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7.1. Introducéo

E crescente o interesse pela &rea de anédlise e caracterizagdo de materiais devido a
necessidade de selecéo adequada do material baseado no desempenho do sistema em
estudo. Dependendo das solicitacdes a que este material ou sistema sera submetido, a
caracterizacdo podera abranger a avaliagdo de propriedades mecénicas, elétricas,
bioatividade, imunogenicidade, eletronicas, magnéticas, Opticas, quimicas, térmicas e até
mesmos a combinacdo de 2 ou mais destas propriedades. Esta caracterizacdo de
propriedades visa principalmente estimar o desempenho no periodo de “vida util” do
material, minimizando a possibilidade de degradacdo e falhas indesgaveis durante a

utilizacdo do produto.

Existem varias definicbes para caracterizacdo na literatura, dependendo basicamente do
enfoque adotado pelo autor. Sob a Optica da Engenharia e Ciéncias de Materiais podemos
conceituar “ A caracterizacdo descreve 0s aspectos de composicao e estrutura (incluindo
defeitos) dos materiais, dentro de um contexto de relevancia para um processo, produto
ou propriedade em particular” (Materials Advisory Board of National Research Council

—USA).

Assumindo-se que os sistemas sG0 compostos de materiais, onde encontramos muitas
vezes recobrimentos e filmes, 0 processo de caracterizagdo pode-se tornar extenso e

complexo. Por clareza e abordagem didatica, divide-se 0 material sob andlise tem 4



entidades, superficie, recobrimento (ou filme), interface e volume (“bulk”). A Fig.7.1

ilustra o sistema detalhado com as 4 entidades a serem caracterizadas.
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Figura.7.1. llustracdo das entidades que compdem um material

No procedimento de caracterizacdo de materiais, podemos definir 0s seguintes aspectos

importantes, a serem avaliados, ndo necessariamente na sequiéncia apresentada:

Composicao quimica
- Tamanho, forma e distribuicéo
- Fases e estruturas (cristalino, amorfo, etc)

- Microestrutura

- Superficies, interfaces e recobrimentos



7.1.2. Superficiese I nterfaces

Existem diversos conceitos de superficie e interface apresentados na literatura, mas a
maioria deles converge para o proposto por J. B. Hudson, 1992: “Uma superficie ou
interface existe em um sistema em qualquer caso que houver uma mudanca abrupta nas
propriedades do sistema com a distancia”

Podemos entender entdo que, uma vez que estamos avaliando uma propriedade do
sistema, quando houver uma descontinuidade na medida desta propriedade, estaremos em
uma interface ou também denominada fronteira deste sissema. Como exemplos de
propriedades de um sistema podemos citar:

. Densidade

. Estrutura Cristalina

. Orientacgdo Cristalina

. Composi¢ao Quimica

. Ferromagnética

. Porosidade

Cabe ressdtar que, neste conceito, existem diferentes niveis ou graus de
descontinuidades. Um caso de mudanca abrupta extrema, seria a presenca de um solido
cristalino em contato com seu préprio vapor a baixa temperatura, conforme ilustrado na
Fig.7.2. Neste caso, a superficie de um material enquadra-se em um caso particular de
fronteira, onde existe uma interface solido-gas. A Fig.7.3, ilustra algumas superficies

possiveis com diferentes graus de organi zag&o.



No desenvolvimento de biomateriais n0s devemos estar atentos as diversas solicitagdes
dos sistemas vivos. Esses biomateriais estardo em contato direto, seja atraves de funcdes
estruturais de sustentacdo, seja através de respostas complexas bioquimicas e fisico-
quimicas, tais como resposta imunoldgica, trombogenicidade, adsorcdo de
macromoléculas, resposta inflamatéria,  histocompatibilidade,  osteoconducéo,

osteoconducé&o, dentre outras.
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Figura.7.2. Representacdo esquematica da interface solido-gés.



Figura.7.3. Diagrama representativo de superficies com diferentes graus de organizacéo

Em ambiente biologico, um grande nimero de reacGes bioquimicas ocorrem, muitas
vezes simultaneamente, com a presenca de catalisadores, inibidores, o que requer um
processo de caracterizacdo da superficie do biomateria de extrema relevancia no
entendimento do seu comportamento nos organismos vivos. Portanto, a caracterizacéo
adequada das interacfes do sistema biomaterial-tecido, requer as avaliagbes das quatro
entidades distintas. superficie, recobrimento, interface e volume (“bulk”), conforme
apresentadas na Fig.7.1. Estas quatro entidades compdem o sistema de biomaterial-
tecido, com condic¢bes termodinamicas de energia particular de cada uma, associadas a
disposicdo tridimensional dos atomos e moléculas e a0 numero de ligagbes quimicas.
Como consegliéncia imediata, os comportamentos de redtividade, tais como a

bioatividade e a biocompatibilidade, serdo diferentes para a superficie, recobrimentos e



para o volume do sdlido. Em sintese, as técnicas de caracterizagcdo deverdo ser
selecionadas de modo a acancar a avaliagdo completa do sistema biomaterial -organismo
vivo. N&o esta dentro do objetivo deste capitulo uma abordagem profunda dos aspectos
termodindmicos e cinéticos das interfaces. Existem boas referéncias na literatura no
campo da engenharia e ciéncias de materiais.

O tema de caracterizagdo de um material ou sistema pode ser descrito pela perturbagéo
causada por um feixe incidente de radiacéo, particulas (elétrons, néutrons etc) ou ions, e a
avaliagéo da resposta do objeto ao estimulo. Deve-se incluir também as interagdes fisicas
e mecanicas utilizadas na avaliacdo de topografias e perfilometria. A Fig.7.4 mostra um
diagrama representativo da caracterizacdo de um material composto pelas quatro

entidades bésicas, isto é, superficie, recobrimento, interface e volume.
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Figura.7.4. Diagrama representativo da caracterizagdo de um material



Este capitulo divide, por razbes didaticas, as técnicas de caracterizacdo de materiais em 3
grandes grupos. Microscopia, Espectroscopia e analises complementares. Cabe ressaltar
que esta classificagdo é meramente didética e ndo define uma forma especifica, mas téo
somente busca facilitar a retencdo dos conceitos, fundamentos e aplicacdes das diversas
técnicas de andlise de materiais. Atualmente, diversas técnicas utilizadas nas pesquisas
académicas e nas industrias s80 0 resultados da combinagcdo de 2 ou mais das técnicas

gue iremos abordar ao longo deste capitulo.

7.2. Microscopia

A necessidade histérica do homem de observacdo da natureza e dos materiais,
possibilitou o aparecimento de equipamentos para auxiliar a visdo humana ao longo de
mais de 10 séculos. Os campos de observacdo dos objetos com ampliagdes de algumas
dezenas até milhdes de vezes foi possivel com o desenvolvimento de equipamentos
extremamente sofisticados, que utilizam feixes de radiac@o eletromagnética ou feixes de
elétrons na construcdo das imagens. Um aspecto fundamental na obtencéo das imagens
reside na capacidade de resolver dimensdes bastante reduzidas, em elevadas ampliagtes.
A Tabela-7.1 mostra as resolugfes tipicas obtidas com ampliagbes dos objetos por

diversas técnicas de microscopia.



Tabela-7.1 Resolugdes tipicas obtidas por diversas técnicas de microscopia e olho

humano.
Microscopia
M icroscopios ap$§m§32<a> Ampliacéo Fonte z?nqg::? Crigtalografia
Material ~
Olho Humano 100um Luz (Volume) N&o
Microscopio de Luz Materia
11 CrOSCOp ’ 100nm 5~1500x Luz |(Superficie) N&o
(“Light Microscope”) .
polida
Microscopio eetronico de ) ~
. . Sim/Né&o
varredura-MEV 100m | 100-200,000x | FeXe | Maend o endo
(“Scanning €electron eletrénico| (Volume) modelo
microscope - SEM”).
Microscopio eletrénico de Filmes
transmissdo — MET Feixe finos '
(“Transmission electron 0.5nm 1,000~300,000x eletronico | (espessura Sm
microscope TEM"). ~100 nm)
Microscopio eetronico de
transmissdo de alta Filmes
resolugeo —MET ("High | 6 3 |3 000~1,000,000x | , F&X€ | finos Sim
Resolution Transmission eletronico | (espessura
electron microscope ~100 nm)
HREM")
mm = 0.001 m um=0.000001 m nm = 0.000000001 m
@mm=10%m; pum=10%m; nm=10°"m; A=10"m

Basicamente, as técnicas de microscopia tém como objetivo a construcdo de imagens
ampliadas dos objetos e sistemas observados. Tanto 0os microscopios quanto os olhos
humanos podem observar objetos até um certo limite de detalhes. A partir deste limite,
denominado resolucdo, teremos “ampliacdo vazia’. Portanto, nenhum equipamento de
microscopia poderd cobrir todas as escalas de observacdo, na faixa de macroestrutura até

nanoestrutura.



7.2.1. Microscopia Optica

A Microscopia Optica, também denominada “microscopia de luz’, consiste em uma
técnica de observacdo de objetos e sistemas com ampliagdes de algumas dezenas até
milhares de vezes das dimensdes fisicas, tipicamente 10X a 1500X. Os equipamentos de
analise de microscopia 6ptica, foram desenvolvidos hd mais de 5 séculos, com evolugédo
histérica conforme ilustrada na Fig.7.5. O microscépio éptico mais simples consiste de
duas lentes, uma objetiva e outra ocular, montadas em uma estrutura, com um suporte
para anteparo do material a ser observado, denominada porta-amostra. A distancia entre
as lentes e a amostras, pode ser dterada através de um sistema de engrenagem,
permitindo o gjuste do foco pelo observador. O equipamento conta ainda com um sistema

de iluminag&o, filtros, colimadores, e outras partes, no sentido de otimizar a qualidade da

imagem obtida.

Figura.7.5. Historico evolutivo da microscopia Optica.



A Fig.7.6 ilustra um equipamento de microscopia éptica tipico. Deve-se ressaltar que
existem diversas variagdes de modelos, com imagem por luz refletida (materiais opacos),

luz transmitida (materiais transl Gcidos), imagem por fluorescéncia, dentre outras.

L

Figura.7.6. llustracéo de um equipamento de microscopia Optica.



A ampliacdo fina de um microscépio Optico sera o resultado do produto obtido pela
ampliacéo da lente ocular pela objetiva. As ampliagOes das lentes objetivas situam-se na
faixa de 4X a 100X. As lentes oculares geramente oferecem aumentos de 8X al2X,
sendo 10X as mais comuns. Portanto, ampliacfes tipicas de microscopia éptica situam-se

nafaixade ~40X a~1000X.

Os principios fisicos fundamentais da éptica de radiagdes eletromagnéticas regem o0s
processos de construgdo das imagens. A microscopia optica utiliza as propriedades
ondulatérias da radiacdo eletromagnética, principalmente na faixa de energia da luz
visivel. As ondas eletromagnéticas tém caracteristicas proprias com alguns parametros
importantes, tais como comprimento de onda, frequéncia, amplitude de oscilacéo,
velocidade de propagagdo dentre outros. A Fig.7.7 mostra a representagdo da onda de

radiac&o el etromagnética.
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Figure 7.7. Diagrama esguematico de uma onda el etromagnética.

A Fig.7.7ailustra a propagacdo de radiacdo el etromagnética na direcéo z, sendo vetores

campo el étrico (E,) e campo magnético (Hy)
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A Figura.7.7a. Representacdo especia da propagacao de radiacdo eletromagnética.

A relacéo da velocidade de propagacéo da onda (c) com sua frequéncia de oscilacéo (v) e

o comprimento de onda (A) é dado por:
C=AV

Além desta relacdo, a energia associada a um feixe de radiacdo propagante, € de
importancia fundamental para estudo do comportamento desta radiacdo com a matéria. A
energia de uma radiagcdo (E), esta relacionada com a frequéncia de vibracdo (v) e um

constante de Planck (h):

A variacdo da fregiéncia permite a variagdo da energia do feixe de radiacdo

eletromagnética. Uma faixa do espectro da radiacdo muito importante é afaixa do visivel.



Esta faixa de comprimento de onda que abrange deste ~400 nm (violeta) até ~750 nm

(vermelho). A Fig.7.8 representa o espectro da radiagéo visivel.

violeta azul vermelho
300 g0

Comprimento de onda (nm)

Figura.7.8. Representacdo do espectro da radiacéo visivel.

Alguns fendmenos de interacdo da radiacdo com a matéria sdo importantes, tais como:
a) Absorcéo

Quando a radiacdo atravessa um objeto sua intensidade é atenuada. Este
fendmeno decorre da absorcdo desta radiacéo provocada por transicdes energéticas no
material, sgjam estas nucleares, eletronicas, vibracionais ou rotacionais (Fig.7.9).
b) Refracéo

Alteracéo na direcdo de propagacéo de um feixe incidente ao passar de um meio
de densidade Optica para outro de densidade diferente. Este desvio da direcdo de
propagacdo depende da diferencas de indice de refragdo dos meios e do comprimento de
onda daradiagéo (Fig.7.10).
c) Difragéo

Mudanca na direcdo de propagacdo de um feixe de radiagdo incidente decorrente
da presenca de obstaculo no caminho Optico. Esta mudanca de direcdo depende das
dimensdes fisicas do obstaculo, do comprimento de onda da radiac8o incidente e do
angulo de incidéncia. Este fendmeno promove a formacéo de interferéncias construtivas e

destrutivas.



Fig.7.9. llustracéo do fendbmeno de Absorcéo.
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Fig.7.10. llustracéo do fendmeno de Refracéo.

A andlise por microscopia requer o controle de parametros fundamentais da ampliacédo do
objeto observado, no sentido de atribuir qualidade a imagem construida. Os aspectos
mais importantes de serem abordados séo: Resolucéo, contraste, profundidade de campo
e distorcdo. Resolucdo € definida como capacidade de perceber os detalhes do objeto
observado, com ou sem ampliagdo. Todo sistema Optico tem um limite finito de
resolucdo, a partir do qual, uma ampliacdo aém deste limite perdera a capacidade de

definir os detalhes do objeto. Tipicamente, a resolugdo € expressa em uma dimensdo



linear. Para microscopia optica o vaor de resolugéo estd na ordem de 100 nm (0,1 um). A
Fig.7.11 ilustra a resolucéo de um sistema Optico na percepcao da detalhada do objeto,

dos seus contornos e fronteiras, conforme descrito por Lord Rayleigh em 1896.

2 obj etos visualizados com 2 objetos visualizados com
baixa resolug&o altaresolucdo

Fig.7.11. representacdo da resolucdo de um sistema com 2 objetos observados, A
imagem obtida com baixa resolucdo (esquerda) e uma imagem com alta resolucéo

(direita)

Ernst Abbe juntamente com Carl Zeiss publicaram um artigo em 1877 definindo asleis

dafisicaparaobter o valor de resolucéo, denominadalei de Abbe (Abbe's Law)

A

2.n.sen(0)

Sendo D= resolucdo; n= indice de refracdo; A=comprimento de onda da radiacdo; 6=

angulo daradiagdo incidente;



A grandeza n.sen(6) é gerdmente denominada de N.A. (do inglés “Numerica
Aperture’), ou indice de concentracdo da radiacdo. As lentes trazem escritos os valores
de N.A. medidos pelos seus fabricantes. Quanto maior o valor de N.A. da lente, melhor

sua qualidade, e melhor sera a resolucéo obtida para uma mesma ampliacéo.

Outro parametro fundamental na qualidade da imagem obtida por microscopia é o
contraste. O contraste € 0 nimero de tons presentes em uma imagem. Uma imagem de
alto contraste apresenta poucos tons, geralmente 2 tons, branco e preto. Ou sgja, quanto
maior 0 numero de tons percebidos em uma imagem menor é o contraste. Pode ser
definido como a diferenca entre 0 ponto mais claro e 0 mais escuro da imagem
observada. Contraste é considerado em termos da relacdo claro e escuro do objeto
observado, isto € um contraste de 100 refere-se a uma relacéo de 100 vezes do ponto
brilhante para o ponto escuro da imagem. Geralmente as amostras biol 0gicas apresentam
um baixo contraste, requerendo portanto uma preparacdo adequada utilizando agentes

corantes, para visualizagdo em microscopia optica.

Um aspecto importante a ser considerado nas analises por microscopia refere-se a
profundidade de campo. A Profundidade de Campo é definida como a dimens&o linear
maxima entre um plano acima (+0) ou abaixo (-0) e o plano de foco do espécime
observado (pf ou plano focal). Um exemplo de profundidade de campo, seria a obtencéo
de uma fotografia de uma pessoa muito proxima da camera fotogréfica, geralmente

provoca o fundo daimagem fora de foco (“close-up”).



7.2.2. Microscopia Eletronicade Varredura (MEV)

O principio da microscopia eletronica de varredura consiste na emissdo de um feixe de
elétrons por um filamento de tungsténio, que concentrado, controlado e reduzido por um
sistema de lentes eletromagnéticas, diafragmas e bobinas, conforme a Fig.7.12, incide
sobre a amostra, provocando uma série de emissdes de sinais relacionados com a
interac8o do feixe de elétrons incidente e a amostra. Os sinais emitidos encontram-se sob
a forma de elétrons (secundarios, retroespalhados, absorvidos, transmitidos, difratados,
etc.) e de fotons (fotoluminescentes e raios-X), 0s quais sao captados por detectores
apropriados, sendo amplificados e processados num sistema analisador especifico para

cadatipo desinal.

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) permite a obtencdo de uma
imagem ampliada e tri-dimensional da amostra a partir da interacdo de um feixe de
elétrons com o material, desde que este sgja ndo transparente aos elétrons. O feixe de
elétrons (elétrons primarios) gerado por efeito termo-iénico é acelerado através de uma
diferenca de potencial e colimado através de uma coluna Otico-eletrénica sendo
conduzido a cAmara que contém a amostra. Este feixe de elétrons ao focalizar um ponto
da amostra gera sinais que sdo captados e amplificados fornecendo um sinal elétrico que
gera a imagem. Conforme o feixe varre a &rea em andlise, uma imagem virtual vai sendo

formada ponto a ponto.
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Figura.7.12. Diagrama representativo de funcionamento do microscopio eletronico de

varredura convencional .

Para a garantia do livre caminho médio dos elétrons, é necessario um sistema de alto
vacuo (933 - 1333 Pa) nas partes que compdem o equi pamento.

A interacdo do feixe de elétrons com a amostra gera uma variedade de sinais conforme
pode ser observado na Fig.7.13. Na microscopia el etronica de varredura para a obtencéo
da imagem sdo captados elétrons secundarios, elétrons retroespalhados e raios-X
caracteristicos. A Fig.7.14 ilustra os processos decorrentes da interacéo feixe eletronico

com amatéria.
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Figura7.13 - Sinais resultantes da interacdo do feixe de elétrons primé&rios com a
amostra. Diagrama esquematico mostrando varios dos efeitos causados pela interacéo de

um feixe de elétrons com um alvo sdlido (adaptado de [50]).

Elétrons Primérios (EP — Primary Beam), sdo os elétrons gerados pelo proprio
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) e que incidem sobre a amostra. Estes
elétrons sdo gerados por um filamento aquecido, acelerados por um forte campo elétrico e

colimados (focalizados) na superficie do material a ser analisado.

Os elétrons secundarios (SE — Secondary electrons) sdo resultantes da interacéo inelstica
do feixe primério com a amostra. Nestas colisdes inelésticas os elétrons do feixe perdem
energia que é transferida para os elétrons da amostra que em se tratando de elétrons das
Ultimas camadas (fracamente ligados ao nucleo) podem ser removidos do &omo e

passarem a se movimentar através do material.
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Figura7.14 — Modelos representativos das interagOes atbmicas decorrentes da
perturbacdo do material com o feixe primério.

Quando estes elétrons sdo removidos proximos a superficie podem ser ejetados da
amostra, sendo os demais absorvidos pelos atomos adjacentes. Normalmente estes séo
elétrons de baixa energia (por convencdo, inferior a 50 eV) e por causa disso a sua
origem esta préxima a superficie (de modo geral, menor que 10 nm de profundidade). A
consequéncia direta disto é que, em se tratando dos SE, o contraste nas imagens resulta

da topografia da amostra, sendo os picos brilhantes e os vales escuros.



Os elétrons retroespalhados (BSE — Backscattered electrons) sdo elétrons do feixe
priméario que, apds choques aproximadamente elasticos (interagbes com mudanca de
direcéo sem perda acentuada de energia) com o nucleo dos &omos da amostra, escaparam
do material. Estes elétrons de alta energia (por convencdo 50 eV até a voltagem de
aceleracdo do feixe primario) resultam em um elevado volume especifico de interacéo e
em uma imagem com menor resolugdo que a originada pelo SE. O contraste nas imagens
obtidas por BSE decorre das diferencas de nimero atdmico dos elementos que compdem
a amostra: nimeros atdmicos mais elevados retroespalham mais elétrons resultando em
pontos mais brilhantes na amostra. Desta forma, a imagem virtual resultando da idéia da

heterogenel dade da composi ¢ao da amostra.

Nas Fig.7.15a e Fig.7.15b sd0 mostradas micrografias de um mesmo material analisado
no microscopio eletrénico de varredura com elétrons secundarios e com elétrons

retroespal hados, respectivamente.

@) (b)

Figura.7.15 — Fotomicrografias de ouro em carbono observadas no MEV utilizando (a)

SE e (b) BSE.



A profundidade de campo € uma caracteristica de elevada importancia associada a técnica
de MEV. A Fig.7.16 mostra uma ilustracéo relativa a profundidade de campo obtida em

MEV.
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A Figura.7.16. llustracdo relativa & profundidade de campo obtidaem MEV.

Os microscopios eetronicos de varredura apresentam, atualmente, resolugdes de até
0,5 nm (SE, 30kV e aumento 600.000X), possibilidade de aumento de até 2.000.000X e
s80 extensivamente utilizados nas pesquisas das areas biomédicas e de materiais, nas

induUstrias de semicondutores, em laboratorios de pesquisas avancadas e em muitas outras

aplicagoes.



7.2.2.1. Aspectos | mportantes na Execucao e I nter pretacdo de Resultados de MEV

Na execucdo de avaliagles utilizando MEV/EDS é importante que alguns aspectos sejam

observados e considerados, a saber:

0 A aceeracdo dos elétrons do feixe primario € determinada pela diferenca de potencial
entre o catodo e o anodo no gerador de elétrons, sendo a energia (E) do feixe gerado
medido em elétron-volts (eV). Nos equipamentos disponiveis, normamente, se
observa a possibilidade de variar a diferencas de potencial entre 0,5— 30 kV. Quanto
maior for esta tensdo aplicada maior serd a aceleracéo e a energia do feixe de elétrons.
A consequéncia disto € uma maior profundidade de penetracdo do feixe e um maior
volume de interacdo, que também depende de outros fatores, como por exemplo do
nimero atémico dos elementos (Fig.7.17). De modo geral, 0 aumento da energia do
feixe conduz a uma maior resolugdo da imagem, mas contribui de forma negativa
aumentando o carregamento eletrostético da superficie, os danos a superficie da
amostra e o efeito de borda além de deixar as imagens das superficies menos claras.
Para determinar a melhor voltagem a ser aplicada, recomenda-se que sejam avaliadas
tensdes ao longo da faixa do equipamento de modo a identificar aquela que conduz a

melhor imagem;
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Figura.7.17— Variagéo do volume de interacdo e profundidade de penetragcdo do feixe de
elétrons da amostra com o0 aumento da energia do feixe (E) e com o aumento do nimero

atdbmico (Z) dos elementos que compdem a amostra.

0 As amostras a serem analisadas devem estar limpas e secas. Em funcdo da
necessidade de alto-vacuo nos equipamentos de MEV amostras que contenham agua
devem ser primeiramente desidratadas. Em situagbes em que a estrutura sga
deformada ou destruida pela remocéo da &gua, as amostras devem ser estruturadas
por vias quimicas (agentes quelantes, por exemplo);

0 Quando amostras ndo condutoras sdo submetidas a acdo do feixe de elétrons ocorre 0
carregamento eletrostatico da superficie do material. Esta situacdo atrapalha a
emissao dos e étrons secundarios e pode desviar o feixe primério da area em estudo.

Como consequéncia disto podem ocorrer contrastes irregulares, deformagdo e



deslocamento da imagem e micro-analises de regides diferentes das consideradas. A
dternativa para a observacdo de amostras isolantes é o recobrimento destas com um
filme fino (10 — 50 nm) de material condutor. De modo geral, utilizam-se duas
categorias de materiais. carbono ou metais preciosos (Au, Au/Pd, Pt). Quando da
execucdo do recobrimento deve-se garantir que este siga 0 contorno do material para
ndo resultar em imagens ndo verdadeiras da topografia da amostra. Uma opcéo para
ndo recobrimento da amostra é a diminuicdo da energia do feixe de elétrons;

O feixe de elétrons pode danificar a amostra. A situagdo mais comum corresponde a
geracdo de calor na érea de incidéncia do feixe de elétrons. Para evitar este tipo de
dano deve-se usar voltagens de aceleragdo mais baixas, diminuir a intensidade do
feixe, diminuir o tempo de exposicdo da amostra, controlar a espessura do
recobrimento e fotografar areas maiores com menor aumento. Uma outra situacdo de
prejuizo para a amostra é a ocorréncia de fendmenos de desgaseificagdo e retracéo

decorrente do alto-véacuo.



7.2.3. Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDYS)

Apesar da técnica EDS ser uma analise de espectroscopia, €la é usuamente apresentada
juntamente com a microscopia eletronica de varredura pela sua disponibilidade nestes
equipamentos. Os microscopios €letrénicos de varredura podem possuir equipamento de
microandlise acoplado permitindo a obtencdo de informacfes quimicas em é&reas da
ordem de micrometros. As informactes, qualitativas e quantitativas, sobre os elementos
presentes sdo obtidas pela captacdo dos raios-X caracteristicos resultantes da interagdo do

feixe primério com a amostra (ver item 3.3.1).

Este tipo de andlise, denominado espectroscopia de energia dispersiva (EDS), usa um
material semicondutor, para detectar os raios-X, e um analisador multicanal e converte a
energia de raios-X em uma contagem eletronica. A partir do valor acumulado destas
contagens € criado um espectro que representa a analise quimica da amostra. Para a
andlise quantitativa dos elementos, deve-se utilizar padrbes com concentragcOes

conhecidas dos elementos a serem analisados.

Osraios-X caracteristicos permitem a obtencdo de um mapa de imagem da distribui¢do
de um elemento em uma amostra ndo-homogénea. Quando um elétron, geralmente do
feixe primario, interage inelasticamente com a amostra removendo um elétron de uma
camadainterna (K, L, M, N) deixa o &omo em um estado excitado de energia permitindo
gue um elétron de uma camada mais energética decaia para preencher o vazio. Este

decaimento ocorre com emissdo de energia na forma de um féton de raios-X. Como as



diferencas de energia sGo bem definidas e especificas dos elementos estes fétons séo
denominados raios-X caracteristicos e permitem identificar o elemento que esta emitindo
a radiacdo. Nesta aplicagdo, um determinado elemento € inicialmente selecionado para
ser detectado e ter sua posicdo identificada. Quando o elemento é detectado, enquanto o
feixe primério varre a area em analise, um ponto brilhante é mostrado natelado CRT ea
sua localizacdo estd relacionada com o local de deteccdo na amostra. ApoOs Vérias
passagens do feixe de elétrons sobre a &rea, € gerado um mapa de regides brilhantes que

representa a distribuicdo relativa do elemento previamente sel ecionado.

7.2.3.1. AplicacOes de Microscopia Eletronicade Varredurae EDS

(@ (b)

Figura.7.18. a)Fratura fragil de ago (500x); b) Imagem madeira da planta Switenia

macrophylla.
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Figura.7.19. Fotomicrografia de Inseto

(b)

Figura.7.20. Olhos compostos de mosca, @) sem danificar; b) danificado pelo feixe (5 kV

x 1, 100).



(a) SkV X 7200 (b)Y 25kV % 7,200

Figura.7.22. Micrografia de P6 sinterizado, a) 5kV ; b) 25 kV (x 7200)



Figura.7.23. Fotomicrografia de Inseto.

Figura.7.23. Fotomicrografia dos 6vulos de acaro de carpete Hymenolepis dimunata.



Figura.7.24. Imagem de elétrons secundarios de espuma de poliestireno

BFB421

(@ (b)

Figura.7.25. Micrografia de sistemas biol dgicos,
a) hemécias; b) acaro; c) Streptococcus

(©)



A Fig.7.26 mostra um exemplo de espectro de EDS para avaliacdo de composicéo
guimica de liga metalica. A principal desvantagem do EDS é a impossibilidade de
distingdo entre espécies ibnicas, ndo-ibnicas e isotrépicas, bem como de deteccdo de

elementos de baixo nimero atémico (Z < 6).

Figura.7.26. Espectro de EDS de liga Nd-Fe-B utilizado na fabricagéo de imas

permanentes.



7.2.4. Microscopia Eletronica de Varredura Ambiental (MEV-Ambiental)

O principio da microscopia eletrénica de varredura ambiental é bastante similar ao
denominado microscopio eetrénico de varredura convencional (C-MEV) descrito no
item 7.2.2. A diferenca significativa esta no sistema da coluna de aceleracéo do feixe
eletronico. No equipamento MEV € necessdria uma el evada tensdo de aceleracdo do feixe
associada ato vacuo na coluna e na camara onde esta posicionada a amostra. No
equipamento MEV ambiental, existem sistemas de controle de presséo ao longo da
coluna de aceleracdo que permite existir um gradiente de pressdo no interior da coluna de
aceleracdo do feixe, sendo ato vécuo na regido do filamento (107 torr) e presso de 50
torr na regido de andise da amostra. O desenho esguemético de constru¢do do MEV

ambiental estd mostrado naFig.7.27.

A Fig.7.27ailustra em detalhe do sistema de controle de pressdo que permite o gradiente
na coluna do feixe eletrénico. Em resumo, este sistema permite a andlise de materiais
condutores ou isolantes, sem a necessidade de recobrimentos, bem como materiais
hidratados ou com voléateis nas pressdes de operacdo do equipamento de MEV ambiental.
Este equipamento possibilita uma excelente ferramenta para andlise de biomateriais e
sistemas biologicos, sem a necessidade de preparagdo requerida para a técnica

convencional (C-MEV).
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Figura.7.27. Representagdo esguemética de um microscopio eletrénico de varredura

ambiental.



Figura.7.27a. Detalhe do sistema de pressdo do MEV ambiental.

7.2.4.1. Aplicagbes de Microscopia Eletronica de Varredura Ambiental

Alguns exemplos de imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura ambiental
estdo mostradas nas Fig.7.28, Fig.7.29 e Fig.7.30. Conforme descrito, as vantagens
principais da técnica de MEV-ambiental (em inglés “ Environment Scanning Electron
Microscopy-ESEM* ) em comparacdo com o MEV-convencional sdo as possibilidades de

analise de amostras ndo-condutoras e hidratadas.



a) Amostras ndo-condutoras

Figura.7.28. Imagens de Nitreto de silicio (esquerda) e ceramica convencional

(direita)

b) Amostras hidratadas

Figura.7.29. Imagens de gréos de pblen



Figura.7.30. Imagens de cabelo humano com goticulas de agua (esquerda) e papel Umido

(direita)



7.2.5. Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET)

A técnica de caracterizagdo por microscopia eletronica de transmisséo (MET ou em
inglés transmission electron microscopy — TEM) oferece a possibilidade e ampliagéo
com resolucdo que sdo da ordem de 1000X superiores ao da microscopia optica. Foi uma
técnica desenvolvida na década de 1930. O principio de funcionamento do MET é
semelhante ao sistema apresentado no item 7.2.2 para MEV. Um filamento de tungsténio
aguecido promove a emissao termo-idnica de elétrons que sdo acelerados em um tubo
sob ato vacuo em direcdo a amostra. A tensdo aplicada varia entre 60 keV e 400 keV,
sendo valores tipicos na faixa de 75-100 keV. Um requisito basico para as amostras,
além da estabilidade em alto vacuo, é a espessura reduzida, geralmente inferior a 200 nm.
Este valor pode variar dependendo do material, umavez que o feixe eletrénico devera ser
transmitido através da amostra. O feixe eletronico transmitido incide sobre uma tela
fluorescente, um filme fotogréfico ou uma cémera de video, gerando a imagem da
amostra (Fig.7.31). A resolucdo do MET esta da ordem de 0,2 nm para equipamentos

com tensdes da ordem de 300 keV, com ampliagdes de 1.000.000X.

Esta resolucéo obtida, com elevada ampliag&o, é resultante do feixe coerente, em foco e
com alta energia. Teoricamente, um feixe eletrbnico com tensdo de aceleracdo de 100
keV, possui um comprimento de onda de 0,0037 nm, muito inferior ao comprimento de
onda da radiacdo eletromagnética ultravioleta ou mesmo raios-X. A andlise requer o
posicionamento da amostra preparada sobre um reticulado de cobre, ouro ou carbono,

onde o feixe eletrénico deveraincidir e gerar aimagem natela. O sistema de colimagdo e



alinhamento do feixe eletrbnico € construido por lentes eletromagnéticas. Uma
particularidade que torna a caracterizacdo por MET extremamente interessante € a
possibilidade de obter imagens, padrdes de difracdo e outras técnicas de andlise

espectroscdpicas No Mesmo equi pamento.

imagem

Lentesde
projecéo

Lentes
objetivas

amostra

iluminacéo

Figura.7.31. Diagrama representativo do equipamento de microscopia eletronica de

transmissdo (MET)

A interagdo do feixe eletronico de alta energia com a matéria promove diversos efeitos
tais como radiagcdo (raios-X caracteristicos) utilizada na espectroscopia EDS, elétrons
secundérios, elétrons retroespal hados e elétrons transmitidos, utilizados na formagdo das
imagens, elétrons difratados que geram informagdes cristalogréficas da amostra, difracéo
de elétrons (ED). Pode-se enumerar diversas aplicagdes em todas as &reas da ciéncia para

a caracterizagao por microscopia e etronica de transmissdo, como exemplo:



. Imagens da superficie do material com resolucéo da ordem de 0,2 nm.
. Andlise de defeitos, degraus ;

. Andlise de nanoparticulas;

. Avaliacdo de filmes finos e contornos de gréo;

. Andlise de precipitacdo e recristalizagdo "in situ”;

. Identificac&o de composicao de fases.

S80 basicamente 2 os modos de operacdo do MET. O primeiro consiste na obtencéo da
imagem e o segundo permite observar os padrfes de difracdo dos elétrons. O primeiro
possibilita analises estruturais e morfoldgicas e 0 segundo avaliagéo de fases cristalinas,
tals como monocristais, policristais e materiais amorfos. As Fig. 7.32 a Fig.7.35 séo
exemplos de aplicacBes em &reas de ciéncias de materiais, ciéncias bioldgicas e alguns

campos multidisciplinares.

(a) (b)

Figura.7.32. Imagem por MET de: a) ultra-estrutura de particul as poliméricas-Latex; b)

detalhe ampliag&o superior (30.000x)



Figura.7.34. Capilares vasculares — Células sanguineas vermel has (vermelho), células

endoteliais (azul) e colageno (laranja)



Figura.7.35. Fotomicrografias de microscopia eletronica de transmisséo de interface
esmalte, dentina com sistema restaurador composto de polimero (“resina’) e particulas

inorganicas (“cargaou reforgo”)

7.25.1. Preparacdo de Amostras para Microscopia Eletronica de Transmissao

(MET)

Um dos grandes obstaculos para avaliar amostras bioldgicas, materiais organicos e
biocompdsitos esté relacionado com a instabilidade destes sistemas quando submetidos as
condicdes de andlise em ato vacuo e 0 aguecimento por feixe eletrénico. A técnica de
caracterizacdo por MET requer que as amostras sejam estéveis em alto vécuo (10° a 108
Torr), suportem aincidéncia do feixe de elétrons com alta energia (> 70 keV) e possuam
espessuras extremamente delgadas, geralmente inferiores a 100 nm (50 — 200 nm). O
contraste das imagens de MET depende do nimero atdbmico dos elementos presentes na
amostra. No caso de amostras organicas, tais como as bioldgicas, estas sdo compostas de

elementos leves como carbono, hidrogénio, nitrogénio, oxigénio, fosforo e enxofre, que



dificulta o espalhamento eletronico e portanto o contraste no MET. A preparacéo de

amostras bioldgicas requer geralmente a utilizagdo de agentes de contraste ou pigmentos

de sais de metais pesados (acetatos, citratos e outros) de chumbo, 6smio e uranio que sao

elétron-opacos. Algumas etapas devem ser cumpridas no sentido de obter amostras

(biologicas, poliméricas e compdsitos) organicas estaveis para observacdo por MET, a

saber:

Fixacdo do material, geraimente utilizando glutaraldeido (agente reticulante de
moléculas de proteina) e tetroxido de ésmio (estabilizador de membranas).
Desidratagdo da amostra;

Permeacdo com resina para polimerizagdo em um bloco sbélido. Sem esta estrutura a
amostra col apsaria em alto vacuo;

Corte da amostra: utilizacdo de um equipamento ultramicrétomo, para produzir
amostras com se¢do de 15 — 100 nm de espessura. O ultramicrétomo consiste de finas
laminas de vidro ou diamante;

As amostras delgadas obtidas sdo colocadas em reticulados metdlicos e recobertas
com filme fino polimérico (formvar) para observacdo no microscépio;

Existem dois métodos de intensificagdo do contraste: recobrimento e impregnacdo
com metais pesados. O recobrimento € obtido pela deposicéo na amostra delgada de
metais como platina, platina/carbono, ouro, vanadio, chumbo e outros metais em uma
camara de ato vacuo. A impregnacdo com metais pesados é realizada pelaimersdo da
amostra em solucOes de acetato de uranila ou citrato de chumbo. Estes sais sdo

absorvidos de modo diferenciado pelas estruturas presentes, possibilitando melhor



contraste para observagdo em microscopia. Podem também ser utilizadas outras

solucdes de contraste, tais como acido fosforico tungsténico e formiato de uranila.
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