resolvida no tempo [53].

4.6 Luminescéncia Excitada por Absorcao Multifotonica

No processo de fluorescéncia, esquematizado na Figura 90 abaixo, um elétron de
uma molécula sofre uma transi¢dao para um estado com nivel de energia mais alto
através da absor¢ao de um foéton. Usualmente a molécula sofre uma mudanca
conformacional apds a excitagdo, pois as forgas quimicas entre os &tomos dependem do
estado em que estd o elétron, levando o elétron excitado para um nivel de energia
menor do que o inicial. Desse estado o elétron pode retornar ao estado fundamental
pela emissdao de um féton. Se o decaimento for rdpido, chama-se o processo de
fluorescéncia, se lento de fosforescéncia, e os dois casos sao englobados pela palavra
luminescéncia. Existem, entretanto, outras possibilidades para o retorno do elétron ao
estado fundamental além da fluorescéncia. Por exemplo, 1. ele pode ser transferido para
moléculas vizinhas, processo conhecido como transferéncia de carga, 2. apenas a sua
energia pode ser transferida, processo chamado de transferéncia de energia ou ainda 3.
ele pode ficar aprisionado em armadilhas profundas, tal como “dangling bonds”. Esses

processos podem levar a um esmaecimento da fluorescéncia ou “photobleaching”.
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Dependendo do grau desses processos de decaimento, a fluorescéncia pode ser muito
pouco intensa. Por isso é comum a utilizagdo de marcadores fluorescentes exdgenos as
amostras analisadas, geralmente corantes organicos, envoltos em substancias quimicas
para evitar o “photobleaching” ou o “quenching” da fluorescéncia. A desvantagem dos
marcadores exogenos € que podem ser citotoxicos. O “photobleaching” tem sido um
dos grandes problemas da microscopia confocal de fluorescéncia, em muitos casos
fornecendo ao pesquisador apenas um intervalo de minutos para obtencao de suas

imagens.

OPAS

Excitacao L _—
Emisséo Excitagio Emisséo

LA

Figura 90. Esquema de absorcao de um e multiplos fétons.

A diferenca fundamental entre processos de 1 foton e multiféton vem da
quantidade de fotons absorvidos em um determinado volume. No caso da absorgao de
1 foton esse niimero s6 depende da espessura do volume e ndo da area do feixe, pois o
coeficiente de absor¢ao a é independente da intensidade. Suponha dois feixes paralelos
com a mesma poténcia, mas diferentes intensidades, como mostra a Figura 91. As
quantidades de fétons absorvidos por unidade de tempo nessas duas situagdes, sao

dadas por

An, LA (Q-e) o Ay _ LA,(1-e)

(4. 16),
At hv At hv

e sao iguais com a suposi¢ao de mesma poténcia, isto é, I,A, =1, A,. A tnica diferenca
entre esses dois casos € a densidade superficial do numero de fétons absorvidos. Ja na
absorcao de dois fotons, onde o coeficiente de absor¢ao depende da intensidade

incidente da forma a = a,I, a quantidade de fétons absorvidos serd muito maior para o

feixe mais intenso. Tal que,
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_aP ) P,
An, _LA((I-e ™ ) _An, _LA(-e Ay .17,
At hv At hv

devido ao fator exponencial. Foi essa caracteristica que levou o grupo de W. W. Webb
de Cornell a proposta da microscopia confocal multiféton. A Figura 92 mostra que,
enquanto uma quantidade uniforme de fétons de luminescéncia sao gerados em todo o

cone de luz incidente, ela é concentrada no foco do laser no processo multiféton.

[ i

Figura 91. Fétons absorvidos no processo linear.

1 fo6ton 2 fotons

Figura 92. Geragao de fluorescéncia por um e dois fotons.

A microscopia confocal convencional foi introduzida, basicamente, para
possibilitar a obtencao de imagens de fluorescéncia em 3 dimensdes. O seu grande
problema € a profundidade e a resolugao vertical em z, pois ha a necessidade de rejeitar
a fluorescéncia gerada fora do foco do cone de luz incidente. Isso € feito através de uma

abertura colocada em frente ao detector, conforme ilustra a Figura 93, que seleciona o
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sinal coletado pela mesma objetiva responsavel por focalizar o laser de excitagao.

Chama-se esse processo de “descanning”.

abertura

Figura 93. Ilustragao de funcionamento de um microscépio confocal.

Quanto menor a abertura, maior a resolugdao em z e menor a relagao sinal ruido,
pois a mesma bloqueia parte da luz advinda da amostra, principalmente se esta for
espalhada durante percurso até a abertura, como mostra a Figura 94. Para aumentar a
relacao sinal/ruido é necessario aumentar a intensidade do laser aumentando a chance
de ocorrerem danos térmicos e “photobleaching”. Ja na microscopia confocal mutiféton
sO ha emissao de luz no foco do laser, tornando a abertura desnecessaria. Além disso,
no caso multiféton, apenas o volume do foco esta sendo excitado, o que evita o

“photobleaching” de outras por¢des da amostra dentro do cone de incidéncia do laser.

1 féton 2 e 3 fdtons
= detector 80
T - \ Y/

espelho—» " 4 Wi

amostra

Figura 94. Microscopio Confocal e Multifoton.

A denominacdo confocal é utilizada para sistemas em que tanto a iluminagao
quanto a coleta da luz transmitida, ou emitida, pela amostra passam pela mesma 6ptica.
Nesse caso, a resolucao espacial aumenta, pois a figura de difracao de Airy fica elevada
ao quadrado, conforme mostra a Figura 95. Nos processos de dois fétons a prdpria

excitacdo ja depende da intensidade da luz ao quadrado, nao dependendo do sistema
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de coleta do sinal dptico. Trata-se, portanto, de um processo intrinsecamente confocal.
Essa é a caracteristica que torna os processos multifétons bastante atrativos para

microscopia.

@

a. b.
Figura 95. a. Grafico 3D do padrao de difracdo de Airy b. padrao de difracdo elevado ao
quadrado onde se nota um pico central mais estreito e os anéis ao seu redor muito menos
intensos.

Além da resolugao espacial lateral existem outras vantagens na microscopia
confocal multiféton. O fato de que a fluorescéncia so é gerada no foco do laser elimina a
necessidade da abertura e uma maior quantidade de luz pode ser coletada melhorando
a razao sinal/ruido. A excitagao se dd no dobro do comprimento de onda de excitagao
por um foton, significando 16 vezes menos espalhamento, o qual depende de A com
1/A%. Com isso a profundidade de observacao, principalmente em meios turbidos, é 16
vezes maior do que na convencional, permitindo a obtengao de imagens de camadas da
amostra que estao em profundidades da ordem de centenas de micrometros [54, 55].

A grande maioria dos fluoroforos biologicos endogenos que sdo intrinsecos a
célula ou exogenos - tais como corantes - absorvem no ultravioleta préoximo, em torno
de 350 nm, e no visivel quando estamos falando da espectroscopia convencional de 1
féton. Assim, uma fonte de luz de excitacao com emissao entre 690 — 1050 nm permite
excitagdo dos mesmos por absor¢ao multifotonica. Essa regiao, de 690 — 1050 nm, &,
muitas vezes, chamada de “janela bioldgica da célula” [51]. Em primeiro lugar porque
nessa regiao do espectro, ha pouca ou nenhuma absor¢ao de um féton pelos tecidos e
pigmentos celulares evitando geracao de calor e danos térmicos significativos, e em

segundo possibilita a aquisi¢ao de imagens de microorganismos vivos.
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4.7 Aplicacoes e Resultados de Luminescéncia por Absorc¢ao de 2 Fotons

Algumas das imagens das fluorescéncias excitadas por absorcao de dois fotons
em microesferas fluorescentes da Polysciences de 9 um de diametro presas na lamina e
microesferas fluorescentes da Molecular Probes com 6 pm de diametro capturadas na
pinga Optica sao vistas na Figura 96. Ja a Figura 97 mostra a imagens da fluorescéncia de
uma amostra de ZnSe, na qual se percebe que chegamos a saturar a cdmera de video do

microscopio.

a. b. C.
Figura 96. Imagens de Fluorescéncia obtida por absorgao de 2 fétons. a. Microesfera presa na
lamina com laser Tsunami incidindo com alta poténcia. b. Mesma microesfera com laser
Tsunami incidindo com baixa poténcia. c. Microesfera capturada fluorescendo.

Figura 97. Imagens do ZnSe da ordem de micrometros no microscépio.

A Figura 98 apresenta os espectros de fluorescéncia obtidos com as microesferas
coradas com materiais similares a fluoresceina e rodamina respectivamente (os nomes
dos corantes originais nao sao fornecidos pelos fabricantes), as quais chamaremos de
microesferas verdes (fluoresceina) e laranja (rodamina), por causa da cor de suas
emissoes. Na mesma figura também temos o espectro da fluorescéncia de uma amostra
de ZnSe. As medidas foram obtidas com microesferas de 2.5 e 6 pm de diametro, apds
atenuar a poténcia do Tsunami com filtros de densidade neutra. Poténcias mais altas
danificavam chegando a ponto de evapora-las. O espectro que apresentou os picos de

ressonancia de Mie descrito no capitulo 3 esta repetido na Figura 99.
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Figura 98. Espectros de fluorescéncia por absorgao de 2 fétons. a. Rodamina — 1 s. b. Microesfera
verde — 30 s. c¢. Microesfera laranja — 5 s. d. Luminescéncia do ZnSe.
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Figura 99. Espectros de fluorescéncia por absorc¢ao de 2 fétons — 60 s, curva verde — microesfera
de 2.5 um, curva vermelha — microesfera de 6 um e modos MDR.

Esses resultados demonstram a possibilidade de obtengao de imagens por
microscopia confocal multiféton no nosso sistema experimental. Para tanto precisamos
adquirir a intensidade da fluorescéncia em fungao da posicao x, y e z do foco do laser, o

que exigiria todo um investimento de software de comando. Nosso sistema de
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varredura, entretanto, seria bem lento pois o estdgio de translacao da Prior é bastante
pesado, requerendo tempo para movimenta-lo. Isso inviabilizaria a obtencao de
imagens em tempo real, mas nao de amostras inorganicas. Entretanto, a microscopia
confocal multiféton hoje se trata de um equipamento comercial, ndo compensando
esforgo para simples reprodugao de imagens com qualidade inferior aos mesmos. Junta-
lo a pinga dptica é novidade e agrega valor, mas nesse caso o que mais desejamos é
acompanhar processos dinamicamente, ou seja, por varredura rdpida. Um dos motivos
pelo qual deixamos de investir mais tempo na continuidade desse trabalho foi a
aprovacao da compra de um microscdpio confocal multiféton comercial na FAPESP, no
qual a varredura € feita com o laser e nao na posi¢ao da amostra e portanto muito mais
rapida. Com isso poderiamos capturar um microorganismo e obter sua imagem em 3
dimensoes ao mesmo em que o manipulamos. Infelizmente as importagoes da FAPESP

estao paralisadas e ficamos sem esse equipamento.

4.8 Processos Hiper Rayleigh e Hiper Raman

Outros dois processos excitados por dois fétons que demonstramos foram as
medidas do espalhamento Hiper Rayleigh e Hiper Raman. A Figura 100 ilustra esses
processos, essencialmente semelhantes ao Rayleigh e Raman, mas excitados com dois
fétons no lugar de apenas um. Por isso dependem da intensidade com I e se tratam de
processos nao lineares. De forma analoga a da fluorescéncia excitada por absorcao
multifotonica, apresentam as mesmas vantagens do ponto de vista de microscopia de
alta resolucao e em 3 dimensoes [56]. Entretanto existe uma disting¢ao clara nesses dois
casos: a absorcao multifotonica envolve uma transicao entre estados reais em
ressonancia com energia nhv, que nao ¢ necessario nem para o espalhamento Hiper
Rayleigh nem para o Hiper Raman. Os estados tracejados sdo virtuais e o processo
ocorre fora da ressonancia pela intera¢ao entre o campo elétrico da radiacdo incidente a

as moléculas do material.
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Figura 100. a. Hiper Raman Stokes b. Hiper Rayleigh c¢. Hiper Raman anti-Stokes.

Em relacdo a expansao da polarizacdo em série de Taylor, o Hiper Rayleigh
aparece do termo

o’Pp
Gxez

8x2(E)cos*(ot) (4.18).

Como cosz(mt)=(1+c0520)t) /2, essa parcela da polarizacao vai dar origem a uma

componente continua, chamada de retificagao optica, e outra no dobro da freqiiéncia do
campo incidente, ou segunda harmoénica. Comparado com o termo do espalhamento
Rayleigh (0P /0x,)dx,(E) cos(wt), podemos perceber que os tensores envolvidos,
(8°P/ox?) para o Hiper Rayleigh, e (8P/éx,) para o Rayleigh, possuem paridades
diferentes, com uma derivada a mais no Hiper Rayleigh. Em moléculas ou cristais com
simetria de inversao nao se nota diferenca em qualquer propriedade com a troca de 7
por —7. O tensor do Hiper Rayleigh tem a mesma paridade da polarizagao P, ou seja
impar, enquanto o tensor do Rayleigh é par. Isso significa que o espalhamento Hiper
Rayleigh em moléculas com simetria de inversao é proibido. Entretanto, essas simetrias
tendem a ser quebradas nas interfaces. Por esse motivo o espalhamento Hiper Rayleigh
¢ aplicado no estudo das mesmas. Pelos mesmos motivos, a microscopia através do

Hiper Rayleigh, conhecida também como Microscopia SHG, é especialmente boa para
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demarcar os contornos. Por outro lado a intensidade de um sinal de interfaces tende a
ser bem menor do que a de sinais de volume.

O termo da série de Taylor que da origem ao Hiper Raman envolve uma
derivada em relacdao as coordenadas nucleares e duas em relagcao as eletronicas, da

forma

o°P
ox. ox*

n e

8x, 8x; (E) cos™( t) cos(® s, ) (4. 19).

Combinando os cosenos da forma cos’(w t) c08(®,, 1) =[1+c0s (2mt)] cos (@, 1)/ 2,

obtemos as diferentes componentes:

|:COS((x)f6mn t/ 2] + [cos [(20)— Oion) t] / 4} —|:COS[(2(D+ Opon) /] 4] (4. 20),
que correspondem a sinais gerados nas freqiiéncias 20— ,, para o Hiper Raman Stokes,
e 2o+ o, para o Hiper Raman anti-Stokes. Comparado ao Raman, cujo tensor é dado

por (82P/ ox, 6xe); o Hiper Raman, com o tensor (63P/ ox, 6xf), tem uma derivada a

mais e, portanto, paridade trocada. Isso significa que as regras de selecao
espectroscopicas do Hiper Raman sao diferentes das regras de selecdo do Raman.
Especialmente, para amostras com simetrias de inversdao e portanto uma técnica
complementa a outra, vendo os modos que a outra deixa de observar. Em outras
palavras o Hiper Raman contém informagoes espectroscopicas diferentes das do
Raman. O Hiper Raman nos fornece a mesma informagao que a espectroscopia por
absor¢ao de infravermelho e mais os chamados “modos silenciosos”. Todos os modos
ativos na espectroscopia por absor¢do de infravermelho sdao também ativos no Hiper
Raman mas nem todos os modos ativos no Hiper Raman o sdo na espectroscopia por
absorc¢ao de infravermelho.

No vocabulario de dptica nao linear a expansao da polarizacdo € feita em termos
do campo elétrico na forma: P= 131 + 132 + 133 +..= X(I)E + X(z) EE + x(3) :EEE+... em
que x's sao as susceptibilidades. Essa é a linguagem preferida das pessoas que

trabalham com Optica nao linear em sdlidos e superficies, feixes de lasers bem

159



direcionados, com regras de selecao e condi¢oes de “phase matching” bem definidas.
Termos que envolvem dois campos elétricos podem gerar segundos harmonicos, ou
freqiiéncias soma e diferenca, ja termos com 3 campos elétricos podem gerar terceiros
harmonicos e misturas de 4 ondas. Normalmente os mesmos utilizam termos como
geracao de segundo harmonico, SHG, terceiro harmoénico, THG, mistura de duas e
quatro ondas, efeito Kerr, etc. Ja& a comunidade de quimica, que trabalha mais com
moléculas livres em solugdes, prefere a notacdo em termos das polarizabilidades e
Hiperpolarizabilidades da forma:
P=P+Dy+Py+..=aE+14B:EE+ 10y EEE+...,

onde a € a polarizibilidade (tensor de rank 2),  é a Hiperpolarizibilidade (tensor de
rank 3) e y é a segunda Hiperpolarizibilidade (tensor de rank 4). Comumente utilizam a
palavra espalhamento pouco utilizada pela comunidade de dptica ndo linear. Nesse
caso se referem a espalhamentos Hiper Rayleigh em lugar de SHG, Hiper Raman em
lugar de mistura de quatro ondas, etc. Comparando com a expansao de Taylor anterior

percebemos que P, esta relacionado aos espalhamentos Rayleigh e Raman, P, est4
relacionado aos efeitos Hiper Rayleigh e Hiper Raman e P, aos segundos Hiper

Rayleigh e Hiper Raman.

E necessdrio ter clara a distingdo entre o espalhamento Hiper Raman nas

freqiiéncias 20t wg,, e o espalhamento Raman do segundo harmoénico na mesma

freqiiéncia. Os sinais do espalhamento Hiper Raman sao gerados diretamente através
de dois fétons na freqiiéncia ® e um fénon, sem necessidade sequer da geragao do
segundo harmonico. Em linguagem quimica poderiamos simboliza-lo como uma reagao
apenas do tipo 1 féton(w)+1 foton(w)+1 fonon(w,) =1 fiton(2o+w,). Ja o espalhamento
Raman do segundo harmonico usa dois processos em cascata que podemos simbolizar
como 1 foton(w)+1 féton(w) =1 foton(2w) para o primeiro processo, e para o segundo

1 foton(2w)+1 fonon(w,) =1 foton(20t ®,). Apenas em materiais nos quais a geragao de
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segundo harmoénico é muito intensa, 0 Raman do segundo harmodnico pode ser tao
intenso quanto o Hiper Raman.

Outro aspecto relevante nas comparagoes entre Rayleigh & Raman versus Hiper
Rayleigh & Hiper Raman, vem da intensidade relativa entre os espalhamentos Rayleigh
e Raman. Em ambos os casos o0 Raman envolve um tensor de ordem mais alta do que o
Rayleigh, entretanto, enquanto o espalhamento Raman é varias ordens de grandeza
menos intenso do que o espalhamento Rayleigh, isso nao é verdade para os
espalhamentos Hiper Raman e Hiper Rayleigh, que podem ter intensidades da mesma
ordem de grandeza. Isso porque o Hiper Rayleigh tende a ser proibido e é um efeito de
superficie enquanto o Hiper Raman é de volume. Na pratica isso significa que para
observar o espalhamento Raman € necessdrio rejeitar o Rayleigh, mas os espalhamentos
Hiper Rayleigh e Hiper Raman podem ser observados simultaneamente no mesmo
espectro. Isso traz uma grande vantagem para o Hiper Raman em relagao ao Raman. No
caso do Raman, nao foi possivel utilizar a grande janela de sintonia do laser de a
Ti:Safira para procurar espalhamentos Raman ressonantes por que os filtros NOTCH
nao sao sintonizaveis. No espalhamento Hiper Raman, entretanto, ndo sendo necessario
rejeitar o Hiper Rayleigh, podemos sintonizar o laser continuamente. Além disso, os

Hiper Raman entram em ressonancia quando 2iw=E;—E,, que, para o segundo

harmonico do laser de Ti:Safira, representa o intervalo de comprimento de onda de 350
-500 nm, ja no limiar do ultravioleta, regido em que a maioria das amostras apresentam
niveis eletronicos.

Apos essa apresentacao de tantas vantagens do Hiper Raman alguém poderia se
perguntar porque essa técnica € tao pouco utilizada comparativamente ao Raman
embora tenha sido demonstrada ainda na década de 1960. O grande problema é sua
baixa eficiéncia e a necessidade de uso de lasers de poténcias de pico muito intensas,
como qualquer processo de dois fotons. Os relatos de obtengao de espectros Hiper

Raman mostram espectros, comumente de curvas ponto a ponto, que demoravam horas
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para serem obtidos. O laser de escolha era o Nd:YAG Q-switch/mode-locked com um
trem de pulsos de duragao em torno de 100 picosegundos separados por 10 ns e taxa de
repeticao em torno de 10 Hz. Entretanto, lasers de femtosegundos e taxas de repeticao
de 80 MHz mudam completamente esse quadro. Primeiro porque a poténcia de pico de
pulsos de 100 fs tende a ser mil vezes maior do que a de pulsos de 100 ps. Entretanto
esse ganho na poténcia de pico pode ser limitado pelos limiares de danos. Os
mecanismos de limiares de danos para efeitos térmicos e cumulativos, que dependem
da energia depositada no material em tempos longos sao completamente diferentes dos
limiares de danos para pulsos muito curtos. Nesse caso, campos elétricos muito
intensos podem gerar “optical breakdown” e ioniza¢do. Esse limiar ¢ definido em
termos da intensidade, geralmente na faixa de TW/cm? mesmo nos casos em que a
energia por pulso é muito pequena. O outro limiar de danos térmicos de lasers com
repeticao de 80 MHz é dado por sua poténcia média, como se fosse um laser cw. Como
a absorcao linear no infravermelho é baixa esse limiar tende a ser mais alto do que o de
lasers cw no visivel.

Entretanto, mesmo considerando o caso em que as intensidades de pico sao
iguais entre os lasers de Ti:Safira atuais e os lasers de Nd:YAG utilizados no passado, a
taxa de repeticao de 80 MHz comparada a de 10 Hz permite um ganho na relacao
sinal/ruido de quase 107. Nesse aspecto 3 horas de tempo de acumulagao com um laser
de 10 Hz teria o0 mesmo ntmero de pulsos contidos em 1 ms de um laser com 100 MHz.
Por isso fomos capazes de observar espectros Hiper Raman em até 1 minuto, tempos de
acumulacdo da mesma ordem de grandeza do Raman, mesmo sem a coleta Optica
otimizada para o Hiper Raman. Com espelhos dicrdicos adequados podemos aumentar
nossa eficiéncia de excitagao e coleta por um fator 2 pelo menos. Essa é uma vantagem
muito importante para a microscopia, pois viabiliza a obtencdo de imagens com
resolucao por Hiper Raman em questao de dezenas de minutos. O Hiper Raman para
microscopia traz duas vantagens fundamentais: (1) é quimicamente especifico como o

Raman e (2) sendo um processo de 2 fotons € intrinsecamente confocal com as mesmas
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vantagens para reconstrucao de imagens em 3 D de alta resolu¢ao da microscopia

confocal multiféton.

4.9 Resultados de Hiper Raman e Hiper Rayleigh
A Figura 101, mostra os espectros de Hiper Rayleigh e Hiper Raman do Titanato

de Estroncio — SrTiOs, que servem para caracterizar nossa instrumentagao pois seus
picos Hiper Raman sao bem conhecidos e documentados [57, 58]. Notamos que
podemos ver o pico do Hiper Raman na mesma escala que o Hiper Rayleigh. As
legendas das figuras apresentam as informagdes sobre poténcias e tempos de exposicao
utilizadas. Apesar do pico do Hiper Rayleigh conter pouca informacdao do ponto de
vista espectroscopico ele é excelente do ponto de vista do alinhamento e otimizacao da
medida. Como ele ¢ mais intenso e mais facil de observar, nds otimizamos o sistema
através dele para s6 depois adquirir o Hiper Raman. Nessas medidas usamos uma
pastilha como amostra em lugar de um cristal para evitar problemas com as regras de
selecao e a orientacao cristalina. Ambos os espectros, Hiper Rayleigh e Hiper Raman
sdo, no minimo, tao largos quanto o segundo harmodnico do espectro do pulso utilizado,
ou seja, da ordem de 250 cm’. Por isso alguns picos citados na literatura, geralmente

obtidos com pulsos de picosegundos, foram encobertos pela linha do Hiper Rayleigh no
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Figura 101. Hiper Rayleigh e Hiper Raman do TiSrOs - 60 s.

Também medimos o Hiper Rayleigh de uma microesfera de silica capturada, assim

como mostra a Figura 102.
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Figura 102. Hiper Rayleigh de uma microesfera de vidro capturada - 60 s.

4.10 Integrando as Espectroscopias

As figuras apresentadas ao longo desse capitulo ddo uma boa idéia do conjunto
de possibilidades de espectroscopias e microscopias que abrimos com esse trabalho.
Raman na regiao de 800 nm com laser de Ti:Safira cw, fluorescéncia na regido de 500-
600 nm excitadas por absorcao de dois foétons e Hiper Rayleigh & Hiper Raman na
regiao de 400 nm. Com isso demonstramos que todas espectroscopias podem ser
acopladas em uma mesma e tinica montagem, agregadas a pinga Optica, utilizando um
microscopio comercial, conforme foi apresentado no capitulo 2. Todos os espectros
foram obtidos com poucos segundos. Desse modo, com o micro-Raman, o micro Hiper
Raman, a pinga Optica e mais as luminescéncias que somos capazes obter através da
absorcao de 2 fétons temos agora uma ferramenta completa para estudar células vivas e
uma grande variedade de amostras em um mesmo sistema experimental. Podemos
fazer medidas de uma tnica célula em movimento ou nao pois temos a possibilidade
captura-la. Também somos capazes de realizar aplicacdes em tempo real se assim for
desejavel, com direito a observar alteragdes geradas por qualquer modificacdo na
atividade celular, sendo a mesma causada ou nao por uma substancia acrescida ao meio
onde a particula biologica estd através do monitoramento da intensidade da
fluorescéncia ou da observagao de picos de Raman. Os espectros de Hiper Raman foram
obtidos com 60 s, tempo que s6 pode ser obtido quando se usa um laser de

femtosegundos com 80 megahertz de repeticao. As espectroscopias de Hiper Raman e
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Hiper Rayleigh, por também serem um efeito ndo linear, além de terem as mesmas
vantagens que a espectroscopia de multiféton e também poderem ser usadas para se
fazer imagens de alta resolucao, se forem aplicadas na biologia ainda tem a vantagem
adicional de ndo causar dano algum para a célula. A espectroscopia multifotdonica pode
causar alguns danos a célula pois exige o uso de corantes que geralmente sao bastante
toxicos. Apesar da intensidade para esses espalhamentos serem bem menos intensa, ja
existem relatos do uso de Hiper Rayleigh na area biomédica [59]. Temos entdo no final
um sistema de microespectroscopia bastante eficiente para diversos tipos estudos que

pode envolver desde materiais bioldgicos até amostra de estado sélido.
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Capitulo 5
Optica geométrica, Hidrodindmica e Aplicacées da

Pinca Optica

Na minha dissertagao de Mestrado [60] nés desenvolvemos um modelo de éptica
geométrica para calcular a forca Optica em uma esfera e usamos um método de
calibragao comparando-a com a forca de arraste hidrodindmica entre dois planos
infinitos, o fundo da lamina e a superficie da laminula em uma camara de Neubauer de
100 pm de profundidade, cuja solugao é conhecida [61]. Os resultados dessa calibragao
foram bastante razoaveis, mesmo sem tomar maiores cuidados com a medida da
poténcia do laser, como discutido no capitulo 2. Ao longo do trabalho de doutorado
percebemos a importancia do uso da esfera integradora e reobtivemos as medidas da
poténcia do laser apds a objetiva. Dessa forma, a primeira aplicagao da pinga Optica
discutida nesse capitulo trata de uma reanalise dos nossos dados de calibra¢ao da pinga

Optica com as novas medidas de poténcia. Assim, sé reapresentaremos de forma
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resumida os desenvolvimentos da Tese de Mestrado que sdo necessarios para a
obtencao desses novos resultados.
Apesar do modelo eletromagnético fornecer uma descricio mais completa e

correta sobre a pinga Optica, o modelo de Optica geométrica para x>>a/A>>1 (a é o

raio da particula e A é o comprimento de onda) é suficientemente preciso para pequenos
deslocamentos em torno da posicao de equilibrio e pode ser utilizado em medidas de
forga, principalmente quando bem calibrado. Para tanto, nés sempre evitamos, desde o
Mestrado, medidas que envolvem a velocidade na qual a microesfera se solta da pinga
Optica. Sempre preferimos medir pequenos deslocamentos da particula causados pela
forca de arraste em um fluido com velocidades controladas. Com isso, garantimos
maior compatibilidade entre os modelos da dptica geométrica e eletromagnética. O
aspecto da calibragao é recorrente nos trabalhos de muitos autores na drea de pingas
Opticas devido a sua importancia estratégica para o uso das mesmas como técnica de
medidas quantitativas de propriedades mecanicas no mundo microscdpico.

Essa calibracgdo, por exemplo, nos permitiu quantificar a forca de um protozoario
importante na drea da saude como a Leishmania amazonensis, na sua forma
promastigotas, que causa a Leishmaniose, uma doenga endémica no Brasil. O objetivo
final foi o de dar um primeiro passo para entender o seu comportamento nas
proximidades da célula alvo, o macréfago, por ela infectada. Desde entao percebemos a
importancia de estudar a quimiotaxia de microorganismos, para a qual a medida da
forca e sua direcionalidade sao fundamentais.

Também no Mestrado desenvolvemos um modelo simples para medida da
elasticidade das hemadcias que nos permitiu obter resultados quantitativos. Isso
representou um grande avango na época uma vez que era comum a apresentagao de
resultados apenas através da quantidade de sinais em forma cruzes, ou seja,
qualitativos. Esse trabalho teve continuidade do ponto de vista médico e a mesma
técnica foi utilizada em diversas condi¢des hematologicas. Mesmo considerando que a

simplicidade do modelo nao permitiria a obtengao de resultados numeéricos absolutos, o
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fato é que, mantendo as mesmas condi¢des podemos obter resultados comparativos
com muito mais sensibilidade dos que os métodos qualitativos utilizados até entao. Do
ponto de vista experimental procuramos validar o método estudando seu
comportamento contra as previsoes do modelo simples, nos certificando que quaisquer
diferencas entre valores reais e valores obtidos estivessem em uma constante
multiplicativa. Para garantir a comparabilidade, as medidas obtidas para essas
aplicagoes foram realizadas sempre dentro do mesmo procedimento. Nesse capitulo
apresentamos, de forma sintetizada, os resultados desse trabalho realizado em
colaboracao com o Hemocentro da UNICAMP. Mostramos que vantagens essa técnica
pode oferecer em termos de sensibilidade e individualidade do método de medida, nos
permitindo caracterizar e diferenciar hemacias em diversas condigdes, tais como, células
estocadas, irradiadas e de pacientes com anemia falciforme.

Ao mesmo tempo, do ponto de vista da fisica envolvida, procuramos dar maior
suporte tedrico ao modelo simples, para justifica-lo ou substitui-lo por modelos com
medidas de valores absolutos. O aspecto que levantou as maiores discussdes parece
estar concentrado no modelo de escoamento de Couette que utilizamos para
hidrodindmica em baixos nimeros de Reynolds. Dessa forma decidimos estudar a
hidrodinamica mais a fundo, a principio procurando por solugdes ja prontas para o
arraste de um corpo com uma geometria plana entre duas paredes. Para nossa surpresa
nao conseguimos encontrar em toda a literatura uma solugao para o problema de um
disco ou uma placa se movendo com velocidade uniforme nessas condi¢does. Também
percebemos que s6 na ultima década os problemas de hidrodindmica em baixos
numeros de Reynolds se tornaram suficientemente importantes para merecerem a
atencao dos pesquisadores. Encontramos trabalhos tao recentes quanto 2002 e 2003
nessa area. Isso porque, embora parecam simples e andlogos a problemas de
eletrostatica, os problemas hidrodinamicos sao muito mais complicados. Nesse capitulo,
portanto, relatamos os resultados dos nossos estudos da hidrodinamica em baixos

numeros de Reynolds incluindo alguns teoremas que justificam nossas aproximagoes
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geométricas para a hemadcia. O universo habitado pelos microorganismos, de baixos
numeros de Reynolds, é um universo pré-Galileano, sem inércia, no qual os corpos so se
movimentam na presenca de uma forca e param instantaneamente na auséncia das
mesmas, e onde as forgas de arraste vém acompanhadas, inevitavelmente, por variagoes
de pressao. Essas forcas hidrodinamicas provavelmente sao muito mais relevantes para
esses seres, com densidade igual a da dgua, do que as advindas do campo gravitacional,

ao contrario do mundo em que nos habitamos.

5.1 Calibracio da Pinca Optica

5.1.1 Teoria Optica Geométrica

O primeiro passo para calcular a forca Optica na aproximagao geométrica foi
calcular a for¢a que um tnico pincel de luz exerce sobre um uma esfera considerando

todas as suas refragoes e reflexdes, Figura 103 [1, 62, 63].

Figura 103. Reflexdes e refragdes de um pincel de luz dentro de uma esfera. Origem das
coordenadas no centro da esfera e o eixo z’ esta na direcao do pincel de luz incidente.

Desse modo, as for¢a de um tinico pincel de luz sobre a esfera nas coordenadas z’

ey’ sao:

mP g sin(n+26)+ Y T> R" sin(a+np)| (5.1)
¢ n=0

E, =

F,:nlp

1-Rcos(n+26)+ > T* R" cos(a+nB)| (5.2)
n=0
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Para realizar os somatdrios, escrevemos as for¢as no plano complexo através da

transformagao F, = F, +iF, e assim as somas se tornam séries geométricas e temos:

n, P 1
F =- I+R 26i)-T"> ] .
; - exp (201) exp( ia) I~ Rexp(iB) (5.3)

Onde o =2(c-x), B =(n-2Xx) e sin x =n sinc. A varidvel ¢ é o angulo de
incidéncia, n = ni/n2 € o indice de refracao relativo sendo ni o indice de refracao referente

ao fluido e n2 a esfera., c é a velocidade da luz e P é a poténcia do laser. As variaveis
2 < . A
R=(tan (c-x)/tan (c+x))” e T=1-R sdo, respectivamente, a refletincia e a

transmitancia para um pincel linearmente polarizado. Dentre outros parametros, a forca

F. depende do indice de refracao relativo e do angulo de incidéncia.

O angulo de incidéncia varia para cada pincel, entao é necessario trocar a origem
e o sistema de coordenadas para uma posigao fixa que escolhemos ser o foco do feixe de
laser, Figura 104. Escrevendo o angulo de incidéncia ¢ em fungdo dos vetores & e 7
temos que a expressao final de forca dependera somente do deslocamento 7 vetor
(varidvel que conecta o foco do feixe ao centro da esfera), o angulo de convergéncia do
feixe (abertura numeérica), o raio da esfera, a poténcia do laser (que consideramos ser
igual para cada pincel) e o indice de refracao relativo, todos parametros conhecidos.

Usando a lei dos cossenos temos que,

G = arccos [1+ d? —(r/a)z/ZdJ (5.4),

onde d =|3], S—?‘ =4 e o deslocamento 7 =(r siny, 0, r cosy).

Figura 104. Troca do sistema de coordenadas e defini¢ao de angulos e vetores.
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A forga de todo o feixe conico do laser é obtido pela integracdo F :I FdA / J. dA.
Na Tese de Mestrado obtivemos o diferencial de integracao através de r= f tg0, de
modo que rdrde = f*sec” 0 tgd dddo conforme Ashkin havia proposto. Aqui corrigimos

isso usando a condigdo seno de Abbe para a qual r = f sen® e rdrdo = f>sen6 cosd dode.

A Figura 105 mostra a geometria de integracao do feixe de laser incidente. A expressao

da forca dptica e seus valores foram obtidos usando Mathematica.

Figura 105. Geometria de integracao do feixe de laser incidente.

5.1.2 Teoria Hidrodinamica

A forga hidrodinamica de arraste em uma esfera em velocidade constante na
presenca de duas paredes é um dos poucos problemas hidrodinamicos em baixos
numeros de Reynolds suficientemente estudado. A presenca das paredes nao permite
que se utilize simplesmente a forca de Stokes. O desenvolvimento desse trabalho foi
abordado na minha Tese de Mestrado seguindo os passos de Faxen descritos no livro de
Brenner.

As equacdes diferenciais em baixos niimeros de Reynolds, uV?3=Vp e V-v=0,
onde v ¢é a velocidade, p a pressao e p a viscosidade do fluido, sao conhecidas como
equacdes de “creeping motion”, serdo deduzidas na secao de hidrodinamica desse
capitulo. As equagdes do regime de “creeping motion”, ao contrdrio do regime oposto
com altos numeros de Reynolds, sao lineares, garantindo o principio da superposigao
de solugdes. Para incluir a correcao das paredes é necessdrio resolver essas equagoes

com as condi¢des de contorno de “non slip”, i.e., v=u para o fluido adjacente a
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particula e 7 =0 para o fluido nas paredes. Para garantir as condigdes de contorno nas
paredes € preciso incluir imagens, mais complicadas do que as imagens da eletrostatica,
e imagens das imagens, sucessivamente. A velocidade € escrita como uma superposicao
de velocidades 9=9"'+9> +9° +..., onde o' é a solugdo para a particula livre em um
liquido ndo delimitado e a influéncia das paredes é incorporada através das sucessivas
correcoes. A Figura 106 mostra a geometria do problema, com uma esfera de raio a
separada de uma das paredes pela distancia 1 e da outra b, de forma que a distancia
entre as mesmas € 1 + b, e com a origem das coordenadas no centro da esfera, para
facilitar a aplicagdo das condi¢des de contorno na mesma. A velocidade v da particula é

paralela as paredes.

Figura 106. Esquema do modelo hidrodinamico.

O resultado final para a forca de arraste, até ordem de (a/)3, ¢ dado por:

_ 6muav _5.5)
- A(“j +B (“j
[ [

onde A e B sao os coeficientes integrais dados por:

3(1-h) "¢
A= (4 )jN(S’;_l){52t3(1—h)[(1—h)x—1]+s3t2(1+h)[(1+h)x—1]+452t2[2(1—h2)x2—2x+1]

42582 [ (3= IP)x = ]+ 25%| (3= )+ | =45t 2(1-12 ) + 241 +5(1= B)[(1-h) x +1]

9(1- h)J‘S+t 2

+(1+h)[ (1+h) x+1]dx} + P
s

(5. 6)
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2(h 1 (1- h F%{Stz[z(l_h)x_q+S2t[2(1+h)x_1]+st[(4x_1)2+1}+t[2(1+h)x+l]

3 4o
+s[2(1—-h)x+1]dx} + (1_4h) {[ N(:;_ 3 {52t3 (1=h)+ s> (1+ 1)+ 7t (8x —4) — st (8x — 2h)

3 +oo
(1—h) x25+t—2

—szt(8x+2h)+st(8x+4)dx—s(1—h)—t(1+h)dx}— P
S [—

dx,
0
(5.7)

com N =(st—1)* —=16x’st, s=e>"", t=e>"" I=(1-h)L eb=(1+h)L.
Na nossa calibragdo desprezamos os termos de ordem maior que (a/l)®

constantes A e B foram obtidas com integracao utilizando o Mathematica.

5.1.3 Métodos e Resultados

No6s conferimos experimentalmente nossos modelos tedricos usando
microesferas de 9 um de didmetro da Polysciences. A montagem experimental usada
esta descrita no capitulo 2. A posigao de equilibrio € medida no repouso, na auséncia de
forgas dptica e hidrodinamica, quando o foco do laser coincide com o centro da esfera
na horizontal. Na vertical existe um pequeno deslocamento devido as reflexdes.
Quando a esfera se movimenta com velocidade constante, a forca Optica serd
equilibrada pela for¢a hidrodinamica através da mudanca do centro da microesfera.
Esse deslocamento do foco em relacdo ao centro pode ser facilmente determinado
superpondo imagens da esfera em repouso e em movimento e medindo a distancia
entre seus centros, assim como ilustra Figura 107. O movimento das particulas foi
gravado em fitas de video e digitalizado usando uma placa de captura. O deslocamento
foi medido usando o software Image-Pro Plus da Media Cybernetics. Assumimos o
angulo y do modelo dptico como 90° pelo fato do movimento ser feito na dire¢ao x.
Variamos a profundidade ! usando o micrometro do microscépio e b é obtido pela

diferenca entre a profundidade total de 100 um da Neubauer e [.
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A poténcia do laser foi medida com a esfera integradora apds a objetiva do
microscopio, usando o procedimento descrito no capitulo 2. Variamos tanto os indices
de refracdo quanto a viscosidade do fluido usando solugdes de agua e agucar nas
concentracoes de 14%, 20% e 28%. Verificamos os valores da solucao, tabelados no
Handbook de Fisica e Quimica, usando um viscosimetro de Ostwald e um refratometro
de Abbe. As velocidades de arraste foram controladas pelo computador variando de
150 pm/s até 350 pm/s em passos de 50 pm/s. Também variamos as profundidades I nas
distancias de 15 um, 25 pm, 50 pm, 75 pm e 85 um. Isso significa que nossas medidas
experimentais varreram tanto os parametros do modelo hidrodindmico quanto os do
modelo dptico, ou seja, para uma mesma poténcia do laser, variamos: velocidade de
arraste, profundidade [, viscosidade n e indice de refracdo relativo n, e usamos os
valores dos mesmos nos calculos das forgas dptica e hidrodinamica. Dessa forma foi

possivel comparar os resultados obtidos.

Figura 107. Deslocamento da microesfera em repouso em relagao a em movimento.

A Figura 108 mostra o grafico dos valores calculados da forca dptica vs. forca
hidrodinamica para mais de 30 pontos. O coeficiente angular da reta é 47°, muito
proximo do valor de 45° esperado, com R? da ordem de 0,9. Antes do uso da esfera
integradora e da condicao seno de Abbe, nds estdvamos obtendo uma inclinagao de 40°
entre as duas forgas. Esse foi o principal resultado para nos dar confianga no uso da
técnica para medida de forgas. Vale notar, entretanto, que s estamos calibrando forgas
horizontais, pois s6 medimos deslocamentos horizontais. O método de medida do
deslocamento vertical do capitulo 3 € relativo apenas, ndo permitindo comparacoes
quantitativas. Teriamos que desenvolver métodos de calibracao para torna-lo

quantitativo.
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Figura 108. Grafico da forca dptica versus for¢a hidrodinamica.

Além de o grafico demonstrar as possibilidades de calibracao da técnica também
fornece uma boa idéia do intervalo de forgas das nossas medidas, chegando a quase 100
pN, o que demonstra a qualidade da nossa pinga dptica. Poucas pingas dpticas chegam
a esse limite.

Dado a qualidade dos dados decidimos testar o nosso sistema como um medidor
de viscosidade. Agora n6s medimos os deslocamentos e usamos os valores calculados

para forga Optica a fim de determinar a forca hidrodinamica, F,, = F,,,,, através da qual

calculamos as viscosidades. Para tanto movimentamos uma microesfera em duas
diferentes solugdes de 20% e 32% de glicerol em agua com velocidades variadas. A
Tabela 1 apresenta os valores que obtivemos e os valores tabelados no Handbook de
Quimica e Fisica. Embora nosso objetivo jamais tenha sido o de desenvolver um
viscosimetro a pinga Optica, a pergunta sobre em que situagdes ele poderia ser util
comparado aos convencionais acabou ocorrendo. Percebemos entao que a vantagem
dessa técnica ocorreria em situagoes em que ha pouco ou nenhum acesso ao fluido,
como em microfluidica, por exemplo. Viscosimetros convencionais utilizam,
comumente, dezenas de mililitros do fluido. A pinga 6ptica poderia operar na faixa de
microlitros até submicrolitros. Isso abre a oportunidade de medida da viscosidade local,

dentro de células intactas, por exemplo. Experimentos desse tipo serdo cada vez mais
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importantes a medida que nossa capacidade de manipulagdo do mundo microscdpico

aumenta.

20% 32%

Handbook 1.73cP 2.63cP
Pinga Optica 1.83cP £6%  2.76cP+5%
Tabela 1. Viscosidades tabeladas no Handbook de Quimica e Fisica
e medidas pela pinga dptica.

5.2 Medidas de Forcas do Protozoario da Leishmaniose, o Parasita Leishmania
amazonensis

5.2.1 Motivacao

Os resultados obtidos no estudo da calibracdo da forga dptica nos mostrou que
era possivel medir quantitativamente a forca de cilios e flagelos de microorganismos.
Uma medida comparativa sempre pode ser facilmente realizada pelo fato da forga
Optica ser diretamente proporcional a poténcia do laser. Nesse caso seria possivel, por
exemplo, determinar a motilidade de espermatozdides medindo a poténcia do laser no
limite em que o mesmo consegue escapar da armadilha déptica. Quanto maior a
motilidade maior essa poténcia. Entretanto, nao se trata de uma medida quantitativa.
Para realizagaio de medidas quantitativas € necessdrio capturar particulas com
geometrias bem definidas nas quais seja possivel quantificar ou a forga Optica ou a
hidrodinamica. Por isso a calibracao e o calculo das forcas em microesferas € crucial.
Assim, para a medida de for¢as em microobjetos vivos ou nao, deve-se capturar uma
microesfera de um material que se ligue ao microorganismo, e nao diretamente o objeto
de estudo. Nos regimes de escoamentos em baixos nimeros de Reynolds, sem energia
cinética, estamos sempre em uma condicao de equilibrio, conforme discussao da segao
5.4, e a forca na microesfera sera igual a forca do flagelo ou cilio. No fundo o
deslocamento da microesfera é o nosso transdutor de forca.

As forcas obtidas com as pingas Opticas, de Pico a FemtoNewtons -
102 210N - sio da mesma ordem de grandeza das forcas de motores celulares
como cilios e flagelos, ou forcas de adesdao entre as superficies de
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microorganismos/microorganelas. Por essa razao a pinga Optica é uma ferramenta ideal
para o estudo de propriedades mecanicas, como forcas e elasticidades, de
microorganismos in vivo, com a vantagem adicional de permitir a aproximagao e
afastamento de superficies ou microorganismos aderentes de forma controlada e
documentada em video. Usando essa técnica com promastigotas de Leishmania
amazonensis, um protozodrio parasita, podemos entender melhor os fendmenos
relacionados a sua mobilidade flagelar, adesao, dissociagao e sensibilidade a estimulos
do microambiente. O objetivo final dessa aplicagao é estudar a maneira como o
protozoario da Leishmaniose infecta os macréfagos do hospedeiro humano e como se
comporta com a proximidade dos mesmos. Entretanto, essa pesquisa deve se iniciar
pela caracterizagao do comportamento do protozodrio em uma situagao padrao, ou seja,
na auséncia dos macrofagos. A medida mais importante dessa caracterizacao é a da
forca do flagelo em meio de cultura, que sera comparada, posteriormente, as forcas do
flagelo na presenca do macrofago. O objeto desse trabalho, portanto, foi demonstrar
essa técnica e estabelecer sua sensibilidade e limites para determinacao de forcas de

flagelos.

5.2.2. O Parasita

A leishmania é um protozoario da ordem Kinetoplastida e da familia
Trypanossomatidae. Esses parasitas, assim como Trypanossoma cruzi e Trypanossoma
brucei, sao responsaveis por parasitoses com altos indices de incidéncia em vdarias
regioes do mundo. Doenca de Chagas, leishmaniose e tripanossomiase africana afetam
cerca de trinta milhdes de pessoas [64].

O ciclo evolutivo da leishmania estd esquematizado na Figura 109 a. A forma
promastigota € flagelar, mdvel, tem cerca de 20 um de extensao e vive no tubo digestivo
do inseto flebétomo, ligado as microvilosidades, onde prolifera. Essa forma pode ser
cultivada in vitro. Os mecanismos moleculares de ligacao dos promastigotas ao intestino

do inseto nao sao bem conhecidos. O inseto vetor inocula os promastigotas na pele do
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hospedeiro através da saliva. Os protozodrios penetram nas células dos macréfagos,
dentro das quais mudam para a forma amastigota. Os detalhes sobre essa
transformacao da forma promastigota para amastigota nao sao bem conhecidos, embora
existam evidéncias que promastigotas sao sensiveis as mudancas ambientais. As
mudangas microambientais sofridas pelos promastigotas sdo drasticas, no tubo
digestivo do flebotomineo a temperatura é em torno de 26°C e pH 7.2 e no ambiente
intracelular dos macréfagos de mamiferos de 35 - 37°C e pH 5. Os amastigotas sao
menores em tamanho (cerca de 5 ym de didmetro), ovoides, imdveis e com flagelo
muito pequeno e intracelular. Dependendo da espécie de leishmania, observa-se
tropismo por macrofagos de diferentes tecidos, ocasionando diferentes patologias,
Figura 109. Nao ha vacinas e a quimioterapia, utilizada h4 mais de quarenta anos para
todos os tipos da doenga, ndo € totalmente efetiva, apresenta efeitos colaterais sérios e
casos de resisténcia [65, 66]. A Leishmania amazonensis, provoca lesdes cutaneas simples,
e em baixa porcentagem de individuos infectados ha evoluc¢do para a leishmaniose
cutanea difusa, Figura 109 c.

Embora exista uma extensa literatura sobre as moléculas e os antigenos do
parasita que contribuem para a infecgao celular, os aspectos relacionados a cinética de
entrada e adesao dos promastigotas, mobilidade e sensibilidade a estimulos externos,
sao pouco estudados. Entre os raros trabalhos de cinética por filmagens, realizados com
leishmania, estao os do grupo de Rabinovitch [67]. O estudo foi feito com células
infectadas com a forma amastigota e nao tinha como objetivo avaliar a aderéncia ou o
processo de infeccdo. Para avaliar o papel do corpo axial na mobilidade de
promastigotas de Leishmania mexicana o grupo de LeBowitz [68] analisou a mobilidade
de mutantes PFR2, que ndao possuem essa estrutura. Os estudos, realizados em
microscopia estroboscopica em campo escuro se limitaram a medicao da freqiiéncia das
“batidas” flagelares. Nenhum outro parametro, como por exemplo, amplitude, forca,

elasticidade ou deformabilidade foi analisado.
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Figura 109. Ciclo evolutivo e diferentes formas da leishmaniose.

Em outros microorganismos ciliados e flagelados os parametros citados acima
sdo mais bem estudados e medidas mais precisas sao obtidas devido ao uso da pinga
Optica. Por exemplo, em Escherichia coli ligadas a microesferas, o uso da pinga Optica
possibilitou a andlise de dezenas de bactérias individuais, os calculos de velocidade e
tempo de rotacdo, de forca e de torque. Medidas das forgas envolvidas na adesao da
bactéria a superficies com manose também foram possiveis usando a pinga Optica para
manipulagao. Os autores quantificaram e avaliaram as forcas necessdrias para a adesao

e o desligamento da bactéria da superficie [69, 70].

5.2.3. Metodologia, Resultados e Conclusoes

No laboratério da Dra. Selma Giorgio no Depto. de Parasitologia do Instituto de

Biologia da UNICAMP, o cultivo do parasita e de varias linhagens de macrdfagos e as
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infeccoes em modelos in vitro e in vivo sao realizados rotineiramente com a seguinte
metodologia:

Parasitas: As formas promastigotas de Leishmania amazonensis - MHOM/BR/73/M2269 -
sdo cultivadas em meio de cultura RPMI da Sigma complementado com antibioticos,
glutamina e soro fetal bovino 10% da Cultilab em temperatura de 26°C em estufa apos o
cultivo do material de lesdes cutaneas de camundongos de linhagem susceptivel -
BALB/c. A proliferacao e a curva de crescimento das culturas de promastigotas sao
seguidas pelas contagens em camara de Neubauer.

Medidas com a Pin¢a Optica: Cerca de um milhio de promastigotas foram diluidos em
meio RPMI com 10% de soro fetal bovino na presenca de esferas de poliestireno e
aplicados em camara de Neubauer para podermos capturar uma tnica leishmania sem
interferéncia das outras. Eles podem se capturados diretamente com a pinga Optica,
conforme mostra a Figura 110. Ao fazer isso ja foi possivel perceber uma mudanca em
seu comportamento, tentando claramente escapar da ping¢a dptica, que nao havia sido
observada na captura de espermatozodides. Parasitas livres passavam em volta com
velocidade constante, enquanto o capturado se debatia e usava a estratégia de encolher
seu flagelo liberando-o repentinamente na tentativa de escapar da pinga dptica. Isso
abre a perspectiva de observar seu comportamento capturado, mas sobre condicoes de
um escoamento. Estamos supondo que esse parasita tenha mecanismo sensorial de
movimento e nao algum capaz de perceber a radiacao eletromagnética do laser, talvez

no maximo um sensor de calor por ela gerado.

a. b. C
Figura 110. Promastigota de Leishmania amazonensis capturado na pinga optica tentando escapar
e dobrando seu flagelo (a e b) e c. expulsando-o repentinamente.
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Figura 111. Leishmania presa a uma esfera que esta capturada pela pinga optica.

Para a medida da forga capturamos uma esfera e colocamos em contato com uma
promastigota até ocorrer uma adesao. A Figura 111 mostra o parasita preso na
microesfera. Essas medidas sao realizadas individualmente. Com altas poténcias do
laser percebemos claramente que o movimento mais comum acontece na diregao
vertical, z, na qual a forga dptica é menor. No video notamos a microesfera entrando e
saindo do foco com os anéis das figuras de difracdo se modificando. Entretanto, como
toda a nossa calibragao foi feita para movimentos horizontais, foi necessario diminuir a
poténcia do laser até perceber o parasita movendo a esfera lateralmente. Apds varios
testes com diferentes tamanhos de esferas optamos pelas microesferas com diametros
de 45 pm e 6 pum, devido ao compromisso entre a capacidade do parasita de
movimentar a particula e a nossa de visualizar e quantificar esses deslocamentos.
Conhecendo, entao, a poténcia do laser, o indice de refragao da esfera, a viscosidade, o
indice de refracao do meio de cultura, o tamanho da esfera e o deslocamento causado
pelo parasita, nés fomos capazes de calcular a for¢a de uma Leishmania amazonensis
padrao e verificamos que essa esta entre 0.19 (190 {N) - 3.6 pN, onde a forca média é
1.49 pN. Medimos a forca de aproximadamente 30 protozodrios, representadas no
grafico Figura 112. Para cada um deles utilizamos uma média dos deslocamentos
realizados no calculo da forca.

Esses resultados indicaram que valia a pena investir um maior esfor¢o para
melhorar o entendimento do fendomeno da mobilidade flagelar da forma promastigota
da leishmania e dos mecanismos de infeccao desse parasita. Notamos que os parasitas

livres tendem a se movimentar com seu flagelo para frente, embora eles possam se
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movimentar das duas formas. A leishmania capturada tende a inverter a direcao do
movimento, com o flagelo para tras. Mas também vimos leishmanias capturadas
movendo o flagelo para frente. Existem observagoes de que a maioria das vezes em que
a leishmania infecta uma célula o contato se inicia com o flagelo, o que sugere que o
flagelo possa ter algum papel mais relevante no mecanismo de infecgao celular. Esses
resultados mostram que essa técnica € util para responder a varias questdes a nivel
celular sobre quais sao os sensores do microorganismo e sua quimiotaxia na presenca
de um gradiente artificial das substancias atratoras ou repulsoras. Os resultados
pareceram tdao promissores que o estudo de leishmanias se tornou o projeto de

mestrado de uma nova estudante.

Distribui¢do da Intensidade
da Forga

Freqiiéncia
o N~ OO ©

‘Z'Q(? \9 '\69 'q/g /q,ﬂ 'q,ﬂ /Q)\ 'bﬁ
F O QO & O % 9

© Q9 5 O

O AT AP q¥ qf oF oy
Forga (pN)

Figura 112. Distribuigao das intensidades de forgas medidas.

Para melhor entender nossas limitagdes nas medidas de for¢as muito pequenas,
como os valores de 190 fN medidos para as leishmanias, decidimos estimar as forgas de
movimento browniano gerado a partir das flutuagdes térmicas para quantificar sua
influéncia no movimento e na forga do parasita capturado. Experimentalmente foi facil
comparar o estado de movimento da microesfera com o parasita aderido com as
microesferas a sua volta paradas e perceber que estdivamos bem acima do limite
imposto pelo movimento Browniano. Para estimar esse limite consideramos a pinga

Optica como um oscilador harmoénico em equilibrio térmico para o qual:

Kdx?\ kT
2 2

, ox= fel (5. 8)
K
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e a forga devido as flutuagdes € F,,, = K ox = \/Kk,T, onde K é a constante da mola, T ¢ a

temperatura, ks € a constante de Boltzmann e ox é o deslocamento causado pelo
movimento browniano. Para saber Fsu: é necessario saber o valor de K e para estima-lo
consideramos o maior valor de deslocamento obtido com a calibracao usando
microesferas de poliestireno, ou seja sx=3um, F=54pN temos K=18x10°N/m e

Fpy =0.27 pN. Como F oc P, diminuindo a poténcia P por um fator de 100 para termos

forcas da ordem de 0.54 pN, i. e.,, da ordem das forcas encontradas para o parasita,

temos Fp,, =0.027 pN . Isso significa que a menor forga medida 0.19 pN ~10x Fp,, ainda €

da ordem de 10 vezes maior do que o limite do movimento Browniano.

5.3 Medidas de Elasticidade de Hemacias Normais e Alteradas

5.3.1. Motivacao

O glébulo vermelho normal é uma célula altamente deformavel que, no estado
de repouso, assume a forma de um disco biconcavo ou discécito, com um diametro
médio de 8 pym, como mostra a Figura 113. Essas células devem transpor capilares e
sinusoides do bago com diametro de 3 a 4 um, muito menores do que as mesmas. A
hemdcia normal pode se alongar em até 230% da sua dimensao original e, na sua fungao
de captar o oxigénio dos pulmoes através da hemoglobina e leva-lo para todas as
células do corpo, atravessa os vasos sangiiineos por aproximadamente 500.000 vezes
percorrendo uma distancia de aproximadamente 250 km durante a sua vida média de

120 dias.

Lir. Tuny Brain, Suiznce Suiges{on 5, e,

Figura 113. Hemacias e suas caracteristicas: forma biconcava; tamanho de 7 — 9 um; vida média
de 120 dias; flexibilidade para transpor capilares e sinusdides do bago com 3 — 4 um; o
envelhecimento aumenta sua rigidez e ela é retirada da circulagao.
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Tanto a forma biconcava quanto a deformabilidade da célula sdo determinadas
pela natureza e composicao da bicamada lipidica, pelo citoesqueleto, pela geometria
celular, pela concentracao e tipo de hemoglobina intracelular e pela manutencao da
relacio superficie/volume celular. A geometria celular, incluindo a razao
superficie/volume celular, ¢ um dos mais importantes componentes que regulam a
deformabilidade celular de hemadcias. A forma discdide biconcava das células normais
cria uma vantagem da drea de superficie em relagdo ao volume, permitindo que o
eritrcito normal sofra uma deformagao enquanto mantém constante a darea de
superficie. Tais fendmenos, s6 sdao possiveis se o glébulo vermelho mantiver a
integridade de suas principais propriedades: durabilidade e deformabilidade celular.

Em conseqiiéncia da deformabilidade, a hemacia se comporta mais como uma
gota liquida do que propriamente como uma particula sdlida, na ocasido em que o
sangue flui através de pequenos vasos sangiiineos. Isso explica a notavel baixa
viscosidade do fluxo, a despeito da elevada proporcao de hemadcias presentes (valores
normais em torno de 5.11x10°/mm® em homens e 4.5x10®/mm’® em mulheres) na
corrente sangiiinea [71].

A perda ou diminuigao dessa capacidade de deformagao, leva a uma retirada
prematura das hemdcias da circulacdo e, conseqiientemente, a diminui¢ao da oferta de
oxigénio aos tecidos. Esta situagdo patoldgica € encontrada em algumas anemias
hereditarias como, por exemplo, na esferocitose, anemia falciforme e eliptocitose.

No projeto em colaboragao entre o Instituto de Fisica e o Hemocentro da
Unicamp, no qual estou envolvida desde a iniciagao cientifica, ficou claro que essa era
uma caracterizagdo que muito interessava aos médicos. As primeiras idéias para a
quantificagdo dessa propriedade foram: 1. usar duas pingas Opticas para medir a
deformacao da hemacia frente a uma forca conhecida 2. usando apenas uma pinga
Optica, medir sua deformacdo devido a uma forca de arraste hidrodinamica e,
finalmente, 3. deforméa-la e medir o tempo de retorno. A ping¢a dupla so6 foi montada

muito tempo depois. Rapidamente também percebemos que o tempo de retorno,
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embora pudesse ser medido, estava no limite de nossa resolugao de 1/30 segundos entre
dois quadros sucessivos de uma camera comum de video. Além disso, notamos que
essa medida traz muito mais informacoes sobre a viscosidade da membrana da hemacia
do que sobre sua elasticidade. De modo que optamos por iniciar esses estudos com a
forca de arraste hidrodinamica. Primeiro ndés observamos a sensibilidade das
deformacdes frente a movimentos grosseiros, realizados com a mao mesmo. Percebendo
que a resposta era boa investimos na montagem de um sistema que permitisse
controlar, e quantificar a velocidade, na faixa de 20 a 500 pm/s. Primeiro utilizamos um
motor de passo, mas o movimento em velocidades abaixo de 70 pm/s era feito aos
saltos, prejudicando a medida. Por isso optamos pela aquisi¢ao do estagio de translagao
com motor de corrente continua, mais preocupados com a precisao da velocidade do
que com a resolucao espacial e capacidade de retornar ao mesmo ponto. Finalmente
chegamos ao seguinte procedimento de medida: captura-se uma hemacia colocando-a
em movimento contra o fluido a sua volta com uma velocidade constante e controlada.
Esse movimento deforma a hemacia devido as for¢as de viscosidade. A medida dessa
deformacao fornece a elasticidade x da hemdcia através de um modelo simplificado.
Como as observagdes clinicas que se seguiram mantiveram esse padrdo, vamos
apresentar esses resultados nesse capitulo seguindo a ordem histdrica. Primeiro a
descricao do modelo simplificado, as justificativas para sua validade, os testes
experimentais que fizemos e depois os resultados clinicos obtidos. No final apenas
entraremos na discussao dos novos estudos de hidrodinamica que realizamos para

entender melhor a validade do modelo.

5.3.2. Modelo Simplificado
Modelo hidrodinamico

No modelo simplificado assumimos que a hemadcia, na sua forma biconcava da
Figura 113 acima, pode ser aproximada por um paralelepipedo de comprimento L,

largura W e espessura & desprezivel. A hemdcia esta localizada a uma profundidade Z,
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do fundo da camara de Neubauer, cuja profundidade total é de H = 100 um, e
Z, =7;—H da laminula. Essa hemdcia ¢ arrastada com a pinga éptica no fluido do
plasma sangiiineo, cuja viscosidade € p, com uma velocidade constante V, conforme

mostra a Figura 114.

Laminula

Fundo da ldmina
Figura 114. Modelo geométrico da hemdcia na camara de Neubauer. Z: e Z: representam,
respectivamente, a distancia da hemadcia ao fundo da lamina e ao topo da laminula na camara
de Neubauer. L, W e ¢ indicam o comprimento, a largura e a espessura da hemacia e u é a
velocidade de arraste.

Para o cédlculo da for¢a hidrodinamica fizemos a suposi¢do de que esse
paralelepipedo se move de acordo com o escoamento de Couette, onde ha um gradiente
linear de velocidade entre duas placas conforme mostra a Figura 115 e a forga de arraste

¢é dada pela expressao:

WL
Fcouette =H 7” 5.9
Wi o
Ve

L

Figura 115. Gradiente de velocidades em um escoamento de Couette.

Como no nosso problema existem quatro superficies envolvidas: duas da
hemadcia, uma da lamina e outra da laminula, simplesmente nds decidimos adiciona-las
como dois escoamentos de Couette. Nesse caso a forca total nas duas superficies da

hemadcia serd dada por:

L
u (5.10),
eq

1 1
F, . = WL(—+ —)u =
hidro u (Zl Zz) u
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onde 1/Z, =1/Z,+1/Z, e We L sdo os valores de largura e do comprimento da célula.

Nossa justificativa para o uso do escoamento de Couette seguiu o seguinte
raciocinio. Se a distancia entre as placas se torna muito grande nao faz mais sentido se
falar em um gradiente linear da velocidade entre a superficie da particula e a parede.
Entretanto, mesmo nesse caso, a forca de arraste ainda estard presente, mas seria melhor
descrita com um escoamento de Stokes do que com o de Couette. Na auséncia das
paredes o gradiente de velocidade deixa de ser linear e se desenvolve uma camada
limite apos a qual a velocidade do fluido ndo muda mais. Assim decidimos estimar a
dimensao dessa camada limite e compara-la com a distancia H entre paredes da camara
de Neubauer para decidir sobre que regime de escoamento utilizar. Para tanto
utilizamos a expressao para a formacao da camada limite em uma placa semi- infinita

em funcdo da distancia a sua borda, dada por & :5L/\/E , onde R é o nimero de

Reynolds. Essa camada limite est4 representada na Figura 116.

- /| & (L
Vo 5 (L)

Figura 116. Desenvolvimento da camada limite .

Podemos notar que L também entra na defini¢do do niimero de Reynolds, de
modo que a envoltoria da camada limite cresce com VL endo L. No nosso caso L é o
tamanho da hemadcia de 10 pm e para velocidades de 100 um/s entao$~1000 um =1mm,

cerca de dez vezes superior aos 100 pm de profundidade da camara de Neubauer. Isso
mostra que assumir o gradiente de velocidade na condi¢ao de “non slip”, entre a
hemacia e as paredes, por um gradiente linear deve ser uma boa aproximacao e que os

calculos nao devem diferir muito de modelos hidrodindmicos mais completos.
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Nesse ponto vale a pena ressaltar uma diferenga entre o nosso modelo e outros
comumente utilizados na hidrodinamica. Usualmente os autores utilizam solucoes das
equagOes de “creeping motion” com todo o esfor¢o para garantir as condigOes de
contorno de “non slip” nas superficies envolvidas. E comum utilizarem uma adigao
dessas fungdes como aproximag¢ao mesmo sabendo que ela nao satisfaz as condigdes de
contorno. Como diferentes formas de abordagem tedrica podem levar a resultados
numéricos semelhantes, no nosso modelo garantimos as condi¢des de contorno sem a
preocupagao para que o campo de velocidades fosse uma solu¢ao das equacgoes de
“creeping motion”. Simplesmente adotamos uma aproximagdo para o campo de
velocidades como sendo uma reta. Fun¢des que variam pouco sempre podem ser
aproximadas por retas. Seria necessario um gradiente muito concentrado na hemacia
para nossa aproximagao se tornar muito pobre. Mas se esse fosse o caso as paredes
teriam pouca influéncia no arraste, o que estd longe da realidade. O fato de a camada
limite ser muito maior do que as separacOes entre as superficies, indica que esse

gradiente ndo deve ser assim tao concentrado na hemacia.

Modelo elastico

A célula deforma-se sobre a acdao da forca hidrodinamica criando uma forga
elastica igual e em direcao oposta. A idéia entao foi medir a constante dessa mola. Esse
trabalho se iniciou com a necessidade dos médicos de caracterizarem uma propriedade
das hemadcias que eles chamavam de deformabilidade, avaliada de forma qualitativa e
subjetiva na maioria dos trabalhos publicados, e para a qual ndo existe a definicao de
uma grandeza fisica que pudéssemos utilizar. Mesmo pensando intuitivamente em
termos de constantes eldsticas de molas, estava claro que essa é uma caracteristica nao
apenas do material, mas da sua geometria. Assim hemacias de tamanhos diferentes
podem ter constantes de molas diferentes apenas devido as suas dimensodes. Para se
determinar um parametro intrinseco da hemdcia, que independe de seu tamanho e sua

forma, é melhor usar o conceito de elasticidade em lugar da constante eldstica.
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A explicagdao intuitiva apresentada aos pesquisadores de drea médica para
definir esse conceito partiu da idéia de associagdo de molas em série e em paralelo,
equivalentes as associacOes de resisténcias em paralelo e em série respectivamente.
Portanto, dois corpos idénticos tracionados ao longo de seu comprimento, um ao lado
do outro, apresentarao uma constante de mola dobrada, ou seja, a constante da mola
deve ser multiplicada pela largura W do corpo. Da mesma forma, um corpo sobre o
outro apresentarao uma constante de mola dobrada linear proporcional a espessura 6.
Por outro lado, dois corpos um ao longo do outro, na direcdao da tracao, apresentarao
uma constante de mola que é metade de cada um deles. Isso entdo significa que a
constante da mola serd proporcional a drea da secao reta do corpo e inversamente

proporcional ao seu comprimento,

K =kW—5 (5.11),
L

onde k, a elasticidade, ¢ uma propriedade apenas do material com que a mola é
fabricada. Quando esse material tem uma espessura constante, podemos definir a

elasticidade 7 =kJ, e a constante a mola é dada por

w
K=n— (5.12).
77L( )

No caso das hemadcias, assumimos que a resposta elastica ¢ dada pela membrana de
camada bilipidica de espessura constante. Dessa forma assumimos a seguinte expressao

para a forca elastica:

F

eldstica

= KAL = U%AL (5.13)

onde AL/L = (L-L,)/L é a deformacao sofrida pela célula.

Modelo hidro-elastico

No equilibrio, as forgas elastica e hidrodinamica sao iguais, logo vale a relagao:
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L Z,, nz

Vv (5.14),
eq
que pode ser escrita como

LZ
L=L,+%20 v (5.15),
NZey

assumindo que [? ~I2%. Dessa forma, determinamos o método de medida: medir a
0

elongacao L da hemdcia em funcdo da velocidade. Pelas previsdes do modelo simples

deve ser uma reta com o coeficiente angular

2
_HLo" (546,

NZy
Medindo esse coeficiente e conhecendo L,, Z

(24

g € W do fluido determinamos a

elasticidade 7.

5.3.3 Validacao Experimental do Modelo Hidro-elastico

Antes de mais nada, decidimos testar experimentalmente se as hemadcias se
comportavam de acordo com as previsdes desse modelo simples hidro-eldstico. As
variaveis, ou parametros, sobre nosso total controle sao a velocidade e a profundidade
na camara de Neubauer, Z. O modelo prevé o comportamento de uma reta em fungao

da velocidade, e que a inclinacdo dessa reta depende de Z, na forma

Y Zyy =1/ Z+1/(d-2).

Para valida-lo experimentalmente realizamos um experimento com uma mesma
hemacia capturando-a com a pinga Optica e movimentando-a com diferentes
velocidades em varias profundidades Z. A Figura 117 abaixo mostra a deformacao de

uma hemacia em diferentes velocidades.

=130 | w10 _ =190 =210

Figura 117. Hemacia em deformacao para velocidades entre 120-300 um/s.
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Nessas medidas utilizamos hemadcias coletadas no Hemocentro da Unicamp de
individuos normais doadas no mesmo dia do experimento. A forma de coleta e o meio
de preservacao das hemdcias sdao fundamentais para a repetibilidade do experimento.
Antes de tudo o sangue nao deve entrar em contato com oxigénio para nao disparar o
processo de coagulagao através das plaquetas, como observamos nos nossos primeiros
experimentos simplesmente com sangue coletado de um furo no dedo. As hema4cias
rapidamente se aderiam umas as outras e nas paredes da camara. Também pingamos
gotas de sangue diretamente em dgua e observamos hemadcias com formatos muito
estranhos completamente diferente da forma biconcava da Figura 113. Isso porque o
equilibrio idnico entre os meios interno e externo da hemadcia é fundamental na
manutengao de suas propriedades. Para tanto ela deve estar em um meio isotonico.
Todos esses cuidados sdo garantidos no protocolo de coleta de sangue para doagao, e s6
ap0s o uso de sangue coletado dessa forma passamos a obter resultados repetitivos. A
solugao preservativa e anticoagulante na bolsa foi o CPDAu1 (citrato, fdsforo, dextrose,
adenina) e, para a medida, diluimos 1 pl de concentrado de hemadcias em 1000 pl de
plasma AB. A viscosidade do plasma foi medida com um viscosimetro de Ostwald,

obtendo o valor p=2.19 cP.
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Figura 118. Deformagao da hemadcia em funcdo da velocidade de arraste v.

Para a medida de deformacao em funcao da velocidade movemos cerca de 30
hemacias com velocidades de 100, 110, 120,..., 260 e 280 um/s , conforme descricao do

capitulo 2, e as elongagdes foram quantificadas com o software de andlise de imagens
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Image Pro-Plus. Mantivemos a hemadcia no centro da camara de Neubauer, na
profundidade de 50 pum, e obtivemos o grafico da Figura 118, que mostra o
comportamento linear previsto no modelo simples.

J& para a medida da deformacdo em fun¢ao da profundidade na camara de
Neubauer, repetimos o procedimento para uma tunica hemdcia se movendo com
velocidades de 170, 200, 230, 260 e 290 pm/s nas profundidades de 10, 13, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80 e 85 um. A Figura 119 mostra o grafico do comportamento do coeficiente

angular em func¢ao de Z, ajustado com uma curva do tipo

D=4y

j (5.17).

Consideramos essa validagao experimental a mais importante, pois a curva f(Z)

tem um comportamento diferente, bem especifico, inclusive divergindo paraZ=0e Z =

H.
0.015
S
s
S
g 0.01
g0
®
o
c
@
'S 0.005
k7] L hd
o
(&)
0 ‘ ‘ ; ;
0 20 40 60 80 100
Z; (um)

Figura 119. Coeficiente angular da deformagao da hemacia em fungao de Z:.

O modelo acima se aplica ao caso estaciondrio. Porém tanto nos estagios iniciais,
antes de completar-se a deformacdo, quanto nos finais, antes de retornar a morfologia
inicial, temos uma situagdo nao estaciondria em que a forca elastica na hemacia estd
mudando. Essa mudanga conformacional da hemacia dispara processos de dissipacao
de energia tanto através da viscosidade interna do citoplasma, e externa do plasma
sangiiineo, como pela viscosidade de membrana da hemacia. Nesse caso o movimento é

equivalente a um sistema massa-mola superamortecido, no qual em lugar de oscilar, a
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mola retorna a situagao de equilibrio segundo uma exponencial decrescente do tempo

da forma: L = L, Exp (—t/t). Hochmuth et al [72] mostraram que as viscosidades do

citoplasma e do plasma sao despreziveis comparadas com a viscoelasticidade da
membrana para efeitos rapidos, na escala de centenas de milisegundos. Eles mostraram

que o tempo de retorno é dado por T=,mprana /N ONAE Wembrans € @ Viscosidade

interna da membrana e 7 a sua elasticidade.

Um dos udltimos testes de validagdo dos nossos resultados foi entdo parar o
estdgio de translagao repentinamente na ultima velocidade, na maxima elongacao,
portanto, e observar o retorno da hemdcia em fungao do tempo, analisando a seqtiéncia
de imagens que comega com a madaxima deformacdo da célula e termina com a
recuperacao de sua morfologia inicial. Para tanto capturamos e digitalizamos imagens
quadro a quadro desse movimento usando o controle remoto de um video de 8 cabecgas.
A camera grava na taxa de 30 quadros/s, de modo que o intervalo de tempo entre um
quadro e outro é de 33 ms. O grafico da Figura 120 mostra o resultado obtido do qual

extraimos um tempo de retorno de 76.7 ms.

Comprimento L (um)

0 100 200 300 400

Tempo (ms)

Figura 120. Deformacgao da hemadcia em fungao do tempo.
Esse tempo de retorno t é uma propriedade intrinseca da membrana.
Concluimos entao, que a pinga dptica permite que as medidas de I, pr0m0 € 7 S€JAaM
ambas realizadas sobre uma mesma hemadcia simultaneamente. Do gréfico da Figura

118 extraimos a elasticidade 7, cujo valor obtido foi de 77=(4i0.1)><10_4dyn/ cm.
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Usando o tempo de retorno medido e esse valor da elasticidade encontramos
Wonembrana = 3% 107> poise.cm para a viscosidade da membrana.

Grande parte desse trabalho ja estava pronta na época da defesa de minha Tese
de Mestrado. Até aquele momento a motivacdo do trabalho foi de quantificar de
alguma forma uma propriedade relacionada a “deformabilidade” das hemacias. O fato
de que obtivemos resultados repetitivos e sensiveis levou ao seu uso em aplicagoes
clinicas, apds o periodo do meu Mestrado. O protocolo de medida foi aperfeicoado e
mantido o mesmo para permitir comparagoes, e detalhes bem mais especificos sobre os
mesmos podem ser encontrados na Tese de Doutorado do Marcelo Brandao defendida
pela Faculdade de Ciéncias Médicas [73]. Nesse momento nos perguntamos sobre até
onde deveriamos considerar valido o modelo simples visto que os resultados da
validagao experimental foram surpreendentemente bons, mesmo considerando a
hemdcia com a forma de um paralelepipedo. Ao longo das medidas clinicas também
percebemos que essa técnica era mais sensivel na detecgao de efeitos externos do que as
outras técnicas comumente utilizadas.

A grandeza que medimos com essa técnica deve ser denominada por elasticidade
aparente, ou elasticidade total, da hemacia em lugar de elasticidade da membrana que é
uma grandeza bem definida. Isso porque nossa técnica analisa a estrutura da hemacia
como um todo e nao apenas a elasticidade intrinseca de sua membrana. Um exemplo
que mostra a diferenca entre os dois casos pode ser visualizado através das Figura 121 a
e b. Considere duas folhas de papel idénticas, uma dobrada e outra nao, cujo
comprimento em fung¢ao da forga F aplicada é observado de cima, de onde se percebe
apenas sua projegao vertical. A deformacdo do papel dobrado serd muito maior do que
a do papel nao dobrado, embora os dois sejam feitos do mesmo material. A elasticidade
intrinseca do papel seria medida no papel nao dobrado, enquanto no dobrado se mede
uma elasticidade muito menor do que a intrinseca. A elasticidade intrinseca pode ser

medida usando o método da pipeta no qual suga-se com uma diferenca de pressao
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conhecida apenas a membrana da hemadcia para dentro de um capilar observando o
comprimento de sua deformacado. A nossa medida para a elasticidade total da heméacia

foi de n=(4+0.1)x10~* dyn/cm enquanto valores tipicos para elasticidade da membrana

obtidos pelo método da pipeta sao de n, =(6+0.1)x10dyn/cm [74, 75].

F F

a >
F F

b < »>

Figura 121. Folhas de papel, dobrada e ndo dobrada, submetidas a uma tragao F. A deformagao
no comprimento da folha dobrada serd dada pela elasticidade total e € muito menor que a
elasticidade intrinseca da folha de papel medida com a folha nao dobrada.

Entretanto, na corrente sanguinea é a elasticidade total da hemacia o fator que
interessa, pois é ela que mede a habilidade da célula se deformar dobrando-se sobre si
mesma e transpor vasos com dimensoes menores do que ela mesma. Além disso, a
elasticidade total é muito mais sensivel a influéncia de fatores externos como pressao
osmotica e presenca de drogas do que a elasticidade de sua membrana. No limite em
que a hemadcia for fortemente tracionada, correspondendo a situagao em que a folha
dobrada se desdobrou completamente, as duas medidas de elasticidade devem
coincidir. Isso sugere que a técnica de medida com pinga Optica é mais adequada para
caracterizar patologias hematologicas do que outras técnicas.

Outra vantagem dessa técnica, além de sua sensibilidade, € sua individualidade,
medindo hemdcia por hemadcia. Se todas as hemacias de um paciente com determinada
doenga tivessem suas propriedades eldsticas modificadas o paciente, provavelmente,
estaria morto. Assim espera-se que a maioria de suas hemdcias ainda mantenha o
comportamento normal. Medidas que detectam apenas valores médios teriam pouca
sensibilidade, pois a parcela normal da populagdo de hemdcias tende a trazer os valores
médios dessas propriedades para dentro da faixa de normalidade. Técnicas como

medidas de tamanho médio ou fracao de hemadcias destruidas apos passagem por
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parede porosa caem nessa categoria. A caracteristica da doenga pode ser a presenca de
hemacias completamente fora da regiao de normalidade que deixaria de ser percebida
pelas técnicas nao individuais. Esse fato ja foi salientado por Narla Mohandas & Robert
Hebbel [76] em “Erythrocyte deformability, fragility and rheology” quando afirmam:
“As técnicas provaram ser iiteis em delinear o comportamento mecinico de populacoes celulares.
Por ndo medirem individualmente as células, estes métodos ndo apresentam uma definicdo
completa das conseqiiéncias fisiologicas do comportamento reologico alterado.”

Por outro lado, as medidas individualizadas devem ser feitas em grande nimero
de hemadcias para diminuir a probabilidade de deixar de observar aquelas fora do
padrdao de normalidade. Para a realizagao de tantas medidas precisamos aumentar a
velocidade das mesmas e esse trabalho foi feito através de uma completa automatizagao
do sistema de medida, incluindo desligar o laser, mover a platina do microscopio para
uma posicao aleatdria assegurando uma boa amostragem, ligar o laser, prender a
hemdcia, levanta-la até a altura desejada e movimenta-la com diferentes velocidades. A

seguir descrevemos de forma resumida os resultados clinicos obtidos com esse trabalho.

5.3.4 Aplicacdes as Medidas de Elasticidade de Hemacias de Pacientes com Anemia e
Trago Falciforme

A molécula da hemoglobina é formada por quatro subunidades, cada uma
contendo um grupo heme (derivado porfirinico contendo um radical ferro) ligado a um
polipeptideo. Uma alteracao hereditaria na formagao dessas cadeias causa a anemia
falciforme. A Hemoglobina falcémica foi a primeira hemoglobina anormal a ser
identificada e é de grande importancia clinica. A alteragao de um tinico nucleotideo (A
— T), no DNA do gene para a cadeia beta da hemoglobina, forma-se entao a
hemoglobina variante S ou HbS onde ha uma substitui¢io de uma Valina por um Acido
Glutamico na posi¢ao 6 (6GLU-VAL). Quando desoxigenada nos capilares, a HbS se
polimeriza e forma agregados que dao ao eritrocito uma forma diferente, lembrando
uma foice. A homozigose para esta mutagao causa a anemia falciforme, uma doenga

grave relativamente comum em algumas partes do mundo, sendo predominante em
197



negros. Os heterozigotos possuem trago falcémico, sdo normais clinicamente, porém
suas hemacias sofrem afoicamento quando submetidas a pressao baixa de oxigénio.

A célula falcizada ndo tem flexibilidade, tem vida curta e ha um aumento da
viscosidade sangiiinea em relacdo aos portadores de eritrocitos normais. Em
conseqiiéncia deste aumento da viscosidade, o fluxo sangiiineo nos capilares é
retardado e pode até mesmo parar, levando os tecidos a uma deficiéncia em oxigénio.
Pode ocorrer lesdao da parede dos capilares e coagulagdo sangiiinea.

Embora o defeito primdrio da anemia falciforme seja uma alteracdo na
constituicado da hemoglobina, altera¢cdes secunddrias no metabolismo, na estrutura da
membrana e na fun¢ao também ocorrem. Pacientes homozigotos para essa mutacao
(HbSS) apresentam anemia hemolitica e crises vaso-oclusivas que levam a danos na
maioria de seus tecidos. Por outro lado os pacientes heterozigotos, ou trago falciforme
(HbAS), sao assintomaticos. A Hidroxiuréia (HU) tem sido usada com sucesso no
tratamento dessa doenca porque ela melhora a producao fetal de hemoglobina e a
deformabilidade da hemadacia como um todo. Usamos a anemia falciforme como um
modelo clinico para mostrar que o método da pinga dptica é bastante sensivel.

Estudamos a deformabilidade de 25 pacientes com hemoglobina S com idades
variando entre 23 e 51 anos (15 homozigotos para HbS incluindo 5 pacientes medicados
com Hidroxiuréia por pelo menos 6 meses, e 10 pacientes trago falciformes) e 35
controles normais. Com respeito aos haplotipos B-globina, 8 pacientes eram
Benin/Bantu, 4 Benin/Benin e 3 Bantu/Bantu. A a-Talassemia estava ausente em 8 HbSS
pacientes. O Comité de Ftica da UNICAMP aprovou esse estudo. Para fazer o
experimento, 0.5 pl de concentrado de eritrécitos foi diluido em 1000 pl de plasma AB
com viscosidade conhecida e medida no viscosimetro de Ostwald 1 =1.85 cP. Pelo
menos 17 células de cada paciente foi submetida a 6 diferentes velocidades (150 a 250
um/s, com variagao de 20 pm/s). A andlise dos dados foi feita segundo o modelo e o

procedimento descrito anteriormente.
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Nossos resultados mostraram que as hemadcias dos pacientes HbS eram mais
rigidas que a dos individuos normais (controle »n= (O.89i0.6)x10_3dyn/cm;
HbSS — n=(1.70£2.0)x 10_3dyn/cm ; HbAS > n=(1.80£0.8)x 10_3dyn/cm ), exceto para
aqueles que estavam tomando Hidroxiuréia (HbSS/HU — n=(0.96+1.0)x10">dyn/cm ).
Mesmo em pacientes com trago falciforme foi possivel detectar hemadcias bastante
rigidas. Para os pacientes homozigotos tratados com Hidroxiuréia a rigidez das
hemacias se aproximou da distribui¢ao dos pacientes normais do controle. A Figura 122
mostra esses resultados. Nao houve correlacao entre a elasticidade da hemacia e os

haplotipos de -globina ou a a-talassemia.
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Figura 122. Elasticidade total da hemdcia medida pela pinga Optica em pacientes com anemia
falciforme (SS), homozigotos HbS tomando HU (SS/HU), heterozigotos (AS) e controles
normais.

Neste estudo nds mostramos através do uso da pinga Optica que foi possivel
detectar diferencas na elasticidade de hemadcias de portadores de HbS (HbSS e HbAS)
comparados com hemdcias normais e que o uso da Hidroxiuréia levou a uma
“normalizacao” de deformabilidade dos eritrocitos. O fato da técnica com pingas dpticas
ter detectado diferencgas entre individuos com traco falciforme e controle demonstra sua
sensibilidade, pois esses individuos sao assintomaticos. Dessa maneira temos que a
deformabilidade dos globulos vermelhos € apenas um dos aspectos clinicos da anemia

falciforme.
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O gréfico da Figura 122 exemplifica bem a necessidade de técnicas de medidas
individualizadas discutida acima. Nela percebemos uma populacao de hemacias com
elasticidades muito acima da regiao de normalidade, com valores acima de 5 vezes o
valor médio, embora o valor médio nao seja tao diferente da distribuicao do controle.

Esse trabalho foi publicado na revista European Journal of Haematology [77].

5.3.5. Aplicacdes as Medidas de Elasticidade de Hemacias Irradiadas em Funcao do
Tempo de Estocagem

A Doenga enxerto-hospedeiro associada a transfusao “Transfusion associated
graft-versus-host disease (TA-GVHD)” é uma complicagio usualmente fatal da
transfusao de sangue em pacientes imunosuprimidos. Nessa reacao os globulos brancos
do sangue do doador reconhecem materiais exdégenos do hospedeiro disparando o
processo de fagocitose. Para evitar esse fato é preciso destruir os globulos brancos do
sangue do doador, submetendo-o a uma irradiacao com raios gama. Em principio essa
irradiacaio mata células nucleadas (globulos brancos) sem destruir as hemadcias
(anucleadas). Entretanto, a pergunta sobre o que acontece a seguir com as hemadcias
ficou sem uma boa resposta. Sabe-se que irradiagao resulta na producao de espécies de
oxigénio tais como radicais hidroxilas capazes de iniciar ou amplificar o processo de
peroxidagao de lipidios comprometendo a integridade da membrana. Além disso, a
irradiacdo acelera o extravazamento de ions potdssio da hemacia, resultando em
aumento da viscosidade interna e prejudicando a deformabilidade celular.

Bancos de sangue sem acesso imediato a irradiador de sangue usam o
procedimento regular de armazenar unidades de sangue irradiados. Entretanto,
enquanto bolsas de sangue coletadas em CPDA: podem ser estocadas por 35 dias, os
padroes da AABB recomendam que o tempo de estocagem de hemadcias irradiadas seja
limitado a 28 dias apods a irradiacao. O objetivo desse estudo foi analisar as
propriedades mecanicas de unidades de sangue irradiadas em funcao do tempo de

estocagem.
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Para tanto coletamos 5 bolsas de doadores de sangue sadios em CPDA:, sendo
que cada uma foi dividida de maneira estéril em 2 bolsas. Uma das unidades
resultantes da divisao recebeu radia¢cao gama na dose de 25 Gy no mesmo dia e a outra
foi mantida como controle e nao recebeu radiacao. Todas elas foram estocadas a 4°C e
amostras das mesmas foram analisadas nos dias 1, 14 , 21 e 28 de estocagem. Dez
hemacias de cada bolsa eram submetidas a 6 diferentes velocidades (150, 170, 190, 210,
230 e 250 pmy/s) e analisadas no computador conforme o modelo anteriormente descrito.
A dilui¢do concentrado de eritrocitos/plasma foi também 0.5 ul/1000 pl e a viscosidade
do plasma n = 1.504 cP.

A Figura 123 mostra os resultados obtidos para 28 dias de estocagem. Eritrdcitos
das unidades irradiadas e estocadas por 21 e 28 dias mostram um valor para a

elasticidade significativamente mais alto (21 dias=(3.54+1.3)x10dyn/cm e
28 dias=(14+3.2)x10dyn/cm) comparados ao controle (21 dias =(037+0.03)x10 > dyn/cm e
28 dias = (0.5+0.09)x10dyn/cm;). A elasticidade das hemacias estocadas irradiadas
estocadas por 14 dias ((0.43+0.038)x10dyn/cm ) foi semelhante as da ndo irradiadas

((0.34+0.02) x10>dyn/cm ).
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Figura 123. Hemacias armazenadas e irradiadas comparadas ao controle.
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Ja houve relatos de efeitos bioquimicos e morfoldgicos da irradiagao de hemacias
usando doses terapéuticas (15 - 30 Gy) e que esses efeitos podem ser acentuados com o
tempo de estocagem [78]. Estudos da deformabilidade de hemadcias irradiadas até 50 Gy
com reoscopio demonstrou que o indice de deformacao entre as hemacias irradiadas e
controle nao foi estatisticamente diferente [79]. Entretanto o indice de deformacao das
hemadcias diminuiu ligeiramente durante a estocagem. Cicha et al, [80] mostrou que a
radiacdo gama em 35 Gy estocadas em manitol-adenina-fosfato reduziu a
deformabilidade de hemacias e o numero de células ndao deformaveis aumentou
durante a estocagem. Ele observou a deformabilidade das células em fluxo constante e
esta era principalmente induzida por vazamentos de ions K* das hemadcias. Os
resultados do nosso estudo estao em acordo com os achados prévios sugerindo que a
deformabilidade de hemdcias irradiadas diminui durante a estocagem. Entretanto a alta
sensibilidade da técnica com pinga Optica nos permite concluir que nao ha diferenca
significativa até 14 dias para hemdcias estocadas em CPDA: porém hd uma diferenca
bastante significativa para células estocadas até 21 dias. Dessa forma nossos resultados
sugerem que as unidades irradiadas estocadas por 21 dias estejam comprometidas e que
a transfusao seria mais eficiente e segura se o tempo de estocagem fosse limitado a 14

dias. Este trabalho foi publicado na revista Transfusion [81].

5.3.6. Aplicacoes as Medidas de Elasticidade de Hemacias Estocadas de Pacientes com
Traco Falciforme

Individuos com trago falciforme AS sao considerados doadores de sangue e suas
hemdcias sdo consideradas seguras para transfusao. As células desses individuos sao
estocadas e transfundidas por 35 dias. Desse modo, o objetivo desse estudo foi analisar
a deformabilidade de hemacias de doadores AS. Para isso, 14 bolsas foram estudadas,
sendo 7 de individuos normais (controle-AA) e 7 de individuos com traco falciforme
(AS). As amostras foram estudadas com 1, 14, 21, 28 e 35 dias de estocagem. A diluicao

do concentrado de hemadcias/plasma foi a mesma dos experimentos anteriores e a
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viscosidade do plasma era 1.61 cP, pelo menos 25 células de cada bolsa foram

analisadas. Os resultados encontrados estao representados no grafico da Figura 124.
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Figura 124. Grafico comparando a distribui¢ao da elasticidade de hemdacias AS e controle (AA)
durante o periodo de estocagem.

As hemdcias AS estocadas por 1, 14 e 21 (1 dia= 0.84x10_3dyn/cm,
14 dias=0.81x10*dyn/cm, 21 dias=1.48x10">dyn/cm ) sio significativamente menos
deformdaveis que as hemadcias AA-controle para os mesmos respectivos dias
(1 dia=0.58x10dyn/cm, 14 dias=0.65x10"dyn/cm, 21 dias=0.66x10">dyn/cm ). A
maioria das hemacias de traco falciforme com 28 e 35 dias era tao rigida que escapava
da pinga, aproximadamente 30% dela ndao permanecia capturada conforme crescia o

valor da velocidade. Dessa forma, a precisao dos valores de elasticidade para hemacias

AS de 28 e 35 dias foi prejudicada. Os valores de elasticidade para hemacias controle
para 28 e 35 dias sao respectivamente (28 dias =O.77><10_3dyn/cm,
35 dias =0.92x10>dyn/cm ). Esse mnosso estudo confirma resultados prévios que

mostraram que células AS sao menos filtradas que células normais. Nossos resultados
sugerem que muitas das células AS tornam-se rigidas com a estocagem e que mesmo
uma pequena concentracao de hemoglobina S (pacientes com traco falciforme possuem

35% da hemoglobina total sendo hemoglobina S) pode comprometer a elasticidade
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celular. Essa diminui¢cao da deformabilidade das células com trago falciforme pode
interferir no seu comportamento na circulagdo. Hemacias AS com 28 dias ou mais de
estocagem parecem estar prejudicadas e a transfusao dessas células com um menor
periodo de estocagem pode ser mais eficiente. Este trabalho foi publicado na revista

Vox Sanguinis [82].

5.4 Teoria Hidrodinamica
5.4.1 Mundo Microscépico: Baixos Numeros de Reynolds.

O numero de Reynolds é definido como Re = pl_V, onde [ é uma dimensao tipica

1)

do corpo na presenca de um fluido com velocidade v. A viscosidade cinematica é

definida por v = p/p, de modo que Re =ll. Para a dgua v = 10 cm?/s. Analisando a
\%

dimensao desse nimero percebemos que

) o
[Re]= Z\_;I Iv LV My energia c%netza.z (5.18),
L F  FL  trabalho da viscosidade

significando que a energia cinética é desprezivel em numeros de Reynolds muito
pequenos. Notando que p?/p tem dimensao de forca e usando os nimeros para dgua, v =
102 cm?/s, p = 1 g/cm® vemos que o valor da for¢a que aparece em um corpo com
numero de Reynolds igual a 1 serd F = (u?/p) = 107 dynas = 10°N. Tratam-se de forca
muito pequenas, embora maiores do que as da pinga Optica, que sé interessam para
objetos muito pequenos. O numero de Reynolds para um microorganismo com L =10
um, v =100 pm/s na agua é de 1073,

Purcell [83] apresenta um exemplo interessante sobre a completa nao
importancia da energia cinética para um microorganismo com dimensoes de micra se
movendo na dgua com 30 pm/s. Para o0 movimento é necessario uma for¢a constante.
Dai ele se faz a pergunta: em quanto tempo e que distancia esse corpo para apds

desligar essa forca? Para estimar essa distancia podemos supor valida a lei de Stokes
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para esferas F =6muav, onde a é o raio da particula. Nesse caso é facil integrar a
equagao de Newton obtendo

24’
v=v,e"" com 1= =2 Parpo (5.19),

VP20

supondo a densidade do microorganismo igual a da dgua e um raio de 10 um, ele para
em 20 ps, e 0,2 ps para um raio de 1 pm. Integrando a velocidade nesse intervalo de
tempo temos que ele percorre a distincia de 6 A para o raio de 10 um e 0,06A para o
raio de 1 um. Em outras palavras, para instantaneamente. Nao havia qualquer energia
cinética armazenada. Para baixos nimeros de Reynolds as forgas estio sempre em
equilibrio, i.e., F, 0 = Foiscosa -

A aparente semelhanca dessas equagdes com as equagdes da eletrostatica é
enganadora. Nao ajuda muito o fato da pressao ser uma func¢ao harmonica, para a qual
ja existe toda uma biblioteca de solugdes, porque as condi¢des de contorno dos
problemas de hidrodinamica sao impostas na velocidade e nao na pressao. A condigao
de contorno tipica da hidrodinamica é a condi¢ao de “NON SLIP”, ou seja, a velocidade
do fluido em contato com uma interface rigida € a mesma da interface. Nossos

problemas envolvem um corpo rigido se movendo com velocidade U, entre dois

planos infinitos separados por uma distancia d, que sdao o fundo da lamina na camara

de Neubauer e a laminula. Neste caso as condigdes de contorno sao que v=U; na

superficies do corpo e Vv =0 nas paredes, o que complica bastante o problema.

Existem solugdes prontas para diversas formas geométricas em um meio infinito,
mas € quase inacreditavel quao poucas solugdes existem para problemas centendrios de
hidrodinamica em baixos numeros de Reynolds, apds todo o desenvolvimento da
aviagao, misseis teleguiados etc. Aparentemente, houve uma grande falta de interesse
nesse tipo de problemas, como afirma Purcell: “Now, I'm going to talk about a world which,

as physicists, we almost never think about. The physicist hears about viscosity in high school
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when he’s repeating Millikan’s oil drop experiment® and he never hears about it again, at least
not in what I teach. And Reynold’s number, of course, is something for the engineers. And the
low Reynolds number regime most engineers aren’t even interested in — except possibly chemical
engineers, in connection with fluidized beds, a fascinant topic I heard about from a chemical
engineering friend at MIT. But I want to take you into the world of very low Reynolds number —
a world which is inhabited by the overwhelming majority of the organisms in this room. This
world is quite different from the one that we developed our intuitions in.”

Esse quadro, entretanto, mudou drasticamente na ultima década, ndo apenas
porque a mundo biolégico microscopico se tornou mais importante mas também
porque a diminui¢ao do tamanho dos dispositivos eletromecanicos leva naturalmente
ao regime de baixos nimeros de Reynolds. Prova disso é que a palavra microfluidica
estd se tornando parte do vocabuldrio comum. No nosso caso, lidando com particulas
capturadas pelas pingas Opticas em fluidos, torna-se impossivel entender
completamente os problemas sem o uso da hidrodinamica em baixos numeros de
Reynolds. Muito menos se pretendemos estudar for¢as em microorganismos. Isso indica
que mesmo fisicos interessados nos aspectos Opticos da pinga Optica e nao na
hidrodinamica, serdao obrigados a dedicar um esfor¢o razoavel para lidar com
problemas de hidrodinamica em baixos numeros de Reynolds. Apesar do interesse
renovado na drea s6 encontramos solucao pronta para o problema de uma esfera entre
duas paredes [84], mas ndo de um disco ou de uma figura plana. Da mesma forma
chama a atencdo o grande nimero de trabalhos publicados no século XXI contendo
solucdes de problemas que imagindvamos estarem completamente resolvidos no século
XIX, no maximo inicio do século XX. A impressao é de que a historia dessa area ficou

dormente apds Stokes.

¢ Desconfio que o autor queria se referir a graduagdo e ndo high school. No ensino médio aqui no Brasil sequer se
ensina as equagoes de Bernoulli, e jamais se demonstraria experiéncia de Millikan.
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5.4.2 Equacoes de Continuidade

Para deduzir a equacdo de Navier-Stokes é necessdrio usar as equagdes de
continuidade da massa e do momento. A equacao da continuidade de uma grandeza
qualquer é da forma

jo quantidade da grandeza

V-T+ % = Fontes—Sumidouros onde, (5. 20)

area x tempo
¢ o vetor fluxo na direcio do escoamento Vv da grandeza, tal que J=uvV,

uantidade da grandeza , . ~
u=1 g € a densidade da grandeza e as fontes e sumidouros sao

volume
definidos por:

tidade criad, )
Fonte = quantidade criada e Sumidouro =

volume x tempo volume x tempo

quantidade destruida

(5. 21).

5.4.3 Continuidade da Massa

Para a continuidade da massa u=p, | =pV e nao ha fonte nem sumidouros de

< o . = 0
massa, portanto a equagao de continuidade da massa ¢ dada por V-]+a—?:O. Se o
. (. , . . op op
fluido é incompressivel p é constante no tempo e no espago, i.e., 520 e 8_:0'
.

1

significando que V-pv=pV-v = 0. Isso implica que a velocidade é sempre solenoidal,

e, V.-v= 0.

5.4.4 Continuidade do Momento

Para a equagao da continuidade do momento linear partimos das equagoes de

Newton F :d—P, para criar a fonte de momento ]‘:A—F __AP . O tensor densidade
dt AV AV At
de momento é dado por u = % = AZVV =p V e o tensor fluxo por J=(p ¥) ¥, levando a

0
equagao da continuidade do momento V- (pVv v)+ pa—: =F-S.

5.4.5 Fontes e Sumidouros de Momento

Procurando no diciondrio inglés-portugués percebe-se que as palavras que
utilizaremos nessa segao tém os seguintes significados: stress = pressao, tensao, carga;
strain = deformacao, distor¢ao; stretch = esticamento, distencao e shear = esforco
transverso, cisalhamento, ato de cortar com tesoura ou guilhotina.
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Separamos as forgas externas atuando em um elemento de volume em dois tipos:
volumétricas e de contato. Volumétricas sao forcas de acao a distancia através de
campos gravitacionais ou eletromagnéticos. Neste caso as fontes de momento sao dadas

por f. As forcas de contato sdo transmitidas através dos tensores das tensdes de

superficie m; definidos através das forgas AF, = Sﬁ n,n;da onde nj € normal a superficie na

direcdo j e do elemento de area. Usando o teorema da divergéncia em um elemento de

volume AF, = (]5 mn;da = I om; dV =0,m; AV vemos que a densidade de forca de contato
AV

¢ dada por AF,/AV =0;m;.

Figura 125. Elemento de volume, as forcas e Para um elemento de volume infinitesimal,
o tensor das tensoes. . B

X5 as forgas volumétricas sao desprezadas e a

somatoria das forgas e torques de contato

em um corpo de massa nula tem que se

32 zerar. Da Figura 125 ao lado notamos as
Ti2 > T2 .. ~
= forcas nas direcoes 1, 2 e 3 sao dadas por
2

F=npA Ay B =npA Ay e F3=m3pA A, .

A forca F, é normal a superficie enquanto as forcas F e F;, paralelas, sdo forgas

de cisalhamento ou “shear forces”. Para uma tensdao homogénea, as forcas nas faces
diferentes tém a mesma intensidade e dire¢des opostas devido as normais, como mostra
a Figura 126. Isso significa que a forga resultante é automaticamente nula. Para cancelar
o torque, entretanto, € necessario exigir que:

(mypdxydxs ) dxy = 1y dx,dxs ) dxy (5.22)

ou seja, que o tensor das tensdes seja simeétrico, m; =7;;.
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Figura 126. Tensao homogénea e as forgas.
Figura 127. Deformacao. Vamos considerar dois pontos de um corpo
inicialmente em P, e Q, que se movem
P, Y para os pontos P e (;, como mostra a
5X T 5T) Figura 127. Isso nao significa que houve

uma deformagao pois o corpo pode ter

simplesmente transladado e girado sem
deformar.
Para haver deformacao, portanto, é necessaria a existéncia de uma deformacao.
Se ii(F)=1ii(F+5X) s6 ocorreu uma translacio, logo s6 havera deformagao se
Su=ii(F +8X)—ii(F)#0, embora isso ainda nao descarte a possibilidade de ter
acontecido apenas uma rotagao. Expandindo du em série de Taylor até primeira ordem
Su = ii(7) + (8X - V)ii(F) —ii(F) = (6X - V)ii(¥), vemos que &u, =8X,0,u, onde Ou, é um
tensor de rank 2. Todo tensor de rank 2 pode ser decomposto em um tensor simétrico e
um antisimétrico pois:

1 1
Ly =E(Fi]. +1"].1.)+E(1“1.]. -T;)=5;+A; (5.23),

1 1 . e
portanto 0,u; 25(8,(% +6iuk)+5(8kui —0.u,)=m,; +w,. Analisando a parte antisimétrica
percebemos que se trata de uma rotagao apenas, pois o tensor antisimétrico de

dimensao 3 pode ser associado a um vetor dual na forma

L1 .1 . e
wzasijkwjkei:eigsijk(ﬁjuk—ﬁkuj), onde ¢y € o tensor de Levi-Civita. Entretanto,

€;0U, =€0,u;  por simples troca de letras dos indices mudos j e k, mas
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€;:0U, =—¢,0,u; pela antisimetria do ¢, , de modo que w=¢;e,;0u, =Vxii. Isso

significa que wx 86X =(Vxii)xdX =—¢,w, 6X,” é apenas uma rotagao de um corpo rigido
. o . e . -1 = -

do tipo V=wx7, pois nesse caso VxV=20 e ®x7 =5(V><V)>< r. A deformacao,

/4 . 7 . 1
portanto, ¢ dada apenas pela componente simétrica n, =n; = E(aiuj +0u;).

5.4.6. Lei de Hooke Generalizada.

A lei de Hooke generalizada estabelece uma relagao linear entre os tensores das

tensdes e deformagao na forma m;; = Cjmy, onde Cjyy agora € um tensor de rank 4 com

3* = 81 elementos. As simetrias diminuem o ntmero de elementos distintos. Por

exemplo, TEZ']' = TE]'I' 1mp11ca que Cjikl = Cjikl enquanto Nk = Nik 1mpllca em Cjikl = Cjilk .

£ .
Existe mais uma simetria pelo fato de que Cy, _ Obnergia _ _OF
anijankl 5mzani]-

=Cy; . Essas

simetrias trazem o niimero de elementos distintos para apenas 21. Se o meio € isotropico
Cyu pode ser decomposto nos 3 tensores isotropicos A, =8,8,, By, =8,5,+8,8, e
Dy, =8,8,-5,0;, de forma que Cj, =a5,8, +b(3,08;+8,8,)+c(56,6,—-8,5;). O tensor
das tensdes sera dado por w; =ad,6,m; +b(8;8;, +56,0; )Ny +¢c(8,;8, —,5;)n,, mas como
ni € simétrico o terceiro termo se anula e w; =an,3d; +2bn,; =—pd, +2un,, onde p € a
pressao e p a “shear viscosity”. Até aqui temos usado a notagao para elasticidades. A

notagdo da mecanica dos fluidos faz a troca de m; por o; e n; por Dj, na forma

ijs

1
o; = —pSij +2u Di]. e Di]. =5(aiu]. +8].ui).

L sz - 1. 1.
7 WxOX = e, w; 8X, = —€g;8,, W, 8X, = Eei(slks

2 =80, )w,,, 8X, =

1. .
= Eei(wki —wy) 80X, =—€w, 8X,
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5.4.7. Equacao de Navier-Stokes
Colocando entao as fontes e sumidouros na equacao da continuidade do momento

ov,

obtemos a equagdo de Navier-Stokes f, +0,0; = o

5.4.8. Equacao de Stokes ou “Creeping Motion”

Vamos voltar a equagdo de Navier-Stokes, f,+2ud,D;

ot
Reescrevendo-a na forma em func¢ao do namero de Reynolds

fiL+2u[L6]Dij—L% V] = Laa (5.24),

vemos que 0 mesmo aparece no termo que contém o gradiente de v, tornando-o

desprezivel. Para baixos nimeros de Reynolds, portanto, a equagao de Navier-Stokes se

reduz a f +2u8jDi]. =

ov; ~ . . .
81‘1' As equagOes de “creeping motion” para movimentos

.. OV ~ -
estacionarios P 0 séo dadas por: 0,6, =—f; pela continuidade do momento e J,v; =0

pela continuidade da massa, com a defini¢do 6; =-p3,; +n(0,v; +0,v;) . Entretanto:
0,[-pd; +n0,v; +n0,v,]=—0;p+n0,0,v; +po,0,v;=[-Vp+ uV>v +uv(v-v)]; (5.25)
e como V-v=0 concluimos que as equagdes no regime viscoso sdao (“governing
equations”): uV>v = Vp—f junto comV-v =0. Na auséncia de forgas externas devemos
resolver pVv=Vp com V-v=0. Como os operadores V> e V- comutam entre si,
aplicando o divergente na primeira equagao e usando a segunda obtemos a equacao
escalar V’p=0 para p, que significa que p ¢ uma fungdo harmdnica. J4, aplicando o
laplaciano pVv’v*v=vV?*Vp=VV’p=0 de modo que V'V =0, significando que o campo
de velocidades é uma fun¢ao biharmonica.

5.4.9. Teoremas Integrais em Escoamento de Stokes ou “Creeping Motion”

5.4.9.A Teorema da Dissipacao
Vamos escrever as equagdes de Stokes na forma: 0,6, =0, D,; =V-v=0. Vejamos

quanto vale 0,(v,0;): 0,(v,0;)=v,0,6,+06,0v,=0,D;+W;)=0,D, pois o,W,;=0

11] ijojr
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porque se trata da contragao de um tensor simétrico com um antisimétrico. Vamos
considerar duas superficies, Sz, parada, na qual V=0, e S, na qual V =U,, e o campo de
velocidades e tensoes na regiao entre elas. Aplicando o teorema da divergéncia para o
produto que acabamos de encontrar

J‘c’i (vio;)dV = C'f)VG n, da— Cﬁvc . da

ll]] ll]]

CI)V o.n, da= IcijDij av (>:26)

i~
pois a velocidade em S é nula. Por outro lado
o;D; =[-pd; +2uD; D, = —pD, +2uD,;D, = 2uD;D, que nos fornece o resultado:
qSV, oy da=2u[D,D; dV (5.27)
Vv
A interpretacao do teorema € que a poténcia fornecida pela forca externa

1717

@v o,n, da=— J. v, £ da é igual a poténcia dissipada pelo sistema 2uj D;D; dV, visto
S, v
que nao ha acumulacado de energia cinética.

5.4.9.B Teorema da Unicidade

Suponha dois campos de velocidade v; e v; que satisfazem as equagOes de
“creeping motion” e as mesmas condi¢des de contorno. Entdo podemos dizer que as
solugoes desse problema sao iguais. Para provar partimos de

I= j(D' D,)(D;—D;)dV = j (vi=v)I(D;-D,)dV (5.28)
usando a técnica de integrais por partes,
0,[(vi=vi)(Dj =Dl =0,[(vi = v)I(D}; = D;) +(v; —v,)9,(D; = D;) (5-29),
transformamos a integral no volume em integrais de superficie

I= ja[(v— (D} —D;)]dV - j(v— )0,(Dj; —D,)dV =
(5. 30)
= (vi-v,)(Dj D)nda+j(v—v)a(D' D,)dV

Em S v; =v{ anulando a integral de superficie. Para o outro termo utilizamos as

equacoes de “creeping motion”
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1
0,0, =0=>8,[-p5, +2D;]=-0p+210,D,; =0=9,D; = -0 (5.3

1
Assim, I:—2— j (vi-v;)0,(p'—p)dV . Usando a mesma técnica anterior:
Hy

Ol(vi=v)(p' =P =0,[(vi=v)I(p'=p)+(vi=v)o,(p' = p)].
Mas 0,(vi-v;)=0,vi-0,v;=0 logo I= —%I(V; —-v,)(p'-p)n;da=0 pelas
B
condi¢des na superficie. Por outro lado:
I= J-(D;j -D;)(D;-D;)dV=0=D;=D; V7eV (532)
14

e provamos a unicidade.

5.4.9.C Teorema da Dissipa¢do Minima

Vamos supor agora dois campos de velocidades v; e v em que v; satisfaz as
equacdes de “creeping motion” mas v; satisfaz apenas a continuidade da massa, i.e.,
0,v;=0. Além disso, a regiao de interesse esta delimitada pelas superficies Si, na qual
v; =V}, e por S, na qual v;=v]=0. O teorema da Dissipacdo Minima afirma que a
menor dissipagao possivel é para o escoamento que satisfaz as equagdes de “creeping
motion”. A demonstracao é semelhante a do teorema da Unicidade. Vamos partir de:

(a]‘V; _6jvi)Dij = [D:] +sz]’ - Dij _Vvij]Dij = (Dz,] - Dij)Dij (5.33)
usando a contracao de tensores simétricos com antisimétricos novamente. Por outro
lado, com os resultados anteriores, podemos colocar esses termos na forma propria para

usar o teorema da divergéncia:
! ! 1 !
[0;(v; =v)ID; =0,[(v; _Vi)Dij]_i(V' —V,)0;p
o, (vi=v,)pl=(vi=v;,)0,p .. (5. 34)
! ! 1 /
[0,(v; —v)ID; =0,[(v; _Vi)Dij]_xai[(Vi —v,)p]
Assim:

I(D; —-D;)D; dV = Cﬁ(V: —v,)D;n; da—c_[)(vj —V;)D;n; da
v Si S

. : . : (5. 35)
——P(vi—v)pnda+——¢(v;—v,)pn;da=0
2n 5 2u 5
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pois em S1 v; =v; e em S2 ambos sao nulos. Agora, a dissipa¢dao do escoamento vi’ vale:

E(¥)=2u[ DjDj dV =2u[[D}D} —(Dj - D;)D;1dV =
%4 v

(5. 36)
=2u[ D;D; dV +2u [ (D} - D;)(Dj — D;) dV
|4 |4

Isso significa que E(v')=E(V)+CeC2=0 ..E(V')>E(V). A menor dissipacao € a

do movimento de “creeping motion”.

5.1.9.D Geometria Equivalente

Vamos supor um escoamento de Stokes devido um corpo Ci, limitado pela
superficie Si, com velocidade U, i.e. v; (Sl):ll, limitado pela superficie S na qual
v; =0. Vamos tomar outro corpo C2 com a mesma velocidade U, mas agora limitado
por S, de tal forma que o corpo Ci estd contido em S2. A mesma superficie S limita os
escoamentos nos dois casos. O campo de velocidade v; satisfaz as equagoes de
“creeping motion” entre Si e S. J4 para o campo v, vamos tomar uma velocidade que
satisfaz as equagoes de “creeping motion” entre Sz e S, mas é constante e igual a U entre
S2 e Si. Isso significa que v, nao satisfaz as equagoes de “creeping motion” em todo o
espaco, mas € solenoidal em todo ele. Logo as condi¢des do teorema de Dissipagao

minima sdo validas e podemos afirmar que E(V')=E(V). Por outro lado

E(v)=2p I D;Dj dV +2u _[ D;Dj; dV , mas Dj=0 no volume entre S e S» porque a

V>S5, 5<V<S,

iy i

velocidade é constante. Mas .[DijDij av = <j>uo,.n. da= Uigﬁcijnj da=U,F, o que significa
14 S S

que U,F'>UF, .. F'’>F,. A conclusao é que se um corpo contém outro e ambos se

deslocam com a mesma velocidade a forga de arraste serd maior para corpo que contém
o outro.

Daqui, podemos perceber a geometria equivalente. Criamos um corpo com uma
geometria G qualquer e um fator de escala A que aumenta suas dimensoes. A forca de
arraste serd uma fungdo continua e crescente de A, F(A). Vamos considerar agora um

corpo C de tal forma que C contém G(A1) e G(A2) contém C, conforme mostra a Figura
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128. Entao, F(A1) < F(C) < F(A2) e existe deq de tal forma que F(ieq) =F(C). Como a
superficie externa S na qual a velocidade é nula nao entrou no resultado para o calculo
da dissipagao o Aeq independe da mesma, o que nos fornece a seguinte estratégia para
lidar com corpos de geometrias muito diferentes: 1. calcular a forga de arraste para o
corpo desejado em um escoamento infinito, sem paredes, bem mais facil do que na
presenca das paredes. 2. Determinar o Ae no fluido infinito em comparagao com um
corpo com uma geometria em que se conhega a solugao na presenga das fronteiras S. 3.
Usar esse mesmo Aeq para o calculo da forca de arraste na presenga da fronteira.

G(2,)

—

— G(d,)
Figura 128. Geometria Equivalente.

Uma forma de justificar mais detalhadamente a aproximagao da hemadcia na sua
forma biconcava por um paralelepipedo de comprimento L, largura W e espessura &
desprezivel, seria através do Teorema de Minima Dissipacdo e da geometria

equivalente.

5.4.9. E Teorema Reciproco

Vamos considerar agora dois escoamentos entre as superficies S1 e S: no qual
ambos satisfazem as equagoes de “creeping motion”, ambos sao nulos em Sz, mas que
nao satisfazem as mesmas condi¢gdes de contorno em Si. Entao percebe-se que
o;D; =[-p'd; +2uD;1D; = —p'D;; + 2uD;D;; = 2uD;;D;; que sera o mesmo trocando a linha

de lugar, levando a ¢;D; =c;D;;. Agora

6j(cs§jvi) = (jSs;j)vi + cs;j@jv,. = cs,'.j(Dij +W;)= G;jD,.j e também 6j(cijvg) = Gi].D[]. .

Logo,

ij v i

[o(cyvyav = [o,(c,vi)dv
14 14

qSVi G;j " da _q.)vi G;f 1 da = @V: G, 1, da —q‘)VE G, 1, da (5. 37).

5 5 5i 5
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Como v; e v; sao nulos em S

5.4.10 Presenca de Singularidades ou Func¢oes de Green

Vamos considerar o problema do escoamento devido a uma forca pontual em
um meio infinito, cujas equagoes sao:
0,0, =—f8(r -7
c; =—pd; +2uD; (5.39)
o,v.=0
Pode-se verificar que uma solucao dessas equagdes, conhecida como Stokeslet, é

dada por:

R (5. 40)

onde R=7-7 e R=lIRII

Claro que \7(? -1, f’) e p(?-fz, ]?) também sao solugdes e, dessa forma, podemos

escrever cada um dos termos da expansao em série de Taylor dessas fungdes em termos

de h, ou seja,

W -7, f) Z(l )V(rf) e pF-if)=2( o B 7y 5.a0)

O primeiro termo na expansao ¢ chamado de Doublet e é dado por:

> - > =

1 {(]f x)xR (th _3(f-R)(h-R)R

V7, f.h) = )

8mp R’ R’ R’ (5.42)
s Fy L (f h) _3(f-R)(h-R)
PD(V,f,h) - 475 Rg RS ]}
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de onde percebemos que a velocidade tem dois termos com simetrias diferentes, um
antisimétrico por causa do produto vetorial e o outro simétrico, ja a pressao é
totalmente simétrica. Por isso se quebra o Doublet em duas contribui¢des, o Stresslet,

simétrico, e o Rotlet, antisimétrico:

(f hy _3(f-R)(h-R)

‘755(7/]?/};): 3 5 IR
8nu R R (5. 43)
__ (f h) 3(f-R)(h-R)
Pss (7 fh) ﬂ R R 1}

1 (j?xﬁ)xf{= 1 OxR

Vo7, f h) = i com Q= fxh e py(F,f,h)=0 (5 44)

8mu R’ 8

A Figura 129 a mostra uma representagao pictorial entre o Doublet, o Stresslet e o
Rotlet. Nela se percebe que no Stresslet ndo ha torque nem forga resultante, s6 tensao, ja
no rotlet ndo ha forga resultante, mas existe torque. Se os vetores h e f sao paralelos, i.e.,
nil f o rotlet serd naturalmente nulo, na forma representada na Figura 129 b. Os
proximos termos na expansao dao origem a quadrupolos e outras ordens superiores
envolvendo expressao algébricas cada vez mais complicadas. Existe, entretanto, ainda
um termo simples que pode ser extraido do Stokeslet, chamado de Source Doublet,
Potential Doublet ou Double Layer Potential, obtido aplicando o laplaciano na solugao

do Stokeslet. Em lugar de aplicar diretamente o laplaciano na velocidade entretanto ¢é

o .1 . . .
mais simples usar o fato de que V’v=—Vp e aplicar o gradiente diretamente no p do

Stokeslet para obter

i 3(f-R)R

Rg & ——— ] (5. 45).

Vp(7, f) =

A semelhanca do Source Doublet com o Stokeslet, diferindo na poténcia do
denominador o torna muito util para geometrias esféricas. Por exemplo, a lei de Stokes
para uma esfera de raio a em um meio infinito sai facilmente se percebemos que

podemos usar um Stokeslet e um Source Doublet centrados na origem para satisfazer as
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condi¢des de contorno de velocidade constante na superficie da mesma. Neste caso
queremos encontrar duas constantes o e B que garantam

(E. R)x 3(E- R)

v, —oc[; ]+[3[——+ =] (5.46).

2

a - 4F,
Percebe-se que f=—-—a cancela os termos com F-R e fornece v, = oc3—1 e usando o
a

fato de que o = 8L chegamos a F =6npa v, alei de Stokes [85].
g

Doublet Stresslet Rotlet

7P %T;HT:l

b
Figura 129. a.Ilustracao de Doublet, Stresslet e Rotlet. b. 1 e f sao paralelos.

218



Capitulo 6

Conclusdo e Perspectivas

O trabalho desenvolvido ao longo do Doutorado abriu diversas perspectivas
para novas pesquisas. O fato de incorporarmos a capacidade de espectroscopias lineares
e nao lineares nos forneceu um horizonte muito vasto, impossivel de ser explorado em
uma tnica Tese. A observagao das ressonancias de Mie em microesferas capturadas e a
medida da intensidade da forca dptica em funcao da posicao do centro da particula ao
foco do laser e da polarizagao nos fez pensar sobre os métodos de calibragao e sobre a
Teoria de pinga Optica. As oscilagdes vistas nos graficos da segao 3.2.5.2 nao sao
explicadas por nenhum modelo 6ptico, abrindo a possibilidade de aplicagao de novos
modelos de feixes incidentes incluindo, por exemplo, efeitos de difragao, ja que
experimentalmente o feixe do laser nao é nem muito menor e nem tdo maior que o
diametro da objetiva. Esses resultados também nos levam a um estudo mais detalhado
do papel da polarizagao em uma pinga ptica.

Outro ponto importante seria realizar uma calibragao anisotropica da pinga
Optica. Até o momento temos uma calibracdo para a forga Optica do plano e nado para a
forca em z. A forga que o laser exerce sobre uma particula € menos intensa na diregao de
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propagacao z do que na diregao perpendicular. Isso significa que quando aprisionamos
microorganismos flagelados eles tenderao a se deslocar mais na dire¢do z, onde a forca
Optica é menor, do que nas outras. Para quantificar esse movimento precisamos de uma
calibracdo da forca nessa direcao. O sistema ideal seria capaz de quantificar o
deslocamento nas 3 dire¢cdes e medir a intensidade, direcao e sentido do vetor forga.
Essa calibragdo se torna necessdria para estudos quantitativos de movimentos de
microorganismos aprisionados.

O nosso sistema de pinga Optica acoplado a espectroscopia demonstrou a
capacidade de obter os mais variados espectros. Isso abriu a possibilidade de realizar
microscopias com esse mesmo sistema usando linhas espectroscopicas especificas. Para
tanto, € necessdrio associar a intensidade da linha com a posi¢ao do laser de excitagao.
Nosso sistema atual de varredura serd lento, pois o estdgio de translacdo tem massa
grande, mas isso nao seria o problema para amostras estdticas. Isso nos permitira
obtencdo de imagens tanto através da luminescéncia excitada por dois fétons como por
Hiper Rayleigh ou Hiper Raman. No caso do Hiper Raman, por exemplo, o tempo de
integracdo sera maior do que o tempo de varredura, ndo importando muito a
velocidade da mesma. Imagens construidas a partir do SHG estdao comegando a ser
usadas na Biomedicina. Uma forma de aumentar a velocidade de imagens em linhas de
Raman € o uso da técnica chamada CARS - “Coherent Anti-Stokes Raman
Spectroscopy” que amplifica consideravelmente a intensidade do sinal, com a
conseqiiente diminui¢ao do tempo de aquisigao. O CARS é feito usando-se 2 lasers que
tém suas freqiiéncias sintonizadas de forma que a diferenga entre elas seja igual a
freqiiéncia de um modo de vibragao da molécula em questao.

A pinga dupla nos mostrou que é possivel utiliza-la no estudo, de grande
importancia bioldgica, dos processos de adesao de eritrdcitos. Até o momento nao existe
uma medida absoluta desse fator. Quantificar essa adesao poderia ajudar a explicar a
natureza da ligacdo hemdcia-hemdcia tanto no sentido bioldgico como quimico e

colaboraria para garantir a qualidade de transfusdes, no estudo de doengas e na
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validade dos modelos empregados no dia a dia de um banco de sangue. Poderiamos
quantificar essa adesdao acoplando as hemacias em microesferas cujo deslocamento nos
permitiria calibrar o valor da forca. Para isso, € necessario funcionalizar as microesferas
garantindo sua ligagdo com as hemacias.

A calibracao da medida de forcas e de elasticidade nos levou ao estudo da
hidrodindmica no regime conhecido como o “creeping motion”. Afinal, os
microorganismos vivem em um universo sem inércia de baixos nimeros de Reynolds e
qualquer aspecto de sua mecanica, como as técnicas Opticas se propoem a fazer, s pode
ser completamente entendido com o conhecimento dessa hidrodinamica. Apesar de
mais de um século dos trabalhos de Stokes e outros grandes nomes da hidrodinamica, o
fato é que nao encontramos desenvolvimentos tedricos prontos na literatura para as
forcas hidrodinamicas na presenca de duas paredes, a nao ser no caso de esferas.
Trabalhos de matematicos nessa drea estdao aparecendo em 2000 e 2001. Novos
desenvolvimentos na microscopia e microbiologia, incluindo a pinga Optica, trazem
incentivos para a solugao desses problemas. A maior distancia de uma particula
capturada pela pinga Optica a uma parede é a “working distance” das objetivas de 100 X
dos microscdpios Opticos, que é da ordem de 200 um. Muitas das nossas medidas sao
realizadas em uma camara de Neubauer. Para um bom aproveitamento da pinga dptica
¢ fundamental uma maior compreensao da hidrodinamica envolvida. Além do estudo
tedrico e do seu papel na medida de forgas e elasticidades, também podemos usar a
pinga Optica para compreender e validar modelos de dinamica de fluidos, tais como
interagao entre microparticulas.

Quanto mais estudamos e compreendemos os fendmenos envolvidos, mais idéias
e novas aplicagcOes surgem para ser colocadas em pratica. Todo o trabalho dessa Tese
nos ensinou que, no campo de pesquisa da pinga Optica, estamos apenas no inicio. Cada

novo desenvolvimento s6 amplia as possibilidades de sua utilizagao.
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Apeéndice 1
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1. Prova de que os operadores V, L e Vx L comutam com o V’:

Vamos mostrar que os operadores V, L e VxL comutam com o V?, usando a
notacado tensorial de Einstein em que indices repetidos significa soma nos mesmos, os

tensores de Levi-Civita g;; =1 para ijk =123, 312 e 231; g;; =-1 para ijk = 213, 321 e
132; e &;3 =0 para quaisquer indices repetidos e o delta de Kronecker §; =1se i=j e
Sij =0 se i # j, obtemos:

a. VV? =¢,0,0,0; =0,0,(¢,0;,)=V’V

b.L=—iFxV =—ié;ejyx;0; = V’L=0,,0,,(~i ¢ 2 jyx;0; =

ViL=—ié j€ik10mOm (Xk01) = =1 €8 1[28,, x0,1,,01 + X010,,0 ] -
Se o tensor Sij € simétrico, i.e., Sij = Sji, entdo &;S; =0, pois ;S;; =¢;Sj; por simples
troca de letras e &;5;; =€;3S5;; = —€;;S; pela antisimétria do ¢ e simetria de S, logo
281~]~k51~]~ =0. Dessa forma &00; =0 levando a V2L =—-ié s]klxkﬁ 0O = =[VZ.
c.VxL =€€i0kL; = €;& juOr[~1€mn Xm0y 1= ~1€; (&€ nn 10k (x,,0,) - Aqui usamos a identidade
EgjkEimn = O jmOkn — 87O, Obtendo  Vx L =—1€[8 0, — 8,01 10k (x,,0,,) que, na contragao
com as &'s, se transforma em VxL=—ié 10, (x,0,) =0, (x,0,)]. Desenvolvendo, obtemos
V x [ =—ié;[x;00y +8yj0x — x0x0; —0;(O4xx)] que € transformado em

Vx L =—i&;[x;0,8y +8; —x,0,0; 30,1,

3
pois  0px =Zaxk 21 3. Portanto, VxL=i[2¢;0;—¢x;0,0k +x,0;(¢,0;)], ou seja,
k=1 %k k=1

VxL=i[2V-7V?+(7-V)V]. Aplicando o Laplaciano V?*VxL=6,06,VxL obtemos
VZV X E :l[Z(E]aj)amam - Omﬁm(E]x])(ﬁkﬁk) + Gmﬁm(xkﬁk)(éjaj)] . Agora é so Separar Os

termos em que a derivada 0, se aplica em x dos outros para obter

m

V2V x L =i{[28,0; ~ (2%0404) + (X106 )(F0)100 s + Oy (B3,0k01)(E10) — 0, (18,)(D40)} que
vira V?VxL =i[2é]-6]~ - (ijjakﬁk) + (x]@j)(Ejﬁj)]ém@m =(Vx E)VZ uma vez que
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O (80 )(€;0) = 0, (€8, )(0x Oy ) = €001 0y —€;0;0r0x =0. Dessa forma, mostramos que
os operadores V, L e VxL comutam com o V? e as funcdes vetoriais A=V, D= i¢

e F=(VxL)$ satisfazem a equagcao diferencial vetorial.

2. Prova de que as fungdes V,;;, construidas a partir dos harmoénicos esféricos sao

ortogonais entre si:

/ ! (n'+m")! _ ' -~
N = _1 m+m T (n+m) T Ym + _1 I’I’IY m Ym + _1 m Y ,m
<\|’enm|\|lenm> ( ) \/2n+1(n_m)! 2n’+1(n’—m')!< n ( ) n n ( ) n >

' ! "+m')! , 2 (n+m)!
— _1 m+m T (n+m) T (7’1 8 /8 ;+ _]_ m+m8 ,8 R 8 '8 !
D \/2n+1(n—m)! 21'+1(n'—m')!{ ot + (1) oS} 2n+1(m—m)t "

e 0o mesmo vale para a func¢ao par ,,,, . Também,

Y (-

o aymam | T (n+m)! o (W +m) m myem
<W‘mm|we"'m'>_l( 2 \/2n+1(n—m)!\/Zn’+1(n’—m’)!<Y” =D7Yy

. | o (I+m)! . (n'+m')! ,
—evT \/21 1 Ez - m;' \/ 2n'+1 En' - mr;' (B Bamt = (1" Sy S} = 0= (Ve [Wonim)

3.Calculode M e N:

R _ 1 -
Temos que [ = i ﬂ_g(p %] e sendo M,,, =7Zn(kr)L\|1nm

sen6 O
W =2, ()W e = 2, () 2y IR (cos0)cosmo
= (TSR b (c050)2, (p)2y - cosmo D 7 )z
Pl =+ 2,000 =+, ()i 2oy 1P (cos)senmg
= (TP (€08 0)Z, (p)ég —senmo W@(pm}

Lembrando que N, = %V x[Z,(kr)Ly,,, 1= %V X My »
i
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N>

re rsend e
r 0
1 1 ¢

VXM =——5———| 0r 00 ¢ =
k r* senf .
0 TSN pros0)Z,(p) —cosmp 23 7 (o)
i sen6 de |
11
k r* sen6
d dp’" . r mcosme Z,(p)P," . dp’ d [rZ,(p)], ~
—-rZ,(p) cos mo—|[ send ——]+ Tt e, +rsenfcosm 1 1 e
[=1Z,,(p) Pl 7] p— le, Ol o 1%
P N
rsend [m senmo P, d [an(p)]] )=
sen dr
rZ.,(p) 1 d aP"  m?P" dP" 1 d [rZ,(p)], «
= —122~ cos me [-———[senb e, +cosm — e
2 O 0 0™ 0 sen2el g0k ar 1%
~msenme P 1d [an(p)]] ;
sen0 kr  dr ¢
usando a equacao diferencial dos polindmios associados de Legendre,
m m
Nenm — rzn(zp) COS M@ n(n+1)anér +COS M@ dpn [ld [rzn(p)]]é‘e _ msenmaeo Pn ld [rzl’l(p)]
kr ae p dr sen0 p dr
Analogamente:
m m
Ry = 220) e nrs 2%, +sen g 2P0 (LA UZu(®lyg _meosmo P 14 1Z,(p)
kr ae p dr send p dr
4. Prova da relagio H = Z_%Aannm —:l—l;BnmNnm

Vamos escrever o campo elétrico como:E=Y A, M,,, +B,,,N,,, - No caso TE,

- ~ - i - ik = VxM ik -
E= ZAannm e H= Z_“_(OAWWVXM’W” = Z_H_(OAannmzz_H_wAnmNnm .
No caso TM,,
~ -~ = ] -~ ik VxM ik -
H= zcannm e E :Zacnmvanm = Zacannm: z%cnmNnm
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1o nm*Nnm ~ BnmNnm mas
E N ik Y 0
E= ZBnmN”m == BnmNnm - X0 C”mN”m = Cnm - _TB H Z
entao
- ik - ism -
H= _M_O)AnmNnm _TBnmNnm

m=7-Ly,, =0 entdo 7-E=)B,, 7N

nm

L. F . 7 , .

r 'Nnm = avx[zn(p)L\Vnm] = a{vzn(p)x L\Vnm +Zn(p)vx L\Vnm}
7 Z . = -

= E{ nr(p) rX L\Vnm + Zn(p)v X L\Vnm}

mas, 7-[rx i\ynm] =0 entdo 7-N,, = %Zn(p)vx Ly,, porém VxIL= i2V-FV2 +(FV)V] e
1

VxL=i{2(F-V)+(7-V)(F-V)+r*V?} sendo que(7-V)y,,, =0 pois V,,, ndo depende de r
Considerando que

, 0% I?

VZ=r 5_7‘2 )T VXL\Vnm __irZVZ\Vnm

, [? .
= r_z\Vnm =in(n+ 1)‘Vnm

temos 7-N,,,, = nn+1)

Z,(P)V,,, € portanto

Z P zn(n+1)

—ik n(n+1
2o 0B © F-F = i) 2 0o

6. Calculo de integrais:

A. Integrais de seno e cosseno:
2n

I cos@cosme do j {cos(m —1)¢ + cos(m +1)o}de = 3,
0 0

I\.)|>—\
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27 2n
I cospsenmo do = '[ %{ sen(m —1)p +sen(m +1)e}de =0
0

0
2n

J. cosmecosm'e dp = I %{cos (m—-m")o+cos(m+m")plde =nd,,, +7nd,,,05,,
0 0
[1+3,,,]mo
Analogamente:
2m 2n

2n
j sengsenm® do = 1d,,; _[ senpcosm@ dp=0 € I senm@ senm'ep dp =[1-3,,,]1d
0 0

mm'

B. Integrais por partes:

1.

Zn(kr)Bln =

. _ ! T 3
o K@+ 1) (=D [ oang b (cos 0)(-e70%0)d0
k  (n+1)! 2nn(n+1) 0 do

_iEgm k(2n+1) (n-1)!
ok (n+1)! 2mn(n+1)

T
{sen® Pl(cos@)ercos®|r —Ielkmose sen® P! (cos 9)[;—Gsen6 Pl(cos0)] d6}

0

] ~1 T
Zn(kr)Blnz_ZEOTc k(21’l+1) (1’1 1)- J'elkrcose[i

sen® Pl(cos0)]do
kK (n+1)! 2nn(n+1) 3 do

2.
T m m mpm m m m m m
f{dpn dp}' P P } dP dpy' ede+j sond 4 6 P
0 do de sen? de do
Wl m m m
—jd dp,’ dp n_pr e 4 j " send d 0= jpm 1 i[senedpn 1+ PZ }sen® d0
d@ d@ de sen-0 senf do do sen“0
n |
= [n(n+ )PP send d 6 = 2n(n+l) (nrmts
0 2n+1 (n—m)!
3.

U m m m m m m
J-(dPnr P, N dP,” Py ) sen0do = J—(dPn Py dP, P")d0 == P!
d0 sen® dO senb do

AP

P")de

;- g(df;g Py o + J(

= PJ(-1)P"(~1)~ P} ()P (1) = 0

pois Py (£1)=0.
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7. Calculo de Q,,

Vamos agora calcular a secao de choque de pressao de radiagao para onda plana.

O tensor de stress de Maxwell e a forca sao dados por:
l/e = ~ =
T = ED;+HB;~—(E-D+H-B)3,

F = § Tynda
S

onde S é qualquer superficie que engloba o objeto. Em particular podemos usar a
superficie em r— . Como 0s campos podem ser complexos mas a forca tem que ser

real, temos que

F, :Reg(fﬂjnjdazRec'f;[EiD;nj +HiB;nj —%(E.D* +H-I§*)nl} da

com,

N ~F

ji=é, D -ii=D.,,B -ii=B, e da=r"sen0d0dg,

onde ¢, =senfcos¢ ¢, +sendseng ¢, +cos0 ¢,

temos,

F, :Reg%{ng,.E;‘ +u,H,.H, —%[512“- E' +uH-H n, | da

Os componentes radiais dos campos, tanto incidente quanto espalhado, levam a

fungao Z» (P% - eiyz . O elemento de 4rea é proporcional a r*, logo qualquer produto
p

com uma das componentes radiais vai com F, F,~1/p® e F, F, ~1/p*, assim as relagdes
r?F, F, ~1/r e r*F, F, ~1/1*, se anulam para r — . Dessa forma, os dois primeiros
termos na integral E;E, e H;H, sdo nulos. Além disso, para r — o
E-E' =EE, +EE,+EE, =EE,+E,E, e H- H =HH, +H,H, + H H, = HH, + H H,
E entao,

Eﬂ%@+gq@§+%§ﬁu&mﬂHﬂHmmVa
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Como o campo elétrico é E=E™ +E*,

* inc sca inc* sca* | _ pinc pinc* inc sca* sca inc* sca psca*
EE, =| By +E" || B + Ey" |= EyEy + EJEy" + E;"E) + Eg"E;

Entretanto, o termo EME"™ s6 depende do campo incidente e portanto nao esta
o Lo P P P

relacionado a particula, logo o mesmo nao entra no calculo da forca. Antes de continuar

o calculo vamos definir as funcoes de 6:

p" dpP™ ~ .
=" et =-"" que sao reais.
sen0 do

Lembrando que os campos elétricos e magnéticos sao:

o 2n+1
E - OZ oln lN:ln]_ZE [Moln ZZ\]:ln]
n(n+
- 2n+1
H = OZ eln oln]___zE eln+1N31n]

2n+1 3 . 3
ia, N> —b M> 1=>E [ia, N> —b M
OZ 7’[(7’[ + [ n eln oln] z n[ n eln oln]

H =—F

s

7 =5y 2y K a0

oln eln

) ZE ib N2 +a M ]
Ho n(n+1)

E considerando as formas assintéticas das func¢des de Bessel,

h;(p) (- 1)71*1 ep Jn(p)=7= ! |:( l)nJrl ip +(i )nﬂ _lp:| e

2p

;[phl(p)] =(- [pJn p)]— [— ) +(i) e ],

Eie=zEn{C05(Pﬂn%[( —i)"e® +(i )””e‘i} icosor, —[( i) e® +(i)" e ]}:

ZEn coscpzip{n,, [( 1)”+1 zp+( )n+1 _,J . [(_i)”e"’ +(i)n e—ip}}:

Z E COS(P|: n+1 IpTC +( )n+1 1pnn . (_i)m—l Eian _(i)m—l e—ip,r”:| —

E, e’® T, —T, |+ T +1 |e®
COS(PZ { n+1 [ ] ( n+1[ ) n] }
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E,= ZEn {— sen@ ;; [(—1)"+1 P (i )"+1 Zp] +isenQrn, [( i)' e +(i)" e”"’}} =

Sen(P Y n+l jp (s n+1 ,p n+1 ,p n+1 ,,p _
% > E,[—(-i)" ePr, ~ (i) o= ()" P, + (i) e, | =

seng

2p z En {(i)ml e [Tcn _’cn]_(_i)wrl e’ [Tcn 1, ]}

cos @

Ese z E {lan n( l)” e'P b ( )nJrl Ttneip} =

= COPS(PZEH {(—i)’1+1 e”[a,t, +b,n ]}

n-n n'Tn

ES(P _ seno Z E { 1annn( 1) o +bn( )n+1 Tneip} _
p

sen

=B g, +b,5])

assim, ficamos com as combinagoes:

EoEo =[%2En (o e‘fp[nn—r,1]+(—i>"“[n,1+rn]ew}}

{cos(PZE;{ o (i) e -k, (i) n,ﬂe""’}}:
(COS (PJZE = () (@) e, [m, -1, -0 () () e [, x|

()™ 0 () [, 1, ] = () () [, 4, ] =

(cos (pjz EE, { (i) (1) e [7, —Tn][a;,rn, er;,nn,]—(i)m1 (=i)"[x, +tn][a T, +bm, ]}

ESGE; :|: z En {_(_i)’”l anrneip - bn (_1‘)”” nneip} X

[ cosP Y E, {(—i)"'+1 e®[r, —1,]+ ()" " [, 1] e""’} =
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2
:C;SZ(pZEnE; {—(—i)”’“(—i)”+1 e ar,[n,—1,]-(- —i)" (=)™ e**b,m, [m, -1, ]
P

_(i)”'*'l (_i)’”’l antn [T[n' + Tn’ ] - (i)”’*'l (_i)”"’l bnTcn [nn’ + Tn']} =

2
CZS 2([) > E,E, {—(—i)’“1 (-)"" e [r, — 7, ][a,7, +b,m, |- ()" (=) [n, + 7, ][, + b7, ]}
P

EoEl = {COS‘PZE{ )"+1e"’[anrn+bnnn]}} [COS(PZE (=) e [ayn, +bym, ]}}:

p

2
_ cos2 (PZEnE; (_i)n+1(i)n’+1 [anrn +bnnn][a T, +b.m, ]

n' “n' n'tn’'
p

[ 0 e - )]

{Semng (7 e [ + b ]}}:

p

= S;“E‘P > EE ()" ()" e [m, —x, ) aym, by, -(=)" (i) [, + v, ][ @, + by, ]}
P

ES(PE;P { sen ZE { n+1 o [annn +b,1, ]}}x
{ S B e [y - ] () e [y 4y ]}} -

senjcp EE. (=) ()" [a,n, +b,t,][n, —1,]-(=i)"" () a,x, +b,1,|[7, -1,
2p

EE. = Serf(PZEnE;, (=)™ (i) [a,m, + b5, [ oy, + by, )

sQ s
P

Agora ja podemos fazer as integrais em ¢:

2n 2n
Para F, > ¢,_=cos0— J. cos’q do = I sen’p dp =7, e para
0 0
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2n 2n
Fx —> em ZSQHGCOS([) e Fy 4 ery ZSQHOSQH(P = J COSZ(P COsS O d(P = I COS2(P senoe d([) :0 .
0

Portanto, sé havera for¢a em z, como ja sabiamos pela simetria do problema.

Continuando o calculo,

2n

j(EGE;+E(PE;)dq):ZEnE;,2%{{—(—1’)”’“(—1’)”” P [n, -1, ][a,5, +b,m, —a,m, bnfn]}—
5 p

{(i)””(i)’”l e [m, -1 ][an Ty + by, — T, b;,tn,]}—
{( =) (@) [+ 1[4, +bntn+antn+bnnn]}—

{(i)wr1 (—i)"! [, +1 ][a;nn, + b, T, AT, by, }} +
{2( iy iy {[a T, +b,m,] [a:ﬂrn, +b,m, ]} + {[a;nn, +b,1, ] [a,m,+b,1, ]}}
Rearranjando os termos de E,E, + EQ)E:p e chamando o ultimo de I,, temos
I = J.de sen6 cos 0 722 iy (Y E,E), {bnb; [T + Ty |+ by [T, + Ty |+
bna;r [ty + 7,7, ]+ ana;v [, 7y + 1,7, ]} =

= _[desene cos0 rzz iy (i)™ E,E, {[b b, +a,a, :|[‘Cn’tnv + 10Ty |28,y [T +tnnnv]}

Ja os terceiro e quarto termos ficam como 1,,
T P . ,
I, = J.de r? senf cos 62—22 E,E, {—(—i)”+1 (i)" *12Re [+t |[a,m, + 0,1, +a,T, + bnnn]} =

—Ide r sen@cose ZEHEH { —i)" (i) 2Re[a,,m, + 4,7, 7, + b7,

n''n’‘n'
+0, T, Ty + 0,7, Ty + 4,7, Ty + b, 1,7, +b,7,7, 1) =
T T ,
= Ide r* sen6 cos 92—2 > E,E, {—(—i)"+1 (i)' 2Re [, [mmy + 1,1, ]+ a, [1,m, + 7,1,
0 p

+b,, [, 7, + 1,7, |+ b, [T, + 7,1, ]]} =
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- ]Ede r sen@cos@%ZEnE;r {-(-i)”+1 (i) 2Re| [, +b, ][y + 5|+ [, + by | vy + 0,7, ]
S6 falta agora, definir a integral I, que é referente aos primeiros e segundos,
I, = Ede r* send COSG%Z E,E, {{_(_i)”’ﬂ (=)™ € [ — 1 [,T, + by, — 7, bnfn]} _
(Y @) e, — v, [y + by, — aym, b,’;mn,]}} -
= Tde r* senf cos G%Z E,E,2Re {{—(—i)”i+l (-)"" e** [n, — 1, ][a,T, + b1, —a,m, —b,T, ]} =
I, = Tde senfcoso ZEHE 2Re{-(=i)" (=) ?Px

X [anrnnnr +b,n,m, —a,n,n, —a,T,T, +4a,1,%, —b,T,T, —bmW T, +b,T,T, }

Usando as solugdes dessas integrais em 6 demonstradas por Gouesbet,

2 (n+1)!
2m+1(n-1)1 ™"

In Ty, + T, T,y senecosedez
0

2 2 20 12
[, +1,T, |senBcosB d6 = 2t D2y n+l, 2n(n+1) (n=1)
(2n+1)(2n-1)

sen'=n—-1,0sen" #ntl
(2n+1)(2n+3)

O — 3

temos,

2n+1 2n+1 2 (n+1)!
n(n+1) n(n+1) 2n+1(n-1)!

=35 ()" @ ) () B, 2Re[ab, |+

2n+1 2n+3 2 (n+1)(n+2) [
n(n+1) (n+1)(n+2) n+1)2n+3) """

Zk—ﬁ(—i)"” (i) (i)' (=i)"" E,E, va,a,, ]+

n"n+l

2n+1 2n-1 2n(n+1)>*(n-1) [bb ad ]
(n+1) (n-1)n 2n+1)2n-1) ="

> ()" @) ) () EEy
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2n+1) b 2 +2 : .
g, zi(m) S 2RI )

z |E | —(n+1 )n=1) [bnb,1 taa 1]

Na terceira somatoria fazemos n—1=n—n=mn+1, pois ela poderia comegar de 2

por causa do n—1 e obtemos:

(2n+1) o 212 n(n+2)
| 0| Zn(n+1) I: i|+nz=1: kz |E0| (1’[+1) I:bnbn+1+anan+1]

+2)(
Z | 0| an+1) I:bn+1b +a,.,4, }—

| O| Z(2n+1) [ a, n]+ | 0| Z (i1 )R [bnbMJranaM]

1 n(n+1)

Agora paral,,

_ nlE[ & et a2 2041 2043 20 (n+1)(n+2)?
2= {ZRG{;(Z) (=) (=) () n(n+1) (ni1)(n+2) (2n+1)2n+3) (@014 B ]+

~

S ot e 2041 2n=1 2n(n+1)*(n-1)°
20 (=) (=) (0) n(n+1) (n-1)n (2n+1)2n—1) (2 0,1]

o 2n+1 ) 2 (n+1)! B
+;[n(n+1)j 2n+1(n—1)![a"+b"]}}

__n|EO|2{2Re{izn(n+2) Aypq n+1]+i2(n+1)(n 1)[ 1]+i2[ inii)j[an+bn]}}
nn

2k* = (n+1) e =1

Fazendo na primeira somatéria n+l=n—->n=n-1 e na segunda

n-l=n—->n=n+l.

Izz—ﬂ{me{z”(”*z)[ o+ ZW o+ Z2n+1 ]}}:

2k* ~ (n+1) n(n+1)

_ alE[ { i{n(n+2 Lt Dn=1)  2n+1 }[a b ]}:

2k* (n+1) n n(n+1)
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E, e [ 12 (0 +2) + (n+ 1) ~ 1)+ 2n+1
__ {4Re2[”(”+)("?n+'11) +”+} +bn]}=

2
:_n|Eo| {4Rei{n3+2n2 +n3;n+17)12 —1+2n+1}[an +bn]}:
n(n+

(n+1)

:_n|EO|2 {4Rei{(2n+1)(n+1)}[a b ]}:

1, =_2n|E | ZRe{(2n+1)[a +b ]}

Quanto a I, vamos deixa-la por enquanto na sua forma integral.

De maneira similar, temos para o campo magnético H,

k sen n+1 eiP n+l ip
H, = o 2p(PZE {() [, =1, ]+ ()" [n, +1,]e }

k CosQ n+1 _1 i+l g
H, = E Pln, - P
e red LA OB LA e G A |

Hg, = k. sen(sz{ z)”+1e"p[bnrn+annn]}

Ho  p
H,, = _k cose Z E { ~i)" e [b,m, +a,1, ]}
e portanto:
* k2 Senz(p * o+l n'+1 —2ip * *
HiOHiO = (“0))2 2p2 z EnEn' {_(l) (l) e [nn Ty ] |:bn’Tn' + an'nn']

~()" (=) [m, 41, [b;,rnr + a;nn,]}
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k> sen’o
(o) 2p?

_(i)n’+1 (_i)n+1 [nn' + Tn’][bn‘cn ta,m, ]}

HsOH;G = EnE;’ {_(_i)n'+1 (_i)n+1 EZip [Tcn’ - Tn’][bntn + annn]

2 2
* k sen n n * *
HyHy = (H_(DJ o2 ? 2 E.Ey(~i) (i) . [b,7, + annn][bn,rnr + anrnn,]

2
Hing;p (ka) cos’ (pZEnEn { n+1 (i)" 1 ,2ip [x, _Tn]l:b:z'nn'_a:l'rn':'
(=) (@) [ 5 ][ by + a7 ]}

< _ k¥ cos? (p O
H, H, —=> E,E. {( { —i) [b,m, +a,7,][m, — ]

sotlip = (H(D

(=) @) by, + a7 [ - 1]}

HWH;P:[ "j O8O 5 £ L (- (1 [b,m, + a5, ][B s + )

po ) p’

entao dessa forma, ficamos com:

2n 2 , ]
.([(H oHp +H,H )d(p ZEnEn 2 (“];) {{—(—i)ml (_Z-)n+1 2 [nn'—Tn'][bnTn+anﬁn—bnnn—‘1n%]}—

(Y™ ()™ e?® [m, =, ) by + aymy —bym — a1, |-
{(—i)’”1 )" +1 [n, +71,][bym, +a,1, +b,1, +a,m, ]} -

{(z')"+1 (—i)nr+1 [, +71,] [b;,nn, +a, T, +bt, va,m, ]} +

{2 (=)™ ()" {[bnTn +a,m, | [b;rnr +a,m, ]} + {[b;nn, +a,T, ] [b,m, +a,t, ]}}
tal que as integrais ficam,
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(qu e P Z(2n+1) [”an]Jr[H%j RS Z (::12) Re[b,b., +a,0,, |=

—n(n+1)

e > T Re 0 ]+ S| 3

2 ns ) R[bb +aa ]

n-n+l nn+l

(n +1)

2 2 ©
—Mfwz 2“}'?' > Re{(2n+1)[a, +b,]}=
n=1

I,=-

I = 2n|E| ZRe{(2n+1)[a +0,])
TR

e

Iy = Ide senfcos—5—— Z E,E, 2Re{ (=i)" " (=) %P x

kz (u )

x[b, T, M, +a,m, T, = b, = b, T, Ty + b - 4, — A, T+ a,T, T,

I, = j dosendcosd—— > E,E;2Re{~(~i)"" (=) e*" x
2(u

x[b,t,m, +a,m,m, —b,m, T, = b, T, T+ b, T, — T, — 4,7, +anrnrn]}

Combinando I, comI,=1I,, I, comI;=I; e I,comI,=1I,, e de acordo com a

expressao de forca F = Reqﬁ«{—%[s(EeE; +E,E, )+u(HyH, +H,H, )| ni} da, ficamos com:

4 2n+1 < 2
b= A | SO et} A D e i, )

= (n+1)

usando a relacdo k-k = o’ep:

8 2 2n+1 < 2
b2 gj( O D]+ 520052 )>R[bnbm+an%]j

= n(n+1)

I, =-2n|E,| (ki”

VRN _
> J;Re{(2n+l)[an +b,]} =
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4“}'5 of ;Re{(2n+1)[a +0,])

e agora por ultimo,

I,+1, = (Z—;’+ Mn“ ]Id@sene cos0> E,E, Re {—(—i)”,+1 (i) %P x

[a,0, 7, + b, 7,7, —a,7, T, — 4,7, T, +a,7,T, —b,T,m, —b,m, T, +b,7,7,]+

[brn +a,n,n,-b,n,mn,-b,t,1,+b,m,T,—a,T,n, —a,n,T, +a,T,T ]}:>O

nn'‘n' n'n'n

Dessa forma, no final dos célculos a for¢a devido a pressao de radiagao é:

F= 2“}'5' ;Re{(2n+1)[a +b,]} -
(2n+1) o = n(n+2)
( |E| j[mnn+1) [ ]+; (n+1) Re [b”b””Jra”a””]]

definindo a relagdo entre a forca e a se¢ao de choque como C = , a eficiéncia para

e|E,|
a pressao de radiagao causada por uma onda plana é:

C 2 &
QP” =—2:W;Re{(2n+l)[ﬂn+bn]}_

na

4n e (2n+1) L n(n+2)
(kZ |E0| 8)( [anbn]—‘r; (7’l+1) |:bnbn+l +anan+1:|j:>

T n(n+1)

. =%i {(2n+1)[an+bn]}—

A, (2n+1 & n(n+2)
(226 o) SO Dref ] S DRl ]
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Apeéndice 2

241



(* definir os intervalos dos tamanhos da largura dos picos *)

conjuntodeintervalos

{
{723,727}

’

{727.5,730}

’

{735.5,738}

’

{740,742}

’

{748,750.5}

’

{760.5,764}

’

{774.5,778}

’

{779.5,782}
}i

(* programa

tedricos para cada r do conjunto desejado ¥*)

+ (1/2)11=1;
+ (1/2)11z]1;

J[k_]1[z_] := BesselJl[k,z];
H[k_][z_] := BesselJ[k,z] - I BesselY[k,z];
jIk_1[z_] := Sqrt[Pi/(2 z)] JI[ (k)
hlk_]1[z_] := Sqrt[Pi/(2 z)] H[ (k)
n[l_]:= (al + bl/(1*104-7)*2);

al = 1.5683;

bl = 10.087*104-11;

wl[l_]:= (a2 + b2/(1*10%-7)*2);

a2 = 1.324;

b2 = 3.046*10~-11;

m[l_] := n[1l]/w[1];

x[r_][1_] := (2*Pi*r*10+3*w[l])/1;

alk_]1[x_,m_]

(h[k][x] D[m x

blk_][x_,m_
(h[k] [x] D[m

Clear|[Q];
Qlx_,m_]:=

For[

-> acha a posigdo dos picos experimentais e compara a posigédo

(j[k]1[x] DIm x j[k]l[m x],x]/m - m*2 j[k]l[m x] D[x j[k]I[x],x])/
jlk]l[m x],x]/m — m*2 j[k][m x] D[x h[k][x],x]);

(j[k]1[x] DIm x j[k]l[m x],x]/m - j[k]l[m x] DI[x j[kl[x],x]1)/
jlk]l[m x],x]/m — j[k]l[m x] D[x h[k][x],x]);
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incremento =
(2/(x*2)) (2 iii + 1) ( (Abs[a[iii][x,m]])“*2 + (Abs[b[iii][x,m]])*2 ) ;
soma += incremento ;
If [ iii > 70 , Return[somal]; 1];
1;
Qlr_1[1_]1 := QIx[r][1],m[1]] ;
Ql[r_,1min_,1lmax ,1_] :=

If[ lmin<l<lmax , Q[x[r][1l],m[1l]] , Abort[]; -100000 ];

Clear[search];
search[r_] [{1min_,1lmax_}] :=
(
For|[

lstart = lmin , lstart <= lmax , lstart += (lmax-1lmin)/4 ,

resultado =

Timing[

CheckAbort [
FindMinimum[-Q[r,lmin, lmax, 1], {1, {1start, lstart+1l}},Compiled->False]

’

Null

1;

Print [resultado];

If[ resultado[[2]] =!= Null , Return[ resultado[[2,2,1,2]]1 1; 1;
1;
)i

(*definir um conjunto de raios possiveis e o incremento¥*)

conjuntoders = Range[4.2, 5.2, 0.01];

Timing[
For|[
j3jj=1, jjj<=Length[conjuntodeintervalos], jjj++,
intervalo = conjuntodeintervalos[[jjjl] ;
Print["intervalo=",intervalo];
For[
kkk=1, kkk<=Length[conjuntoders] ,h kkk++,
r = conjuntoders|[[kkk]] ;
Print["r =",r];
lresultante = search[r] [intervalo] ;
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If[
lresultante===Null
’
conjuntoders = DeleteCases[conjuntoders,r] ;
kkk——;

1;
1;

1;

1

SetDirectory["c:"];

Save["conjuntoders", conjuntoders];

(*raio encontrado*)

conjuntoders

(*encontrado o r pode se plotar o grafico com a fungdo desejada¥)

244



(* programa para o feixe gaussiano em fungéo

d[2x_] := (al + b1/ (A+10~-4) ~2);
al = 1.5683;
bl = 10.087%10~-11;

wlA_] := (a2 + b2/ (A% 10~-4) ~2);

a2 = 1.324;

b2 = 3.046%10~-11;
a=4.66;

x0 = 4.66;

An[a_] =a/wlr];

2 T wo

maa] = S,
wi[A]
2ra

xa[A_ ]l = ———;
An [A]

2 5t x0 1) ]
a[a] 2 Ik

lo[A_] = IntegerPart[[

2ma 1
la[r_] = IntegerPart[l.S (An[k]_z]];
1
2s[A] (n+ = | %o
q[n_, _A_]: ( 2) ;

wo

[_]'Nel'lsic.;n[P]<po1m°$[p]"1
Z[n_, p_, ¢o_] = | 1 |
\ n+; }

in (n+1)
R

n+ L

KroneckerDelta[p, 0];
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Jlk_][z_]:

BesselJd [k, z];

H[k_][z_] := BesselJ[k, z] - I BesselY[k, z];
Jlk_]1[z_] :=sqrt[Pi/ (22)] J[(k) + (1 /2)][z];
hlk_][z_] :=Sqrt[Pi/ (2z)] H[(k) + (1/2)][z];

an[n_, ml_, x_] = (j[n][x] D[mlx j[n] [mlx], x] /ml-ml1*2 j[n][mlx]D[xJj[n][x], x])
/ (h[n][®x] D[ml x j[n] [mlx], x] /ml-ml~2 j[n][mlx]D[xh[n][x], x]);

an[n_, A_] := (an[n, A] =an[n, mn[A], xa[A]]);

Table[an[n, A], {n, O, 100}, {A, 0.710, 0.760}];

anst[n_, mn_, xa_] = Conjugate[an[n, mn, xa]];

anst[n_, A_] := (anst[n, A] =anst[n, mn[A], xa[A]]);
Table[anst[n, A], {n, 0, 100}, {A, 0.710, 0.760}];

bn[n_, ml_, x_] = (j[n][x] D[mlx j[n] [mlx], x]/ml-j[n][mlx]D[xJj[n][x], x])/
(h[n] [x] D[mlx j[n] [mlx], x] /ml - j[n][mlx]D[xh[n][x], x]);

bn[n_, A_] := (bn[n, A] =bn[n, mn[A], xa[A]]);

Table[bn[n, A], {n, 0, 100}, {A, 0.710, 0.760}];

bnst[n_, mn_, xa_] = Conjugate[bn[n, mn, xa]];
bnst[n_, A_] := (bnst[n, A] =bnst[n, mn[A], xa[A]]);
Table[bnst[n, A], {n, 0, 100}, {A, 0.710, 0.760}];

e 2] ee ()2 (sta (e 3))%).

I3

gTM[n_, p_, wo_, A_] =
Z[n, p, po] F[n, A]
((BesselI [Abs [p] -1, g[n, A]] + e'i Sign [P] 290 geggelr [Abs[p] +1, g[n, A] ])
(1 - KroneckerDelta[p, 0]) + Cos[¢po] BesselI[1l, g[n, A]] KroneckerDelta[p, O] ) ;
gTMst [n_, p_, ¢o_, A_] = Conjugate[gTM[n, p, 9o, A]l];

gTE[n_, p_, vo_, A_] =
Z[n, p, o] F[n, A]
(—J'J. Sign|[p] (BesselI [Abs[p] -1, gq[n, A]] - cze'].1 Sign [p] 290 gegselr [Abs[p] +1, g[n, A] ])
(1 - KroneckerDelta[p, 0]) +Sin[¢po] BesselI[1l, g[n, A]] KroneckerDelta[p, 0] ) ;

gTEst [n_, p_, po_, A_] = Conjugate[gTE[n, p, ¢o, A]];

—

Uln_, m_, p_][¢o_, A_] :=an[n, A] anst[m, A] gTM[n, p, 9o, A] gTMst[m, p+1, ¢o, A] +
bn[n, A] bnst[m, A] gTE[n, p, 9o, A] gTEst[m, p+1, po, A];

V[in_, m_, p_][wo_, A_] :=1bn[n, A] anst[m, A] gTE[n, p, ¢o, A] gTMst[m, p+1, o, A] -
ian[n, A] bnst[m, A] gTM[n, p, ¢o, A] gTEst[m, p+ 1, o, A];

S[n_, m_, p_][¢po_, A_] := (an[n, A] +anst[m, A]) gTM[n, p, 9o, A] gTMst[m, p+1, 9o, A] +
(bn[n, A] +bnst[m, A]) gTE[n, p, 9o, A] gTEst[m, p+1, o, A];
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T[n_r m_, P—] [(pO_l A_] 1= 1 (bn[nl A] +anst [mr A]) gTE [nr P, 9o, A] gTMSt [ml P +1r $o, -A] -

i (an[n, A] +bnst[m, A]) gTM[n, p, 9o, A] gTEst[m, p+1, 9o, A];

cl [n—l m_, P_] [(PO_, A_] =
(Cl [nl m, P] [(PO, .A.] =
(S[m, n, p-1][gpo, A] +S[n, m, -p] [po, A] -2U[m, n, p-1][po, A] -2U[n, m, -p] [po, A])

KroneckerDelta[m, n+ 1] KroneckerDelta[n, m + 1]
B 2 ) ) ‘
n

( w2

2n+1
1= KroneckerDelta[n, m]

2[n_, m, p_llvo_, A= o 12
(F[m, n, p-1][¢po, A] -T[n, m, -p][po, A] -2V[m, n, p-1][po, A] +2V[n, m, -p] [po, A]);

nmin[p_, A_] = Max[{p, 1lo[A] - 6}];
mmin[p_, A_] = Max[{1, p-1, lo[A] -6}];
nmax[A_] = Min[{la[A], lo[A] +6}];

mmax [A]
2 (n+p)!
(xa[2])2 (n-p)!

20 mmax [A]

cloo_, A_] :=
pP=1 n=mmin [p, A] m=mmin [p, A

(cl[n, m, p][¢o, A] + c2[n, m, p][po, A]);

cz[po_, A_] :=
60 n
4

242 a2

n=40 p=-n
(n+1 +Abs[p])!

1
((n+1)2 (n - Abs[p])!
Re[(an[n, A] +anst[n+1, A] -2an[n, A] anst[n+1, A])

gT™™[n, p, o, A] gTMst[n+1, p, 9o, A] +
(bn[n, A] +bnst[n+1, A] -2bn[n, A] bnst[n+1, 1])

gTE[n, p, 9o, A] gTEst[n+1, p, 9o, A]] +
2n+1 (n + Abs [p]) !

P n2 (n+1)2 (n-Abs[p])!
Re[i (2 an[n, A] bnst[n, A] - an[n, A] -bnst[n, A])

gTM[n, p, 9o, A] gTEst[n, p, ¢o, A]]|[;
pode se utilizar o programa e

(*encontrado o raio pelo programa de onda plana,
as expressdes acima para se fazer os graficos em fungdo do comprimento de onda

s

para as posigdes paralela e perpendicular a polarizagao¥*)

wo = 0.5; (*definir o "spot size"¥*)

(* gTM = Sqrt[ (Fx)*2 + (Fz)*2]= Sqrt[(Re[c[0, A1])*2 +(cz[0, A])+2]

gTE = Sqrt[(Fy)*2 + (Fz)*2]= Sqrt[(Im[c[Pi/2, A1])*2 +(cz[Pi/2, A])*2]

gTEM = Sqrt[(Fx)*2 + (Fy)*2 + (Fz)*2]= Sqrt[(Abs[c[Pi/4, A1])*2 +(cz[Pi/4,
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(*programa gaussiano em fungdo da posigao foco-centro =*)

a=4.5;

An =1.064/1.33;

An
S =
2 Tt wo
1.6
mn =
1.33
2ra
Xa = ’
An

2 7T X0 1
lo[xo_] = IntegerPart [ (T - ;) ] ;

2ra 1
la = IntegerPart [1 .5 ( ) ] 7

]Abs [p]1-1

Z[n_, p_, go_] = 1

[_i el Sign [p] ¢o
\ n+ —

in(n+1)

n+ L

X 1
fl[n_, x_] = —— BesseldJd [n + —, x] ;
2 2

flx[n_, x_] = 04 £f1[n, x];

KroneckerDelta[p, 0];

mn st x

2

1
f2[n_, x_] = BesselJ[n + ; , mn x] ;

f2x[n_, x_] = 04 £2[n, x];
[ ] TxX 1 [ 1 ] 1 [
gln_, x_| = — (BesseJn+—,x + 1. BesselY|n +
2 2
gx[n_, x_] = 0x g[n, x];
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an[n_] :=
(an[n] = (mn £2[n, xa] f1x[n, xa] - £1[n, xa] £2x[n, xa]) /
(mn £2[n, xa] gx[n, xa] - g[n, xa] £2x[n, xa]));
Table[an[n], {n, 0, 120}];
anst[n_] := (anst[n] = Conjugate[an[n]]);
Table[anst[n], {n, 0, 120}];

bn[n_] :=
(bn[n] = (£2[n, xa] f1x[n, xa] - mn f1[n, xa] £2x[n, xa]) /
(£2[n, xa] gx[n, xa] -mng[n, xa] £2x[n, xa]));
Table[bn[n], {n, 0, 120}];
bnst[n_] := (bnst[n] = Conjugate[bn[n]]);
Table[bnst [n], {n, 0, 120}];

F[n_, xo_] = e'((%)zﬂs (n+%))2)

gTM[n_, p_, xo_, ¢o_] =
Z[n, p, o] F[n, xo]
((BesselI [Abs[p] - 1, g[n, x0]] + e~15ign [P] 240 geggelt [Abs[p] + 1, g[n, xo] ])
(1 - KroneckerDelta[p, 0]) + Cos[po] BesselI[1l, q[n, xo]] KroneckerDelta[p, 0] ) ;
gTMst [n_, p_, ®xo_, ¢po_] = Conjugate [gTM[n, p, %0, ¢ol];

Z[n, p, 9o] F[n, xo]
(—J'J. Sign|[p] (BesselI [Abs[p] -1, g[n, xo]] - «a_fl Sign [p] 2¢o geggelr [Abs[p] + 1, g[n, xo] ])
(1 - KroneckerDelta[p, 0]) + Sin[gpo] BesselI[l, g[n, xo]] KroneckerDelta[p, 0] ) ;
gTEst [n_, p_, xo_, ¢o_] = Conjugate[gTE[n, p, %0, ¢o]];

U[n_, m_, p_][®0o_, ¢o_] := an[n] anst [m] gTM[n, p, X0, o] gTMst [m, p+1, %o, o] +
bn[n] bnst [m] gTE[n, p, x0, 9o] gTEst[m, p+1, xo, ¢o];

Vin_, m_, p_] [®%o_, ¢o_] := 1bn[n] anst[m] gTE[n, p, x0, ¢o] gTMst [m, p+1, xo, po] -
ian[n] bnst [m] gTM[n, p, x0, po] gTEst[m, p+1, xo0, ¢o];

S[n_, m_, p_] [®o_, ¢o_] := (an[n] + anst [m]) gTM[n, p, %o, ¢o] gTMst [m, p+ 1, %0, o] +
(bn[n] + bnst[m]) gTE[n, p, %0, o] gTEst[m, p+ 1, xo0, ¢po];

T[n_, m_, p_][x%xo_, wo_] :=1 (bn[n] + anst [m]) gTE[n, p, x0, ¢o] gTMst[m, p+ 1, xo, o] -
i (an[n] + bnst [m]) gTM[n, p, %0, o] gTEst [m, p+ 1, %o, ¢o];

cl[n_, m_, p_][xo_, ¢o_] :=
(S[m, n, p-1][x0, 9o] +S[n, m, -p][x0, o] -2U[m, n, p-1][x0, ¢o]

KroneckerDelta[m, n + 1] KroneckerDelta[n, m+ 1]
_2U[nl m, _P] [xol (PO]) ( 2 - 2 );
m n
2n+1
c2[n_, m_, p_][®o_, ¢po_] := ———————— KroneckerDelta[n, m]
n2 (n+1)2

(T[m, n, p-1][x%0, ¢o] -T[n, m, -p] [®0, po] -2V [m, n, p-1][x0, ¢o]

+2V[n, m, -p] [x0, 9o]);
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nmin[p_, xo_] := Max[{p, lo[xo] - 20}];
mmin[p_, xo_] := Max[{1, p-1, lo[xo] -20}];
nmax[xo_] := Min[{la, lo[xo] +20}];

20 mmax [xo] mmax [xo ] )
(n+ !
c[xo_, go_] := g g E 2 (- z) ' (cl[n, m, p][xo0, ¢o]

P=1 n=rmin [p, ®*0] m=mmin [p, %o

+c2[n, m, p][x0, ¢o]);

cz[xo_, po_] :=

60 n
ZZ[ 1 (n+1+Abs[p])!

(n+1)2 (n - Abs[p]) !
n=20 p=-n

Re[(an[n] + anst[n+ 1] -2 an[n] anst[n+1])
gTM[n, p, X0, o] gTMst[n+ 1, p, xo, o] +
(bn[n] +bnst[n+ 1] -2bn[n] bnst[n+1])
gTE[n, p, x0, ¢o] gTEst[n+ 1, p, x0, 9po]] +
2n+1 (n + Abs[p]) !

P n2 (n+1)2 (n-Abs[p])!

Re[i (2 an[n] bnst[n] - an[n] - bnst [n])

gTM[n, p, %0, ¢o] gTEst [n, p, xo, q)O]]];

(* pode se utilizar o programa e as expressdes acima para se fazer os graficos
em fungdo da posigdo foco-centro para a diregdo de movimento paralela e

perpendicular a polarizagdo *)
wo = 0.5; (*definir o "spot size"¥*)

(* Paralela = Sqrt[(Fx)*2 + (Fz)*2] = Sqrt[(Re[c[x0,0]])*2 + (cz[x0,0])*2]
Sqrt[ (Fy)*2 + (Fz)*2]= Sqrt[(Im[c[xo,Pi/2]])*2 + (cz[xo,Pi/2])*2]%*)

Perpendicular =
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