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Szczypce Optyczne

Materiaty przeznaczone dla studentéw I-go stopnia fizyki oraz biofizyki
w Instytucie Fizyki Uniwersytetu Jagielloniskiego

CEL CWICZENIA

Szczypce optyczne nazywane réowniez peseta optyczng (ang. optical tweezers) wykorzystuja
silnie zogniskowana wiazke lasera do wytwarzania silty, ktéra pozwala fapa¢ mate czastki i
nimi porusza¢. Poniewaz szczypce optyczne moga w sposOb precyzyjny i nieniszczacy
manipulowaé takimi obiektami jak bakterie, pojedyncze komorki i ich elementy sktadowe,
dlatego staty sie one niezwykle przydatne m.in. w badaniach biofizycznych. Za wynalezienie
szczypiec optycznych i ich zastosowanie w badaniach ukladéw biologicznych, Arthur
Ashkin zostal uhonorowany w roku 2018 polowa Nagrody Nobla w dziedzinie fizyki
[Berkovitz2018].

W tym eksperymencie student zapoznaje si¢ z
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Rysunek 1. Sity optyczne wywierane na kulke

mikroskopu odwrdconego oraz z metodami _ _
przez zogniskowang wigzke laserowa.

obserwacji i rozpoznawania putapkowanych
obiektow. W eksperymentach, w pomiarach ilosciowych, uzywa sie¢ m.in. fotodiody
kwadrantowej jako detektora Swiatla w celu szybkiej rejestracji zmiany potozenia
wiezionych obiektow.

Ten zestaw ¢wiczeniowy jest stosunkowo nowy i wcigz modyfikowany i rozwijany. Dlatego tez nie
wszystkie eksperymenty opisane w tej instrukcji bedq do korica poprawnie dziataé. Wszelkie
nieprawidtowosci w dziataniu uktadu nalezy zgtaszac¢ asystentowi.
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PODSTAWY TEORETYCZNE
1. Wstep

W roku 1619 Johannes Kepler zasugerowat, Ze cisnienie promieniowania stonecznego wraz
z wiatrem stonecznym moga by¢ odpowiedzialne za to, ze ogony komet sa zawsze
skierowane od Storica. Dwa wieki pdzniej James Clerk Maxwell pokazal, ze promieniowanie
elektromagnetyczne rzeczywiscie moze wywierac sile na powierzchnie. Po pojawieniu sig
lasera w latach 60. ubieglego wieku Arthur Ashkin byl jedna z pierwszych osoéb, ktére
zbadaly mozliwo$¢ wykorzystania cisnienia Swiatla do manipulowania czastkami za
pomoca skupionych wigzek fotonow. Do tego czasu fizycy sadzili, Ze jedynie w astronomii
ci$nienie promieniowania moze prowadzi¢ do znaczacych efektéw w wyniku dzialania
matej sity, ale przez bardzo dtugi czas.

Ashkin zaobserwowal, ze uzywajac skupionych wiazek laserowych o duzym natezeniu
mozna w laboratorium zaobserwowac ruch czastek powodowany dziataniem swiatfa.

Ta obserwacja zaowocowata opracowaniem techniki wykorzystujacej laser do chwytania
czastek dielektrycznych i manipulowania nimi. W ten sposob powstaly szczypce optyczne
zwane takze peseta optyczna, ktore sa obecnie szeroko wykorzystywane przez badaczy
zajmujacych sie miekka materia, biofizyka, fizyka atomowa i fotonikg, w tym do
prowadzenia badan na poziomie pojedynczych molekut.

W pierwszej demonstracji cisnienia promieniowania - lewitacja kulki lateksowej o wielkosci
mikrona - Ashkin wykorzystat ped, skierowanej w gore, wiazki swiatta pochodzacej z lasera
argonowego o pracy ciaglej i mocy 1 W. W kolejnych eksperymentach, do napedzania
przezroczystej kulki polistyrenowej, umieszczonej w kuwecie z woda, uzywat zielonego lasera
o mocy 150 mW i w 1969 roku otrzymal zaskakujacy wynik. Zgodnie z oczekiwaniami
padajace Swiatlo wywieralo sile rozpraszajaca, ktora przyspieszata kulke w kierunku
propagadji tejze wiazki. Ale, wbrew intuicji, kulka zostala réwniez wciagnieta do srodka
wiazki, do obszaru o wigkszej intensywnosci. Ashkin wyjasnit to tak, Zze powierzchnia kulki
dziala jak soczewka, zalamujac S$wiatlo i zmienia w ten sposob jego ped. Z zasady
zachowania pedu wynika zas, Zze powstajaca wowczas dodatkowa sita, zwana sila
gradientowa, pociaga czastke w kierunku obszaru o wiekszym natezeniu $wiatta, czyli do
$rodka wiazki laserowej. Dodanie drugiej, przeciwbieznej wiazki zapewnito site, ktdra
przeciwdzialala sile rozpraszajacej pochodzacej od pierwszej wiazki i razem utrzymywaty
one kulke w miejscu. W ten oto sposob dokonano pierwszej demonstracji stabilnej
trojwymiarowej putapki optycznej [Ashkin1970]. Tego typu pulapka, wykorzystujaca dwie
przeciwbiezne wiazki laserowe, charakteryzowata sie duza objetoscia. Jednak rowniez
pojedyncza, mocno skupiona wiazka gaussowska, moze stuzy¢ jako putapka optyczna.
Otdz, skupiajac wiazke laserowa w kierunku jej propagacji pojawia sie dodatkowa sktadowa
sity gradientowej, dzialajaca zawsze w strone ogniska. Gdy ogniskowanie jest na tyle mocne,
ze sita gradientowa przewyzsza sile rozpraszajaca, to oswietlona czastka jest popychana w
strong ogniska, gdzie zostaje schwytana i uwieziona.

W ciagu ostatnich dwoch dziesiecioleci putapki optyczne, w tym szczypce optyczne, staly sie
standardowym narzedziem w naukach fizycznych i biologicznych, umozliwiajac pomiary
przemieszczen optycznie wiezionych mikroczastek z dokiadnoscia ponizej nanometra,
a takze pomiary wywieranych na nie sit o wielko$ci pojedynczych piko-niutondw. Stosujac
szczypce optyczne mozna manipulowad — ciagnad, rozciagac czy nawet krecic¢ - molekutami i
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materialem biologicznym, przylaczonymi do uwiezionych mikroczastek dielektrycznych
oraz mierzy¢ ich przesuniecia i dziatajgce na nie sily (lub moment obrotowy) z duza
przestrzenna (~1 nm) oraz czasowq (~10 ps) zdolnoscia rozdzielcza. Tego typu eksperymenty
dostarczaja cennych informacji na temat mechanizméw molekularnych, ktére uzupeliniaja
tradycyjne badania biochemiczne.

2. Fizyczne podstawy pulapkowania swiattem

Mikroczastka dielektryczna, np. kuleczka krzemionkowa czy polistyrenowa, znajdujaca sie
w obszarze ogniska wiazki laserowej doswiadcza dziatania sily zwanej sila gradientowa,
ktora to sita popycha ja w strong ogniska lasera, czyli do obszaru o duzym natezeniu swiatla.
Sita ta zwiazana jest z przekazanym takiej kuleczce pedem w procesie rozpraszania
padajacego na nig swiatta laserowego. Chociaz w pelni poprawny opis teoretyczny
putapkowania za pomoca sil optycznych jest bardzo zlozony [np. Nieminen2014,
Polimeno02018], to kilka uproszczonych przypadkéw pozwala nabrac¢ intuigji co do dziatania
takich putapek.

Przyblizenie optyki geometrycznej

Z najprostszym przypadkiem mamy do czynienia woéwczas, gdy czastka jest duzo wigksza
niz dtugos$¢ fali padajacego na nig swiatta D > 1. Wowczas pochodzenie sit putapkujacych
mozemy wyjasni¢ korzystajac z formalizmu optyki geometrycznej, rozwazajac zjawiska
zalamania i odbicia wigzki laserowej na powierzchni sferycznej kulki (patrz Rys. 2).
Przyjmijmy, Ze wiazka laserowa, o gaussowskim rozkladzie natezenia, rozchodzi si¢ w
kierunku osi z, a kuleczka znajduje si¢ poczatkowo na prawo od jej osi. Promienie 1 i 2
ulegaja dwukrotnemu zalamaniu na powierzchni kulki i zmieniajq kierunek swojego biegu,
a co za tym idzie zmianie ulega ped zwigzanych z nimi fotondéw. Zgodnie z zasada
zachowania pedu, zmiana pedu fotonéw powoduje identyczna co do wielkosci zmiane pedu
czastki, ale skierowang przeciwnie. Z uwagi na przestrzenny rozktad natezenia wiazki lasera
w kierunku poprzecznym i odpowiadajace temu rdézne liczby fotondw, powstala sita
wypadkowa popycha kulke w strone osi wiazki (patrz Rys. 2A). Sytuacja staje si¢ nieco
bardziej zlozona, gdy wiazka jest ogniskowana wzdluz osi z. Wowczas kuleczka,

soczewka obiektywu mikroskopowego
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Rysunek 2. Obraz jakosciowy pochodzenia sity putapkujacej w formalizmie optyki geometrycznej z
uwzglednieniem zjawiska zatamania Swiatta. (a) Poprzeczna sita gradientowa pochodzgca od gaussowskiego
profilu wigzki laserowej. (b, c) Sita gradientowa wzdtuz osi silnie zogniskowane] wigzki laserowej, dziatajagca w
strone jej ogniska. Z6tte strzatki oznaczajg wypadkowsa site putapkujaca dziatajaca na czastke w kierunku
wiekszego natezenia Swiatta, a dp oznaczajg zmiane pedu fotondéw odpowiednich promieni i kulki. Nalezy
zwrdcic¢ uwage, ze w zadnym z pokazanych przypadkdw nie zaznaczono sity rozpraszajgce;j.
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poczatkowo potozona na osi wiazki i ponizej ogniska, na skutek zmiany pedu fotonéw
promieni 1 i 2 doznaje dziatania sily w gore, w strone ogniska. W tym przypadku nie
wystepuje sita poprzeczna, gdyz z uwagi na symetrie problemu wypadkowa zmiana pedu
fotonéw w kierunku poprzecznym wynosi zero (Rys. 2B). Podobnie, gdy kuleczka znajduje
sie na osi wiazki, ale powyzej jej ogniska (Rys. 2C), wypadkowa sila zwiazana z zatamaniem
promieni 1 i 2 dziata w dol, czyli znowu w strone ogniska. Sita dziatajaca na czastke w
obszarze ogniska lasera jest liniowo proporcjonalna do natezenia wigzki - im wigcej
promieni ulega zatlamaniu tym wigksza sita - ale rowniez do réznicy natezen w danym
kierunku stad nazwa - sila gradientowa.

Oczywiscie, nie cata wiazka lasera padajaca na kulke ulega zatamaniu, ale zostaje tez
czesciowo odbita. Sita zwigzana z promieniami odbitymi, zwana sila rozpraszajaca, dziata
gléwnie w kierunku propagujacej wiazki laserowej i powoduje, ze poczatkowo czastka jest
popychana w strong ogniska, a nastepnie z niego wypychana. Aby zapewni¢ putapkowanie
czastki we wszystkich trzech kierunkach, w celu przeciwdziatania sile rozpraszajacej, stosuje
si¢ albo dwie przeciwbiezne wigzki laserowe albo pojedyncza wigzka jest na tyle silnie
zogniskowana w kierunku propagacji, ze wytworzona wzdluz osi sila gradientowa
przewyzsza site rozpraszajaca. W tym drugim przypadku srodek pulapki (miejsce
putapkowania kulki) zostaje nieco przesuniety w stosunku do ogniska wiazki, w kierunku jej
propagacji. Podobnie jak sita gradientowa, sila rozpraszajaca jest rowniez tym wigksza im
wieksze natezenie wiazki laserowej.

Przyblizenie dipolowe Rayleigha

W przypadku czastek o rozmiarach réwnych lub mniejszych niz dlugos¢ fali swiatta D < 4,
dla poprawnego opisu sit wystepujacych w ukltadzie czastka — Swiatto wymagany jest model
elektromagnetyczny. W tym podejsciu z kolei mozna uzywac albo zlozonych rozwiazan
teorii Mie dotyczacej rozpraszania fal elektromagnetycznych na obiektach sferycznych lub
eliptycznych, albo zdecydowanie prostszych rozwigzan, gdy czastka jest znacznie mniejsza
niz dlugos¢ fali swiatta putapkujacego. W tym drugim przypadku, w obliczeniach stosujemy
przyblizenie dipolowe, ktore zaklada, ze w danej chwili czastka znajduje si¢ w jednorodnym
polu elektromagnetycznym fali $wietlnej oraz sama nie modyfikuje tego pola. Srednia sita
(usredniona po calym cyklu optycznym) dzialajaca na czastke ma postac

F = %’V(|E|2) + wa'' (E X B)= Fgrad + Frozprasz

gdzie @ = a' +1a"’ to zespolona polaryzowalno$¢ czastki, a E i B to odpowiednio wektory
pol elektrycznego i magnetycznego fali Swietlnej. Pierwszy czlon po prawej stronie to tak
zwana sila dipolowa (gradientowa), ktéra jest proporcjonalna do czesci rzeczywistej
(dyspersyjnej) polaryzowalnosci i pochodzi od przestrzennej niejednorodnosci pola
elektrycznego. Drugi czton to sita rozpraszajaca (ciSnienie swiatta), w ktdrej rozpoznajemy
wyrazenie na wektor Poyntinga. Cze$¢ rzeczywista polaryzacji wyliczamy z relacji
Clausiusa-Mossotiego dla sferycznej czastki dielektrycznej

m?—1
m2+2°

a' = 4meynird

W réwnaniu powyzszym ¢, to przenikalnos¢ elektryczna prozni, r to promien czastki, m =
n/ny, gdzie ny i n to odpowiednio wspotczynniki zatamania osrodka, w ktérym zanurzona
jest czastka i materiatu, z ktorego jest ona wykonana. Ostatecznie otrzymujemy site
gradientowa w postaci
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Przy wyprowadzaniu tego wzoru skorzystaliSmy z wyrazenia na srednie nateZenie swiatla:
I(r) = gyeng(|E|?), gdzie c to predkosdé $wiatta w prdzni.

Jak widaé, wielkos¢ sity putapkujacej w sposob istotny zalezy od stosunku wspotczynnikow
zalamania m. Co ciekawe, zmiana wartosci tej wielko$ci moze spowodowac¢ odwrdcenie
znaku sily gradientowej. Jesli wspotczynnik zatamania czastki jest mniejszy od
wspotczynnika zalamania jej otoczenia, czyli jesli m < 1, to sita zmienia znak i czastka jest
wypychana z obszaru o wigkszym natezeniu $wiatla. Zatem, jak wynika z rownania (3) sita
gradientowa jest wprost proporcjonalna do gradientu natezenia Swiatla i powoduje
wciaganie czastek do obszaréw o wigkszym lub mniejszym natezeniu w zaleznosci od
wzglednych wartosci wspotczynnikow zatamania.

Ze stabilng putapka mamy do czynienia wowczas, gdy wypadkowa sita dzialajaca na
czastke wynosi zero. Jakiekolwiek wychylenie z potozenia réwnowagi prowadzi do
pojawienia sie sity optycznej, ktéra przeciwdziata temu wychyleniu i sprowadza czastke z
powrotem do tego potozenia. Sita tego typu, w analogii do oscylatora harmonicznego,
nazywana jest sila sprezystosci (ang. restoring force). Dla osiagniecia stabilnego efektu
putapkowania, glebokos¢ studni potencjatu optycznego - prowadzacego do sity sprezystosci
rownowaznej sile gradientowej - musi by¢ zdecydowanie wigeksza niz energia termiczna
2kpT czastek, gdzie kg to stata Boltzmanna, a T to ich temperatura.

Dla kompletnosci opisu sit optycznych w przyblizeniu dipolowym (Rayleigha), nalezy
rowniez uwzgledni¢ site rozpraszajaca odczuwana przez czastke oswietlong strumieniem
fotondw o wektorze falowym k. W ramach przyblizenia dipolowego oraz stosujac relacje
Clausiusa-Mossottiego sila ta ma postac

87 nok*rs (m? — 1\ k
Frozpr = 3¢ m2+ 2 U kK

Zgodnie z powyzszym rownaniem sila rozpraszajaca jest wprost proporcjonalna do
natezenia wigzki swiatta i dziata zawsze w kierunku jej propagadji.

Teoria rozpraszania Mie

Dla czastek o rozmiarach posrednich pomiedzy tymi rozwazanymi w ujeciu optyki
geometrycznej a rozwazanym w przyblizeniu dipolowym Rayleigha, uzywa sie teorii
rozpraszania Mie. Otrzymywane wyniki sa scistymi rozwigzaniami rownania Helmholtza i
przyjmuja posta¢ nieskoniczonych szeregow. Teoria Mie pozwala wypehic¢ luke pomiedzy
rezimem dipolowym, gdzie sita pulapkujaca skaluje si¢ z szescianem promienia czastki, a
rezimem optyki geometrycznej, w ktoérym zaleznos¢ taka nie wystepuje. Szczegdtowe
obliczenia sit putapkujacych (z uzyciem teorii rozpraszania Mie) wywieranych na czastki o
réznych rozmiarach i wspdtczynnikach zatamania sSwiatta i przez wiazki o rdéznych
aperturach numerycznych zostaly opisane w pracy [Stilgoe2008]. Natomiast, jesli nie jest
wymagana duza dokladno$¢ rozwigzan otrzymywanych metoda rozpraszania Mie, ale
jestesmy na granicy stosowalnosci teorii Mie i przyblizenia dipolowego Rayleigha, wéwczas
moment dipolowy czastki mozemy aproksymowaé dyskretna suma wielu dipoli w celu
zmniejszenia bledéw wynikajacych z przyblizenia pojedynczego dipola.
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Pozostale sily dzialajace na czastke

Aby w pelni poprawnie opisa¢ dzialanie ukladu szczypiec optycznych, poza sitami
optycznymi nalezy wzia¢ pod uwage takze pozostate sily, takie jak sita lepkosci (opdr
Stokesa), grawitacji, wyporu cieczy czy site zwigzang z przypadkowymi ruchami Browna.
Wystepujaca w ukladzie sita oporu Stokesa moze by¢ jednak bardzo trudna do ustalenia ze
wzgledu na wplyw sasiadujacych z czastka powierzchni. W przypadku szczypiec
optycznych, wplyw powierzchni dna szalki Petriego, uwzglednia si¢ stosujac prawo Faxena
[Goldman1967, Krishnan1995].

Efekty dziatania wymienionych sil mozna badac traktujac czastke wraz z dziatajacymi na nig
sitami jako tlumiony oscylator harmoniczny, a nastepnie wyznaczajac parametry takiego
oscylatora w sposob doswiadczalny.

3. Kalibracja pulapki optycznej (szczypiec optycznych)

Procedura kalibracji putapki optycznej jaka sa szczypce jest kluczowa z punktu widzenia
poznania jej wlasciwosci i zrozumienia zjawisk istotnych dla samego procesu putapkowania.
Z jednej strony mamy prosty jakosciowy opis putapkowania $wiatlem, ale z drugiej strony
opis ten jednak nie wystarcza do wyliczenia sil dziatajacych na chwytane swiattem czastki.
W naszych eksperymentach uzywamy bowiem czastek o rozmiarach rzedu jednego
mikrometra, a wigc porownywalnych z dtugoscia fali lasera (A =976 nm). Wobec tego zadne
z opisywanych wczesniej podejs¢ ani optyki geometrycznej, ani przyblizenia dipolowego
Rayleigha, nie ma tutaj bezposredniego zastosowania. Chociaz istnieje kilka adekwatnych
podej$¢ analitycznych inumerycznych to jednak ich wyniki bylyby mato wiarygodne,
poniewaz uzywane modele wymagaja dokladnej znajomosci duzej liczby parametrow
ukladu eksperymentalnego. W szczegdlnosci trudno jest dokladnie wyznaczy¢ natezenie
padajacej na czastke wiazki laserowej i jej rozklad przestrzenny. Dlatego w praktyce putapka
jest kalibrowana w sposob doswiadczalny, poprzez przylozenie do putapkowanej czastki
dobrze okreslonej sity i pomiar jej wychylenia pod wptywem potencjatu skupionej wiazki
$wiatla lasera.

Kalibracja putapki dotyczy kalibracji potozenia schwytanej czastki oraz sily na nia
wywieranej z zewnatrz. Zasadniczo kalibracje mozna wykonac¢ zaréwno uzywajac kamery
CCD jak i fotodiody kwadrantowej. Rejestracja video jest jednak wolna i wymaga analizy
olbrzymiej ilosci danych, zatem nie jest ona stosowana z uwagi na zdecydowanie szybsze
dziatanie fotodiody kwadrantowej. W tym drugim przypadku, informacja o polozeniu
schwytanego obiektu zawarta jest w sygnatach napieciowych fotodiody, na powierzchni
ktorej powstaje obraz dyfrakcyjny wiazki laserowej przechodzacej przez schwytany przez
nig obiekt.

Kalibracje mozna podzieli¢ na dwa etapy. Najpierw wymagane jest ustalenie relacji
pomiedzy sygnatami napieciowymi Vx i Vy otrzymywanymi z fotodiody a przesunieciami x i
y kuleczki w stosunku do potozenia rownowagi, czyli srodka putapki. W tym celu kuleczke
unieruchomiona na powierzchni szkielka nakrywkowego lub na dnie szalki Petriego
przesuwamy w poprzek wiazki laserowej uzywajac stolika przesuwnego z elementem
piezo'. Jak pokazano na Rys. 3A, zaleznos¢ taka jest bardzo dobrze opisywana pochodna

! Piezoelektryk, ktdrym moze by¢ np. krysztat kwarcu, wykazuje odwrotne zjawisko piezoelektryczne
nazywane tez elektrostrykcja i polegajace na zmianie wymiardw pod wplywem przylozonego z
zewnatrz pola elektrycznego.
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funkcji Gaussa, a jej centralna, liniowa czes¢ pozwala wyznaczy¢ wspolczynniki konwersji
Exy [nm/V]. Wspdtczynniki te sg nastepnie uzywane do zamiany sygnatéw napieciowych z
fotodiody kwadrantowej na potozenie w nanometrach. Szczegoly dotyczace teoretycznego
uzasadnienia przyjetej zaleznosci mozna znalez¢ w pracy [Gittes1998].

Poniewaz putapka dziata jak sprezyna wiec dziatajaca na kulke site sprezystosci, ktora
rownowazy sile wywierang na nig ze strony osrodka, wyznaczamy mierzac wychylenie x
kulki ze $rodka putapki i znajac sztywnos$¢ putapki (stala sprezystosci) x[pN/nm].
Na podstawie tych dwoch wielkosci wyliczamy site sprezystosci w oparciu o prosta relacje,
ze F = k- x. Sztywnos$¢ pulapki (stale sprezystosci) w kierunkach poprzecznych wzgledem
kierunku propagacji wiazki swiatla, jest ustalana za pomoca trzech oddzielnych metod, ktore
oparte s3 0 pomiary:

a) wariancji polozenia mikroczastki wykonujacej ruchy Browna i zastosowanie zasady

ekwipartycji energii (Rys. 3B),
b) rozkladu widmowego sygnatu potozenia mikroczastki (Rys. 3C) oraz
c) sily oporu (lepkosci) Stokesa (Rys. 3D).
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Rysunek 3. Kalibracja szczypiec optycznych. (A) OdpowiedZ fotodiody kwadrantowej na zmiane potozenia
kuleczki, unieruchomionej na powierzchni szkietka nakrywkowego przesuwanego w poprzek wigzki laserowej w
kierunku osi x (czerwone kétka). Dane sg dopasowane pochodng funkcji Gaussa, z ktérego otrzymujemy
wspotczynnik konwersji napiecia (V) na potozenie (nm). (B) Potozenie schwytanej kuleczki wzdtuz osi x jest
monitorowane, a odpowiedni histogram dopasowany jest funkcjg Gaussa (gruba czerwona linia) podajgca
wariancje potozenia a,. (C) widmo potozenia kuleczki w kierunkach x, y i z wraz z dopasowanymi funkcjami
Lorentza. Na podstawie wyznaczonych wartosci czestosci odciecia wyliczane sg wspodfczynniki sztywnosci
Ky, Ky, K,. (D) W metodzie Stokesa na schwytang kuleczke dziata sita oporu/lepkosci powodowana przesuwem
stolika ze stata predkoscia v, co skutkuje jej nowym potozeniem réwnowagi. Rysunek pochodzi z pracy
[Candia2013].

W przypadku metody a) wyznaczana jest wariancja sygnalu polozenia uwiezionej
mikrokulki o = (x2) (patrz Rysunek 3B) [np. Appleyard2007, Candia2013, Neuman2004,
Polimeno2018]. Z zasady ekwipartycji energii wynika bowiem, Ze energia sputapkowanej
mikrokulki wykonujacej ruchy Browna w temperaturze otoczenia T wynosi 2kpT i jest rowna
$redniej energii potencjalnej oscylatora harmonicznego

7
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(U) = %Kx<x2> = %Kxo-x = %kBT-

Na podstawie tej relacji stala sprezystosci przyjmuje postac
Ky = kgT /o2

Obliczenia wariancji polozenia sa proste i sg fatwym sposobem oszacowania sztywnosci
putapki, chociaz wymagaja kalibrowanego detektora polozenia. Takim detektorem moze by¢
np. wspomniana wczesniej fotodioda kwadrantowa.

W przypadku dwdch pozostatych procedur, przyjmujemy, ze wspdtczynnik oporu y dla
kulki o promieniu r, zanurzonej w cieczy o wspodtczynniku lepkosci n wynosi y = 6mnr i jest
wielkoscig znang. W metodzie b) wyznaczane jest widmo sygnatu potozenia mikrokulki, do
ktorego dopasowywany jest profil Lorentza (patrz Rys.3C). Na podstawie dopasowanej
czestosci odcigcia f, wspolczynnik sprezystosci (sztywnosci) wynosi

K, = 2myf,.

Z kolei, w metodzie ¢) na uwieziona kuleczke wywieramy stata site oporu przesuwajac (za
pomocy stolika z elementem piezo) szalke Petriego ze stala predkoscia v,. Sita lepkosci
przesuwa mikrokulke do nowego potozenia rownowagi, x = yv,/k,, ktore jest mierzone za
pomoca fotodiody kwadrantowej. Procedura ta jest powtarzana dla kilku réznych predkosci
przesuwu v,, a sztywno$¢ pulapki jest odwrotnie proporcjonalna do nachylenia prostej
dopasowanej do zaleznosci x(v,) (patrz Rysunek 3D).

Zarowno potozenie jak i sztywnosc¢ (stata sprezystosci) pulapki sa kalibrowane w obu
kierunkach poprzecznych, gdyz wielkosci te zmieniaja si¢ w zaleznosci od ksztaltu wiazki i
jej polaryzacji oraz oczywiscie w zaleznosci od jej natezenia.

4. Widmo polozenia mikrokulki

Zachowanie kulki zanurzonej w cieczy i bedacej pod wplywem potencjatu harmonicznego
(w pierwszym rzedzie przyblizenia) putapki optycznej mozna opisa¢ rdwnaniem ruchu
ttumionego oscylatora wymuszonego

mi(t) +yx(t) + kx(t) = F(t),
gdzie wspdtczynnik tarcia y = 6nnr wiaze sile oporu jakiej doznaje kulka o promieniu r
w cieczy o wspolczynniku lepkosci 1 z jej predkoscig x. Sita wymuszajaca F(t) jest losowa
sita, powstata na skutek przypadkowych zderzen kulki z czastkami otaczajacego osrodka
(cieczy) — wynik ruchéw Browna.? W klasycznym przypadku przyjmuje sie, ze srednia
F(t) po czasie wynosi zero, a jej widmo ma postac biatego szumu

F(NI" = IPFO3 = 47ksT.
Zwykle jednak masa kulki jest na tyle mata, ze liczba Reynoldsa jest bardzo mata, a wobec
tego sily bezwladnosciowe sg znacznie stabsze niz sily oporu hydrodynamicznego. Zatem

2 W 1827 roku Robert Brown obserwujac pod mikroskopem zawiesine pytkéw kwiatowych w wodzie,
zauwazyl, ze czastki zawiesiny znajduja si¢ w nieustannym nieuporzadkowanym ruchu. Zjawisko to
wytlumaczyli niezaleznie Albert Einstein i Marian Smoluchowski okoto 1905 roku na podstawie
kinetycznej teorii materii. Chaotyczne ruchy, ktére zauwazyl Brown, sa wynikiem przypadkowych
zderzen drobin zawiesiny (w naszym przypadku mikrokulek) z czasteczkami cieczy. Drobiny cieczy
poruszaja si¢ chaotycznie, stale zderzajac si¢ z czastka zawiesiny, przekazujac jej pewien ped.
Na skutek fluktuacji termicznych, zderzenia nie zachodza rownomiernie ze wszystkich stron
i w efekcie obserwowana czastka zawiesiny co chwile zmienia kierunek swojego ruchu [Goéra2005,
Feynman2007].


https://pl.wikipedia.org/wiki/Szum_bia%C5%82y
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czas tlumienia ruchu kulki (strata energii na skutek tarcia) jest duzo krotszy niz
rozdzielczo$¢ czasowa eksperymentu (100 kHz) i wowczas ruch kulki opisuje réwnanie
Langevina dla Brownowskiej czastki przettumionej, zwane réwnaniem Smoluchowskiego,
postaci

yx(t) + kx(t) = F(t).

Aby wyliczy¢ funkcje gestosci spektralnej (widmo) potozenia mikroczastki dokonujemy
transformacji Fouriera powyzszego rownania wyraz po wyrazie

Flex()} =k X(f)
FF()} = F(f)

Flyx(t)} = foodt e?™ty5(t) = [yx(o) ez”ift]iooo - Zm'yffoodt ety (t) = —2miyfE(f).

Podstawiajac i grupujac odpowiednie wyrazenia otrzymujemy transformate Fouriera funkcji
fluktuacji potozenia x(t)
2(f) = F(f)/(x — 2miyf)
oraz jej widmo
(kpT/ym?)
fEtrer

gdzie czestos¢ odcigcia wynosi f, = k/2my. Na tej podstawie sztywnos¢ putapki wynosi

S() =12(OI° =

K = 2myf,.

Pomiar widma potozenia za pomoca fotodiody kwadrantowej i dopasowanie czestotliwosci
odcigcia (jako parametr w dopasowywanej funkcji Lorentza) sa proste do wykonania
i zwykle zajmuja kilka sekund. Typowa sztywnos$¢ putapki wynoszaca 0.1 pN/nm daje
czestotliwos¢ odciecia okoto 3 kHz dla mikrokulki o promieniu 0.5 pm.
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UKLAD EKSPERYMENTALNY SZCZYPIEC OPTYCZNYCH

Jak wynika z poprzedniego rozdziatu, zasadniczo do stworzenia szczypiec optycznych
potrzebne sa laser i soczewka. W praktyce jednak soczewka musi by¢ soczewka o wysokiej
zdolnosci skupiajacej, czyli o duzej aperturze numerycznej. Tego typu soczewki - obiektywy
mikroskopowe - zbudowane sa z kilku elementéw w celu eliminacji aberracji chromatycznej
oraz sferycznej i przystosowane s3a do pracy ze standardowymi szkietkami
mikroskopowymi. Z tych powoddéw wigkszos¢ szczypiec optycznych to modyfikacje
komercyjnych mikroskopéw optycznych, chociaz niektére grupy badawcze konstruuja je od
podstaw. Schemat ukiadu szczypiec optycznych uzywanego w tym eksperymencie zostat
przedstawiony na Rys.4A i jest wzorowany na ukfadzie opisanym w pracy
[Appleyard2007]. Wszystkie elementy tego ukladu zostaly zamontowane na ptycie optycznej

o wymiarach 60 x 90 cm?.
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Rysunek 4. A) Uktad optyczny szczypiec. Linia przerywana pod katem 45° wskazuje na separacje pomiedzy
elementami umieszczonymi poziomo na ptycie optycznej (u dotu po prawe;j stronie) i elementami ustawionymi
pionowo (gdrna czes¢ po lewej) jako czes¢ mikroskopu odwrdconego. ND - filtr szary, S1, S2, S3, S4 i S5 -
soczewki o ogniskowych odpowiednio 11 mm, 35 mm, 150 mm, 200 mm i 35 mm, L1, L2, L3 i L4 - zwierciadta
ptaskie, F1 - filtr interferencyjny, UC — uchwyt swiattowodu, D1 i D2 - zwierciadta dichroiczne odbijajgce Swiatto
podczerwone (976 nm) i przepuszczajgce swiatto widzialne, FDK - fotodioda kwadrantowa. B) W obiektywach
zanurzonych w olejku immersyjnym wystepuje niedopasowanie wspdtczynnikéw zatamania swiatta pomiedzy
olejkiem a roztworem wodnym. W praktyce, rzeczywiste ognisko hAF jest przesuniete ponizej ogniska
nominalnego hnFr. C) Fotodioda kwadrantowa mierzy oddzielnie natezenie Swiatta padajgcego na kazdy sektor.
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LASER PULAPKUJACY I BIEG JEGO WIAZKI

Sercem szczypiec optycznych jest laser diodowy z wyjsciem Swiattowodowym emitujacy
promieniowanie ciggte o dtugosci fali 976 nm i mocy do 300 mW. Laser ten zawiera siatke
Bragga, ktora jest czeScig jego rezonatora i stabilizuje dlugos¢ emitowanej fali i zapobiega
przeskokom moddéw. Zalezno$¢ mocy optycznej promieniowania emitowanego przez diode
laserowq od pradu zasilania oraz sterownik lasera sa przedstawione na rysunku 5.

Wiazka lasera wychodzaca ze swiattowodu jest skolimowana za pomoca soczewki
asferycznej S1 o ogniskowej f=11 mm, ktorej odlegtos¢ od konicowki swiattowodu mozna
regulowac. Skolimowana wiazka, po przejsciu przez soczewke, ma $rednice 1,6 mm i jest
nastepnie poszerzona do plamki o $rednicy 6,8 mm za pomoca ukladu teleskopowego
ztozonego z dwoch soczewek plasko-wypuklych S2 i S3 o ogniskowych odpowiednio 35 mm
i 150 mm. W ten sposdb srednica wiazki jest dopasowana do apertury obiektywu
mikroskopowego, co zapewnia maksymalne jej ogniskowanie, czyli maksymalna sile
gradientowa. Zamocowanie soczewki S2 w oprawce z przesuwem Xy umozliwia
mechaniczne sterowanie polozeniem putapki (ogniska) w objetosci probki. Prowadzenie
wigzki laserowej réownolegle do stotu optycznego zapewniaja dwa plaskie zwierciadla
metaliczne L1 i L2, a trzecie takie zwierciadlo L3, ustawione pod katem 45° do stotu
optycznego, kieruje wigzke pionowo w gore na obiektyw mikroskopowy. Obiektyw ten
skupia wiazke lasera tworzac pulapke, a $wiatlo rozproszone na czastce i przechodzace jest
zbierane przez kondensor i kierowane na fotodiode kwadrantowg FDK.
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Rysunek 5. A. Zalezno$¢ mocy optycznej diody laserowej (Thorlabs model BL976-SAG) od pradu zasilania.
Pomiary mocy optycznej wykonano na wyjsciu uktadu kolimacyjnego tzn. za soczewka S1. Prad progowy
powyzej ktérego zachodzi akcja laserowa wynosi 50 mA. Dane nalezy traktowac wytacznie orientacyjnie.
B. Panel czotowy sterownika diody laserowej firmy Thorlabs.

MIKROSKOP ODWROCONY

Jak juz wspomniano nasze szczypce optyczne pracuja w ukladzie mikroskopu odwroéconego
(kondensor u gory, obiektyw na dole). Uklad ten wybrano ze wzgledu na jego stabilnos¢ i
fatwo$¢ laczenia wielu wigzek oraz dlatego, Zze jest on ukladem, w ktérym kuleczki
grawitacyjnie kieruja si¢ w strone powierzchni szkietka nakrywkowego lub dna szalki
Petriego. Solidny ukfad mechaniczny sprzyja stabilnosci elementéw optycznych i préobek.
Kregostupem mikroskopu jest tlumiacy drgania stupek o $rednicy 1,5cala. Do stupka
przymocowane sa dwa, zorientowane pionowo, uchwyty translacyjne zapewniajace
powierzchnie montazowe dla wspornikéw w ksztatcie litery L. Do tych wspornikéw z kolei
mocowane sa obiektyw mikroskopowy i kondensor. Apertura wejsciowa obiektywu
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mikroskopowego (100x, 1,25NA) wynosi 6 mm i jest nieco mniejsza od $rednicy padajacej na
niego wiazki laserowej. Zgodnie z teoria pulapkowania, taki stosunek $rednic pozwala w
pelni wykorzysta¢ aperture numeryczng obiektywu i uzyska¢ mozliwie najsztywniejsza
putapke tzn. o najwiekszej sile putapkujacej na kierunku wigzki laserowej. Kondensor z
przerwa powietrzng i korekcja na nieskoriczonos¢, o aperturze numerycznej NA =0,9,
zapewnia rownomierne os$wietlenie pola obserwacyjnego i jednoczesnie zbiera $wiatto
rozproszone z putapki w celu wykrywania potozenia putapkowanej czastki. Taki kondensor
pozwala unikna¢ stosowania olejku immersyjnego i umozliwia fatwe "tadowanie" czastek.
Jako zrodia swiatta biatego, niezbednego do wizualizacji putapkowanych czastek technika
obrazowania w jasnym polu, uzyto diody typu LED swiecacej swiattem biatym. Rozdzielenie
Swiatlta widzialnego od bliskiej podczerwieni (Swiatlo lasera) zachodzi na lustrach
dichroicznych D1 i D2 umieszczonych odpowiednio za ukladem teleskopowym i powyzej
kondensora. Z podstawami mikroskopii optycznej mozna sie¢ zapoznac¢ studiujac
przewodniki opracowane np. przez firmy [Olympus] lub [Zeiss].

UKLAD DETEKC]I

Uktad detekgji potozenia czastki umieszczony jest nad kondensorem. W uchwycie, w postaci
kostki, znajduje si¢ zwierciadlo dichroiczne D2, ktore odbija wiazke Swiatla laserowego w
kierunku fotodiody kwadrantowej FDK i jednoczesnie przepuszcza w strone kondensora
$wiatto widzialne pochodzace z diody LED. Soczewka S5, o ogniskowej 35 mm, tworzy na
fotodiodzie obraz sprzezony z tylng plaszczyzng ogniskowa kondensora (ang. back focal
plane). Fotodioda jest zamontowana w uchwycie przesuwnym xy, co ulatwia jej
pozycjonowanie wzgledem obrazu wiazki i kalibracje jej sygnatu wzgledem $rodka putapki.
Umieszczony miedzy soczewka a fotodioda filtr neutralny ND pozwala ograniczy¢ ilos¢
$wiatta padajacego na fotodiode i uniknac jej wysycenia. Fotodioda kwadrantowa FDK daje
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diody podéwietlajace skazaniaf
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Rysunek 6. Sterownik stolika przesuwnego xy wraz z regulatorem oswietlenia z diody LED oraz uktad wskazan
sygnatdéw napieciowych z fotodiody kwadrantowej FDK.

—
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sygnaly napigciowe wprost proporcjonalne do potozenia czastki znajdujacej si¢ w obszarze
ogniska wiazki laserowej (patrz Kalibracja putapki... i [Gittes1998]). FDK skfada sig¢ z czterech
fotodiod rozmieszczonych wokot srodka plaszczyzny xy tak jak to pokazano na rysunku 4C.
Poszczegdlne fotodiody sa odlegle od siebie o okolo 1 mm i maja bok/promien 4 mm.
Napiecie generowane przez kazda z fotodiod jest proporcjonalne do mocy padajacej na nia
cze$ci wiazki laserowej. Dolaczony do fotodiody kwadrantowej uktad elektroniczny
przetwarza jej sygnaly napieciowe V1+V4 na sygnaly odpowiadajace polozeniu czastki
Vx =(V1+V4-V2-V3)/Vs i Vy=(V1+V2-V3-V4)/Vs, gdzie Vs=V1+V2+V3+V4 odpowiada
catkowitemu natezeniu wiazki laserowej. Chociaz zakres liniowej zaleznosci pomiedzy
generowanym napieciem Vx,y a poloZeniem x,y czastki jest dosy¢ matly (rzedu
1 mikrometra) to jednak wystarczajaco duzy w pordwnaniu z typowymi przesunigciami
czastki w putapce, ktdre wynosza do kilkudziesieciu/kilkuset nanometrow (patrz Rys.
3 A, B). Napiecia Vx,y bardzo szybko reaguja na zmiane potozenia czastki, dzigki czemu ich
zmiany w czasie dobrze oddaja ruchy czastki o czestotliwosci do 20 kHz.

Ukfad zasilania i elektronicznego przetwarzania sygnatu fotodiody kwadrantowej daje
roznicowe sygnaly napieciowe (nie unormowane do Vs) w zakresie od -10 do 10 V i sygnat
sumaryczny Vs w zakresie od 0 do 10V, ktére sa rejestrowane komputerowo za pomoca
karty wejscia/wyjscia firmy National Instruments z 16 bitowym przetwornikiem analogowo
cyfrowym.

INNE PODUKLADY

W przypadku obrazowania prébek swiattem biatym celowo pomija si¢ okular, aby obnizy¢
koszty i zmniejszy¢ ryzyko uszkodzenia oka. Zamiast tego, obrazowanie odbywa si¢ za
pomoca kamery CCD, ktoéra jest umieszczona w plaszczyznie obrazowej soczewki S4 o
ogniskowej 200 mm. Umieszczony pomiedzy tq soczewka a kamera filtr interferencyjny F1
eliminuje wiazke lasera. Filtr ten mozna usuna¢ w trakcie justowania uktadu lub w celach
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Rysunek 7. Panel uzytkownika programu ThorCam firmy Thorlabs stuzgcego do sterowania i akwizycji
danych z kamery CCD.
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demonstracyjnych. Ale w takim przypadku nalezy zachowac ostroznos¢, aby nie uszkodzic¢
kamery CCD. Do rejestrowania obrazéw z kamery CCD stuzy program ThorCam firmy
Thorlabs, ktorego panel uzytkownika jest przedstawiony na rysunku 7.

Szalka Petriego zawierajaca probke w postaci 0,01% roztworu kuleczek krzemionkowych
o $rednicy 1 um w wodzie destylowanej, jest zamocowana na stoliku przesuwnym xyz, ktory
zapewnia jej stabilny i plynny przesuw we wszystkich kierunkach. Stolik ten jest
zamocowany kilka centymetréw ponad powierzchniaq stotu optycznego na grubych,
1,5 calowych pretach. Polozenie stolika w zakresie kilku milimetréw, we wszystkich
kierunkach, mozna regulowa¢ za pomoca S$rub mikrometrycznych, a w zakresie
mikrometréw, ale tylko w plaszczyznie xy za pomoca nanoprzesuwnikéw
(wykorzystujacych elementy piezoelektryczne) z minimalnym krokiem zaledwie 0,6 nm,
aczkolwiek z pewna histereza. Taka kontrola potozenia ulatwia kalibracje sygnatow
z detektora potozenia (fotodiody kwadrantowej) i pozwala na precyzyjny pomiar sit lepkosci
(oporu Stokesa), co poszerza zakres potencjalnych zastosowan catego zestawu szczypiec.

SYSTEM AKWIZYCJI DANYCH

Panel uzytkownika programu OT_main stuzacego do szybkiej akwizycji sygnalow
napieciowych z fotodiody kwadrantowej oraz sterowania przesuwem stolika xyz zostat
pokazany na rysunku 8. Program ten jest programem autorskim i zostal napisany w
srodowisku LabView firmy National Instruments.

Program posiada 3 gtowne =zakladki, ktore odpowiadaja trzem typom pomiaréw
wykonywanych w ¢wiczeniu. Pierwsza zakladka Piezo voltage to position calibration
pozwala na wykonanie kalibracji sygnatu pozycji z fotodiody kwadrantowej podczas
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Rysunek 8. Panel uzytkownika programu OT_main w zaktadce Piezo voltage to position calibration.
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przesuwania obiektu kalibracyjnego w postaci unieruchomionej mikrokulki na dnie szalki
Petriego. Mozliwe jest ustawienie takich parametrow jak:

e wybdr kierunku przesuwu - Direction X/Y,

e amplituda rampy napiecia przyktadanego do stolika piezo - Ramp amplitude [V],

e liczba zmian napigcia na 1 sekunde - Sampling [Hz],

e czas trwania rampy w gore - ramp time [s] (one way)

e liczba usrednien przebiegdw - # of averages.

W prawym gdérnym rogu wyswietlana jest informacja o liczbie krokow (schodkéw napiecia)
wynikajacej z zadanych parametréw. Odpowiednie przyciski pozwalaja na uruchomienie
pomiaru i jego zatrzymanie, a takze na zapisanie zebranych danych (tylko dla ostatnio
ustawionego kierunku przesuwu). Uruchomiony program zmienia napigcie na stoliku w
postaci rampy ,tam i z powrotem” jednoczesnie rejestrujac odpowiedni kanat wejsciowy z
fotodiody kwadrantowej: X/SUM lub Y/SUM (sygnal X lub Y jest normalizowany do sumy
sygnatow ze wszystkich kanaléw fotodiody).

Druga zakladka — Force measurement — w biezacej wersji programu ma doktadnie takie same
parametry wejSciowe i jej obstuga jest analogiczna do pomiaru kalibracyjnego. Poniewaz
rampa napiecia uzywana do kalibragcji jest liniowa w czasie, umozliwia ona przesuwanie
stolika ze stala predkoscia, gdy tylko liczba krokéw w rampie jest wystarczajaco duza
(innymi stowy stolik usrednia zmiany napiecia).
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Rysunek 9. Panel uzytkownika programu OT_main w zaktadce Force measurement.
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Trzecia z zakltadek — Motion signal spectral density - umozliwia pomiar zaleznoSci
polozenia uchwyconego obiektu od czasu. Niezbednymi parametrami sg

e szybkos¢ probkowania napigcia - Sampling rate [Hz],

e liczba probek do zebrania - Total number of samples (w polaczeniu z Samplig rate

okresla on takze czas jednego pomiaru)

e liczba pomiarow - number of averages.
Podczas pomiaru rejestrowane sa sygnaty z obu kierunkow (X i Y) i sygnat sumaryczny. Na
panelu po lewej wyswietlane sa znormalizowane przebiegi czasowe tych sygnatow podczas
ostatniego pomiaru. Panel po prawej wyswietla natomiast usrednione gestosci spektralne
tych sygnatéw, do obliczenia ktdrych uzyto funkcji okna , Hanning”. W tym miejscu warto
zwroci¢ uwage, ze usrednianie wykonuje si¢ po obliczeniu transformat Fouriera kolejnych
przebiegdw czasowych. Z tego powodu, podczas zapisu danych polozenia w czasie do pliku
zapisywane sa kolejne pomiary, jeden za drugim.

Do obrobki zapisanych danych konieczna jest znajomo$¢ wszystkich zadanych ustawien.
Nalezy zatem prowadzi¢ dokumentacje prowadzonych pomiaréw i podgladna¢ format
zapisanych danych.
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Rysunek 10. Panel uzytkownika programu OT_main w zaktadce Motion signal spectra density.
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PRZEBIEG CWICZENIA / POMIAROW

Podstawowym zadaniem w tym eksperymencie, oprocz obserwagji zjawiska putapkowania
Swiattem, jest wyznaczenie wspotczynnika konwersji Exy (nm/V) napiecia z fotodiody FDK
na potozenie czastki w putapce, pomiary sztywnosci k,, (pN/nm) putapki oraz sit F,, (pN)
dziatajacych ze strony cieczy na mikrokulke. Po zdobyciu doswiadczenia co do dziatania
szczypiec i postugiwania si¢ nimi mozna przystapi¢ do eksperymentowania z materiatem
biologicznym mierzac np. sily wywierane przez/na ptywajace w cieczy bakterie.

UWAGI OGOLNE

Pomimo ze eksperyment jest catkowicie bezpieczny dla studenta, to nalezy jednak pamietac,
ze bezposrednia ekspozycja oka na wigzke lasera moze doprowadzi¢ do trwalego
uszkodzenia wzroku. Wiazka jest bardzo silna, o mocy kilkuset mW, i niewidoczna. Przy
kazdym uruchomieniu lasera nalezy zatem stosowac¢ odpowiednie srodki ostroznosci
dotyczace pracy z promieniowaniem laserowym. Oprocz kwestii bezpieczenstwa pracy z
laserem nalezy rowniez przestrzegac nastepujacych zaleceni

o Justowanie ukladu optycznego: Wszystkie elementy optyczne zostaly juz
zoptymalizowane i wstepnie ustawione. Jedyne korekty, ktore nalezy dokonad
obejmuja pozycjonowanie probki na stoliku mikroskopowym xyz i pozycjonowanie
fotodiody kwadrantowej w uchwycie xy. Absolutnie nie nalezy demontowac,
przesuwac ani regulowac swiattowodu i soczewki S1 kolimujacej wigzke lasera oraz
zwierciadel L1, L2, L3 i D1 oraz soczewek S2 i S3. Jesli zmieni si¢ ustawienia wyzej
wymienionych elementéw optycznych to pulapka przestanie dziata¢ i bedzie
wymagata zmudnego i czasochtonnego justowania.

o Obiektyw mikroskopowy 100X: Nalezy uwazac, aby nic (poza olejkiem immersyjnym i
bibutka do czyszczenia soczewek) nigdy nie dotykato soczewki dolnego obiektywu
mikroskopu. W trakcie ustawiania ostrosci obrazu i pozycjonowania szalki Petriego
nalezy zachowac ostroznos¢, aby nie uderzy¢ w mikroobiektyw czy go porysowac.

e Swiattowdd lasera: Nie nalezy rusza¢ ani dotykad $wiattowodu, gdyz jest on niezwykle
delikatny, a naprawa bardzo kosztowna.

o Ustawienia parametréw pracy lasera: Moc wiazki laserowej regulujemy poprzez zmiany
pradu zasilania diody laserowej w zakresie od 60 mA do maksymalnej wartosci
500 mA. Laser posiada takze programowalny uklad stabilizacji temperatury celem
stabilizagji jego dtugosci fali i mocy optycznej na wyjsciu. Mozna regulowac pradem
zasilania az do wartosci granicznej, ale nie wolno zmieniac tej wartosci granicznej ani
ustawionej temperatury na kontrolerze.

PRZYGOTOWANIE UKEADU DO PRACY I POMIAROW

Aby uktad szczypiec optycznych dziatat prawidlowo i mozna bylo za jego pomoca wykonac

odpowiednie pomiary jakosciowe i ilosciowe nalezy przeprowadzi¢ kolejno nizej opisane

czynnosci.

1. Justowanie wigzki lasera. Zwykle ta czes¢ wymaga jedynie weryfikacji prawidtowego biegu
wiazki i nalezy ja przeprowadzi¢, o ile to jest rzeczywiscie konieczne, pod S$cistym

nadzorem opiekuna. Ponizej zamieszczono instrukcje justowania wiazki lasera krok po
kroku.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

Zamontowa¢ swiattowod, ktorego jeden z koncdw jest polaczony z dioda laserowa,
w uchwycie UC razem z soczewka kolimacyjng S1. Ustawi¢ calos$¢ tak aby koncowka
$wiattowodu byla na wysokosci 90 — 95 mm nad powierzchnia ptyty optyczne;j.

Wiaczy¢ zasilanie lasera i ustawi¢ prad zasilania na ok. 80 mA tak aby wyjsciowa moc lasera
nie przekraczata 20 mW.

Skierowac¢ wiazke lasera w poprzek pokoju, na jedna ze scian, oddalona co najmniej 3 m
i dobra¢ tak odlegtos¢ soczewki S1 od koncowki swiattowodu, aby wielkos¢ plamki lasera na
Scianie byla jak najmniejsza.

Zamontowac¢ zwierciadta L1 i L2 tak aby wigzka po odbiciu biegta rownolegle do plyty
optycznej, na wysokosci 90 — 95 mm powyzej niej i wzdtuz jednego rzedu otwordw piyty.
Do tego celu mozna uzy¢ przystony irysowej i metalowej linijki z zaczepem magnetycznym.
Ustawi¢ duzy stupek ($rednica 1,5 cala) i zamontowa¢ na nim wsporniki obiektywu i
kondensora wraz ze stolikami przesuwnymi. Utozenie wspornikéw mozna tatwo wyréwnag,
ktadac stupek na plycie optycznej tak aby krawedzie wspornikow lezaly ptasko na ptycie.
Nastepnie nalezy dokreci¢ sruby mocujace wsporniki. Jednoczesnie nalezy si¢ upewnié, ze
oba stoliki sg ustawione w potowie zakresu przesuwu, a odleglo$¢ pomiedzy goérna
powierzchnia wspornika obiektywu a dolna powierzchnia wspornika kondensora wynosi ok.
75 mm. Ponadto, gorna powierzchnia wspornika obiektywu powinna by¢ na wysokosci ok.
120 mm ponad ptyta.

Zamontowac zwierciadto dichroiczne D1 oraz zwierciadlo L3, ktére kieruje wiazke pionowo
w gore. Najlepiej oba zwierciadta zamontowa¢ na prowadnicy przykreconej do plyty
optycznej co pozwala na proste i powtarzalne przesuwanie wiazki w kierunkach X (suwajac
zwierciadlem D1) oraz Y (suwajac zwierciadtem L3). W potaczeniu z obrotem zwierciadla
L3, te dwa przesuniecia pozwalaja na idealne, pionowe ustawienie biegu wiazki laserowej i
jej wycentrowanie na otworach obiektywu i kondensora. Precyzyjne centrowanie dos¢
szerokiej wiazki lasera umozliwiaja krazki z matymi otworami, ktére nalezy wkreci¢ w
otwory we wspornikach.

Ustawi¢ rozszerzacz wiazki laserowej, montujac na prowadnicy kolejno soczewki S2 i S3, w
odlegtosci 185 mm jedna od drugiej. Potozenie tych soczewek nalezy tak dobra¢, aby wiazka
nadal prawidlowo przechodzita przez otwory obiektywu i kondensora. Kolimacje wiazki
sprawdzi¢ w dalekiej odleglosci od uktadu.

2. Ustawienie i przetestowanie dziatania uktadu mikroskopu odwroéconego

2.1.

2.2.

2.3.
24.
2.5.
2.6.

2.7.
2.8.

Przy wylaczonej wiazce lasera wlaczy¢ komputer i uruchomic¢ program ThorCam do obstugi
kamery CCD.

Ustawic¢ kamere, soczewke 54 i zwierciadlo L4 tak aby otrzymad na matrycy CCD ostry obraz
przedmiotu oddalonego o co najmniej 4m. W tym celu nalezy uzy¢ dodatkowego
zwierciadla ptaskiego kierujacego do kamery $wiatlo rozproszone od obrazowanego
przedmiotu. Odlegtos¢ pomiedzy soczewka S4 a matrycag CCD powinna wynosi¢ 200 mm,
pozostate odleglosci sa mniej krytyczne.

Zamocowac obiektyw i kondensor w otworach wspornikéw.
Zamontowac stolik przesuwny, a na nim uchwyt na szalki Petriego.
Natozy¢ krople olejku immersyjnego na soczewke obiektywu mikroskopowego.

Na uchwycie, na stoliku przesuwnym xyz, polozy¢ szalke Petriego (moze juz zawierac
badany roztwor z mikrokulkami) i za pomoca $ruby mikrometrycznej ostroznie przesuwac
stolik w dét az dno szalki dotknie powierzchni olejku immersyjnego.

Zamontowac i wlaczy¢ zrédto swiatta bialego LED powyzej kondensora.

Wiaczy¢ laser i ustawic¢ prad zasilania diody laserowej na 80 mA.
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2.9. Obniza¢ stolik z szalkg Petriego za pomoca $ruby mikrometrycznej i obserwowac obraz z
matrycy CCD na ekranie monitora. Nalezy pamietaé, ze odleglos¢ robocza (ang. working
distance) mikroobiektywu wynosi tylko 0,23 mm ze wzgledu na jego duza aperture
numeryczng (NA=1,25). Zblizajac probke do mikroobiektywu w pewnym momencie
powinno sie zobaczy¢ znieksztatcona plamke lasera na monitorze, co odpowiada obrazowi jej
odbicia od dolnej powierzchni szalki (granica olejek-szalka). Kontynuujac powoli obnizanie
stolika, poczatkowo plamka ta zniknie, a nastepnie pojawi sie znacznie silniejsza w
momencie zobrazowania jej odbicia od goérnej powierzchni szalki (granica szalka-
powietrze/roztwdr). Odlegtos¢ pomiedzy tymi dwiema ptaszczyznami jest rdGwna grubosci
dna szalki Petriego wynoszacej ok. 170 um (w zalezno$ci od rodzaju szalki) [Videol].

2.10. Regulujac zwierciadtem L4 ustawi¢ obraz odblasku mniej wiecej w centrum matrycy CCD.

2.11.Na drodze wiazki swiatta biegnacej do kamery CCD wstawic¢ filtr interferencyjny F1, ktory
ostabi wiazke lasera i zabezpieczy CCD przed wysyceniem [Video2].

2.12.Przygotowac roztwor z mikrokulkami krzemionkowymi o srednicy 1 pum i umiesci¢ kilka
kropli na szalce Petriego. Roztworu z mikrokulkami mozna uzywac juz na etapie od punktu
2.6.

2.13. Obnizy¢ stolik o okoto 5 pm mierzac od granicy dno szalki - roztwor. W ten sposéb ognisko
lasera znajduje si¢ w objetosci roztworu i w tym momencie nasze szczypce sa gotowe do
dziatania. Jednoczesnie refleks lasera przestaje by¢ widoczny na kamerze CCD.

2.14. Uzywajac srub mikrometrycznych stolika w kierunkach x i y wprowadzamy wybrang kulke
w obszar putapki. Kulka wciaggnieta w obszar ogniska wiazki lasera przestaje si¢ swobodnie
poruszac, co tatwo widad na tle innych kulek przesuwajacych si¢ wraz z przesuwem stolika
[Video3].

Uwaga: czesto zdarza sig, ze ptaszczyzna ogniskowania lasera nie pokrywa si¢ z ptaszczyzna
obrazowania mikrokulek i obraz uwiezionej kulki jest nieostry. Pokrywanie si¢ ptaszczyzn
ogniskowania i obrazowania mozna uzyskac przesuwajac nieco soczewke 54 przed kamera
CCD tak jak to pokazano na rysunku 11.

W tym momencie mamy dzialajgce szczypce optyczne z obserwacjq video na kamerze CCD.
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ptaszczyzna
obrazowania na CCD laser

Rysunek 11. Ptaszczyzny ogniskowa lasera i obrazowania na kamerze CCD uwiezionej mikrokulki oraz obraz
mikrokulki (w centrum) na kamerze CCD i jego powiekszenie (gérny prawy rég). Na zdjeciu widoczne sg rowniez
inne swobodnie poruszajgce sie mikrokulki zobrazowane w réwnych ptaszczyznach.

3. Ustawienie i oswietlenie fotodiody kwadrantowej jako detektora potozenia mikrokulki.
3.1. Przy wlaczonej diodzie LED i przy braku probki, ustawi¢ kondensor w takiej odlegtosci
(okolo 5-6 mm) od obiektywu, aby otrzyma¢ maksymalne o$wietlenie kamery CCD.
Potozenie kondensora zmieniamy przesuwajac stolik, na ktéorym jest on zamocowany
uzywajac do tego celu sruby mikrometrycznej.

3.2. Wlaczy¢ laser i przy zdjetej soczewce S5 i fotodiodzie kwadrantowej, zaobserwowac z
pomoca wizualizera podczerwieni wigzke lasera po jej odbiciu od lustra dichroicznego D2.
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3.3. Doregulowac polozenie kondensora tak aby uzyska¢ skolimowana wiazke $wiatta, badajac ja
na odlegltosci kilkunastu centymetrow za lustrem D2.

3.4. Nastepnie ustawi¢ soczewke S5 w odlegtosci 3,5-4,5 cm od powierzchni fotodiody FDK, aby
otrzymac na niej obraz tylnej plaszczyzny kondensora.

3.5. Za pomoca $rub uchwytu xy, w ktérym zamocowano fotodiode FDK, ustawi¢ ja na srodku
wiagzki laserowej tak aby sygnaly ze wszystkich jej sektorow byly identyczne. Pomocna jest
tutaj obserwacja wyswietlacza (patrz Rys. 6) napig¢, ktory pokazuje réznice sygnatow w
kierunkach x1iy.

3.6. Nalezy tak ograniczy¢ ilo$¢ padajacego $wiatta aby nie doszto do wysycenia fotodiody.
W tym momencie mamy dzialajqce szczypce optyczne wraz z ukladem szybkiej detekcji
potozenia sputapkowanej mikrokulki i mozZemy przystqpic do pomiaréw iloSciowych.
Jak juz wspomniano wczesniej badania iloSciowe dotycza wyznaczenia:
a) wspolczynnika konwersji sygnatu FDK na potozenie mikrokulki,
b) wspotczynnikow sztywnosci putapki optycznej w kierunkach x i y oraz
c) sity Stokesa wywieranej na mikrokulke przez bedacy w ruchu ptyn.

We wszystkich pomiarach korzysta si¢ z autorskiego programu OT_main pozwalajagcemu na
akwizycje sygnalow z fotodiody i sterowanie stolikiem przesuwnym xyz na ktérym znajduje
si¢ szalka Petriego z badanym roztworem mikrokulek.

OPRACOWANIE WYNIKOW POMIAROW

Te czesé¢ nalezy szczegdtowo przedyskutowac z opiekunem.
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