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Teoria ¢ quando vocé conhece tudo e nada funciona.
Prética ¢ quando tudo funciona, mas ninguém sabe
por qué.

Neste trabalho, teoria e pratica sdo combinadas:

Nada funciona e ninguém sabe por qué.

I met atraveller from an antique land,

Who said®fiTwo vast and trunkless legs of stone
Sand in the desert. [0 Near them, on the sand,
Half sunk a shattered visage lies, whose frown,
And wrinkled lip, and sneer of cold command,

Tell that its sculptor well those passions read
Which yet survive, stamped on these lifeless things,
The hand that mocked them, and the heart that fed;
And on the pedestal, these words appear:

My name is Ozymandias, King of Kings;

Look on my Works, ye Mighty, and despair!
Nothing beside remains. Round the decay

Of that colossal Wreck, boundless and bare

The lone and level sands stretch far away.o

Percy Bysshe Shelley, Ozymandias.






RESUMO

A lente térmica € uma técnica fototérmica que se baseia na inducao de gradientes de indice
de refrag¢do provocados por variagdes locais nos pardmetros termodindmicos de um material. As
técnicas fototérmicas sdo altamente sensiveis, possibilitam a caracterizagdo térmica e optica de
materiais e possuem natureza nao destrutiva, fundamentando-se na interagao luz-matéria no qual
a luz absorvida ¢ convertida em calor, alterando propriedades termodinamicas locais. Como a
geracdo de calor € proporcional a irradidncia — fluxo luminoso por unidade de area —, a mini-
mizagdo da area de incidéncia intensifica os efeitos fototérmicos. Nesse cenario, a microscopia
de lente térmica tem se destacado como uma ferramenta relevante para investigacao de propri-
edades termo-Opticas em escala micrométrica, configurando-se também como uma alternativa
promissora as técnicas convencionais de microscopia. Este trabalho apresenta a instrumentacao
dessa técnica, abordando inicialmente as principais técnicas de microscopia Optica e nao op-
tica, os fundamentos dos fenomenos fototérmicos e um modelo simplificado do efeito de lente
térmica. Sdo descritos e analisados resultados obtidos com aplicacao da técnica em amostras
vitreas e histologicas, comparando-se o desempenho do microscopio desenvolvido com uma
montagem convencional. Entre os resultados destacam-se imagens de absorbancia geradas a
partir da amplitude do sinal capturado por lock-in, assim como transientes de lente térmica dos
materiais mapeados. Conclui-se que os objetivos de instrumentacao foram alcancados, além de
apontar possiveis melhorias para a montagem e perspectivas para estudos futuros.

Palavras-chave: Microscopio fototérmico. Microscopia de lente térmica. Mapeamento.
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ABSTRACT

Thermal lensing is a photothermal technique based on the induction of refractive index gra-
dients caused by local variations in a material’s thermodynamic parameters. Photothermal tech-
niques offer several advantages, including high sensitivity, the ability to characterize materials
both thermally and optically, and a non-destructive nature. They rely on light-matter interacti-
ons in which absorbed light is converted into heat, inducing changes in the material’s thermody-
namic properties. Since heat generation is proportional to irradiance — that is, optical power
per unit area — it is advantageous to minimize the illuminated area to enhance photothermal ef-
fects. In this context, thermal lens microscopy has emerged over the past decades as a powerful
tool for investigating the thermo-optical properties of materials at the micrometer scale, repre-
senting a promising alternative to conventional microscopy techniques. This study presents the
instrumentation of the thermal lens microscopy technique. First, key optical and non-optical mi-
croscopy methods are reviewed, followed by the fundamentals of photothermal phenomena and
a simplified model of the thermal lens effect. Finally, results from experiments on vitreous and
histological samples are reported and discussed, comparing the performance of the developed
microscope with that of a conventional setup. Among the results are absorbance images gene-
rated from the amplitude of the lock-in signal, as well as transient thermal lens signals obtained
from the mapped materials. In conclusion, the instrumentation objectives were achieved, and
potential modifications to the experimental setup and future research directions are discussed.

Keywords: Photothermal microscopy. Thermal lens microscope. Scanning.
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INTRODUCAO

A microscopia desempenha um papel fundamental no desenvolvimento das ciéncias natu-
rais. Na area da saude, a microscopia permitiu compreender aspectos essenciais que sustentam
a vida, bem como diagnosticar patologias. Na area de materiais, o entendimento da estrutura e
de outros detalhes invisiveis a percep¢do humana permite desenvolver novos e melhores mate-
riais. Dessa forma, o microscopio, em suas diversas versdes, desempenha um papel central em
multiplas areas do conhecimento [1].

A origem da primeira lente ¢ desconhecida. Indicios arqueoldgicos podem ser encontrados
em fragmentos de vidro polido expostos em museus. No entanto, analises mais detalhadas indi-
cam que tais fragmentos podem ser somente remanescentes de joias. Ha também relatos de que
o imperador romano Nero utilizava uma esmeralda concava para observar lutas de gladiadores.
No inicio do século I d.C., Séneca descreveu o conceito de amplificacdo Optica, relatando que
a observacdo de letras por meio de um globo de vidro com 4gua resultava na ampliagcdo das
mesmas. O académico arabe Hasan Ibn al-Haytham, conhecido no latim como Alhazen, escre-
veu um trabalho fundamental para a Optica, com descri¢des de principios Opticos, da anatomia
do olho e da forma como as lentes funcionam. Por esse motivo, ¢ tido como o pai da optica
moderna [1].

No século XIII, em Florenca, na Itdlia, surgiu uma das primeiras aplicagdes da dptica mo-
derna: a redescoberta da ampliagao causada por lentes levou a invencao dos primeiros 6culos.
Embora haja incerteza quanto a autoria, essa invencao ¢ frequentemente atribuida a um homem
chamado Amati. Com a popularizacdo dos 6culos fora uma questdo de tempo até a descoberta
que a combinag¢do de varias lentes produzem uma ampliacdo maior. No final do século XVI,
surgiram os primeiros relatos da inven¢do do microscopio, atribuida a Hans Jensen ou a seu
filho Zacharias. O microscopio seria composto por duas lentes e diafragmas montados em trés
tubos moveis. Um equivoco comum ¢ a crenga de que Galileu teria descoberto o microsco-

pio ao inverter um de seus telescopios, como se bastasse inverter um telescopio para obter um



microscopio [1].

O desenvolvimento de um instrumento capaz de produzir imagens amplificadas se torna es-
sencial ao considerar que a menor distancia que o olho humano consegue distinguir — ou seja,
sua resolugio — ¢ da ordem de 00 OJ", pois muito detalhes do mundo natural estdo escondidos
em escalas para além da capacidade do olho humano. Assim, pode-se definir o microscopio
como qualquer instrumento capaz de produzir imagens ampliadas de objetos com dimensdes
inferiores a U J[J. Além do conceito de resolucao, ¢ importante compreender também os con-
ceitos de contraste — quantificado pela variacdo nos niveis de cinza da imagem, indicando a
capacidade de distinguir objetos — e de nitidez, que expressa a capacidade de diferenciar o ob-
jeto do fundo. O termo “microscopio” foi cunhado por membros da Accademia dei Lincei, em
1624, a partir dos termos gregos mikr- s (“pequeno”) e skop®@(“ver”) [1].

No século XVII, Robert Hooke produziu um dos primeiros trabalhos fundamentais em mi-
croscopia, intitulado Micrographia, no qual descreveu diversas espécies microscopicas e cunhou
o termo “célula” para designar a unidade fundamental da vida. Também no século XVII, An-
tonie van Leeuwenhoek realizou observagdes pioneiras de micro-organismos como bactérias,
eritrocitos e espermatozoides. Seus microscopios, simples em construcao, utilizavam somente
uma lente e podiam atingir amplia¢des de até UL vezes, com resolugdo de U0 UL [1, 3]

Nas sec¢oOes seguintes, sao abordadas distintas técnicas de microscopia, desde abordagens
elementares at¢ métodos avangados, com énfase em suas aplicagdes em diferentes contextos ci-
entificos. O segundo capitulo trata dos fundamentos dos fendmenos fototérmicos, com destaque
para a técnica de lente térmica. No terceiro capitulo, apresenta-se a metodologia experimental
empregada, incluindo a montagem instrumental, as amostras analisadas e os parametros de aqui-
sicao de dados. Por fim, o trabalho ¢ concluido com a apresentagdo e discussdo dos resultados
obtidos, bem como com a proposicdo de possiveis aprimoramentos e aplica¢des futuras.

Neste estudo, buscou-se reproduzir, com base na literatura especializada, a técnica de mi-
croscopia de lente térmica, visando a sua implementagdo em laboratdrio e a aplicagdao em dife-
rentes materiais. A montagem experimental foi construida com equipamentos tipicos de um la-
boratorio de fotonica, tais como fontes laser continuas, modula¢do mecanica e detec¢ao sincrona.
Embora o sistema ndo tenha sido concebido com énfase em miniaturizagdo, sua compactagao €
explorada na literatura e constitui um tema relevante para investigagdes futuras. A técnica foi
empregada na analise de amostras vitreas co-dopadas com europio e prata, bem como de tecidos
histologicos fixados e corados. A partir do microscopio de lente térmica, foram obtidos ma-
peamentos resultantes em imagens nas quais cada ponto esta associado a difusividade térmica
local do material. Para a amostra de agua ultrapura, os transientes obtidos com o microscopio de
lente térmica foram comparados com aqueles de uma configuragdo fototérmica convencional.
Nas demais amostras, os transientes foram registrados com o proposito de demonstrar a presenga

do efeito fototérmico e apoiar a interpretagdo dos mapeamentos. Os resultados evidenciam a re-

A resolugdo do olho humano depende fortemente com a saude da visdo de cada individuo, fatores até
mesmo como a idade podem fazer com a resolugdo seja degradada [2].
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produtibilidade e a sensibilidade do arranjo implementado para mapeamentos micrométricos

termo-opticos.

1.1 Microscopia optica

Na sua forma mais basica, a microscopia pode ser realizada em um microscopio simples ou
composto’, e se observa a imagem gerada pela luz transmitida (diascopico) através do ou refle-
tida (episcopico) pelo espécime. Enquanto microscopios simples possuem apenas a ampliacao
gerada por sua unica lente, os microscopios compostos possuem uma amplia¢do igual ao pro-
duto das ampliagdes de cada lente que o compdem. Microscopios compostos possuem ao menos
duas lentes, sendo elas denominadas objetiva e ocular. A primeira € responsavel por coletar a luz
difratada* pelo espécime e a segunda por focar a luz no interior do olho [4]. Embora os micros-
copios compostos apresentem maior capacidade de amplificagdo, por um periodo, houve cautela
em relacdo a sua utilizagdo, em virtude das aberragdes luminosas, que eram exacerbadas pela
adi¢do de lentes [1]. Figura 1.1, o microscopio de Leeuwenhoek ¢ um exemplo de microscopio

simples.

Parafuso de foco

Lente Objetiva I
Parafuso principal

Suporte para o Freio parao
espécime parafuso principal

Figura 1.1: Microscopio de Leeuwenhoek, ¢ um tipo de microscopio simples, pois € composto de apenas uma
lente esférica posicionada entre duas chapas metalicas. Acredita-se que Leeuwenhoek tenha construido mais de
500 microscopios como este, sendo cada um para um unico espécime [1]. Adaptado de Commons [5].

TSendo o termo simples usado para designar microscopios de lente (inica e composto para designar microsco-
pios que utilizam mais de uma lente.

fNesse contexto, luz difratada se refere a luz que, ao passar por um meio semi-transparente, como as estrutu-
ras dentro de uma célula, sofre alteragdes em sua direcdo e propriedades devido a refracdo e a difragéo.




1.1.1 Técnicas de aprimoramento de contraste

Embora o microscopio composto possua apenas duas partes fundamentais, a saber, a lente
objetiva e a ocular, os componentes criticos para a formagao da imagem sao a objetiva e o con-
densador. O condensador consiste em um conjunto de lentes cuja fungdo ¢ focar a luz proveni-
ente da fonte de luz no espécime. Os microscopios podem apresentar-se em duas configuracdes:
direta ou invertida. Na primeira, o corpo do microscopio, ao qual as lentes sdo fixadas, possui
uma plataforma (platina) que permite o deslocamento para o ajuste da posicao e do plano focal
da imagem do espécime. No microscopio invertido, a platina ¢ fixada e as lentes sdo as res-
ponsaveis pelo movimento necessario para o posicionamento da imagem. Microscopios desse
tipo tém ganhado popularidade devido a dois fatores: a facilidade de acesso a amostra apos o
posicionamento ¢ a estabilidade, pois sdo menos sensiveis a vibragdes [4].

A microscopia de campo claro (figura 1.2) constitui o método mais elementar de microsco-
pia, cujo mecanismo € encontrado em outras técnicas. Ela consiste na observagdo da imagem
formada pelos raios de luz transmitidos, tanto difratados quanto nao difratados pelo espécime.
Em geral, a luz ndo difratada também compde a imagem gerada e ¢ mais intensa que a luz
difratada. Normalmente as imagens produzidas por esse método apresentam pouco contraste
e possuem clardes, como uma fotografia que foi superexposta. Dessa forma, desenvolvem-se
técnicas para aumentar o contraste, como a microscopia de campo escuro (figura 1.2), em que
os raios de luz ndo difratados sdo rejeitados. O campo escuro € obtido bloqueando-se a parte
central do feixe de luz da fonte luminosa, o que pode ser feito tanto com o uso de condensadores
apropriados quanto pela iluminagdo do espécime em angulos obliquos. Essa técnica ¢ bastante
sensivel e costuma ser empregada na observacdo de espécimes extremamente pequenos, que
causam difracao significativa. Isso ocorre porque, quando o tamanho do espécime ¢ da mesma
ordem de grandeza do comprimento de onda da luz, a difracdo se torna mais intensa, resultando
em borrdes na imagem observada [4].

Existem dois tipos basicos de objetos comuns presentes na microscopia. O primeiro ¢ de-
nominado objeto de amplitude, onde se observa a variagao da amplitude luminosa devido a
diminui¢do da transmissdo de certos comprimentos de onda. O segundo, denominado objeto
de fase, ndo ¢ percebido diretamente pelo olho humano, e ¢ gerado devido a difracao da luz,
que introduz uma diferenga de fase entre os raios difratados e nao difratados. Outra técnica que
surge para o aumento do contraste das imagens formadas ¢ a de contraste de fase (figura 1.2),
em que se transforma objetos de fase em objetos de amplitude. Outra técnica capaz de transfor-
mar objetos de fase em objetos de amplitude ¢ a de contraste interferencial. Nesse método, um
feixe de luz ¢ direcionado a um prisma de Wollaston, onde ¢ separado em duas componentes.
Se houver uma diferenca entre os caminhos dpticos que cada uma das componentes percorre, a0
ser recombinado, o feixe gera um contraste devido a diferenga de fase entre as componentes. [4].

Dentre as técnicas empregadas para a melhoria do contraste da imagem, destacam-se a mi-

croscopia de polarizagdo e a de fluorescéncia. E importante ressaltar que tais técnicas possibi-
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litam a extracdo de informagdes adicionais, que vao além das contidas nas imagens produzidas.
A microscopia de polarizagdo ¢ viavel devido a intera¢do da luz polarizada com determinadas
ligacdes em moléculas ordenadas. Para a realizagao desse método de microscopia, € necessario
adicionar a um microscopio composto um polarizador entre a fonte de luz e o espécime, bem
como um analisador. A metodologia empregada na técnica envolve a polariza¢do do analisador
em uma posi¢ao perpendicular a polarizagdo do polarizador da fonte, resultando na extingao
completa da luz emitida pela fonte. Em seguida, utilizando-se rotagdes do espécime, as propri-
edades da mesma sdo analisadas [4]. Das aplicagdes da microscopia de polarizagdo decorre o
estudo da dinamica de estruturas celulares [4], como também a determinagdo de propriedades
de materiais cristalinos e ndo-cristalinos, tais quais: indice de refracdo, temperatura de transi¢ao
de fase e ponto de fusdo[1].

A microscopia de fluorescéncia (figura 1.2), por sua vez, utiliza da luz emitida por fluor6fo-
ros presentes, derivados ou introduzidos no espécime. Essa metodologia consiste em usar uma
fonte de excitagdo na regido de absor¢do do fluor6foro, utilizar filtros para que a luz da fonte
ndo componha a imagem formada e, por fim, entdo observar a luz emitida pelos fluoréforos. A
microscopia de fluorescéncia ¢ amplamente utilizada em pesquisas biomédicas, especialmente
devido a sua alta especificidade. Suas principais aplicagdes compdem: imunofluorescéncia,
identificacdo e analise de dindmica de antigenos, distribui¢cdo e densidade de substancias intra-
celulares (como metabdlitos e fons) e dinimica de proteinas [4]. E importante observar que,
diferentemente das outras técnicas apresentadas até agora, a microscopia de fluorescéncia nao
pode ser vista diretamente a olho nu. Torna-se imperativo o emprego de dispositivos especiali-

zados, tais como detectores CCD', para a obten¢dio da imagem do espécime.

Imagem observada
|

1
O ______________________ Plano da
imagem etetor
O % —
2 O Luz direta
s — |
Placade " (com fase magem
T T fase modificada)
Lentes
Objetiva
Luz direta Filtro de\ = Filtro de
Espécime Luz \___ Luzespalhada excitagéo emissdo
P espalhada L |
=—tspelho
= dicroico
Lente Fqnte
condensadora luminosa
—— -
— Abertura LAnel anular ~—Objetiva
central
Fonte Y Esnéci
luminosa = spécime
Microscépio de Microscopio de Microscoépio de Microscépio de
campo claro campo escuro contraste de fase fluorescéncia

Figura 1.2: Diagrama do caminho percorrido pela luz em diferentes técnicas de microscopia. Criado com Bioren-
der.
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As técnicas apresentadas até o momento sdo denominadas como de campo amplo, ou seja,
todo (ou quase todo) o espécime ¢ iluminado simultaneamente. Em técnicas de microscopia
de campo amplo ¢ dificil aproveitar-se a capacidade maxima de contraste da técnica. Além da
ocorréncia de artefatos na imagem formada, tais problemas decorrem da participacdo da luz pro-
veniente de fora do plano focal na formagdo da imagem. E possivel contornar esses problemas
adotando-se uma fonte de iluminagio aproximadamente pontual, como laser’, e posicionando
um orificio, como um pinhole, conjugado com o plano focal (isto ¢, no plano da imagem) para
obstruir a luz proveniente de fora do plano focal. Como a luz oriunda de fora do plano focal
forma discos difusos no plano da imagem, o orificio fara com que a maior por¢ao dessa luz ndo
contribua na formagao da imagem. Esses sdo os principios por tras da microscopia confocal,
que ¢ mais comumente aplicada justamente com a microscopia de fluorescéncia, sendo a ima-
gem neste caso obtida por varredura em tandem*. Adicionalmente, algoritmos de deconvolugio
podem ser utilizados para aprimorar ainda mais o contraste e a nitidez da imagem obtida [4].

Além dos problemas tratados pela microscopia confocal, outros fendmenos, como o espa-
lhamento de Mie, sdo os principais limitadores das técnicas baseadas em fluorescéncia. O espa-
lhamento de Mie?, por sua vez, pode ocorrer tanto na luz de excitacio, causando a excitacdo de
apenas uma fragao dos fluoroforos, quanto na luz emitida, resultando em aberragdes luminosas
na imagem obtida. A aplica¢do de uma fonte de excita¢do pulsada no infravermelho proximo
permite contornar, ainda que parcialmente, o problema em questdo, por meio da geragdo do
efeito de absorcao de dois fotons. O infravermelho proximo ¢ ideal, pois os tecidos bioldgicos
permanecem transparentes € o espalhamento Mie deixa de ocorrer. Dessa forma, aprimora-se
tanto o contraste como a resolucdo da imagem gerada, onde distancias da ordem de sub-micron
podem ser resolvidas. Apesar de a absor¢ao de dois fotons ser um efeito ndo linear bem loca-
lizado, ainda assim um numero maior de fluor6foros excitados ¢ produzido, como também um
efeito semelhante ao utilizado na microscopia confocal é proporcionado. Além isso, a taxa de

degradacao do espécime ¢ diminuida [4].

1.1.2 Técnicas de aprimoramento de resolucio

Todas as técnicas apresentadas na se¢do anterior servem para aprimorar-se a qualidade da
imagem obtida do espécime. Elas possuem resolugdo na ordem da dezena de microns — com
excecdo da microscopia de fluorescéncia por excitagao de dois fotons, que atinge resolugdes da

ordem de sub-micron. Teoricamente, a resolugdo lateral (no plano do espécime) de um micros-

"Da lingua inglesa, /ight Dnplification by Yimulated Hhission of lddiation.

*Varredura em tandem se refere ao fato de haver duas ou mais partes trabalhando em conjunto, podendo ser
de forma paralela ou sequencial, de forma que se faga uma varredura em duas dimensdes.

30 espalhamento de Mie, é a descri¢do do espalhamento de uma onda eletromagnética plana por uma esfera
homogénea, sendo também valida para descri¢ao do espalhamento causado por um cilindro infinito.
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copio ¢ limitada pela equagdo de Abbe (ou limite de difragdo) [6]:

0

0L =——
UN.A.

0 (1.1)
em que [J ¢ a menor distancia possivel de ser resolvida utilizando-se uma lente com abertura
numérica N.A. quando ilumina-se o espécime por uma luz de comprimento de onda . A re-
solucdo axial, que se da na direcdo perpendicular ao espécime, ¢ mais de duas vezes inferior.
Isso significa que, se um sistema apresenta resolugao lateral de 200 nm, sua resolucao axial ndo

excede 400 nm.

Além disso, ¢ possivel obter resolugdes inferiores ao limite de difragdo. Ao empregar a
microscopia de fluorescéncia, cada fluor6foro dentro do volume excitado emitira luz de forma
simultanea. Portanto, a imagem formada a partir do volume excitado ¢ um borrao de luz, sendo
esse borrao a convolugdo da luz de cada fluordoforo, que se apresenta como um disco de Airy.
Técnicas como a microscopia de localizacio fotoativada (PALMT) e a microscopia de reconstru-
¢do Optica estocdstica (STORMY, figura 1.3) empregam algoritmos para reconstruir uma imagem
com base na posi¢ao central dos discos de Airy de cada fluoroforo, alcangando resolugdes de de-
zenas de nanometros. O PALM/STORM baseia-se nos fendmenos de transi¢des de fluorescéncia
optica saturavel reversivel (RESOLFT?), que consistem na troca do estado de fluorescéncia do
fluor6foro pela luz. Dessa forma, € possivel escolher qual fluoroforo ira fluorescer ao iluminar

a regido que serd imageada antes de empregar-se a luz de excitagao [4].
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Figura 1.3: Diagrama de como sdo produzidas imagens através da técnica STORM. Criado com Biorender.

Outra técnica de super-resolugdo utilizada em conjunto com as técnicas de microscopia de

"Da lingua inglesa, 3hoto Dtivated Gralization Picroscopy.
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SDa lingua inglesa, 5 kersible ‘turable Ftical luorescence Yensitions.
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campo amplo ¢ a de iluminagio estruturada (SIM"). Nela, uma iluminagio altamente estruturada
¢ empregada para codificar informagdes, fazendo com que detalhes que anteriormente ndo eram
perceptiveis em razao do limite de difracao sejam agora convoluidos com um padrao sobreposto
da iluminagdo — como os padroes de Moiré¢ observados devido a sobreposi¢do de dois padroes.
Por meio de algoritmos computacionais, ¢ possivel realizar-se a deconvolugdo dos detalhes e
reconstruir uma imagem real com detalhes que estdo além do limite de difragao [4].

A técnica de esgotamento de emissio estimulada (STED?), consiste em iluminar fluoréforos
por pulsos de dois feixes de lasers temporalmente separados e muito proximos. O primeiro feixe,
no modo TEM %, serve para excitar os fluoroforos, enquanto o segundo, no modo TEM-, tem
a fungdo de esgotar, ou seja, impedir que os fluoroforos fora da regido central de excitagao de
luminescer. No modo TEM, o feixe apresenta uma distribui¢do espacial no plano de propaga-
¢do em formato anelar ou de donut. Os fluoréforos iluminados por esse segundo feixe transitam
para um estado no qual deixam de fluorescer, passando apenas por meios de relaxamento nao-
radiativos [7]. Dessa forma, um disco de Airy de menor magnitude ¢ formado, uma vez que
apenas os fluor6foros que ndo foram depletados irdo luminescer. E importante notar que to-
das as técnicas de aprimoramento de resolucdo apresentadas dependem de uma varredura ao
longo do espécime. No entanto, a técnica STED nao requer processamento adicional dos dados

adquiridos para gerar uma imagem [4].

1.2 Microscopia nao-optica

Técnicas alternativas de microscopia nao Optica (ou seja, que utilizam fendmenos distintos
da interacdo luz-matéria para produzir imagens) foram desenvolvidas como uma alternativa as
técnicas de microscopia Optica, visando a obter resolugdes superiores.

O primeiro método de microscopia ndo-6ptica desenvolvido foi o microscopio eletronico de
transmissdo (TEMY, figura 1.4), que consiste na utilizacio de um feixe de elétrons para produzir
uma imagem. Dada a natureza subatomica do elétron, de tamanho inferior ao de um atomo, ¢é
viavel alcancar resolugdes dessa magnitude. Tal resolugdo apresenta uma melhoria de mais de
2.000 vezes em relacdo ao melhor microscopio Optico limitado por difracdo. A viabilidade da
TEM somente foi alcangada em virtude dos avangos tecnologicos no campo da dptica eletronica.
Tal campo ¢ caracterizado pela existéncia de instrumentos capazes de atuar sob um feixe de
elétrons, assim como lentes e espelhos atuam sob um feixe luminoso [1].

A imagem obtida por meio de um microscopio eletronico pode ser formada a partir de uma
das muitas interacdes que o elétron acelerado apresenta com a matéria, cada uma dessas intera-

¢oes disponibilizando um conjunto diferente de informagdes. Quando um elétron em movimento

"Da lingua inglesa, @ructured Uumination Picroscopy.
!Da lingua inglesa, 6iMlated khission @pletion.

SDa lingua inglesa, 7ransverse Hectro Pagnetic.

Da lingua inglesa, #ransmission Hectron Picroscope.
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acelerado atinge a matéria, ele pode ser retroespalhado, espalhado elastica ou inelasticamente,
ou ainda fazer com que o material emita luz visivel, raios X ou elétrons. No caso do TEM, os
elétrons transmitidos sdo os principais participantes na formagdo da imagem [1]. A técnica de
TEM pode ser considerada de campo amplo. Para a sua realizacdo, faz-se necessario produzir
amostras finas. Como alternativa, pode-se utilizar a técnica de microscopia eletronica de var-
redura (SEM', figura 1.4), na qual um feixe mais focado ¢ usado para fazer uma varredura da

superficie de amostras mais volumosas, produzindo imagens a partir dos elétrons espalhados

[8].
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Figura 1.4: Diagrama do aparato dos microscopios eletronicos de varredura e de transmissdo. Criado com Bio-
render.

Tais técnicas fundamentadas em espalhamento de elétrons podem alcancar resolugdes late-
rais sub-nanométricas e axiais entre unidades e dezenas de nandmetros. No entanto, tais metodo-
logias podem apresentar alguns desafios. A geragdo de elétrons acelerados demanda a utilizagao
de um canhao de elétrons, que geralmente consiste em um filamento de tungsténio aquecido a
2700 K. A vida util do filamento ¢ de cerca de 100 horas. Além disso, € necessaria a criagao de
um alto vacuo — em caso contrario, os elétrons seriam espalhados por todos os d&tomos em seu ca-
minho e, adicionalmente, o funcionamento do filamento de tungsténio seria limitado. Ademais,
as amostras biologicas devem ser preparadas em uma lamina metalica, de modo a facilitar a dis-
sipacdo do calor gerado [1, 8]. Dentre as aplicagdes contemporaneas mais notaveis, destaca-se
o emprego de controle de qualidade de microchips produzidos por fotolitografia, nos quais os
componentes estruturais do chip apresentam dimensdes inferiores a centenas de nanometros [1].

Outro conjunto de técnicas desenvolvidas ¢ composto por aquelas baseadas em varredura

por sonda, fundamentadas na técnica de microscopia de emissao de campo (FEM?), técnica de-

TDa lingua inglesa, &anning Hectron Picroscope.
'Da lingua inglesa, )ield- hission Picroscopy.
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senvolvida por Irwin Miiller em 1937. A FEM apresentava o potencial de alcangar ampliagdes
superiores a um milhdo de vezes. Contudo, sua aplicagdo se restringia ao uso com materiais que
pudessem ser moldados em formato de uma ponta afiada e que pudessem tolerar altos campos
eletrostaticos. Portanto, metais refratarios com altas temperaturas de fusdao, como o tungsténio,
sdo empregados. A técnica em questdo envolvia a montagem de uma ponta afiada de tamanho
microscopico em um tubo de raios catodicos. Em seguida, a aplicacao de um alto campo elétrico
provocava a eje¢ao dos elétrons para uma tela, na qual a imagem era formada. Posteriormente,
Miiller desenvolveu a técnica de microscopia de campo de ion (FIM'), muito similar & FEM.
Entretanto, em vez de elétrons do material da ponta afiada serem ejetados, eram ions dos ato-
mos do gas que eram formados devido ao campo elétrico presente na ponta. A FIM alcanga
ampliagdes de até dez milhdes de vezes, onde o gas utilizado consistia em uma atmosfera de
00005900004 de Hélio [1].

O Topografiner, equipamento baseado no principio do FEM e criado por um dos alunos
de Miiller, Russel D. Young, foi um marco importante para o desenvolvimento do scanning
tunneling microscope (STM?), o primeiro microscopio de varredura por sonda. Em contraste
com o FEM, o Topografiner produzia uma imagem ao medir a corrente do elétron emitido da
ponta afiada para o material a ser analisado. Ja o método de imageamento, utilizado pelo STM,
¢ fundamentado no principio quantico de tunelamento. Nesse método, uma ponta de prova €
posicionada a alguns décimos de nanometro de distdncia do material a ser imageado. Dessa
forma, a eletrosfera dos atomos da ponta de prova e a eletrosfera dos atomos da superficie da
amostra sdo superpostas. Portanto, com a aplicagdo de um potencial elétrico, os elétrons da
superficie do material podem tunelar para a ponta de prova, ocasionando uma corrente. Dada
a forte dependéncia da corrente de tunelamento causada pelos elétrons com a distancia entre a
ponta de prova e a superficie do material, ¢ possivel formar uma imagem da superficie ao se
registrar a corrente em cada ponto da superficie da amostra. O STM alcanca resolucdo axial da
ordem de décimos de nanometros [1].

Em virtude do STM, diversas outras técnicas de microscopia foram desenvolvidas. Dentre
elas, destacamos o microscopio de forga atdmica (AFMY, figura 1.5), que foi o primeiro a ser
desenvolvido. Em virtude da metodologia empregada pelo STM, somente materiais condutores
elétricos eram passiveis de analise. O AFM opera de maneira andloga ao STM, com a diferenca
de que, em vez de medir uma corrente, a extremidade afiada € posicionada na extremidade livre
de um cantiléver longo e de baixa rigidez. A aplicagdo de uma forga constante na extremidade
do equipamento ¢ essencial para garantir a a¢do constante sobre o material, por meio de uma
pequena deflexdo constante na cantiléver. A magnitude da forga em questdo esta na ordem da
forca interatdmica em solidos, dai o nome “forca atdmica”. O movimento da extremidade ¢

monitorado por uma alavanca Optica, isto ¢, um feixe de laser ¢é refletido na parte traseira da

"Da lingua inglesa, )ield bn Picroscopy.
YEquivalente a 0000010077 OO.

YDa lingua inglesa, &anning Wineling Picroscope.
TDa lingua inglesa, $fomic brce Picroscope.
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extremidade livre da cantiléver para um detector fotodiodo. Embora o TEM consiga resolver
distancias menores, 0 STM e o AFM apresentam vantagens significativas por ndo demandarem
operagdo em alto vacuo. Além disso, o AFM pode operar em meios liquidos, possibilitando a
realizagdo de imageamento de amostras ex vivo em fluidos bioldgicos. Ao empregar a mesma
configuragdo de um AFM, porém com a modificacdo da for¢a a ser medida, ¢ possivel obter as
demais técnicas derivadas do STM. A partir dessa consideragdo, medindo forcas como: de van
der Waals, de friccao, elétricas, magnéticas, eletroquimicas, entre muitas outras propriedades
fisico-quimicas (como a capacitancia e a distribui¢do superficial de temperatura), se obtém as

diversas formas diferentes de microscopia [1].

Figura 1.5: Diagrama esquematico de um AFM. Sendo o feixe azul ¢ um feixe de excitagéo proveniente de um
laser de cascata quantica de cavidade externa pulsado e sintonizavel. Em que Sample é a amostra, C é a canti-

léver, DL ¢ o feixe de laser defletido pela cantiléver e PD é um fotodiodo com quatro quadrantes que registra a
deflexdo do feixe causada pela cantiléver. Adaptado de Yilmaz et al. [9].

Além das técnicas de microscopia ndo Optica previamente apresentadas, ha também as mi-
croscopias de raio X, de néutrons e fototérmica. A microscopia fototérmica, por sua vez, engloba
um conjunto extenso de técnicas que empregam fendmenos fototérmicos para a producao de
imagens microscopicas. Nesta dissertacdo, serd apresentada uma instrumentag¢ao para micros-
copia de lente térmica. A apresentacao dos conceitos basicos sobre lente térmica, bem como
dos avancos ja obtidos na técnica, sera realizada. Além disso, serd apresentada e discutida uma

montagem bdsica, assim como alguns resultados obtidos.
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FENOMENOS FOTOTERMICOS

A interagdo entre a luz e a matéria desencadeia uma ampla gama de fendmenos fisicos, mui-
tos dos quais sao fundamentais para a compreensdao do mundo natural e para o desenvolvimento
tecnologico em diversas areas do conhecimento. O avanco no entendimento dos fenomenos fi-
sicos e o desenvolvimento de novas tecnologias apresentam uma relagdo mitua e indissocidvel,
em que cada um impulsiona o progresso do outro. Dentre esses efeitos, os fendmenos fototér-
micos ocupam papel central, por envolverem a conversao direta da energia luminosa em energia
térmica a partir da absorcao da radiagdo eletromagnética por um meio material. Essa conversao
gera variacgoes locais de temperatura que, por sua vez, induzem alteracdes nas propriedades fi-
sicas e termodinamicas do sistema, tais como expansado térmica, mudanga de indice de refragao,
ou geracao de ondas acusticas [10, 11].

Embora o entendimento teodrico e experimental dos fendmenos fototérmicos seja relativa-
mente recente, sua percepgao empirica remonta a antiguidade. A sensagdo de aquecimento da
pele sob exposicao solar € uma experiéncia cotidiana que ilustra de maneira simples a mani-
festacdo desses efeitos. De forma mais elaborada, relatos historicos atribuem a Arquimedes o
uso de espelhos para concentrar a luz solar e incendiar embarcagdes inimigas durante o cerco
de Siracusa — uma narrativa lendaria, mas que ilustra o potencial pratico desses fendmenos e
antecipa conceitos explorados hoje em tecnologias como fornos solares [12].

No contexto cientifico, 0 marco inicial da investigagdo sistematica dos efeitos fototérmicos
remonta ao trabalho de Alexander Graham Bell, que, ao desenvolver o fotofone, observou a
producao de som induzida por variagdes térmicas geradas pela luz incidente [13]. Posterior-
mente, o uso analitico dos fendmenos fototérmicos iniciou com os experimentos de Viengerov,
que os aplicou para determinar concentragdes em misturas gasosas [14]. Desde entdo, o estudo
e a aplicacdo desses efeitos tém evoluido consideravelmente, desempenhando papel crucial em

técnicas de espectroscopia, sensoriamento ndo destrutivo e caracteriza¢ao de materiais.
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PLFD VIHRQWH OXPLQRVDL&R G\ &/ 0R IMRR V ME R B W BHOTX L
SDPHQWR GH SURFHVYPPOOWRGMRN. QDWLFRY HQWUH RXWUT
RDPELHQWH GRH@HULPHQWR >

'HQWUH D HYSHFWURVFRSLD IRWRWpUPLFD DV WpFQLFD
LIHQWHIRWRWPpPUPLFD RX VLP BIOHVPBIGIW R P \G WLH M RARLVF DI
[MR IRWRWPYLRUPD MR | RWRMNHI UPbFIR | R WR(W 5 HPIKRDIRWRW p U
YLADGLRPHWULD IRWRWpPUPLFED >

3DUD HVWH WUDEDOKR DV WpFQLFDV GHHVSHFWURVFRSL
UHOHYDQWHV HVHUmMR GLVFXWLGDV GH IRUPD PDLV DEUDQJ

(VSHFWURVFRSLD GHOHQWH WpUPLFD

SHWURVSHFWLYD KLVWYULFD

(P *RUGRQ HW DO UHSRUWDUDP SHOD SULPHLUD YH] R
IHLWR R HVWXGRGRHVSHFWURS5DPDQ GHOtTXLGRVY SRODUH
GoDWHUIH $ PRQWDJHP XWLOL]DGD p UHBUHVHQWDGD QD IL




*RUGRQ HW DO VXJHULUDP LQLFLDOPHQWH XP PRGHOR HI
OHQWH G GID/OMULEXLOomMR GH WHPSHUDWXUD p DVVXPLGD W
DSUR[LPDGD SRU XPD GLVWULEXLomR SDUDEYOLFD $VVLP
TXHFDOFXODDGLVWKQFLDIRFDOHRtQGLFHGHUHIUDOmMR G
XP PRGHOR PDLV FRPSOHWR VHMDP FRQVLGHUDGRVXXPDHIHL
GLVWULEXLOomMRGHWHP@GHURP WQYR UVHADXVYWBOBDLHFNKRII GHP
SRGHVHU REVHUYDGR HIWUD FDYLGDGH DOpP GH GLVFXWL
VLQDO D VHUHP TXDQWLGDGHGHFDORUGHSRVLWDGR FRC
> @

$PRVWUD $PRVWUD

JRWRGHWHWRU JRWRGHWHWRU
IDDXVIQFLD GHIHQ{PHQR WpUPLFRD SUHVHQoD GHOHQWH WpUPLFD

)LIXU EHUUDO}HV OXPLQRVDV RXYSWLFDV VmR XPD SURSULHGDGH
ILGHOLGDGH GD LPDJHP IRUPDGD DSyV D SDVVDJHP GRVUDLRYV OXPLQRYV
VmR FODVVLILFDGDVY GHGLYHUVDV IRUPDV QRIHQ{PHQR GD OHQWH WpU
ULFD 2V GLDJUDPDVUHSUHVHQWDP RV FDPLQKRV GRV UDLRV OXPLQRVF
HOQOWDQWR QRFDVRDEHUUDQWH DySWLFD JHRPpWULFD QmR FRQVHJXH
UDLRVY 6HQGR TXHQRFDVRQMRDEHUUDQWH VH REVHUYOMPHEAWH D FF
jGLUHLWD GHFDGD GLDJUDPD pD SURMHOMR GH XP IHL[HJDXVVLDQR SDI
UHSUHVHQWDOomR GD GLVWULEXLOomRGHtQGLFHGHUHIUDomRIRUPDGD !
$GDSWDGR GH &®PPRQV >

(P *UDELQHUHWDO IRUDPRV SULPHLURVDPHGLUR HI

XWLOL]DQGR GRLVAHLKALVQRQHU\HP GHPRQVWUDP XPJDQK

'8PD OHQWH GHOJDGD RXILQD pDTXHODHPTXH QRFRQWH[WR GD yS
WHUPLQDGD VXSHUItFLH DWLQJH D R X@ WRX\DASHILO t XIPHD @OH B AWMP B M®HVIX V
LOQVLIQLILFDQWHHP UHODOmMR jVXD GLVWAKQFLD IRFDO RXUDLR GH FXUY
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