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INTRODUCAO

Desde a construcdo do primeiro microscopio de forca atomica (AFM
- Atomic Force Microscopy) em 1986 e o desenvolvimento da
técnica por ele utilizada, uma potente ferramenta foi incorporada
no estudo das interagdes de superficies por meio da analise das
curvas de forca-distancia produzidas por esse equipamento. Os
graficos de forca sao usados para medir as interacdes entre a sonda
do equipamento e a amostra analisada. Mais recentemente, os
microscopistas comecaram a esbocar medidas de forca através de
superficies inteiras a fim de revelar novas informacdes sobre a
amostra. Esta area da microscopia promete abrir novos topicos em
ciéncias dos materiais, em biologia e em outras areas
investigativas.

A ideia da microscopia de varredura por sonda é totalmente
diversa das demais técnicas de microscopia. Um microscopio de
varredura por sonda (SPM - Scanning Probe Microscopy) é um
conjunto de instrumentos compostos basicamente de sonda
sensora, ceramicas piezelétricas utilizadas para posicionar a
amostra em relacdo a sonda, circuitos de realimentacdo para o
controle da posicao vertical da sonda e um computador para
realizar a movimentacao dos escaneres de varredura, armazenar os
dados extraidos nas medidas e os converter em imagens por meio
de um software especifico (Fig. 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica dos componentes de um microscopio de forca
atémica. Adaptado de REBELO (2010).

Para se monitorar a interacao sonda/amostra, utiliza-se um laser
que, ao se refletir na superficie do cantilever, atinge um
fotodetector. A variacdo da posicdo do laser no fotodetector sera
utilizada para monitorar as deflexées do cantilever (ocasionadas
pelas forcas de interacao) e para produzir sinais elétricos que serdo
utilizados no mecanismo de feedback (ZANETTE (2010)). Este
mecanismo consiste no processamento, amplificacdo e producao de
sinais elétricos que sao utilizados para manter a constancia de um
determinado parametro de referéncia que esteja relacionado com
a interacao sonda/amostra.

Para exemplificar seu funcionamento, suponha que o parametro de
referéncia seja uma determinada deflexao do cantilever. A medida
em que a sonda varre a amostra, interagindo com a mesma em
pontos distintos, as forcas de interacao podem sofrer modificacoes
que acarretam mudancas na deflexdo de referéncia do cantilever.
Quando isso ocorre, o laser refletido atingira o fotodetector em
uma posicao diferente da que incidia antes. Essa variacdo indicara
ao feedback que o parametro de referéncia esta modificado, ou
seja, que a interacao sonda/amostra foi alterada.

Se essa interacdo depender da distancia (o que geralmente
ocorre), o mecanismo de feedback produzira um sinal elétrico que
intervira no escaner, fazendo com que este modifique a distancia
de separacao entre a sonda e a amostra para que a deflexao de
referéncia seja reestabelecida. Assim, o feedback detecta as
mudancas na deflexdo de referéncia e faz uma intervencdo no
sistema para que o parametro de referéncia volte ao seu valor
original. E nessa intervencdo que se extrai o dado topografico e
outras propriedades da amostra.

Ha trés formas de se promover a interacdo sonda/amostra para a
obtencao de imagens e de outras propriedades (modos de
operacdo): o modo contato, também conhecido como contact
mode ou dc mode, o modo de contato intermitente ou periddico
(tapping mode) e o modo de nao-contato.

No modo contato, a ponta esta fisicamente em contato com a
superficie da amostra enquanto a mesma ¢é varrida. A forca de
interacao é repulsiva e é possivel obter imagens com maior rapidez
sem perda de resolucao. Executado em ar (condicbes ambientais
do laboratorio) ou em meio liquido, esse modo fornece além de
imagens topograficas, informacdes sobre as forcas laterais (atrito)
e as normais, de curto e longo alcance, que atuam na interacao.
Em ar, a ponta fica parcialmente imersa em uma camada de fluido
adsorvida sobre a superficie da amostra (camada de
contaminacao). Essa camada contribui para acao de forcas de
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capilaridade que aumentam a forca exercida pela ponta sobre a
amostra, podendo prejudicar a analise e danificar a amostra. No
entanto, tais forcas podem ser eliminadas empregando-se o modo
contato em um meio liquido, onde a ponta e a amostra estdo
totalmente imersas (V. J. MORRIS (2009)).

No modo contato intermitente, em ar, a ponta varre a amostra
fazendo contatos intermitentes enquanto oscila sobre a mesma,
evitando assim, uma longa permanéncia na camada de
contaminacao. Nesse caso, utilizam-se forcas atrativas de longo
alcance para se monitorar a interacao sonda/amostra. As
vantagens no uso do modo intermitente sao: a eliminagao de forcas
laterais na deteccao, a alta resolucao lateral sobre muitos tipos de
amostra e a utilizacdo de forcas com baixa intensidade,
preservando a integridade da amostra durante a obtencdo de
imagens. Além de topografia, o modo tapping pode ser utilizado
para a obtencao de imagens que revelam propriedades elétricas e
magnéticas de materiais. A desvantagem na aplicacdo desse modo
de operacéo deve-se a baixa velocidade de varredura (V. J. MORRIS
(2009)).

Ja no modo ndo-contato, a tip oscila proximo a superficie da
amostra sem toca-la, ficando acima da camada de contaminagao e
interagindo com as forcas de van der Waals que se estendem até 10
nm acima desta camada. Essas forcas de interacdao sao
relativamente mais baixas, o que ocasiona uma baixa resolucao
lateral (condicionada pela distancia sonda/amostra) e consequente
limitacao desse modo (V. J. MORRIS (2009)).

A resolucdo vertical da técnica de AFM operando em ar é de
aproximadamente 0.1-0.5 nm, enquanto na horizontal é de 1-5 nm,
dependendo da rigidez da amostra. A resolucao horizontal sobre a
superficie de células vivas, em liquidos, tende a diminuir para
algumas dezenas de nandmetros devido a * “maciez" da superficie
da membrana (KUZNETSOVA T. G. (2007)), dificultando o processo
de medida topografica. Segundo ALESSANDRINI & FACCI (2005), a
sensibilidade e a resolucdo da técnica também dependem das
caracteristicas da tip e do cantilever (por exemplo, raio, formato,
material e etc.).

As técnicas de varredura por sonda alargaram nosso conhecimento
dentro dos “mundos” nano e micrométrico. Ademais, “tocar” os
objetos é um pré-requisito essencial para manipula-los. Essa
habilidade em sentir moléculas e atomos &, certamente, um marco
revolucionario na microscopia. As escalas de trabalho do AFM
podem variar de 100 pm, o que permite analisar algumas células
vivas, macromoléculas e algumas bactérias, e podendo chegar,
com boas resolucdes, na faixa de até 5 nm, o que permite a analise
morfoldgica de virus, nanoparticulas e algumas biomoléculas. Além
de produzir imagens topograficas, o AFM também é capaz de
investigar as propriedades mecanicas e outros atributos
fundamentais para muitas amostras, tais como aderéncia e
elasticidade locais, interacdbes de forcas magnéticas e
eletrostaticas.

A adesdo microscopica influencia uma grande variedade de
eventos, desde o comportamento de ceramicas e materiais
compostos até a replicacdo de DNA e atuacdo de drogas no corpo
humano (C. B. PRATER (1995)). Propriedades elasticas possuem
uma importancia similar, afetando frequentemente a estrutura e
dinamica de sistemas, num universo que abrange diversos materiais
compostos.

Na Fig. 2, temos um grafico de uma curva mostrando o movimento
da sonda. O eixo horizontal traca o movimento da sonda referente
a amostra. Enquanto a sonda desce para a amostra, a distancia
sonda/amostra diminui. A deflexao do cantilever é tracada no eixo
vertical do mesmo grafico, o que revela pelo menos dois fatos
muito importantes.

O primeiro é a atracdo sonda/amostra. Quando a ponta se
aproxima da amostra, varias forcas atrativas atuam sobre ela.
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Nota-se que a sonda, de repente, “mergulha” em direcdo a
amostra durante a descida. Isto € comumente chamado de “pulo ao
contato”, e ¢é devido, geralmente, as forcas da atracdo
eletrostatica e ou tensado superficial (capilaridade). A atracdo é
também evidente onde o cantilever é empurrado para longe da
amostra. Se as forcas atrativas forem fortes o bastante, a ponta
aderir-se-a a superficie da amostra. Quando a sonda se desprende
da superficie, aquela retorna bruscamente para seu estado de
equilibrio. Conhecendo-se a constante de mola do cantilever, é
possivel medir as forgas atrativas de interacao sonda/amostra com
boa precisao.

0 segundo fato é sobre a elasticidade do material. Sabemos que é
possivel extrair informacdes a seu respeito estudando-se a curva de
forca (REBELO (2014)). Na figura, visualizamos a parte da curva de
forca em que a ponta esta em contato constante com a amostra.
Como a ponta é pressionada constantemente sobre o material, o
cantilever se deflexiona. A quantidade de deflexao para uma dada
quantidade de movimento descendente da sonda fornece uma
indicacao da elasticidade do material. Por exemplo, se o material
for extremamente duro, pressionar a sonda contra ele resultara em
uma quantidade relativamente grande de deflexao. Se a amostra
for macia (indentavel), o cantilever vai sofrer menor deflexdo
durante o processo de descida.
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Figura 2. Figura esquematica de uma tipica curva de deflexao/deslocamento adquirida
com medidas de forca no AFM, exibindo uma histerese entre as curvas de aproximacao e
retracdo, além de adesividade.

O formato, a inclinacao e o ponto de contato da curva de forca
fornecem informacdes detalhadas sobre a elasticidade da
superficie. Muitas vezes, é possivel obter medidas quantitativas da
elasticidade, adesividade e viscosidade da amostra como veremos
nas proximas secoes.

MATERIAIS E METODOS

Andlise das Curvas de Forca: Medidas de mapeamento de forca
foram realizadas nesse projeto com finalidade de obter suas
propriedades nanomecanicas qualitativas e quantitativas. Ensaios
mecanicos sao utilizados para verificar eficacia de encapsulamento
(FIEL (2011)) de farmacos em nanoparticulas poliméricas e
lipidicas, por exemplo, além de correlacionar suas propriedades
nanomecanicas com sua nanoestrutura.

Para a analise do modulo elastico das curvas de forca,
consideramos a teoria de contato de Hertz, cuja relacao forca-
indentacdo para um indentador cénico, (RADMACHER (2007),
RADMACHER (1997) e SANTOS (2012)), é dada por:
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onde E e V representam o modulo de elasticidade e a razao de
Poisson do material, respectivamente. As amostras serao
consideradas virtualmente incompreensiveis se a razao de Poisson
é tomada pelo valor de 0.5.

A quantidade a representa o angulo de abertura da ponta conica.
A expressao acima sera usada para fitar os dados experimentais das
curvas de (z,d), com o objetivo de extrair, a partir delas o modulo
elastico E.

Medidas Magnéticas via AFM: As amostras de nanoparticulas e
nanoestruturas de carbono foram avaliadas também pelas técnicas
de MFM (Magnetic Force Microscopy). Essa técnica permite a
obtencao das imagens de amostras magnéticas devido as interacdes
de longo alcance.

Neste método, o cantilever vibra com o auxilio de um suporte de
ponta especifico (tipholder), que contém um piezo préprio e o faz
vibrar com frequéncia proxima a sua de ressonancia. Esta
frequéncia se altera pela resposta de uma forca gradiente
adicional. As forcas atrativas tornam o cantilever efetivamente
mais macio, reduzindo a frequéncia de ressonancia, enquanto que
forcas repulsivas o tornam efetivamente mais duros, aumentando
sua frequéncia.

A técnica MFM é uma técnica de dupla varredura, na qual a
primeira varredura é realizada em modo tapping, obtendo assim
dados sobre a topografia, e a segunda, realizada como um retraco
da imagem de altura, porém a uma distancia h constante entre a
sonda e a superficie analisada, aquela oscilando a uma frequéncia

de ressonancia wg. O sinal de MFM é a diferenca de fase entre a
forca que atua entre a ponta e a amostra e a oscilacdao do
cantilever.

Para as analises dos pontos quaticos de grafenso (GQDs, do inglés
graphene quantum dots), os experimentos de microscopia de forca
Atomica (AFM) foram realizados com o equipamento Multimode 8
(Bruker, Santa Barbara) utilizando o Software Nanoscope 1.50
(Bruker) no modo tapping (contato intermitente) para aquisicao de
imagens topograficas e de fase para determinacdo do diametro,
altura e composicao de fase das particulas. As experiéncias foram
realizadas com uma constante de mola em cantilever de 0,42 N /
m e um raio de ponta nominal de 2 nm. As solucdes de particulas
foram diluidas para uma concentracdo de aproximadamente 109 a
1010 particulas por 1 cm®. As solucdes foram depositadas em mica
previamente clivada e deixadas a secar numa camara de vacuo
protegida de contaminacao. O experimento foi realizado com uma
resolucdo de varredura de 256 x 256 linhas e uma frequéncia de
0,5 Hz.

As imagens de microscopia de forca magnética (MFM) foram
realizadas utilizando o mesmo equipamento no modo
Tapping/Lifting, com elevacao de 25-50 nm, utilizando sondas
modelo MESP, com revestimento magnético e k nominal: 1-5 N/m.
Medidas de AFM topograficas de silica mesoporosa foram realizadas
com o mesmo equipamento no modo QNM usando sondas modelo
SCANASYST-AIR, com constante de mola nominal de 0,4 N/m e
radio de ponta nominal de 2 nm aproximadamente.

A amostra foi diluida em agua pura e 10 pL da solucéo contendo as
nanoparticulas de silica mesoporosa foram depositados em mica
recém-clivada. Apos a secagem, a amostra foi levada para o AFM
para analise. Importante o fato de que as nanoparticulas foram
submetidas a um preparo, onde foram dopadas de Dacarbazina
(antineoplasico), marcadas com Tecnécio metaestavel (99mTc), e
inseridas de magnetita (Fe30.).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Medidas de AFM topograficas de silica mesoporosa revelam
estruturas de aproximadamente 50-90 nm de diametro, como
mostrado no Fig. 3. Observamos texturas na superficie das
nanoparticulas, compativeis com os mesoporos, e tais
nanoparticulas sempre se apresentavam agrupadas, caracteristica
associada com seu comportamento magnético.

h (nm)

””

0 50 100 150 200 250 300
X (nm)

Figura 3. Esquerda: imagem de altura de AFM de agrupamento de quatro nanoparticulas

de silica mesoporosa e direita: secdo transversal da nanoparticulas indicada na figura da

direta mostrando didmetro de 72 nm.

Nas imagens de propriedades mecanicas obtidas no modo
Quantitative Nanomechanics Peak Force (QNM), os poros dentro
dos quais o material magnético esta inserido ficam ainda mais
evidentes, como pode ser observado na Fig. 4.

Figura 4. Imagem de altura de agrupamento de nanoparticulas de silica mesoporosa. Os
quadros em verde indicam as respectivas nanoparticulas que evidenciamos as imagens de
adesdao nos detalhes.Imagens de adesdo evidenciando os poros na superficie das
nanoesteruturas.

0O agrupamento das nanoparticulas € um dos indicios do carater
magnético desse material, no entanto, para comprovar que dentro
dos poros de fato foram inseridos material magnético de tal forma
que a nanoparticulas assuma esse carater, medidas de MFM foram
realizadas. A Fig. 5 mostra a imagem de altura (esquerda) e MFM
(direita) respectivamente dessa amostra. Nota-se que, mesmo para
uma altura relativamente grande em nanoescala (50 nm), o
contraste magnético ¢é evidente para regido dos poros,
especialmente (setas verdes), confirmando que, de fato, as
nanoestreuturas sao magnéticas em nanoescala.

Para os GQDs, os resultados da microscopia de forca atomica (AFM)
s&o mostrados na Fig. 6. De acordo com a analise dos dados, o
diametro médio dos GQDs variou no intervalo de 160-280 nm,
enquanto as alturas mais freqiientes foram de cerca de 5 nm. A
rugosidade foi muito baixa, com um Rq de 4,58nm e Ra de 3,42nm.
Esses resultados sao essenciais pois, especialmente para estruturas
de grafeno, a informacao de altura é extremamente importante.
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Figura 5.Imagem de altura (esquerda) e MFM (direita) de nanoparticulas de silica
mesoporosa. As setas verdes indicam regides onde o material magnético esta inserido nos
poros.
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Imagens superiores apresentam GQDs com distribuicées de tamanho de 160-280 nm e
visualizagao 3D revelando perfil de grafeno, também destacado em seco transversal
(meio). As imagens de baixo apresentam uma visao geral de muitos GQDs, permitindo
confirmar a distribuicdo do tamanho de particulas com o software do AFM.

CONCLUSOES

As imagens topograficas de AFM revelaram nanoparticulas de silica
mesoporosa com didmetros de aproximadamente 60-90 nm. A
superficie das particulas tem textura compativel com os poros de
silica. As imagens de adesdo mostraram contraste diferenciado de
adesao na superficie da nanoparticula de silica quando comparado
ao substrato de mica. Nas imagens de adesao, o carater poroso da
silica também é observado, com locais de adesdo diferenciada,
mesmo na superficie de uma particula individual. As imagens de
microscopia de forca magnética mostraram contraste magnético
em imagens de amplitude com 50 nm de elevagao. Observa-se que
0 contraste magnético ndo esta em toda a area que contém a
particula, sendo compativel com o fato de que o material
magnético penetra apenas alguns poros da silica, provavelmente
correlacionado com regides internas da silica onde ha mais
material magnetita. A altura de elevacao utilizada foi de 50 nm
acima da superficie das nanoparticulas. Em alturas mais elevadas,
o contraste magnético foi extremamente pobre, provavelmente
devido a baixa concentracdo de material magnético dentro de uma
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particula nanométrica. Nesta escala de tamanho, observamos
superparamagnetismo, dificultando o sinal no modo MFM. Em todas
as imagens de AFM, observamos as particulas agrupadas mesmo em
baixas concentracgdes. Este fato pode estar relacionado ao carater
magnético das nanoparticulas.

Em relacdo aos GQDs, a microscopia de forca atémica foi
fundamental para mostrar a altura e diametro das ilhas de grafeno
desse pontos quanticos e para realizacdo de estatistica de
distribuicdo de tamanho e rugosidade de superficie, uma vez que
ainda observa-se a presenca se alguns reagentes da rota se sintese
na superficie do mesmo, como citrato, por exemplo.
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