Técnicas de analises de superficies

Propriedades fisicas: morfologia, rugosidade

Propriedades quimicas: hidrofilicidade, composicao quimica,
orientacao molecular

Qual a origem das propriedades de superficies?
A somatoria de forcas interatdmicas, intermoleculares
da matéria em um dado meio

Propriedades da superficie nao necessariamente sao
as mesmas do “bulk”



Morfologia
Rugosidade

Microscopias



Microscopia optica (MO)
Filmes ou solugdes concentradas transparentes
Limite de resolu¢cao ~ 200 nm (luz visivel 400 nm a 700 nm)

MO de papel higiénico (fibras de celulose)
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Imagem de campo
claro:

a luz vem de baixo
da amostra e a
imagem é
observada por
cima




MO de papel higiénico (fibras de celulose)

- crystalline
lamelia

Dependendo do tamanho, podem ser
observados por microscopia optica com
filtros poalrizadores.

Imagem com luz polarizada:

Contraste na imagem é
originado da rotacao da luz
polarizada causada pela
amostra.

Cruz de Malta



MO de papel higiénico (fibras de celulose)
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Imagem de campo escuro:

A imagem é formada somente
pela luz espalhada pela
amostra.




Microscadpio confocal com fluorescéncia (confocal laser scanning microscopy , CLSM).

Melhoria feita no MO:

Um pinhole foi montado no plano confocal das lentes para eliminar a luz fora
de foco. Desta forma é possivel obter imagens com diferentes profundidades de
foco por vez; a reconstrucao das diferentes imagens obtidas gera uma imagem
3D. Se os componentes da amostra puderem ser corados com diferentes
corantes fluorescentes, é possivel determinar a localizacdao espacial de cada
componente na amostra.

Emulsdo O/W estabilizada por nanocristais de celulose
Celulose marcada com calcoflior
Gotas de 6leo marcadas com vermelho do Nilo




Microscopia eletrénica de varredura (MEV) Scanning electron
microscopy (SEM)

O microscoépio eletronico (ME) tem resolucao muito maior que a microscopia 6ptica (MO)
porque a radiacao incidente tem comprimento de onda (A) muito menor.

MO — A faixa do visivel

h , , :
ME - de Brooglie A= EC , onde h é a constante de Planck, ¢ é a velocidade da luz

no vacuo e E é a energia do foton

h=6,62x103%].s
c=3x108m/s
E= 1lev=16x101)

Um MEV comum pode operar com até 35 kV ‘ A =0,36 A



Interacao entre feixe de elétrons e amostra

ELETRONS PRIMARIOS : FOTON DE LUZ

ELETRONS SECUNDARIOS

ELETRONS PRIM fn:m
ELAETICAMEHTER

RETROESPALHADOS

RADIAGCAO-X

O diametro da area
atingida pela area do
feixe ~ diametro do feixe.

ELETRONS INELASTICAMENTE RETROESPALHADGS

Se o diametro da area
atingida pela area do
feixe # diametro do feixe
- espalhamento




In elastic scattering, the electron trajectory changes.
but its kmetic energy and velocity remain essentially
constant (due to large differences between the mass
of the electron and nucleus). This process 1s known
as electron backscattering (although later we will
confine the term "backscattered electrons" to those
scatter out of the sample).

Electron

Beam Backecattered

Electron
v

Nucleus

Backscattered electrons = elétrons retroespalhados

—TFlectrons



In inelastic scattering. the trajectory of the incident electron
1s only slightly perturbed. but energy 1s lost through
interactions with the orbital electrons of the atoms m the
specimen. Inelastic interactions produce diverse effect
mncluding:

*Secondary electrons e
*phonon excitation (heating) Fo
scathodoluminescence (visible light fluorescence)
continuum radiation (bremsstrahlung or “braking”
radiation)

scharacteristic x-ray radiation

plasmon production (secondary electrons)

*Auger electron production (ejection of outer shell electrons)

Secondar
Electrons

Electrons <

Electron




Incident & beam (300-40,000eV)

Backscattered electrons
(=30eV to Incident energy)
x-Tay — contimmm &
charactenstic (500-40,000eV)

cathodoluminescence

Secondary electrons

Ineslastically scaftered e
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Transmutted Electrons



Volume of Excitation

The size and shape of the interaction volume is limited by two factors:
(1) energy loss through inelastic interactions
(2) electron loss or backscattering through elastic mteractions.

The resulting excitation volume 1s a hemispherical to jug-shaped region with the
neck of jug at the specimen surface.

The depth of electron penetration of an electron beam and the volume of sample

with which 1t interacts are a function of its angle of incidence. the magnitude of 1ts
current, the accelerating voltage. and the average atomic number (Z) of the sample.

Electron penetration generally ranges from 1-5 um 01E!S
with the beam incident perpendicular to the sample. X (pm) = —5——

The depth of electron penetration (x) 1s approximately where . —acederating veltage (keV),
(Potts. 1987. p.336): andp = density (g/em?)

The width of the excited volume (y) can be

approximated by (Potts, 1987, p. 37): ~ 0.077E,

y (um) T p
Better results are obtained using Monte Carlo where E_ =accelerating veltage (keV),

vati — dens 3
approximations andp = density (g/em”)
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Preparo de amostras para MEV

1) Secar ou liofilizar as amostras para garantir que nao vai contaminar o canhao de
elétrons

2) Fraturar ou criofraturar a amostra, se quiser analisar a estrutura interna do
material. Criofratura é a fratura do material imerso em N, liquido

3) Recobrir com uma camada de material condutor, se o material for isolante (todos
polissacarideos sdo isolantes). Geralmente através da evaporacao de Au ou Pt ou
“Sputtering” (com Au ou Pt).

X10,000

T Celulose de algod3o
Celulose bacteriana g



Gaseous SEM (Environmental SEM)

* Works in:
* Air
* Low Vacuum
* High Pressure
* Variable Pressure

* Gases Used Include:
' N,
' 0,
* Ar, He, H,0...

http:/ /www.phy.cam.ac.uk/research/research
groups-images/bss/images/esem.jpg
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Microscopia eletrénica de transmissao (MET) transmission electron
microscopy (TEM)

h , , ,
ME - de Brooglie A= EC ,onde h é a constante de Planck, c é a velocidade da luz

no vacuo e E é a energia do foton

h=6,62x103*].s
c=3x108m/s
E= 1lev=1,6x101)

Um MET operando com 100 kV A =0,097 A
O feixe atravessa fatias muito finas (~ 100 nm de espessura) da amostra.

A interacao entre o feixe e a amostra permite conhecer a morfologia e composicao
elementar da amostra.




Fonte de radiacao:
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As diferencas de espessura, densidade e numero atébmico (Z) da amostra sao
responsaveis pelas regides claras e escuras da imagem formada.

Quando o feixe atravessa a amostra alguns elétrons sao espalhados
elasticamente, outros inelasticamente e outros sao transmitidos.

O diafragma da objetiva elimina os elétrons espalhados elasticamente,
deixando passar somente os nao espalhados e os inelasticos.

Amostras composta por atomos de Z alto, geram imagens com alto contraste
devido ao forte espalhamento e pouca perda de energia. Amostras
compostas por atomos de Z baixo, como polimeros, espalham muito pouco
e, por isso, geram imagens com baixo contraste.

Preparo de amostra:

(Crio)ultramicrotomo para cortar fatias muito finas )
Coramento com OsO, ou RuO,, no caso de polimeros




Nanocristais de celulose (eucalipto) corados com RuO,

- \ .“a‘;‘ . ‘&

Domingues, Pereira, Sierakowki,Rjas, Petri Cellulose, 2016

Figure 5.30. Electron micrography of a polyethylene spherulite at the beginning of growth.
[Courtesy of B. Lotz, ICS-CNRS, Strasbourg (France).]



Quando ha um espectrometro que analisa a pedra de energia de elétrons
(EELS) integrado a coluna optica, os elétrons inelasticos que atravessam a
amostra podem ser classificados com respeito as energias caracteristicas de
cada elemento da amostra. EELS = electron energy loss spectroscopy

Magnetic Spectrometer

* Discriminates the energy loss
electrons on the basis of their
absolute energy.

Source of electrons

Condenser Lenses

'
|

* The signal from the electron
energy loss spectrometer can be [ AHE s
used to generate an EELS "

spectrum ,"

. "
g N

bow&J

- ADF detector

R —-—

-

* The spectrometer can be used toEELS k\J i R
produce a compositional map  seeromser =



Microscopio de varredura de tunelamento (STM), 1981
0 equipamento permitiu medir a corrente de tunelamento
entre uma ponta de tungsténio e uma superficie condutora

1986 — Prémio Nobel de Fisica
Professor. Ernst Ruska, Fritz-Haber-Institut der
Max-Planck-Gesellschaft, Berlin - TEM

Dr Gerd Binnig and Dr Heinrich Rohrer,
IBM Research Laboratory, Zurich, Switzerland - STM

>

http://nobelprize.org/nobel_prizes/physics/laureates/1986/binnig-lecture.pdf



STM - corrente de tunelamento
AFM - forgas de interacao entre ponta e amostra

Microscopia eletronica de varredura mostra vales e topos, mas nao quantifica
e ainda tem que recobrir com camada condutora

Microscopia confocal, depende muito da amostra e dificil de quantificar

AFM surgiu como uma ferramenta para quantificar a
topografia na amostra “in natura”

**Materiais nao condutores (polimeros, proteinas,
particulas virais, bactérias, DNA)




Tipo de Potencial x

Interagao Distancia
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FORCAS DE VAN DER WAALS

- SAO INTERACOES ENTRE DIPOLO-DIPOLO OU DIPOLO-DIPOLO
INDUZIDO QUE GOVERNAM PROPRIEDADES MACROSCOPICAS DA
MATERIA (KEESOM + DEBYE + LONDON);

- SAO SEMPRE INTERACOES ATRATIVAS;
-SAO DE LONGO ALCANCE (DE 0,2 NM A 10 NM);

-ESPECIAMENTE IMORTANTES PARA MOLECULAS ORGANICAS.

Implicacoes macroscopicas:
-Calor de vaporizacgao de liquidos

-Viscosidade
-Coesao ou adesao
-Auto-associacao
-Estabilidade coloidal



Para calcular como varia o potencial de atracao de
van der Waals (®,) com a distancia entre 2
moléculas iguais em funcao da distancia (x):




-10000 -

-20000 H
——CCl, p=4,41x10"Jm°
~— Clorobenzeno = 7,57 x 10" I m

_ 77 6
230000 - —H,0 p=210x10"Jm
T T T T '
0.0 0.2 0.4 0.6

distancia (nm)



Forcas de van der Waals entre 2 solidos macroscopicos

Constante de
Hamaker

~ 10-20 J

Ag= ﬂ:ﬁumﬂz



Microscopia de forca atomica (AFM)

Detector and
Feedback

Electronics

Photodiode

, Laser

b

Sample Surface ’Zantllever & Tip

. PZT Scanner

Referéncia: Hermann et al. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia - Out/Dez — 97, pag. 51-61



https://www.veecoprobes.com/search.asp?GroupID=43
https://www.veecoprobes.com/search.asp?GroupID=43

Microscopia de forca atomica (AFM)

Tip is in hard contact
with the surface;

repulsive regime Tip is far from the

/ surface; no deflection

/

'\ Tip is pulled toward the

surface - attractive regime

Force
=]
[ ]
]

FPhotodeiector

Probe Distance from Sample (z distance)
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Photodetecto
Surface
' '
?— Tip Atoms
T Force
g A Surace Aloms y
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Tipos de cantileveres comuns

AFM contato AFM contato AFM colloidal probe

AFM nao contato intermitente Sensores
AFM colloidal probe nanomecanicos



Topografia

Rugosidade

Espessura

Rigidez

Forcas de adesao

Condutividade elétrica ou magnética

AFM ===

120~

AFM

0 1 2
Secdo transversal (mm)
Figura 4. llustracdo da determinac¢do da espessura dos filmes por AFM através da medigao da

distancia pico-vale em uma micrografia (2x2) um? obtida de um filme de éster de celulose
Tese de Doutorado de Leandro S. Blachechen, IQUSP, 2014



FEBS 17259

FEBS Letters 390 (1996) 161-164

In situ observation of streptavidin-biotin binding on an immunoassay
well surface using an atomic force microscope

S. Allen®*, J. Davies®, A.C. Dawkes®, M.C. Davies?, J.C. Edwards®, M.C. Parker?,
C.J. Roberts?, J. Sefton®, S.J.B. Tendler®, P.M. Williams®

=]
L

Ferce (mM}

,
-

Distance Foved by the Camiilever

)

Fig- 1. {Mes diagram} A schemetic di
mmsaiEnenl cecle. The prelanive pesidoen

:,Er

am of a rypical foroe
the AFM porohe o the

Foroe (nfs)

SILPE o

= === Apnrach
e Piirat

0.5nN !

30 it 150 ™ 0 0
Distance Moved By the Cantilever (nm)



»
1]
> s
~
.’;"'.,'1,; : ;:'yﬁ":,f" N
Wi 5 &, Vi \ P

Tomas Lindahl Paul Modrich Aziz Sancar
Francis Crick Institute and Howard Hughes Medical University of North Carolina
Clare Hall Laboratory, Institute and Duke University Chapel Hill, NC, USA
Hertfordshire, UK School of Medicine, Durham,

NC, USA

“f6r mekanistiska studier av DNA-reparation”
“for mechanistic studies of DNA repair”




‘ Dano e reparo de DNA ‘
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DNA substrate preparation for atomic force
microscopy studies of protein-DNA interactions

Claudia N. Buechner and Ingrid Tessmer*

T

Plasmideos de DNA circulares e lineares



Figure 4. Atomic force microscopy time lapse series showing two DNA
fragments, @) and (b} and a single molecule of cytosine deaminase
shiding on a ssDNA gap region within one of the dsDNA fragments
[Shiyakhtenko ef al, 20123). The location of the gap in the DNA &
indicated by the dashed lines. The protain dissodates upon reaching
the single stranded'double stranded DNA junction. The numbers in the
images indicate the frame number of the time senies, collacted with 2
time resolution of 720 ms/frame.



Efeitos de convolucao da ponta na largura dos objetos

\ / \
\ | ,’
\ /@ ___\//@\ A altura ou profundidade
\\ / | sao informacoes
\ // \ /f confidveis, a largura ndo
_\.x.c./ﬁ__v__f \j_\
\\_,/ \\‘_:/ Para corrigir precisa

conhecer o raio da ponta
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Composi¢cao quimica
Orientacao molecular

Técnicas espectroscopicas



Espectroscopia na regidao do infravermelho — métodos de refletancia

Refletancia total atenuada (ATR)

sample o — Sin—l( Vo J
c

nfRE

S Cristal de Ge n;; = 4.0 (1000 cm?)

ATR crystal
to detector IR beam

Depth of penetration (pathlength) of the infrared beam into
the sample depends on 4, ng,, N, ¢

A
dp= _ )
P 27 g, )\/sinz o - (nsmp /ng, ) dp typically < 10 um

Informacao de composicao quimica com alguns (até 100 um) de profundidade




Espectroscopia na regidao do infravermelho — métodos de refletancia

Refletancia difusa (DRIFT) para pos e superficies rugosas

\|f
_* sample :
detecto

IR source

Marmal specular
components

Incident
infrared
beam

*DRIFT (Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform)

energia retroespalhada a altos angulos
Variaveis importantes: indice de refracdao da amostra

homogeneidade no tamanho das particulas, superficie das

particulas (lisa ou rugosa)

Informacao de composicao quimica
com alguns um de profundidade




Espectroscopia na regidao do infravermelho — métodos de refletancia

Refletancia difusa (DRIFT) para pos e superficies rugosas

380

340+
300+
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= 220
3 180
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IR Spectra of 1,2-Bis(diphenyl phosphino)ethane

T

T

o — .

DRIFTs

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm)

08 KBr pellet

Absorbance

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm™)

T Armaroli et al. Oil & Gas Science and Technology - Rev. IFP, 59 (2004), 215.



Espectroscopia Raman ou Espalhamento Raman [NCIDENT LASER [RRADIA

EEREE

Quando uma radiacao interage com a matéria, parte da radiacao sera espalhada.
Espalhamanto elastico (Rayleigh): v; . = Vespainada _
Espalhamanto inelastico (Raman): -~ *
Stokesv. . >v

inc stokes

Anti- Stokes V... < V_ i ctokes

Virtual 7y
energy
states .
A
A radiacao incidente causa excitacao a um
extado excitado virtual,
Vibrational

energy states subsequentemente ocorre a re-emisao de

4 | um foton de energia igual (Rayleigh), de
3 | energia menor (Stokes) ou de energia
Y i maior (Anti-Stokes)
’ Y 0
Infrared Rayleigh Stokes  Anti-Stokes
absorption scattering Raman Raman

scattering scattering



Espectroscopia Raman ou Espalhamento Raman

Excitagdo com laser de Ar - CCl,

I-
- 458

Stokes
lines

~314

Absorbance, AU

n

Raylagh scattenng

vy o= 20492 cmy )

A, = 4880 om

|

20

l Ant-Stokes
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Wavenumber (Av), [em-1]

Deslocamento Raman, cm?

120x10°
100 =
B0 —
60 —
40

Inlensity (Fhotan count]

20—

Y .-k_,J"\_-"‘".

1200

1000
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Faman Shift / em |
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E=hv %ﬁ hViores = NVine = hvyp)
- inc
hVvib
Vincidente
E_ hV % hvanti‘StOkes = h(v|nc + hVVIb)
- inc
Y hVvib

Anti-stokes sao de intensidade menor,
por isso muitas vezes sao mostradas

somente as stokes




E= hV S hVStokes = h(vinc - hvvib)
- inc
hvvib
Vincidente
E_ hv % hvanti‘StOkeS = h(V|nC + hVVIb)
inc
Y hVvib

Av corresponde a frequéncia de vibracao dos atomos presentes na amostra.

NG

Informacao sobre a geometria molecular, sobre como as
espécies quimicas presentes interagem entre si e com o ambiente.



Condicao para ocorrer espalhamento Raman:
As moléculas devem ser polarizaveis (0a/ dr) #0

M=akE
~

[ \ Campo elétrico

Polarizabilidade da ligacao

Momento dipolar

o =0ty + (r-rg,) (0a/ Or)

(rreq) = max €OS (21tv,;t)

M =|a, E ,cos (2mv,, t)| +|o (E o/2) rp. (@0/ Or)cos [21(vi, -V, )]

Inc

Rayleigh Stokes
+ | oy (Ey/2) r,, (0a/ Or)cos [2m(v, +V,;, )t]

Inc

max

Anti-Stokes

INCIDENT LASER IRRADIA




Raman Spectroscopy
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IR spectroscopy, the exchange of energy between the molecules and the exciting field is
dependent on the presence of an oscillating permanent dipole.

In Raman spectroscopy, in contrast, the exciting field induces a dipole moment in the
molecule and the induced moment then becomes the basis for exchange of energy with
the exciting field.

Examples:

O, and N,, which are homonuclear and without permanent dipoles, have very intense
Raman spectra although they are inactive in infrared absorption

H,O, with a high permanent dipole moment, is a very strong absorber in the infrared but
a very weak Raman scatterer.



Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie (SERS)

Técnica sensitiva de superficie que resulta na ampliacao do espalhamento Raman por
absorcdo de moléculas sobre superficie. O fator de amplificacdo pode ser da ordem de 1014-

10%°, o que permite que a técnica seja suficientemente sensivel para detectar moléculas
isoladas.

Modelo eletromagnético:

Dipolo elétrico intrinseco da molécula adsorvida induz o surgimento de um dipolo
na superficie metalica. A soma vetorial dos dois dipolos gera um dipolo maior
quando estiverem orientados perpendicularmente a superficie.

Modelo quimico:

As interacdes entre as moléculas adsorvidas e a superficie metalica leva a mudancas
de polarizabilidade, que leva a intensificacao do sinal.



Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie (SERS)

RESONANT RAMAN SPECTRA

an scattering

Fabricated np (Osilh)

Oxidized np (Os(ll))

Gluconic Acid
Reduced np with Glucose {Os(ll))

The enzymatic reduction of FAD by glucose and further reduction of the Raman silent
Os(111) by FADH, yields a characteristic enzyme-substrate calibration curve in the

millimolar range. o o
L] M
ﬁ “‘f‘\ Ho oM 2e ﬁ fLNH
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Wired-Enzyme Core-Shell Au Nanoparticle Biosensor
P. Scodeller, V. Flexer, R. Szamocki, E. J. Calvo, N. Tognalli, H. Troiani, A. Fainstein
J. Am. Chem. Soc., 2008, 130 (38), pp 12690-12697



Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS) ou por UV (UPS)

Quando vma superficie € imradiada com ratos X de energia hu, fotoelétrons sdo

emitidos com energia cinética dada pela equagio 3.2, Para que ocorra a fofoemissdo a

energia do elétron que sera ejetado de um solido deve ser maior que a barmreira de

potencial da superficie, que € dada pela fimgdo trabalho .
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hw: energia do foton;
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Espectroscopia de massa de ions secundarios (secondary ion mass spectroscopy, SIMS)

Principio: a superficie € bombardeada com um feixe de ions (1-30 keV) . Da interacao deste
feixe de ions com a superficie sao ejetados ions secundarios, que sao coletados e analisados.
A relacdo massa/carga destes ions secundarios é analisada com um espectrometro de massa
para determinar a composicao elementar, isotopica ou molecular da superficie com
profundidade tipica de 1 a 2 nm. Ultra alto vacuo.

Principle of SIMS
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Espectroscopia de massa de ions secundarios (secondary ion mass spectroscopy, SIMS)

Art, Cs*, Ga* or O,*

I* (1-30 keV)
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