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Resumo 

Quando imersas em água, muitas superfícies apresentam-se carregadas eletricamente. 

Por isso, durante o processo de geração de imagens por microscopia de força atômica em meio 

aquoso, forças de natureza repulsiva e atrativa entre o tip e a amostra são detectadas. 

Nas últimas décadas, as forças repulsivas têm sido atribuídas às interações eletrostáticas, 

enquanto as interações atrativas, às forças de van der Waals. Neste trabalho são descritos 

estudos de espectroscopia de força (curvas de força em função da distância) entre tips de 

microscópio de força atômica e substratos carregados eletricamente, imersos em meio líquido. 

Em função dos resultados obtidos, formulou-se um modelo denominado ‘força de troca 

dielétrica’ (FTD) que explica o comportamento das curvas na interface sólido/líquido, com 

base na hipótese de que a força que age sobre o tip, nessa região, decorre da troca de 

‘constantes dielétricas’ (ou permissividades elétricas) entre o tip e o sistema líquido. 

Em água, o tip de nitreto de silício (Si3N4), com permissividade elétrica εTip = 7,4, ao 

aproximar-se da interface carregada — região denominada ‘dupla camada elétrica’, com 

permissividade elétrica εDC — substitui uma parte da água equivalente ao seu volume. 

Essa troca responde pela repulsão observada longe da interface (iniciando a ~100 nm, 

camada difusa, onde εDC ≈ 80), seguida por uma atração quando o tip imerge nas camadas 

mais internas (¢10 nm). A presença de substrato carregado determina a reorientação dipolar 

das moléculas de água, a qual, por sua vez, vem ser a causa da baixa permissividade 

elétrica nas imediações da interface. Suportes para o modelo proposto foram obtidos pela 

imersão de tips metálicos (εTip ù ∞) em água, quando um único componente atrativo foi 

observado, e pela imersão de tips de Si3N4 em formamida e DMSO, situação em que 

somente uma contribuição repulsiva foi detectada. O modelo recebeu confirmação 

adicional ao se observar que os tips de Si3N4 sofreram atração ao penetrarem nas bicamadas 

de uma substância surfatante (εS ≈ 2 - 6). Comparado a uma teoria que vem sendo 

sistematicamente empregada para explicar as interações entre superfícies — a teoria DLVO — 

o modelo de FTD mostrou-se mais adequado aos resultados experimentais. Esse modelo foi 

empregado na identificação da intensidade da força a ser aplicada a amostras frágeis, em 

processos de geração de imagens por microscopia de força atômica, em meio líquido. 
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Summary 

When immersed in water, several surfaces are electrically charged. Therefore, 

repulsive and attractive forces between the tip and the sample are detected during image 

generation by atomic force microscopy in aqueous medium. In the last decades repulsive 

forces have been attributed to electrostatic interactions, while attractive forces have been 

ascribed to van der Waals forces. In this research, force spectroscopy studies (force versus 

distance curves) are described between atomic force microscope tips and electrically 

charged mica immersed in aqueous medium. From the data obtained, a was formulated, 

model named ‘dielectric exchange force’ which explains the behavior of the curves in the 

solid/liquid interface based on the hypothesis that the force acting on the tip in this region 

arises from the ‘dielectric constants’ (or dielectric permittivities) exchanges between the tip 

and the liquid system. In water, when the silicon nitride (Si3N4) tip, with electrical 

permittivity εTip = 7.4, approaches the charged interface (region named ‘electric double 

layer’, with electric permittivity εDC), it replaces a portion of the water corresponding to its 

volume. This exchange accounts for the repulsion observed far from the interface (starting 

at ~100 nm, diffuse layer, where εDC ≈ 80), followed by an attraction when the tip immerses 

in the inner layers (¢10 nm). The presence of a charged mica determines dipolar orientation 

of the water molecules, which in turn is the source of the low electric permittivity in the 

interface neighborhood. Support for the model proposed was given by immersion of 

metallic coated tips (εTip ù ∞) in water, when a single attractive component was observed, 

and by immersion of Si3N4 tips in formamide and DMSO, where only a repulsive 

component was detected. The model was further confirmed by the observation that the 

Si3N4 tips underwent attraction when penetrating the bilayers of a surfactant substance (εS ≈ 

2 - 6). When compared to a theory that has been systematically used to explain interactions 

between surfaces — DLVO theory —, the FTD model was more adequate to explain the 

experimental results. This model was used to identify the magnitude of the force to be 

applied to fragile samples, in images generation by atomic force microscopy in aqueous 

medium.
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Introdução 

O Microscópio de Força Atômica (Atomic Force Microscopy – AFM) é um 

equipamento de desenvolvimento relativamente recente, utilizado para obter imagens em 

escala submicrométrica de diferentes materiais, cujo funcionamento baseia-se na medida de 

forças atrativas ou repulsivas entre a amostra e uma sonda (tip) que a percorre [1, 2]. 

Os equipamentos de AFM vêm sendo amplamente utilizados em diversas áreas, porém 

existe um consenso, entre especialistas, de que seu potencial é apenas parcialmente 

explorado. Tal fato leva à expectativa de que seu emprego venha a se tornar tão extensivo a 

ponto de transformá-lo em um instrumento analítico de uso popular, dado o seu custo — 

menor do que os microscópios eletrônicos de varredura (SEM) e transmissão (TEM) — e 

alto poder de resolução [1, 3]. 

A utilização do AFM permite observar materiais ao ar, em vácuo e em meio líquido. 

Um dos aspectos mais atrativos do AFM repousa exatamente na capacidade de obtenção de 

imagens de estruturas em soluções aquosas [4 - 8]. Apesar de a maioria dos experimentos 

serem realizados ao ar, os estudos em líquidos apresentam a vantagem de eliminar o 

menisco — inconveniente sempre presente nos trabalhos desenvolvidos ao ar — sem a 

necessidade da utilização de sistemas de vácuo, possibilitando reduzir de 10 a 100 vezes a 

força aplicada pelo tip à superfície [9]. 

Entre as aplicações do AFM, destaca-se seu potencial de uso para o estudo de 

materiais biológicos. Uma vez que a maioria desses materiais desnaturam quando não 

mantidos em soluções isotônicas e que organismos vivos dependem do fornecimento de 

diversos nutrientes em forma de solutos, fica evidente a importância do desenvolvimento de 

mecanismos de observação de processos em sistemas imersos em meios líquidos. Nesse 

campo, o AFM apresenta grandes vantagens, em relação a outros métodos de microscopia. 

No caso particular de observações de estruturas microbianas, por exemplo, a microscopia 

ótica convencional apresenta limitações, pois, além de exigir o uso de substratos 
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transparentes, a resolução fica limitada a aproximadamente metade do comprimento de 

onda da luz, ou seja, entre 200 e 400 nm. Já em microscopia eletrônica, ainda que o limite 

na resolução do microscópio ótico tenha sido superado, as amostras necessitam de uma 

preparação especial, que envolve fixação química, desidratação e emprego de contrastes ou 

revestimentos, o que leva à visualização de estruturas artificiais. Ao se observar células ou 

esporos aderidos em superfícies por meio de AFM, não há necessidade de luz, nem de 

preparo prévio da amostra e, ainda, podem-se usar substratos opacos, bastando que a 

superfície em exame seja plana [10]. 

Contudo, muitos problemas perduram na geração de imagens de materiais 

biológicos por AFM, o que justifica o esforço de investigar técnicas apropriadas ao preparo 

de amostras e interação com as mesmas, visando à superação das dificuldades advindas da 

natureza dinâmica dos sistemas e do meio que estão inseridos. As pesquisas têm 

contribuído para o desenvolvimento dos mecanismos de observação, por exemplo, em 

soluções salinas tamponadas e caldos de cultivo, ambientes adequados à conservação ou 

multiplicação de células. 

Para interpretar imagens de AFM corretamente é necessário identificar as forças que 

atuam entre o tip e a superfície da amostra. Por isso, é importante conhecer os diferentes 

componentes da força total a fim de minimizá-la e, com isso, prevenir possíveis 

deformações ou destruição da amostra em estudo. Quando trabalhando em meio aquoso, 

diferentes forças (atrativas e repulsivas) agem entre o tip e a superfície [11, 12]. Longe do 

substrato, entre 10 e 100 nm, forças quase sempre repulsivas, supostamente eletrostáticas, 

agem entre o tip e a amostra [13 - 17]. Próximo à interface observa-se uma interação 

geralmente atrativa, atribuída a forças de van der Waals (vdW) [18 - 20]. 

Resultados descritos na literatura revelam que, em meio aquoso, a força repulsiva 

atribuída à interação eletrostática é significativa e deveria ser levada em consideração [11], 

já que, quando imersas em água, as superfícies da maioria dos materiais apresentam-se 

carregadas eletricamente [21]. 
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Devido à importância das interações eletrostáticas, muitas investigações têm sido 

conduzidas com o intuito de quantificá-las, incluindo os trabalhos pioneiros de Derjaguin e 

Landau (1941) e Vervey e Overbeek (1948), conhecidos como ‘teoria DLVO’ [15]. 

A teoria DLVO é fundamentada na idéia de que as interações de curto e longo 

alcance entre partículas dispersas em solventes polares (especialmente água) são 

governadas por duas forças independentes: a força de vdW (atrativa) e a força eletrostática 

(repulsiva ou atrativa). De acordo com essa teoria, a força de interação total entre duas 

superfícies pode ser tratada como a soma do componente atrativo de vdW e o componente 

eletrostático, geralmente repulsivo. Enquanto as forças de vdW estão sempre presentes, a 

força eletrostática depende da existência de componentes superficiais carregados [21, 22]. 

No presente trabalho, com o objetivo de identificar e quantificar corretamente as 

forças que atuam entre o tip e a superfície da amostra, foram realizadas medidas de força 

em função da distância entre tips diversos e superfícies de mica, imersos em meios líquidos 

diferentes. 

Ao se aproximar tips de nitreto de silício de uma superfície de mica (o primeiro 

eletricamente neutro ou fracamente negativo e o outro carregado negativamente [23]), em 

água, foram observadas contribuições repulsiva e atrativa. Segundo a teoria DLVO, a 

contribuição repulsiva seria devida à aproximação entre duas superfícies com cargas de 

mesmo sinal, enquanto a interação atrativa seria atribuída às forças de vdW. Assim, a curva 

de força entre um tip ligeiramente negativo e uma interface positiva, deveria apresentar 

exclusivamente componentes atrativos. Entretanto, contrariando a expectativa, interações 

repulsivas e atrativas também foram observadas em medidas de força realizadas em solução 

aquosa sobre bicamadas de surfatante catiônico (carregado positivamente) adsorvidas em 

mica [24, 25]. 

Experimentos realizados com tips de Si3N4 imersos nos solventes formamida e 

dimetilsulfoxido (DMSO) evidenciaram somente um componente repulsivo para a força, 

contrariando o previsto pela teoria DLVO, de que o componente atrativo de vdW está 

sempre presente. Com base nos resultados obtidos, desenvolveu-se um modelo teórico, que 
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foi denominado ‘força de troca dielétrica’ (FTD), capaz de reproduzir com exatidão os 

resultados experimentais, mostrando-se mais adequado que o DLVO. O modelo proposto 

explica o comportamento da curva de força na interface sólido/líquido, fundamentado na 

hipótese de que a força que age sobre o tip nessa região é uma conseqüência da troca de 

‘constantes dielétricas’ (permissividades elétricas) entre o tip e o sistema líquido. 

Com tips de Si3N4 e substratos de mica imersos em água pura ou solução aquosa, 

longe da interface (> 10 nm), os valores calculados para a força eletrostática, à luz do 

modelo proposto, são similares aos previstos pela teoria DLVO. O modelo de FTD também 

ajusta-se com grande exatidão aos resultados experimentais obtidos com tips de Si3N4 e 

superfícies de mica modificada (positiva), imersos em solução aquosa. No entanto, próximo 

à interface (¢10 nm), enquanto o modelo proposto ajusta-se perfeitamente às curvas de 

força medidas, o termo atrativo de vdW está longe de fazê-lo. 

Suportes para o modelo proposto são fornecidos pelas curvas de força obtidas com 

tips metálicos (εTip ù ∞) imersos em água (onde um único componente atrativo foi 

observado, sistematicamente, ao longo de cada curva) e tips de Si3N4 imersos em 

formamida e DMSO, onde forças atrativas de vdW não foram detectadas. 

O modelo recebeu, ainda, confirmação adicional, ao se observar que os tips de Si3N4 

sofreram atração ao penetrarem nas bicamadas de uma substância surfatante (εS ≈ 2 - 6). 

Comparado à teoria DLVO, que há décadas vem sendo empregada para explicar as 

interações entre superfícies, o modelo de FTD mostrou-se notoriamente mais coerente com 

os dados experimentais. O modelo foi empregado na identificação da intensidade da força a 

ser aplicada a amostras frágeis, em processos de geração de imagens por microscopia de 

força atômica. 
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1. Revisão Bibliográfica 

1.1. Microscópio de Varredura por Sonda 

Há duas décadas, nascia o microscópio de tunelamento (STM – Scanning Tunneling 

Microscope, 1981-2) [2, 26 - 29], cujo desenvolvimento rendeu aos pesquisadores G. Binnig 

e H. Rohrer o prêmio Nobel de Física, em 1986. Graças à invenção do STM tornou-se 

possível observar, medir e manipular átomos ou moléculas, estimulando inúmeros 

laboratórios a desenvolver experimentos controlados em escala nanométrica. A invenção 

desencadeou o aparecimento de uma grande variedade de microscópios de varredura por 

sonda (Scanning Probe Microscopy, SPM) entre os quais destacam-se, além do próprio 

microscópio de tunelamento, o microscópio de força atômica (AFM – Atomic Force 

Microscopy, 1986), o microscópio de força magnética (MFM – Magnetic Force 

Microscopy), o microscópio de força eletrostática (EFM – Electrostatic Force Microscopy) 

e o microscópio ótico de campo próximo (SNOM – Near-Field Scanning Optical 

Microscopy) [2, 30]. 

Os vários tipos de SPM diferem quanto ao método empregado no monitoramento da 

amostra e quanto à forma de interação entre a ponta de prova e a superfície. 

Os componentes comuns a todos os SPM estão representados no diagrama a seguir (Figura 

1.1). 

1.2. Princípio de funcionamento dos AFM 

Em 1986, Gerd Binnig, Calvin Quate e Christopher Gerber desenvolveram um 

dispositivo que chamaram ‘microscópio de força atômica’ [1]. Os AFM sondam a 

superfície de uma amostra por meio de uma ponteira (tip) muito fina, cuja curvatura da 

extremidade inferior pode ser aproximada a uma semi-esfera com raio variando entre 5 e 
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50 nm e comprimento entre 2 e 4 µm. Os tips (Figura 1.2) são montados nas extremidades 

livres de alavancas (cantileveres) com 85 a 320 µm e módulo elástico entre 0,02 e 17 N/m. 

 
Figura 1.1.  Constituintes básicos de um SPM [2]. 

 
Figura 1.2.  Tip cônico (direita) montado na extremidade livre de um 

cantilever com formato em V (esquerda) [31]. 



REVI SÃO BI BLI OGRÁFI CA 

 

7 

Os suportes de amostras são colocados sobre um dispositivo de posicionamento 

extremamente preciso (scanner), feito de cerâmicas piezelétricas, responsável pelo ajuste 

da distância entre o tip e a amostra (na direção vertical z) e pelo deslocamento lateral da 

mesma (no plano x-y). Sob a ação de uma diferença de potencial os materiais piezelétricos 

podem sofrer expansão ou compressão na direção perpendicular ao campo aplicado. 

Os microscópios modernos são equipados com cerâmicas piezelétricas em formato de tubos 

ocos segmentados verticalmente em quatro partes (Figura 1.3). Eletrodos posicionados na 

face externa do tubo são responsáveis pelo movimento lateral da amostra nas direções ± x e 

± y. O eletrodo situado na parede interna do tubo responde pelo movimento na direção z, 

que resulta na altura observada nas imagens [2]. 

 
Figura 1.3.  Diagrama esquemático de um scanner e do sensores de 

controle de movimento [2]. 

As forças de interação entre o tip e a amostra causam deflexão no cantilever 

enquanto o tip percorre a amostra — ou, antes, quando a amostra se desloca sob o tip. Em 

geral, os AFM são capazes de medir deflexões do cantilever (dc) de até 0,1 Å. Para isso a 

maioria dos AFM dispõe de um dispositivo ótico de baixo custo e fácil manuseio, capaz de 

alcançar uma resolução comparável à de um interferômetro [32, 33]. O dispositivo ótico 

(Figura 1.4) é formado por um laser, um espelho (parte superior do cantilever) e um sensor 

de posicionamento vertical (fotodetector), o qual consiste em dois fotodiodos montados 
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lado a lado. O feixe de laser, após refletir na parte espelhada do cantilever, incide no 

fotodetector. 

Quando o cantilever sofre deflexão, a posição do feixe de laser no detector é 

deslocada e a diferença entre os sinais dos fotodiodos indica o novo ponto de incidência e, 

assim, a deflexão angular do cantilever. Uma deflexão angular (θ ) do cantilever e, portanto, 

do ângulo de incidência do laser, implica em deflexão angular duas vezes maior (2θ ) no 

feixe refletido. Além disso, a distância do espelho ao detector é suficientemente grande 

para que pequenas deflexões do cantilever resultem em grandes deslocamentos no detector. 

Os sinais provenientes do fotodetector, que monitora o posicionamento vertical do tip e do 

sistema de controle do piezelétrico, são armazenados e processados por um 

microcomputador, permitindo-lhe gerar um mapa topográfico da superfície em estudo. 

 
Figura 1.4.  Dispositivo ótico de detecção de deflexão do cantilever [34]. 

O AFM funciona medindo forças atrativas ou repulsivas entre o tip e a amostra [1]. 

No modo repulsivo (‘repulsive mode’), também chamado modo de contato (‘contact 

mode’), o tip “toca” suavemente a superfície da amostra, medindo forças de repulsão entre 

tip e amostra. Este modo de operação fornece informação topográfica com definição 

horizontal inferior a 10 Å e definição vertical menor do que 1 Å. Neste modo de operação a 
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observação de materiais biológicos, como células, requer cuidados especiais no preparo das 

amostras, a fim de se evitar que materiais viscosos como, por exemplo, meios de cultivo à 

base de ágar, mascarem a imagem e sujem o tip. Uma variação do modo de contato recebe 

a denominação de ‘microscopia de força lateral’ (LFM) que produz imagens a partir de 

deflexões laterais (torções) do cantilever. Estudos de LFM são particularmente adequados a 

superfícies não homogêneas [2]. 

Outra força geralmente presente durante a operação do AFM, ao ar, no modo de 

contato, é a força de capilaridade. Superfícies expostas ao ar ambiente geralmente acham-se 

cobertas por uma fina camada de água. Ao entrar em contato com a superfície, o tip é 

envolvido pela água e forma-se um menisco entre tip e superfície, responsável por uma 

força atrativa intensa (~10-8 N) que os mantém em contato. A força de capilaridade resulta 

da separação entre o tip e a amostra [2]. 

Operando no modo de contato, o AFM pode gerar imagens da superfície de duas 

formas distintas. 

No primeiro caso, modo de altura-constante, a variação espacial da deflexão do 

cantilever pode ser usada diretamente para gerar o conjunto de dados topográficos porque a 

altura do scanner é pré-determinada e mantida constante durante todo o processo de 

varredura. O modo de altura-constante é freqüentemente usado para capturar imagens em 

escala atômica, de superfícies absolutamente planas (vide Figura 1.5), onde as deflexões do 

cantilever e as variações na força aplicada são pequenas. Este modo de operação é também 

essencial para o registro em tempo real, de imagens de superfícies dinâmicas, quando alta 

velocidade de varredura é essencial [2]. 

No outro caso, modo de força-constante, a deflexão do cantilever é usada como 

entrada de um circuito de retroalimentação que move o scanner para cima e para baixo em 

z, em resposta à topografia, mantendo a deflexão do cantilever constante. Neste caso, a 

imagem é gerada a partir do movimento do scanner. Como a deflexão é mantida constante, 

a força total aplicada à amostra também o é. No modo de força-constante, a velocidade de 

exploração é limitada pelo tempo de resposta do circuito de retroalimentação, mas a força 
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total exercida na amostra pelo tip é bem controlada. O modo de força-constante é preferido, 

geralmente, para a maioria das aplicações (Figura 1.6). 

 
Figura 1.5.  Imagem de uma superfície de mica imersa em água, obtida 

com velocidade de varredura de 100 nm/s. No destaque, a imagem 
transformada de Fourier [35]. 

 
Figura 1.6. Imagem de fungos Colletotrichum graminicola em superfície 

de vidro [36]. 
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No modo atrativo (‘atractive mode’), ou modo de não-contato (‘noncontact mode’), 

o AFM mantém o tip e a amostra separados por uma distância previamente ajustada (10 — 

20 nm) enquanto monitora efeitos decorrentes de interações atrativas atribuídas a forças de 

van der Waals (vdW). Uma das vantagens deste modo de operação repousa no fato de o tip 

não tocar a amostra. Entretanto, a resolução é normalmente pobre, sendo raramente usado 

em materiais biológicos [37]. 

O modo de contato intermitente (‘tapping mode’) é similar ao modo de não-contato, 

exceto pelo fato de que o cantilever oscila de tal maneira que, ao final de seu curso (~100 

nm), o tip toca a amostra. Algumas amostras são melhor exploradas através do emprego do 

modo de contato-intermitente em vez dos modos de contato ou de não-contato. O modo de 

contato intermitente tem-se consolidado como uma técnica importante de AFM por superar 

algumas das limitações dos modos de contato e de não-contato. Comparado ao modo de 

contato, o modo de contato-intermitente elimina os danos provenientes das forças laterais 

(fricção ou arrasto) entre o tip e a amostra. Por outro lado, neste modo de operação, para 

que o tip possa penetrar e sair da camada de água, a força vertical deve ser grande o 

bastante para superar a força de capilaridade (10-8 N), podendo danificar e/ou deformar 

superfícies macias ou materiais elásticos. Em relação ao modo de não-contato, o modo de 

contato-intermitente tem-se mostrado mais eficaz para varrer amostras que apresentem 

grande variação de topografia. 

1.3. Curvas de Força 

O AFM também permite a construção de curvas de força em função da distância 

entre tip e amostra [2, 13 – 15, 38 - 42]. Essas medidas são essenciais para se definir forças 

verticais que devem ser aplicadas a uma superfície, para a captação de imagens. 

Forças entre superfícies vêm sendo estudadas experimentalmente bem antes da 

invenção do AFM, através de SFA (‘Surface Force Apparatus’) [43 – 49]. Em SFA, duas 

superfícies ‘idênticas’ — tanto na geometria como no material que as compõe — curvadas 

em forma de cilindro, com raios de curvatura de ~1 - 2 cm, dispostas transversalmente, são 
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aproximadas, primeiramente por meio de um sistema mecânico e, posteriormente, por um 

piezelétrico. As forças (~10-2 - 10-7 N) são calculadas através da lei de Hooke, a partir das 

medidas das deflexões de uma alavanca, em cuja extremidade uma das superfícies 

encontra-se instalada. A separação entre as superfícies é medida com precisão de ~0,1 nm, 

por análise de franjas de interferência produzidas a partir de reflexões múltiplas na face 

inferior espelhada da alavanca [30, 50, 51]. 

Comparado ao SFA, o AFM tem-se revelado mais adequado para medir forças 

interfaciais, pois, além de mapear as superfícies em estudo com uma resolução espacial de 

poucos angstrons, possibilita, a partir das imagens geradas, escolher onde medir as referidas 

forças. Se um cantilever de baixa constante elástica for usado — por exemplo, com kc = 

0,03 N/m — a resolução da força na direção perpendicular à superfície será F = kc × dc = 

(0,03 Nm-1) × (0,1 × 10-10 m) = 3 × 10-13 N, enquanto em condições favoráveis o SFA 

alcança no máximo 10-8 N. 

A representação gráfica da força aplicada ao tip do AFM, enquanto a amostra é 

aproximada e afastada, constitui a chamada ‘curva de força’. As curvas de força são 

complexas e específicas para diferentes sistemas em estudo. Em princípio, esses gráficos 

evidenciam a força requerida para atingir uma certa profundidade de deformação, o que 

possibilita a determinação de parâmetros viscoelásticos de materiais. Assim se examinam 

plaquetas, bactérias e células ou se estudam propriedades micromecânicas de ossos e de 

outros materiais. 

Apesar das amplas demonstrações da utilidade do AFM no estudo de materiais 

biológicos, há várias dificuldades experimentais em coletar e analisar dados de curvas de 

força. Um dos problemas é a determinação exata do ponto de contato entre tip e amostra. 

Uma amostra muito macia (em relação à sensibilidade de detecção do AFM) irá se 

deformar, em resposta ao tip, antes de a deflexão do cantilever ser mensurável. Assim, o 

verdadeiro ponto de contato não será facilmente detectado, o que pode determinar erros 

significativos nas medidas de profundidade das deformações, de módulos elásticos ou de 

outros parâmetros definidos pelo ponto de contato. 
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A soma das forças que atuam no tip, responsáveis pelas deflexões do cantilever, 

pode resultar em atração e/ou repulsão. Na verdade, o sistema não mede as forças e sim as 

deflexões do cantilever. Medidas de deflexões em função da posição da amostra ao longo 

do eixo z são obtidas durante o movimento vertical de aproximação e afastamento do 

piezelétrico em relação ao tip. A Figura 1.7a representa uma simplificação do que seria 

uma curva da deflexão do cantilever em função do deslocamento da amostra colhida em 

vácuo. O eixo vertical representa a deflexão experimentada pelo cantilever (que é 

proporcional à variação do sinal de saída do fotodiodo) e o eixo horizontal, o deslocamento 

da amostra. No gráfico, o ciclo inicia-se à direita, quando o tip e a amostra encontram-se 

afastados (1). À medida que a separação torna-se pequena o suficiente para que forças 

atrativas de vdW ajam entre ambos, o tip mergulha em direção a superfície, flexionando o 

cantilever para baixo (2). Uma vez estabelecido o contato, o cantilever sofre deflexão 

idêntica à expansão do piezelétrico. Após atingir o deslocamento máximo (3) o scanner 

inicia o caminho inverso, trazendo o tip aderido à superfície da amostra até finalmente 

soltar-se (4), voltando o cantilever à condição inicial de relaxamento. 

As forças podem ser calculadas a partir da deflexão (∆z = dc) do cantilever, de 

constante elástica kc, usando a lei de Hooke: F = kc dc. Como os AFM não fornecem uma 

medida da distância absoluta entre tip e amostra, faz-se necessária a construção de um novo 

gráfico cuja coordenada horizontal (H) é obtida a partir da soma da deflexão do cantilever 

(dc) com o deslocamento da amostra (Za) [52, 53]. A curva corrigida exibida no novo 

gráfico é chamada ‘curva de força em função da distância’ ou, simplesmente, ‘curva de 

força corrigida’ (Figura 1.7b). Esta técnica é largamente empregada no estudo de 

propriedades viscoeláticas de materiais biológicos [54 – 65], em medidas de espessura de 

filmes [40 – 42, 66 – 69] e, mais recentemente, de permissividade elétrica em interfaces 

[13 – 15, 42]. 
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Figura 1.7a. Gráfico da deflexão do cantilever vs. deslocamento da 

amostra para um tip aproximando-se de um substrato rígido. O diagrama 
esquemático retrata as posições relativas do tip e da superfície da amostra. 

 

 
Figura 1.7b. Curva de força em função da distância absoluta (separação) 

entre um tip e uma superfície rígida. 
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1.4. Considerações sobre a água 

A água apresenta uma infinidade de aplicações em ciência e tecnologia, 

relacionadas a questões como capacidade de molhagem, limpeza, corrosão, processos 

eletroquímicos, formação de emulsões, conformação de membranas e hidratação protéica, 

para citar algumas [70], tendo sido extensiva e intensivamente estudada por décadas [71]. 

Todavia, a compreensão de suas propriedades físicas e químicas é ainda limitada. 

A água (em estado líquido) é um sistema complexo, com propriedades incomuns, se 

não únicas. Essa complexidade é devida a uma combinação do tamanho pequeno da 

molécula e à distribuição polar de cargas [72]. Embora a molécula de água seja 

eletricamente neutra, suas cargas são separadas, resultando em um dipolo elétrico. Por 

causa dessa separação de cargas, duas moléculas de água podem se atrair por forças 

eletrostáticas entre a carga negativa do átomo de oxigênio de uma molécula e a carga 

positiva do átomo de hidrogênio de outra. Na verdade, a água e seus íons (H+ e OH-) 

influenciam profundamente as propriedades de muitos componentes importantes das 

células, como as enzimas, as proteínas, os ácidos nucléicos e os lipídios. A grande maioria 

das interações moleculares em sistemas vivos ocorre em meio aquoso. 

A distribuição de cargas pode ser representada por quatro braços de um tetraedro, de 

forma a permitir que, teoricamente, cada molécula de água possa formar pontes de 

hidrogênio com até quatro moléculas vizinhas. A intensa atração entre moléculas de água 

adjacentes confere à água líquida grande coesão interna e, por conseguinte, ponto de fusão, 

ponto de ebulição, calor de vaporização e tensão superficial mais altos que a maioria dos 

líquidos comuns. Disso resulta, também, sua inadequação para dissolver solutos inertes 

(apolares ou hidrofóbicos), com os quais não pode interagir por meio de forças polares 

igualmente fortes [73, 74]. 

A capacidade de a água ligar-se fortemente a compostos polares e hidrofílicos, 

dissolvendo-os, faz com que seja um excelente solvente para uma grande variedade de 
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moléculas e íons, para manter em suspensão partículas coloidais e para viabilizar estruturas 

biológicas como proteínas, DNA, vírus e células [74]. 

A água é muito melhor solvente que a maioria dos líquidos comuns. Sais cristalinos 

— por exemplo, cloreto de sódio (NaCl) — dissolvem-se facilmente em água, mas são 

praticamente insolúveis em líquidos não-polares, como o clorofórmio ou o benzeno. Esta 

propriedade é um exemplo do caráter dipolar da molécula de água. O mosaico cristalino de 

um sal é mantido por forças de atração eletrostáticas muito fortes entre íons alternadamente 

positivos e negativos. Quando o NaCl cristalino é exposto à água, suas moléculas dipolares 

são fortemente atraídas para os átomos do sal e os retiram do mosaico, formando os íons 

Na+ e Cl- hidratados, em solução. A água também dissolve muitos compostos orgânicos 

simples que possuem grupos carboxila e amino, os quais tendem a se ionizar pela interação 

com o solvente [74]. 

Outra classe de substâncias que podem ser dispersas pela água são as que possuem 

simultaneamente grupos hidrofóbicos e hidrofílicos, freqüentemente chamados de 

compostos anfipáticos. Um exemplo simples são os surfatantes (tensoativos), como o 

brometo de cetil-trimetil-amômio ou brometo de hexadecil-trimetil-amômio, 

C16H33(CH3)3N
+Br– (CTAB), com várias aplicações em ciências biológicas e em química. 

O CTAB é um surfactante catiônico extensivamente estudado e usado industrialmente em 

processos de esterilização, amaciamento de produtos têxteis e muitas outras aplicações 

[75]. Pelo fato de sua longa cadeia hidrocarbonada ser hidrofóbica e intrinsecamente 

insolúvel em água, o CTAB apresenta pouca tendência para formar solução verdadeira. 

Entretanto, o composto facilmente se dispersa em água, formando agregados chamados 

micelas, em que os grupos hidrofílicos (cabeças polares), carregados positivamente, são 

expostos e interagem com a fase aquosa, enquanto as cadeias hidrocarbonadas (caudas) 

não-polares e hidrofóbicas, voltam-se para o interior da estrutura [76]. As micelas de 

CTAB podem conter centenas ou milhares de moléculas, permanecendo uniformemente 

suspensas na água pelo fato de serem carregadas positivamente e, portanto, com tendência a 

se repelir. 
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1.5. Água interfacial 

As propriedades da água têm sido estudadas sistematicamente há mais de um 

século. Contudo, os avanços no conhecimento acerca de sua estrutura ainda são 

insuficientes, especialmente no que se refere à água interfacial. 

No artigo “Water at Interfaces: A Colloid-Chemical Approach” J. Lyklema [94] 

afirma: “It is obvious that water in the immediate surroundings of a solid surface is 

different from bulk water. The big questions are: How different is it and how far from the 

surface do these differences persist?” Infelizmente, o autor não respondeu às questões e as 

dúvidas persistem. 

Heniker, apud Drost-Hansen [77], publicou uma revisão, que se tornou clássica, 

sobre a orientação de líquidos perto de interfaces (“The depth of the surface zone of a 

liquid”), em que a ênfase repousa na existência de ordenamento de longo alcance em 

muitas interfaces sólido/líquido. Depois disso, argumentos prós e contra o ordenamento da 

água em interfaces foram apresentados por outros autores. Posteriormente, Derjaguin, 

também citado por Drost-Hansen [77], sugeriu a existência de alterações significativas na 

estrutura da água nas proximidades de uma interface particular (quartzo), considerando-as 

evidências de que a água pudesse existir em estados outros que não aqueles reconhecidos 

classicamente (sólido, líquido e gasoso). 

Durante as últimas décadas, quase toda a informação a respeito do comportamento 

de moléculas de água nas proximidades de interfaces originou-se de estudos teóricos, 

especialmente aqueles envolvendo simulações numéricas [78 – 80], enquanto a pesquisa 

experimental sobre o assunto esteve limitada. Recentemente, vários estudos vêm sendo 

desenvolvidos abordando questões relacionadas à organização em camadas (layering) e à 

orientação de moléculas de água em superfícies [81 – 84]. Medidas de forças obtidas entre 

duas superfícies imersas em solução aquosa, porém separadas por distâncias moleculares, 

parecem indicar que as moléculas de água próximas a superfícies sofrem ordenamento tanto 

de translação quanto de orientação [85, 86]. Estudos de ressonância magnética nuclear 

também mostram evidências de que moléculas de água em superfícies comportam-se 
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diferentemente daquelas no interior da massa líquida [87]. Experimentos realizados com as 

técnicas de SHG (‘optical second harmonic generation’) e SFG (‘optical sum-frequency 

generation’) revelaram que moléculas de água perto de uma superfície carregada 

encontram-se fortemente orientadas [88 – 91]. 

A interação entre sítios ativos da superfície de um sólido e moléculas de água 

induzem alterações na estrutura da água, a qual decorre das pontes de hidrogênio. Portanto, 

as propriedades da água interfacial são diferentes daquelas observadas longe das interfaces 

[76, 92, 93]. 

1.6. Determinação da distribuição da polarização da água 

interfacial 

Em água, muitas superfícies apresentam-se carregadas [21]. As cargas das 

superfícies provêm da dissociação de componentes superficiais ou da adsorção de íons 

sobre a superfície. Evidentemente, a eletroneutralidade exige que carga idêntica e de sinal 

oposto se encontre nas proximidades. A idéia de que essas cargas se distribuem em duas 

camadas é muito antiga, tendo sido sugerida por Helmholtz em meados do século XIX. 

Uma das camadas de carga encontra-se presente na superfície e a outra, formada por íons 

de carga igual e oposta, no líquido adjacente. Dessa imagem simples originou-se a 

designação ‘dupla camada elétrica’. De acordo com o modelo de Helmholtz, a dupla 

camada elétrica deveria comportar-se como um capacitor formado por placas planas e 

paralelas. 

Posteriormente, o modelo de Helmholtz foi modificado por G. Gouy, em 1910, e 

G. Chapman, em 1913 [95, 96]. Trabalhando independentemente, estes pesquisadores 

propuseram a ‘teoria da camada de difusão’. Na teoria de Gouy-Chapman, os íons são 

considerados cargas pontuais sujeitas, simultaneamente, ao movimento térmico e à atração 

ou repulsão pela superfície carregada. A força eletrostática decorrente da presença das 

cargas superficiais tende a ordenar os íons, como descreve o modelo de Helmholtz. 

A agitação térmica, por sua vez, tende a distribuir os íons uniformemente na solução. 
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Uma situação de compromisso se estabelece entre as duas tendências opostas, resultando 

em uma camada difusa de íons. Nas proximidades da superfície, prevalece a força 

eletrostática, a qual diminui com a distância. Portanto, a concentração dos íons de carga 

oposta à da superfície diminui, também, à medida que dela se afasta, até que, a partir de 

certa distância, a solução torna-se perfeitamente homogênea. Desse modo, origina-se uma 

camada difusa de cargas na fase líquida. 

Para tornar o modelo de Guoy-Chapman mais realista, Stern [95, 96] abandonou a 

aproximação de cargas puntiformes. Admitiu, então, que, em conseqüência de seu tamanho, 

os íons não chegam até a interface, mas permanecem distanciados, dispostos em posições 

fixas, num plano de aproximação máxima, também chamado ‘plano de Helmholtz externo’. 

Assim, o modelo de Stern divide a dupla camada elétrica em duas partes: 1) a dupla camada 

compacta, compreendida entre a interface e o plano Helmholtz; e 2) a dupla camada difusa, 

que se estende do plano em questão até o interior da solução (bulk) e dentro da qual os íons 

se distribuem de acordo com a teoria de Guoy-Chapman. O modelo de Stern, desse modo, é 

uma associação dos modelos de Helmholtz e Guoy-Chapman. No modelo de Stern, a dupla 

camada elétrica é equivalente a dois capacitores ligados em série. O modelo de Guoy-

Chapman-Stern, embora apresente deficiências, conduz a resultados satisfatórios [21].  

A formação da dupla camada acarreta a presença de um campo elétrico na interface 

que decresce exponencialmente com o aumento da distância à superfície [13 - 15, 21, 97]. 

As interações eletrostáticas na região da dupla camada elétrica são obtidas através da 

solução da equação de Poisson-Boltzmann, para a geometria em questão [16]. 

A existência de repulsões de longo alcance entre superfícies mergulhadas em água, 

devidas ao ordenamento estrutural de moléculas de água, é fato há muito conhecido. 

Entretanto, tem havido muita discordância, ao longo dos anos, sobre a extensão efetiva 

dessa estrutura modificada, se pequena (alguns angstrons) ou grande (alguns milhares de 

angstrons) [98]. Palmer et al. [99] descobriram que, quando um determinado volume de 

água está contido entre duas placas de mica, sua permissividade elétrica decresce com a 

espessura da camada líquida. Para espessuras de 5 µm e 2 µm foram obtidos valores de 



REVI SÃO BI BLI OGRÁFI CA 

 

20 

permissividade elétrica iguais a 20 e 10, respectivamente. Metsik et al. [100, 101] mediram 

valores de ε muito baixos para películas de água entre placas de mica, por exemplo: ε(H1) = 

8 e ε(H2) = 4,5, para separações H1 = 100 nm e H2 = 70 nm, respectivamente. Bockris e 

Khan [102] e Kaatze [103] sugeriram que o valor da permissividade elétrica da primeira 

camada altamente orientada de água é em torno de 4, valor bastante reduzido quando 

comparado ao do meio líquido (εbulk ≈ 80). De acordo com Derjaguin [104] e Churaev et al. 

[105, 106], camadas de água nas quais as moléculas encontram-se altamente orientadas 

podem atingir espessuras de até 100 nm. 

Várias estimativas têm sido apresentadas na literatura para a permissividade elétrica 

em função da distância, na região da dupla camada elétrica de interfaces sólido/líquido: Gur 

et al. [107] propuseram a inclusão de uma permissividade elétrica variável na equação de 

Poisson-Boltzmann. A expressão explícita para essa função é dada por 

)()/()()( EEnnE bulk ββ−ε+=ε L322 ,                                   (1.1) 

sendo β = 5µ(n2 + 2)/2kBT e )/(1)coth()(L EEE β−β=β  a função de Langevin. Assumindo 

para a água o momento de dipolo µ = 6,18 × 10-30 Cm, o índice de refração óptico n = 1,333, 

a permissividade elétrica no bulk εbulk = 78,5, à temperatura absoluta T = 298 K, sendo a 

constante de Boltzmann kB = 1,38 × 10-23 J/K, então β = 1,42 × 10-8 m/V. Admitindo, nas 

imediações da interface, uma distribuição de campo elétrico com um decaimento 

exponencial E(H) = E0 exp(–2H/λ) e usando a densidade superficial de carga da mica 

σmica = (1,6 × 10-19 C)/(4,8 × 10-19) = 0,333 Cm-2, com a permissividade elétrica do vácuo 

ε0 = 8,854 × 10-12 Fm-1, então E0 = σ/2ε0 = 1,882 × 1010 NC-1, e a variação espacial da 

permissividade elétrica a partir da interface apresenta um perfil sigmoidal iniciando em 

ε(0) = εmin = 2,63 (> n
2 = 1,78) e atingindo o valor máximo εmax = εbulk = 78,5 para um 

ponto distante (H > 10 nm). Na Figura 1.8 são apresentados aspectos da função ε(H) para 

três valores de coeficiente de decaimento exponencial, ª = 2, 5 e 10 nm. 



REVI SÃO BI BLI OGRÁFI CA 

 

21 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 1.8.  Variação espacial da permissividade elétrica ε(H) nas 

proximidades da interface mica/água calculada a partir da Equação 1.1, 
onde n = 1,333, εbulk = 78,5, β = Tk225 B

2 /)( +µ n = 1,42×10-8 mV–1, 

µ = 6,18×10-30 Cm, kB = 1,38×10–23 JK–1, T = 298 ºC, 
)/()coth()( EEE β−β=β 1L  é a função de Langevin, 

E(H) = E0 exp(-2H/λ), e E0 = 1,882×1010 NC–1, para λ1 = 2 nm, λ2 = 5 nm, 
e λ3 = 10 nm. 
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Podgornik et al. [108] propuseram a seguinte expressão para descrever o 

comportamento da permissividade elétrica em função da distância:  

)2exp()1å/å(1

å
)(å

minmax

max
DC

H/ë-
H

−+
=                                   (1.2) 

Na Figura 1.9 são apresentadas duas curvas geradas a partir da Equação 1.2 para 

εmax = 79, λ = 5 nm e os seguintes valores para a permissividade elétrica na interface: εmin = 

n
2 = 1,78 (linha tracejada) e εmin = 6 (linha cheia). 

 
Figura 1.9.  Variação espacial da permissividade elétrica ε(H) calculada a 
partir da Equação 1.2 para εmax = 79, λ = 5 nm e os seguintes valores para 
a permissividade elétrica na interface: εmin = n2 = 1,78 (linha tracejada) e 

εmin = 6 (linha cheia). 
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No passado foram realizadas muitas experiências para medir o índice de refração 

interfacial da água a freqüências ópticas. Recentemente Kékicheff e Spalla [109], utilizando 

luz visível (538,140 nm e 567,433 nm), mediram o índice de refração para a água confinada 

entre superfícies de mica, obtendo, independentemente da separação entre elas, sempre o 

mesmo valor n = 1,333. Este resultado é esperado quando o experimento é realizado 

empregando-se radiação eletromagnética na faixa do visível (ν ≈ 1014 Hz). A razão disso é 

que, para substâncias dielétricas apolares, a menor freqüência ν0 na qual ocorre absorção 

apreciável situa-se, normalmente, na faixa do visível, ou na região do ultra-violeta. Assim, 

para ν < ν0 a permissividade elétrica ε deveria ser igual à permissividade estática e, 

portanto, satisfazer a relação de Maxwell ε = n
2. Entretanto, substâncias polares tanto 

exibem polarização no visível quanto no infra-vermelho, enquanto substâncias dipolares 

(como a água) apresentam, também, polarização devido à orientação dipolar. 

Quando a água é submetida à uma freqüência ν ≅ 108 Hz ocorre um decréscimo no 

valor de ε, de ~80 para ~5,9. Para ν ≅ 1014 Hz, há uma diminuição acentuada para ε = n2 ≅ 

1,8. O primeiro declínio corresponde à freqüência em que a inversão de fase no campo 

aplicado é rápida demais para que as moléculas o sigam, de modo que os movimentos 

cooperativos não mais ocorrem (as moléculas passam a comportar-se como se estivessem 

dissociadas). Para freqüências superiores a 1014 Hz, os núcleos não podem mais seguir as 

mudanças de sentido do campo e, assim, a permissividade elétrica residual decorre somente 

das distorções das camadas eletrônicas, devido à ação do campo externo alternado 

[95, 102]. 

A permissividade elétrica da água pode ser calculada a partir da fórmula de 

Kirkwood [110] 

T

N

n
n

B0

0
2

2

k2 ε
µµ

+ε
ε

=−ε
*

,                                          (1.3) 

onde µµ* = gµ2 e g o fator de correlação de orientação de Kirkwood. Uma vez que n2 << ε, 

então,  
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,                                   (1.4) 

para gágua = 2,82, µ = 6,18 × 10–30 Cm, N0 = (NA ρ/M) = 3,35 × 1028 m-3 (NA = 6,02 × 1023 

mol-1 é o número de Avogadro, ρ = 1 g/mL a densidade, M = 18 g/mol o peso molecular), 

kB = 1,38 × 10–23 J/K e T = 298 K. Esse resultado (ε = 78,4 >> n
2) é praticamente idêntico ao 

valor experimental 78,5. 

1.7. Observações de microrganismos por AFM  

Estruturas microbianas podem ser investigadas por AFM, em ar ou em líquido. 

Quando estudadas ao ar, a preparação das amostras é relativamente fácil e as imagens 

obtidas revelam toda a morfologia da superfície das células. Assim, muitas imagens de 

amostras biológicas têm sido obtidas com sucesso, em trabalhos como os que se seguem 

exemplificados. Butt et al. [111] obtiveram imagens de Halobacterium halobium, capazes 

de revelar estruturas com dimensões da ordem de 10 nm, ainda que sem identificá-las. 

Gunning et al. [112] estudaram a morfologia de biofilmes de Pseudomonas putida e Kasas 

et al. [3] investigaram a morfologia de Escherichia coli e Bacillus subtilis, após as células 

terem sido tratadas com antibiótico. Johansen et al. [113] investigaram o efeito da 

protamina na morfologia das células de E. coli e B. subtilis. Braga e Ricci [114] 

examinaram alterações morfológicas e superficiais, induzidas por antibiótico, em E. coli. 

Mais recentemente, Camesano et al. [115] investigaram alterações superficiais causadas por 

fixadores químicos em Pseudomonas stutzeri e Burkholderia cepacia. 

Já a obtenção de imagens em meio líquido requer a firme adesão dos 

microrganismos aos substratos — caso contrário, poderão ser deslocados pelo tip ou 

mesmo removidos da região que se quer visualizar, tão logo se inicie o processo de 

varredura [116 – 118]. 
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1.8. Observações de membranas de surfatante, usando AFM  

Muitos trabalhos têm sido desenvolvidos, usando AFM, com o intuito de obter 

imagens de estruturas maleáveis [66, 119 – 122]. O mapeamento de estruturas com tais 

características, como surfatantes ou material biológico, pode levar à inversão no contraste 

de imagem. De acordo com o contraste padrão dos AFM, as estruturas altas são exibidas 

como claras e as estruturas baixas como escuras. Em caso de inversão, as áreas claras 

passam a corresponder às estruturas baixas e vice-versa. Recentemente, Teschke et al. [40] 

e Ceotto et al. [41] trabalharam com membranas fluidas de surfatante, em meio líquido, 

investigando o efeito da força aplicada pelo tip, durante o processo de varredura, na 

formação do contraste de imagem. Estruturas auto-organizadas, formadas sobre substratos 

de mica imersos em soluções do tensoativo CTAB (brometo de cetil-trimetil-amômio — 

surfatante catiônico) em concentrações diversas, foram mapeadas e caracterizadas através 

da análise de curvas de força. 
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2. Metodologia 

2.1. Observações de estruturas de microrganismos, por AFM 

Um breve ensaio do uso AFM para observar materiais biológicos ao ar foi 

desenvolvido, usando esporos de Bacillus cereus e células vegetativas de Bacillus subtilis e 

Listeria innocua. 

Células de B. cereus foram inoculadas em meio sólido apropriado à esporulação e, 

após cinco dias, a massa de crescimento foi suspensa em água destilada e submetida 

repetidamente à centrifugação, a 5.000 g, por 20 min a 4ºC, para separar e concentrar os 

esporos. Desta forma, obtiveram-se suspensões com ≥ 98% de esporos, em populações 

superiores a 1010 por mL. As suspensões de células de B. subtilis e L. innocua foram 

obtidas por cultivo em meio líquido. 

As estruturas desses microrganismos foram examinadas aderidas a cupons de mica e 

silício (discos com ~1 cm de raio), e cupons de vidro (quadrados com ~1 cm de lado). 

As observações foram feitas à temperatura ambiente (entre 22 e 25ºC), sendo as imagens 

obtidas segundo três diferentes protocolos de preparação das amostras (a, b e c, a seguir). 

Em todos os casos, depois dos procedimentos de contaminação (por imersão ou 

gotejamento), os cupons eram lavados com água destilada e deixados secar em ambiente 

asséptico, à temperatura ambiente. 

(a) Segundo o primeiro procedimento, com o propósito de obter superfícies limpas e 

hifrofílicas, os cupons de mica foram clivados imediatamente antes de receber cada 

suspensão. Os cupons de silício foram mergulhados em solução de ácido fluorídrico 

por cerca de 1 minuto, para que as superfícies se tornassem hidrofóbicas e, em 

seguida, eram lavados com água Milli-Q. Em seguida, os cupons de mica e silício 

foram impregnados por gotejamento com suspensões de esporos de B. cereus 
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(> 109 esporos/mL). As observações foram feitas entre um e sete dias, após o 

preparo do material. 

(b) No segundo procedimento, cupons esterilizados de vidro e silício foram 

simultaneamente colocados em frascos contendo 100 mL de meio para cultivo 

bacteriano, inoculados com células de B. subtilis por tempo suficiente para que 

ocorresse multiplicação e adesão do microrganismo (aproximadamente 18 h). Em 

seguida, os cupons eram lavados com água bi-destilada para remover as células não 

aderidas. Após secagem, o material ficou resguardado de contaminação até o 

momento da observação em AFM, dentro de aproximadamente 48 horas. 

(c) No terceiro caso, cupons de vidro foram colocados em frascos contendo suspensões 

de células de L. innocua, pré-cultivadas em meio líquido. Após intervalos 

compreendidos entre 12 e 18 h de contato com os microrganismos, os cupons foram 

retirados e lavados com água bi-destilada, de forma a manter somente as células 

bem aderidas. Neste caso, a observação deu-se imediatamente após a secagem dos 

cupons. 

2.2. Medidas de curvas de força 

As experiências foram realizadas utilizando-se um AFM comercial, Topometrix 

TMX2000. Foram usados tips diversos, imersos em líquidos, para medir a interação entre 

tip e substrato. O movimento do cantilever foi monitorado por um sensor de deflexão 

convencional que usa um detector de quatro quadrantes capaz de medir forças tanto 

verticais como laterais. 

Uma célula especial foi construída para executar observações em meio líquido. 

A célula é composta de quatro partes (Figura 2.1): 1) um suporte externo de níquel, 2) um 

cilindro de Teflon™, que constitui a parede lateral interna, 3) a parte inferior, que constitui 

o próprio substrato, trocado a cada experimento e 4) um anel de vedação de Viton™ 

colocado entre a lateral de Teflon™ e o substrato. A fim de evitar que o feixe de laser cruze 

a interface ar-líquido, geralmente curva, um novo suporte para cantileveres, incorporando 
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uma placa de vidro, também foi construído (Figura 2.1). A célula era fixada sobre o ímã 

localizado na parte superior do scanner que a deslocava nas direções x, y, e z sob o tip 

estacionário. 

 
Figura 2.1.  Diagrama esquemático da célula construída para a 

observação de amostras em meio líquido. 

Foram utilizados diversos líquidos: 

a) solventes - água (Milli-Q, resistividade: 18 MΩ⋅cm a 25°C), dimetilsulfóxido 

(DMSO) e formamida; 

b) soluções aquosas - formadas com os sais NaCl, KCl, LiCl, MgCl2 e surfatante 

(tensoativo) catiônico CTAB [C16H33(CH3)3N
+Br, brometo de cetil-trimetil-

amômio, concentração micelar crítica, cmc ≈ 0.9 mM]. 

Imediatamente após a fixação de uma superfície de mica recém clivada no interior 

da célula, a mesma era montada sobre o scanner e, em seguida, preenchida com um desses 

líquidos (~0,41 mL). As experiências foram realizadas à temperatura ambiente (~22 °C). 
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Com relação ao CTAB, sua adsorção iniciava-se após a introdução da solução na 

célula líquida, ficando o tip e a mica recém-clivada imersos nessa solução antes da 

operação. 

A estrutura do surfatante foi investigada medindo-se a força que age sobre o tip ao 

penetrar a camada adsorvida na interface entre a solução aquosa e o substrato. Para isso, 

foram realizadas observações topográficas e obtidas curvas de força, a fim de caracterizar 

camadas estruturalmente diferentes. 

Substrato (mica) 

O cristal de mica [KAl2(Si3Al)O10(OH)2] é freqüentemente usado como substrato, 

em AFM. Sua escolha deve-se ao fato de possuir uma superfície altamente lisa, em nível 

molecular, o que possibilita a obtenção de imagens com boa resolução. Em princípio, a 

mica representa um substrato ideal para a captura de imagens de moléculas orgânicas 

adsorvidas ou depositadas, isto porque as imagens podem ser interpretadas sem os 

inconvenientes decorrentes de rugosidades superficiais. Entretanto, o aproveitamento das 

propriedades ímpares da mica como substrato — especialmente ao se pretender a obtenção 

de imagens não-destrutivas — requer um conhecimento dos fatores que determinam as 

interações entre o tip e a mica. 

A mica apresenta-se sempre carregada negativamente em água e em soluções 

eletrolíticas [123]. Quando colocada em água, assume-se que o mecanismo para a formação 

da dupla camada elétrica é devido tanto à dissolução de íons K+ quanto à troca de íons K+ 

por íons H+ ou H3O
+. Quando se adiciona CTAB à água, os íons K+ são também 

substituídos por C16H33(CH3)3N
+ [40, 41]. 

Tips (ou sondas, ou ponteiras) 

Foram utilizados quatro tipos diferentes de tips: de nitreto de silício (Si3N4), de 

silício (Si) e tips metálicos, cobertos com cobalto (Co) ou platina-irídio (Pt-Ir). 
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Os tips de nitreto de silício (Microlever, type B) foram adquiridos da 

ThermoMicroscopes. Esses tips eram montados em cantileveres bastante flexíveis, com 

constante elástica nominal de 0,03 N/m, apresentando ângulo de ápice de 18o e 3 µm de 

comprimento (Figura 2.2). As aferições das constantes de mola dos cantileveres foram 

realizadas segundo método desenvolvido por Sader et al. [124] e revelaram valores 

semelhantes (< 3%) aos fornecidos pelo fabricante. 

 
Figura 2.2.  Tip piramidal ‘Sharpened’ (MicroleversTM): (a) Fotografia de 

microscopia eletrônica [125]; (b) Diagrama esquemático. 

Em solução aquosa, para uma faixa de variação de pH razoavelmente extensa (pelo 

menos entre 6 e 8,5), a superfície hidrolisada do tip comercial de Si3N4 apresenta-se neutra 

ou ligeiramente carregada negativamente [23], permitindo supor que, em água pura, a 

densidade da carga superficial do tip é muito menor que a da mica (σTip << σMica).  

Medidas de força entre um tip de nitreto de silício e uma superfície de mica, 

realizadas após 1, 24 e 36 horas de imersão em água, forneceram resultados idênticos, 

permitindo concluir que não há, pelo menos nesse intervalo de tempo, ‘envelhecimento’ do 

tip. 

Os tips de silício e os metálicos apresentavam ângulo de ápice de 12o e 4 µm de 

comprimento (Figura 2.3). Esses tips (Ultralevers, ThermoMicroscopes) eram montados 

em cantileveres mais rígidos, com os seguintes valores nominais de constante de mola: 

0.26 N/m para os tips de silício e 3.3 N/m para os tips metálicos. 
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Figura 2.3.  Tip cônico (Ultralevers™): (a) Fotografia de microscopia 

eletrônica [125]; (b) Diagrama esquemático. 

Os raios dos tips de nitreto de silício foram caracterizados comparando as 

dimensões das estruturas de silício poroso medidas por microscopia eletrônica de 

transmissão (TEM) e AFM [126]. Este procedimento permitiu estimar possíveis distorções 

das imagens obtidas com o AFM devidas ao tamanho finito do raio do tip. Os valores 

estimados estão de acordo com os fornecidos nos prospectos do fabricante 

(ThermoMicroscopes). Dentre os tips selecionados, os de Si3N4 apresentaram raio de 

curvatura de ~5 nm, os de Si ~10 nm e os “metálicos” (Pt-Ir e Co) ~25 nm. 
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2.3. Cálculo das forças atrativa e repulsiva resultantes da 

interação entre um tip cônico neutro e uma superfície plana 

de mica carregada negativamente, imersos em um meio 

líquido 

2.3.1. Teoria DLVO 

De acordo com a teoria DLVO, a força de interação total entre duas superfícies 

imersas em um meio líquido pode ser considerada como a soma do componente atrativo de 

vdW (FvdW) e um componente eletrostático repulsivo ou atrativo (Fe). 

• Força atrativa de vdW 

Os cálculos para determinação da interação de vdW devem-se adequar às 

combinações ‘tip-meio-amostra’, em razão das diferentes morfologias dos corpos 

interagentes (tip e amostra) e dos diferentes meios de imersão [127].  

A energia de interação entre um tip cônico com extremidade esférica e uma 

superfície plana, associada à atração de vdW, foi calculada a partir da expressão: 
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termos que correspondem às contribuições referentes à extremidade inferior (semi-esférica 

- WSE) e ao corpo do tip (tronco de cone - WTC). 

A força atrativa de vdW, n = 6 [17], foi calculada a partir da expressão: 

H

THW
THF

∂
∂

−=
),(

),(vdW .                                           (2.2) 

• O coeficiente de Hamaker 

Os cálculos para a determinação do coeficiente de Hamaker foram baseados na 

aproximação empreendida por Vassilieff e Ivanov, esboçada por Nir e Vassilieff [127], que 

simplificaram os resultados obtidos a partir da teoria macroscópica para uma interação 

efetiva entre dois corpos denotados por 1 e 2, imersos em um terceiro meio dielétrico 3. 

O coeficiente de Hamaker foi reduzido, então, a  
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O primeiro termo da Equação (2.3), )(TA 0=ν , fornece a energia de interação de 

vdW à freqüência zero, sendo ε1, ε2 e ε3 as permissividades elétricas dos três meios. 

Os termos seguintes, )(HAij
∗ , fornecem a energia de dispersão em função dos parâmetros a 

e b, os quais são obtidos a partir do índice de refração n dos meios. 

Os coeficientes obtidos para água, dimetilsulfóxido e formamida, em função da 

distância, foram calculados a partir da Equação (2.3) e são apresentados na Figura 2.4. 

 
Figura 2.4.  Coeficiente de Hamaker em função da distância entre uma 
superfície de mica e um tip de Si3N4, imersos em água (linha tracejada), 

formamida (linha tracejada e pontilhada) e DMSO (linha cheia).  
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• Força eletrostática repulsiva 

A força eletrostática que age em um tip imerso em uma solução aquosa pode ser 

obtida integrando o tensor de Maxwell de campo elétrico e a pressão osmótica sobre toda a 

interface tip/eletrólito ou usando o método da energia livre [22]. Mas, segundo Butt [128], 

o cálculo numérico exato do tensor do campo elétrico e a pressão osmótica sobre a interface 

é um procedimento longo, complicado e inconveniente de se usar. Para contornar esses 

problemas Parsegian e Gingell [129] deduziram uma expressão analítica simples para a 

força eletrostática (por unidade de área) entre duas superfícies planas semi-infinitas e com 

diferentes densidade de carga. Posteriormente, Butt [128] deduziu uma expressão para 

cálculo da força eletrostática entre tips cônicos e superfícies carregadas de mica obtendo 

um resultado proporcional a exp(-2κH), onde H é a separação entre o tip e o substrato e κ–1 

o comprimento de Debye-Hückel. 

A dupla camada elétrica é caracterizada pela distribuição de carga de uma superfície 

isolada (σ = εε0κφ0
1) e um comprimento de Debye-Hückel dado por  

∑ ∞
− εε

=κ
22

Bbulk01 k

ii Zne

T
,                                               (2.4) 

onde e é a carga elementar, ∞
in  é a uma densidade iônica da solução e Zi representa a 

valência. O somatório refere-se a todos os íons presentes. 

O termo repulsivo foi calculado a partir da expressão analítica deduzida por Butt 

[128], para um tip cônico com extremidade esférica, a qual, para σTip << σMica, é dada por 

                                                

1 Esta equação é idêntica à de um capacitor de placas paralelas separadas por uma distância d = κ-1, 
σ = εε0E = εε0φ0/d, tendo densidades de carga ±σ e diferença de potencial φ0. Essa analogia com um capacitor 
deu origem ao nome dupla camada difusa para descrever a atmosfera iônica próxima a uma superfície 
carregada, cujo comprimento característico ou “espessura” é o comprimento de Debye, 1/κ. 
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sendo G o fator geométrico dado por )tan( α+××+−κ= ακκ− 2sin22 112 RR eeRG , onde R é o 

raio da extremidade esférica do tip e α o ângulo de ápice. O ajuste da curva (gerada pela 

Equação 2.5) aos pontos experimentais foi obtido variando-se os parâmetros κ e σMica. 

• Força resultante 

A combinação das Equações (2.2) e (2.5) resulta na expressão 

F = FvdW + Fe                                                        (2.6) 

que é a essência da teoria DLVO. As forças atrativas, de vdW, e as repulsivas, 

eletrostáticas, foram calculadas com o auxílio do programa Mathematica 4 e ajustadas às 

curvas experimentais obtidas para a água, o DMSO e a formamida. 

2.3.2. Força de troca dielétrica (FTD) 

Primeiramente, com o objetivo de elucidar qualquer dúvida que porventura possa 

existir, com relação a uma possível interferência do cantilever nas medidas, faz-se 

necessária uma análise das forças que nele agem. 

Nas medidas que serão apresentadas foram empregados cantileveres de silício com 

as superfícies superiores cobertas por uma fina camada de ouro altamente refletiva 

(espelho). Em decorrência disso — lado superior de ouro e inferior de silício — há uma 

diferença de carga entre as superfícies, que poderia determinar deformação ou deflexão do 

cantilever. Contudo, tal deflexão estaria presente durante todo o processo de aproximação, 

adicionando sempre uma força extra à linha de referência (linha de base). Presume-se que a 

influência da carga do cantilever na variação da força experimentada pelo tip ao aproximar-

se do substrato seja insignificante, uma vez que a espessura da dupla camada elétrica da 

mica imersa em água Milli-Q é ~100 nm e o comprimento do tip, que limita a distância 
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entre o substrato e o cantilever, é ≥ 3 µm. Conseqüentemente, somente uma pequena parte 

do tip — e não o cantilever — terá penetrado na região da dupla camada elétrica. 

• Modelagem e cálculo da FTD 

A força que age sobre o tip na região da dupla camada elétrica foi tratada como 

decorrente da substituição (troca) da permissividade elétrica do líquido interfacial pela do 

tip. 

É suposto, inicialmente, que o campo elétrico decorrente de uma distribuição fixa de 

cargas, exista em um meio de permissividade elétrica tal que pode ser uma função do tipo 

εDC(H). Supondo constante a distribuição de carga, a densidade de energia eletrostática 

pode ser expressa como uma função do vetor deslocamento elétrico [13, 15, 39, 130]. 

Assim, por hipótese, com as fontes fixas nas suas posições, introduz-se um corpo dielétrico 

de volume VTip e permissividade elétrica εTip no campo, assumindo, também, que a forma 

do tip não influencia este campo. 

Segundo Born, citado por Butt [128], é energeticamente favorável para uma 

superfície carregada estar cercada por um meio com alta permissividade elétrica como, por 

exemplo, água. Ao penetrar na região da dupla camada o tip substitui uma parte de água 

equivalente ao seu volume e, se o material que o constitui tiver uma permissividade elétrica 

inferior à da água (εTip < εágua), a configuração tornar-se-á energeticamente desfavorável. 

Conseqüentemente, nessa região, o tip será repelido. Com base nestes argumentos, tips 

condutores, que têm a permissividade estática ‘infinita’ (εTip >> εágua), serão atraídos pela 

superfície carregada. 

Com base nos pressupostos acima, foi deduzida uma expressão analítica simples 

para a força eletrostática. 

Para estimar a intensidade da FTD supôs-se que a troca de energia envolvida na 

imersão do tip na região da dupla camada é dada pelo produto entre o volume submerso do 

tip, a variação da permissividade elétrica e o quadrado do vetor deslocamento elétrico. Para 
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efeito de cálculos, a extremidade do tip foi definida como tendo a forma de um tronco de 

cone cuja área da extremidade plana é dada por πR
2 (vide Figura 2.5). O diagrama 

esquemático de um tronco de cone comparado a um cone com extremidade esférica é 

mostrado no destaque da Figura 2.5, com a diferença entre as seções transversais indicada 

pela área tracejada. Uma vez que a força experimentada pelo tip está associada à imersão 

do mesmo na região do campo elétrico gerada pela mica, e sendo a espessura da dupla 

camada ~100 nm, o efeito devido a um tip com extremidade esférica com raio de 5 nm é 

insignificante, comparado a outro de extremidade plana com o mesmo raio. Cálculos 

numéricos dão suporte a essa afirmação. 

 
Figura 2.5.  Tip com formato de tronco de cone, com área da extremidade 

inferior plana πR
2, imerso na região da dupla camada elétrica. H 

representa a distância entre o substrato e a extremidade inferior do tip, z a 
variável de integração do elemento de volume ∆z e α o ângulo de ápice. 

No destaque, para efeito de comparação, é apresentado o diagrama 
esquemático da superposição de dois tips cônicos com extremidades 

inferiores plana e esférica. A diferença é indicada pela região tracejada. 
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Supõe-se, também, que o vetor deslocamento elétrico ( D ) — cuja amplitude (D0) é 

determinada pela distribuição de carga na superfície de mica, usando a lei de Gauss — 

apresente um decaimento exponencial nas imediações da interface. O diagrama 

esquemático da imersão do tip na região dupla camada é exibido na Figura 2.5, onde z é a 

variável de integração do volume do tip (tronco de cone) e H é a distância entre a superfície 

de mica e a extremidade inferior do tip. O elemento de volume (dv) do tip imerso na região 

da dupla camada é dado por dzzRdv 2])(tan[ α+π=  e a variação da energia elétrica, 

decorrente da troca da permissividade elétrica da dupla camada (εDC) pela do tip (εTip), é 

calculada integrando-se a expressão da energia  
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sobre o volume do tip imerso na região da dupla camada. A força experimentada pelo tip é 

obtida calculando-se o gradiente da expressão da energia, isto é, 

WFz ∆−= grad .                                                 (2.8) 
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3. Resultados e Discussão 

3.1.  Observações de microrganismos, usando AFM 

Uma vez que o propósito desta etapa do estudo foi realçar as possibilidades 

oferecidas pela técnica de AFM, os resultados restringir-se-ão a exibição de imagens, sem 

dados numéricos. 

Na Figura 3.1 são apresentadas imagens de L. innocua, bactéria em forma de 

bastonete, aderida em cupom de vidro, possivelmente em plena divisão celular. 

 

(a)                                                                                                            (b) 

 

Figura 3.1.  Imagens de L. innocua obtidas no modo de contato, ao ar. 
Vista de topo (a) com representação em função da altura e (b) com 

“iluminação” lateral.  
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Nas Figuras 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5 são apresentados imagens de células de B. subtilis 

aderidas em cupons de vidro e de silício. 

(a) 

(b) 

 

Figura 3.2.  Imagens de células de B. subtilis aderidas em cupons de (a) 
silício e (b) vidro, obtidas no modo de contato, ao ar. 
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(a) 

(b) 

Figura 3.3.  Imagens de células de B. subtilis aderidas em cupom de 
vidro, obtidas no modo de contato, ao ar (a). Em (b), detalhe da região de 

contato entre células. 
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(a) 

(b) 

Figura 3.4.  Imagens de aglomerados de células B. subtilis aderidas em 
cupons de vidro, ao ar, obtidas no modo de contato (a) e não contato (b). 
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Figura 3.5.  Imagens de aglomerado de células de B. subtilis aderidas em 
cupons de silício, ao ar, obtidas no modo de contato (a). Em (b), detalhes 

da superfície rugosa e da região de contato entre células. 

(a) 

(b) 
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As Figuras 3.6 e 3.7 são imagens de esporos de B. cereus em cupons de mica e de 

silício. 

 

Figura 3.6.  Imagens de esporos de B. cereus em cupons de mica, obtidas 
no modo de contato, ao ar. 

 

Figura 3.7.  Imagens de esporos de B. cereus em cupons de silício tratado 
com solução de ácido fluorídrico, obtidas no modo de contato, ao ar. 
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A Figura 3.8a exibe detalhes da superfície de uma amostra preparada para ser 

visualizada por SEM. Na Figura 3.8b observa-se a superfície de um esporo de B. cereus no 

estado natural, condição apropriada para visualização por AFM. Tais imagens revelam 

diferenças marcantes entre a amostra sem preparação prévia e a que foi recoberta pela fina 

camada (~15 nm) de ouro. 

(a) 

(b) 

Figura 3.8. Imagens de superfícies de esporos de B. cereus obtidas no 
modo de contato, ao ar: (a) coberto por uma fina camada de ~15 nm de 

ouro e (b) in natura. 
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3.2. Medidas de curvas de força 

Os gráficos apresentados a seguir consistem em representações das curvas mais 

representativas das medidas tomadas segundo diferentes velocidades de aproximação, em 

pontos distintos da superfície, empregando-se tips e substratos diversos. 

As curvas de força são capturadas medindo-se a deflexão experimentada pelo 

cantilever (dc) enquanto a amostra se desloca em direção ao tip. Na Figura 3.9a é 

apresentada uma curva de força entre um tip neutro de Si3N4 e uma superfície carregada de 

mica mergulhados em água. O eixo vertical representa a força medida pelo tip (Fc = kc dc), 

e o eixo horizontal representa o deslocamento (vertical, Za) da amostra. Nesta curva, 

quando a separação entre o tip e o substrato é grande (> 100 nm) nenhuma deflexão do 

cantilever é observada. À medida que a distância diminui uma força repulsiva é detectada e, 

a partir de um certo ponto A, o tip é atraído para a superfície. Após o contato, ponto O, 

conforme a amostra se desloca, o cantilever sofre idêntico deslocamento (deflexão). Como 

na curva em questão não é possível determinar, com a certeza requerida, o ponto de contato 

nem a distância absoluta entre o tip e o substrato, torna-se necessário a construção de um 

novo gráfico com a coordenada horizontal igual a H = Za + dc, onde H corresponde à 

separação (distância absoluta) entre o tip e a superfície da amostra [52, 53]. Na Figura 3.9b 

é apresentada a curva de força em função da distância absoluta, que corresponde à curva da 

Figura 3.9a corrigida. 

Ainda em água, outras curvas de força foram medidas utilizando tips com 

permissividade elétrica diferentes. Na Figura 3.10a são mostradas as curvas de força em 

função do deslocamento da amostra para os tips de nitreto de silício (ε = 7,4) e silício (ε = 

11,6) imersos na dupla camada elétrica da mica. As curvas de força apresentadas na Figura 

3.10b foram medidas com tips revestidos com platina-irídio e cobalto, ambos com ε ≈ ∞, 

exibindo comportamento apenas atrativo, diferente das curvas da Figura 3.10a. 
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Figura 3.9.  (a) Curva de força vs. deslocamento da amostra para um tip 

de Si3N4 e uma superfície de mica imersos em água. Velocidade de 
aproximação igual a 0,1 µm/s. No destaque: escala estendida destacando a 

região próxima à interface. Os pontos experimentais são indicados por 
(ĥ). A linha cheia serve de guia para os olhos. (b) Curva corrigida. 
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Figura 3.10.  Curva de força vs. deslocamento da amostra para tips com 

permissividades elétricas diferentes: (a) tips de nitreto de silício e silício e 
(b) tips com cobertura de platina-irídio e cobalto. 

Nas Figuras 3.11a, 3.11b e 3.11c são apresentadas as curvas de força obtidas com o 

tip de nitreto de silício e o substrato (mica), imersos em soluções com concentração de 10-3 

M de NaCl, LiCl e KCl, respectivamente. Outras concentrações dos sais também foram 

analisadas. Em solução mais concentrada de NaCl, por exemplo 0,1 M, as curvas de força 

apresentam-se mais deslocadas em direção à origem (mais perto da superfície), porém bem 

mais afastadas que as medidas para 1,0 M. A intensidade da força também diminui com o 
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aumento da concentração de eletrólitos. Estes resultados permitem supor que tais forças são 

devidas à dupla camada elétrica presente na interface liquido/sólido. 

 
Figura 3.11.  Curva de força vs. distância absoluta para um tip de Si3N4 e 
uma superfície de mica imersos em soluções com concentrações de 10-3 M 

de (a) NaCl, (b) LiCl e (c) KCl. 
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Nas Figuras 3.12a e 3.12b são apresentadas curvas de força entre um tip de Si3N4 e 

uma superfície de mica mergulhados em DMSO e formamida, respectivamente. 

Diferentemente das figuras anteriores, nenhuma atração é observada nas proximidades da 

superfície. 

 
Figura 3.12.  Curva de força vs. distância absoluta para um tip de Si3N4 e uma 
superfície de mica imersos em (a) dimetilsulfóxido (DMSO) e (b) formamida. 
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Imagens de CTAB adsorvido em mica revelam que, sob exposição prolongada, as 

moléculas de CTAB agregam-se para formar ‘ilhas’ na superfície da mica [40, 41]. 

A Figura 3.13 exibe diferentes tamanhos de agregados adsorvidos na interface. Com o 

objetivo de determinar a espessura da estrutura foram realizadas medidas de curvas de força 

nas ‘ilhas’ (região I) e fora delas (região II). 

 
Figura 3.13.  Imagem produzida por AFM de uma camada de CTAB 

adsorvida em soluções de CTAB em mica a 5 × 10–5 M. As ilhas 
(manchas, I) indicam estruturas maiores que o fundo (background, II). 

Na Figura 3.14 são apresentadas curvas de força relativas às regiões I e II [curva I 

(Æ e í  para velocidades de aproximação v = 0,1 µm/s e 1 µm/s, respectivamente) e curva II 

(ó  e ı  para v = 1 µm/s e 5 µm/s, respectivamente)] [40, 41, 119]. A diferença no perfil de 

ambas as curvas, nas imediações do substrato (< 5 nm), são indicativos de que as camadas 

adsorvidas são formadas por arranjos moleculares diferentes. 

Para concentrações inferiores à cmc as moléculas de CTAB adsorvem sobre 

superfícies formando, preferencialmente, monocamadas com cabeças polares (hidrofílicas) 

voltadas para a mica e caudas (hidrofóbicas) voltadas para a solução [131]. Ainda que toda 

a superfície se encontrasse recoberta por uma única camada, persistiria uma carga residual 
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negativa na interface mica/cabeças polares, uma vez que a superfície de mica apresenta um 

sítio negativo por 0,48 nm2 [132], enquanto numa micela a cabeça polar da molécula 

(headgroup) ocupa ~0,64 nm2 [133]. Para as regiões cobertas por bicamadas, a carga 

residual a partir da interface cabeças polares/água, é positiva [24, 25]. Em função dos 

resultados obtidos (destaque da Figura 3.14, curvas I e II — mesma intensidade e 

decaimento) é possível supor que ambas as regiões apresentam carga residual de mesma 

intensidade, porém, com sinais contrários. 

 

Figura 3.14.  Curvas de força versus distância absoluta realizadas em soluções de 
CTAB a 5 × 10–5 M, sobre camadas de CTAB adsorvidas em mica, para as regiões 

mostradas na Figura 3.13 [curva I (Æ e í , para v = 1 µm/s e 5 µm/s, 
respectivamente) e curva II (ó  e ı , para v = 0.1 µm/s e 1 µm/s, respectivamente)]. 
Destaque do mesmo gráfico revelando, em ambas as curvas, as forças de atração e 
repulsão que atuam entre o tip de Si3N4 e a camada de surfatante antes do contato. 
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A partir da região de contato entre o tip e a camada do surfatante, ambas as curvas 

apresentam comportamento semelhante ao observado nas Figuras 3.9b, 3.10a e 3.11. O tip 

ao aproximar-se da superfície sofre uma pequena repulsão (~2 vezes inferior à da água), 

seguida de uma atração (vide Figura 3.14), semelhante aos resultados obtidos por Rutland e 

Parker [119]. Na Figura 3.14, curvas I e II, os componentes de longo alcance (repulsiva e 

atrativa) encontram-se deslocados em relação à origem (superfície de mica) pelas 

espessuras das camadas de surfatante, indicadas por WI e WII. A (2,3 ± 0,1) nm da 

superfície, região II (Figura 3.14, curvas ó  e ı ), há uma rápida variação na força para uma 

pequena variação na distância tip-superfície. O valor da espessura desta camada está de 

acordo com a formação de monocamadas (vide Figura 3.15a), sendo o comprimento da 

molécula ~2,2 nm [135, 136]. Aplicando-se uma força relativamente grande (~0,8 nN), a 

camada de surfatante é removida do espaço entre o tip e a superfície. 

Uma curva de força diferente é observada na região I (curvas Æ e í  na Figura 3.14). 

O grande desvio repulsivo que inicia a (4,4 ± 0,1) nm do contato — que corresponde ao 

diâmetro mínimo de uma micela ou à espessura de uma bicamada não intercalada (vide 

Figura 3.15b) —, é seguido por um regime atrativo, quando a força atinge ~0,3 nN, valor 

observado quando o tip encontra-se a ~3,2 nm — que corresponde à espessura de uma 

bicamada intercalada (vide Figuras 3.14 e 3.15c). O regime atrativo, posterior ao 

rompimento da camada, indica que a compressão é seguida de uma atração do tip em 

direção ao substrato. As moléculas que formam as camadas delgadas deveriam ser mais 

fáceis de expulsar da zona de contato quando comparadas àquelas que formam as camadas 

espessas, mas observou-se exatamente o oposto. 

Vale a pena ressaltar que em todas as curvas de força efetuadas sobre bicamadas, 

independente da concentração da solução, observou-se um ‘mergulho’ do tip em direção ao 

substrato a 3,2 nm do mesmo, o que sugere a ruptura de uma bicamada bem definida 

existente sobre a superfície de mica. Este valor (3,2 nm) está de acordo com as espessuras 

de bicamadas medidas por Pashley et al. (3,3 nm) [75], Kékicheff et al. (3,2 nm) [50] e 

Fragneto et al. (3,2 nm) [137]. 
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Figura 3.15.  Arranjo das moléculas de CTAB entre o tip e o substrato: 
(a) monocamada,  (b) bicamada não intercalada  e  (c) bicamada 

intercalada. 
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3.3. Modelagem e cálculo da força de troca dielétrica (FTD) 

Um ajuste da Equação (2.7), simulando a média de um conjunto de medidas 

realizadas em água, é representado na Figura 3.16 pela linha cheia indicada por FTD. 

O ajuste foi obtido em duas etapas: inicialmente, substituindo-se εDC(z) por εbulk (= 79) na 

Equação (2.7), foi possível ajustar a parte repulsiva da curva (linha tracejada) e determinar 

os parâmetros κ-1 e D0. Em seguida, manipulando-se os parâmetros εmin e λ na expressão 

εDC(z), obteve-se o ajuste final. 

 

Figura 3.16.  Curvas de força vs. distância absoluta para um tip de Si3N4 e 
uma superfície de mica imersos em água, capturadas com diferentes 

velocidades de aproximação. A linha tracejada representa o ajuste da força 
repulsiva, obtida substituindo-se εDC(z) por εbulk (= 79) na Equação (2.7). 

A linha cheia indicada por FTD, representa o ajuste final. 
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3.3.1.  Força de troca dielétrica (FTD) associada à imersão de tips 

de Si3N4 em meio líquido 

Nas Figuras 3.17, 3.18a, 3.18b, 3.18c, 3.19a e 3.19b, são apresentados os ajustes 

aos pontos experimentais, representados por linhas cheias indicadas por FTD, para a água 

“pura”, soluções aquosas de NaCl, LiCl e KCl, e os solventes formamida e 

dimetilsulfóxido. Para a solução aquosa (concentração iônica de ~10-6 M), a espessura 

medida para a dupla camada difusa (κ-1) foi ~60 nm, estando de acordo com o valor (56 

nm) obtido por Kékicheff et al. [50]. O valor calculado para o comprimento de Debye-

Hückel para soluções de 10-3 M de NaCl e KCl foi ~10 nm, enquanto os medidos foram, 

respectivamente, ~11 nm e ~13 nm. Os valores de κ-1 medidos para soluções de LiCl, 

MgCl2 e os solventes formamida e dimetilsulfóxido encontram-se listados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Parâmetros da dupla camada elétrica medidos com o tip de nitreto de silício. 

Solvente εbulk 
* κ-1 (nm) εDC (superfície) 

H2O 79 60 3,8 

MgCl2 (10-3 M) 79 15 2,5 

KCl (10-3 M) 79 13 7,1 

NaCl (10-3 M) 79 11 3,7 

LiCl (10-3 M) 79 10 8,7 

DMSO 46 14 46** 

Formamida 109 11 109** 

* Extraído da referência [138]. 

** εDC(H) = constante 
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Figura 3.17.  Curva de força vs. distância absoluta para um tip de Si3N4 e 
uma superfície de mica imersos em água (ĥ). A linha cheia indicada por 
FTD corresponde ao ajuste da Equação (2.7) à curva experimental. As 

linhas cheias indicadas por R1 e R2 correspondem aos ajustes obtidos com 
a teoria DLVO usando para o raio do tip os valores 5 e 20 nm, 

respectivamente. No destaque: perfil da permissividade elétrica ε(H) 
correspondente ao ajuste da Equação (2.7). 
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Figura 3.18.  Curvas de força vs. separação para tips de Si3N4 e 

superfícies de mica imersos em soluções com de 10-3 M de (a) NaCl, (b) 
LiCl e (c) KCl. As linhas cheias correspondem aos ajustes da Equação 

(2.7) às curvas experimentais. Em (a), a linha tracejada indicada por FTD-
H2O corresponde ao ajuste da força de troca dielétrica para a água 

(Figura 3.17). No destaque: as curvas indicadas por ε(H2O) e ε(NaCl) 
correspondem à variação espacial da permissividade elétrica da água e 
solução de NaCl, respectivamente, geradas a partir da Equação (1.2). 
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Figura 3.19.  Curva de força vs. distância absoluta para um tip de Si3N4 e 

uma superfície de mica imersos em (a) dimetilsulfóxido (DMSO) e (b) 
formamida. A linha cheia indicada por FTD corresponde ao ajuste da 
Equação (2.7) à curva experimental. A linha tracejada indica a região 

onde o tip e o substrato estão em contato. As linhas cheias indicadas por 
R1 (5 nm) e R2 (20 nm) correspondem aos ajustes obtidos com a teoria 

DLVO. 
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Na Figura 3.20 são apresentados os ajustes aos pontos experimentais, representados 

por linhas cheias, para uma solução de CTAB 10-5 M e, no destaque, água “pura”. O exame 

da Figura 3.20 permite verificar que, distante da camada de surfatante, há um campo de 

força que diminui exponencialmente com a distância, com um comprimento de Debye de 

~27 nm, semelhantemente ao medido em mica por McGuiggan e Pashley [139]. 

 

Figura 3.20.  Detalhe das curvas apresentadas na Figura 3.13. As linhas 
cheias correspondem aos ajustes da Equação (2.7) às curvas 

experimentais. No destaque é apresentado um detalhe do mesmo gráfico 
revelando, em ambas as curvas, as forças de atração e repulsão que atuam 
entre o tip de Si3N4 e a camada de surfatante antes do contato; para efeito 
de comparação, foi introduzida uma curva de força medida em água (•). 

Longe das interfaces (H >> 1 nm) as curvas exibem decaimento 
exponencial. A intensidade máxima da força medida em água é duas 

vezes superior à obtida na solução de surfatante. 
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Para tips de nitreto de silício (Si3N4) — superfície eletricamente neutra ou 

ligeiramente negativa [23] — e mica (superfície carregada negativamente, σMica >> σTip), 

imersos em água pura e soluções salinas, foram observadas contribuições repulsiva e 

atrativa. Interpretando os resultados à luz da teoria DLVO, é possível supor que (a) a 

contribuição repulsiva seja devida à aproximação entre duas superfícies com cargas de 

mesmo sinal — o tip ligeiramente negativo e a mica também negativa — e (b) a intensidade 

da interação diminui em função do aumento de concentração de íons, responsáveis pela 

blindagem das cargas superficiais. A interação atrativa é atribuída às forças de vdW. 

Comportamento semelhante, e inesperado, foi observado nas medidas de força realizadas 

em solução aquosa sobre bicamadas de surfatante catiônico (carregado positivamente) 

adsorvidas em mica [24, 25]. De acordo com a teoria DLVO, era de se esperar que a curva 

de força entre um tip ligeiramente negativo e uma interface positiva, apresentasse 

unicamente componentes atrativos. 

O presente modelo (FTD) fornece uma descrição consistente para as curvas de força 

quando tips de Si3N4, são inseridos na região da dupla camada elétrica formada a partir de 

interfaces positivas e negativas. 

3.2.2. Força de troca dielétrica (FTD) associada à imersão de tips 

de Si3N4 em camadas de CTAB adsorvidas em mica 

Para explicar o resultado inesperado, segundo o qual as camadas delgadas de 

surfatante (região II) apresentam forças de ruptura superiores às observadas em camadas 

espessas (região I), foi proposto que um componente extra da força está presente quando o 

tip imerge nas camadas delgadas ou espessas, e seu valor está associado com a 

permissividade elétrica das mesmas.  

Para sustentar tais afirmações, esse componente foi calculado usando a Equação 

(2.7), assumindo um formato semi-esférico para a extremidade inferior do tip, já que 

somente sua porção esférica, com volume elementar dv = π [R2 - (R - z)2] dz, é imersa nas 
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camadas de surfatante com permissividade elétrica ε. O efeito da força de troca dielétrica 

quando o tip penetra na região coberta pela camada menos espessa será discutida a seguir. 

A energia gasta para aproximar o tip do substrato corresponde à área coberta pelo 

triângulo (0-1-2) na Figura 3.21a; parte desta energia foi atribuída à imersão do tip numa 

região com permissividade elétrica εII > εTip. O resultado é mostrado na Figura 3.21a pela 

linha pontilhada, identificada como “FTD repulsiva”. Este componente foi subtraído da 

curva experimental, e o resultado está indicado pela linha cheia 3-4. O ajuste foi obtido 

substituindo εDC na Equação 2.7 por εII ≈ 36. Este valor está de acordo com os publicados 

para permissividade elétrica de soluções de CTAB a cmc [140]. 

 
Figura 3.21.  Detalhe das curvas apresentadas nas Figuras 3.14 e 3.20. 

Cálculo da força de troca dielétrica que atua sobre o tip com extremidade 
inferior esférica (R ≈ 5 nm), quando imerso em camadas de CTAB, 

indicado pela linha tracejada. (a) Região II e (b) região I. 
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A energia associada à imersão do tip na camada espessa está representada na Figura 

3.21b, correspondendo à área limitada pela linha pontilhada, apontada como “FTD 

atrativa”. A permissividade elétrica no interior da bicamada é suposta homogênea, 

caracterizada por 2 ≤ εI ≤ 6 [139]. O valor da permissividade elétrica que possibilitou tal 

ajuste foi εI ≈ 4. Subtraindo este componente da curva original, obtém-se uma curva similar 

àquela obtida quando da imersão do tip na camada delgada. O presente modelo (FTD) 

fornece uma descrição consistente para as curvas de força distintas, medidas quando o tip 

imerge numa camada de surfatante, assumindo a camada espessa com uma permissividade 

elétrica εI ≈ 4 e a camada delgada com εII ≈ 36. 

Assim, como em estudos anteriores [40, 41], verificou-se que superfícies de mica 

imersas em soluções de CTAB à concentração de 10-5 M não apresentam cobertura 

homogênea, dando suporte à idéia de que a adsorsão ocorre na forma de agregados [40, 41]. 

Estes agregados ou ilhas têm uma espessura total de 3,2 nm e assemelham-se muito a 

fragmentos de bicamada, como registrado previamente [137]. O fato de que a região I é 

constituída por bicamadas ficou evidente, uma vez que a espessura medida antes da ruptura 

foi de 3,2 nm e o valor da permissividade elétrica medido foi εI ≈ 4. Portanto, na região I, a 

película adsorvida é formada por um arranjo molecular compacto. Estes agregados 

fundiram-se o suficiente para formar uma estrutura constituída por duas camadas de 

moléculas (bicamadas) intercaladas. 

O valor da permissividade elétrica medido na região delgada (que corresponde à 

monocamada), εII ≈ 36, sugere a existência de uma fração significativa de água nessa 

região, conforme reportado por Fragneto et al. [137]. Essa fração seria responsável, 

provavelmente, pelo fato de εII ser maior do que εI. As curvas de força são, portanto, 

especialmente úteis para discriminar entre formação de monocamada e bicamada, já que 

tanto a espessura quanto a permissividade elétrica da estrutura são medidas 

simultaneamente. 

Quando a força aplicada é suficientemente grande, a camada de surfatante é 

comprimida e expulsa da região entre o tip e a mica. Este valor é definido como a força de 
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ruptura da película, e é aproximadamente igual a ~0,8 nN para a região II e ~0,3 nN para a 

região I. Os resultados apresentados demonstram que a força de troca dielétrica responde 

pela diferença na força de ruptura das duas camadas com diferentes espessuras e 

permissividades elétricas. 

3.3.3. Força de troca dielétrica (FTD) associada com tips 

metálicos 

Tips revestidos com platina e cobalto foram empregados para testar a hipótese de 

que a força repulsiva observada a distâncias superiores a 10 nm está diretamente associada 

com a diferença de permissividade elétrica entre a solução e o tip. As curvas de força 

obtidas com tais tips (Figura 3.10b) mostram comportamento diferente, em comparação 

àquelas medidas com tips de silício e nitreto de silício (Figura 3.10a). Estes resultados 

devem-se ao fato de os condutores apresentarem permissividade estática infinita, que 

implica num campo elétrico nulo no interior do tip e, conseqüentemente, numa energia 

elétrica interna também nula. Assim, a força medida é atrativa, uma vez que a imersão do 

tip no campo elétrico da dupla camada minimiza a energia total da configuração. 

A variação da energia decorrente da imersão do tip metálico nessa região é obtida pela 

Equação (2.7) para 1/εTip ≈ 0. O ajuste da Equação (2.7) aos pontos experimentais, 

mostrado na Figura 3.22, foi obtido usando os valores εDC e κ-1 listados na Tabela 1. 

3.3.4. Força de troca dielétrica (FTD) associada à variação da 

permissividade elétrica da água interfacial 

O componente da força de troca dielétrica também está presente quando o tip 

imerge na camada de água mais interna que se forma junto à interface solução/mica. 

O valor da permissividade elétrica da camada de água mais interna que resulta nos 

melhores ajustes da Equação (2.7) às curvas experimentais (vide Figuras 3.17, 3.22 e 3.23) 

é ~4, bem próximo aos valores 4,2 e 3,48 reportados por Kaatze [103] e Kindt e 

Schmuttenmaer [141], respectivamente. 
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Figura 3.22.  Curva de força vs. distância absoluta para um tip de platina-
irídio e uma superfície de mica imersos em água. A linha cheia indicada 
por FTD corresponde ao ajuste da Equação (2.7) à curva experimental, 

utilizando a função εDC(H), Equação (1.2), cuja variação espacial é 
apresentada no destaque. 

A diminuição da permissividade elétrica da dupla camada em relação ao meio é 

associada à atração sofrida pelo tip perto da superfície. Essa força de curto alcance é 

atribuída à mudança na permissividade elétrica da água, induzida pela carga superficial da 

mica, capaz de ordenar as moléculas de água, e explica os resultados experimentais 

mostrados no presente trabalho. 

O modelo formulado prediz uma força atrativa (ou menos repulsiva, quando 

comparada à repulsão da dupla camada) que é determinada pelo grau de polarização da 

camada de moléculas de água na interface liquido/sólido, responsável pela diminuição da 

permissividade elétrica da água de ~80 para um valor ~4. A diferença entre a 

permissividade elétrica da porção da dupla camada imersa pelo tip e a permissividade 
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elétrica do tip determina o sinal da força [vide Equação (2.7)]. O perfil da permissividade 

elétrica medido para cada uma das soluções estudadas é apresentado na Figura 3.23. 

 
Figura 3.23.  As curvas correspondem à variação espacial da 

permissividade elétrica resultantes dos ajustes da Equação (2.7) às curvas 
de força experimentais. 

O presente modelo apresenta bons ajustes mesmo para distâncias inferiores a 10 nm. 

O comportamento atrativo do tip quando imerso na camada interna é associado à 

reorientação parcial dos dipolos de água na interface e não à atração de vdW, que tem uma 

faixa de atuação muito curta, ~1 nm [127]. 

Uma possível influência da força atrativa de vdW na forma da curva da força 

também foi investigada. A força de vdW entre uma superfície plana e um tip cônico com 

extremidade inferior esférica é dada pelas Equações (2.1) e (2.2). O coeficiente de Hamaker 

para um substrato de mica e um tip de nitreto de silício é calculada pela expressão A(H,T) = 

A0 + A1 exp(-H/H1), onde, para a água, A0 = 6,81 × 10-21 J, A1 = 3,44 × 10-20 J, e H1 = 19,95 
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nm. As curvas de força calculadas, indicadas por DLVO, são mostradas na Figura 3.17 para 

água pura, Figura 3.19a para o DMSO e Figura 3.19b para a formamida. Tais resultados 

evidenciam claramente que a atração de vdW, cujo decaimento é proporcional a 1/H n, é 

inadequada para explicar a força atrativa observada próximo à interface (≤ 10 nm), pelo 

menos para a água pura, DMSO e formamida. 

Um ponto que merece atenção é o baixo valor calculado para a permissividade 

elétrica da água para distâncias de até ~10 nm da superfície. Na literatura, entretanto, 

baixos valores de ε são mencionados para distâncias menores, até ~6 diâmetros 

moleculares. 

Alguns pontos devem ser considerados a fim de explicar os valores medidos neste 

trabalho. A descrição clássica da dupla camada interna da água é baseada em medidas de 

capacitância da camada interna de Helmholtz [21, 83, 98]. A camada de saturação é 

determinada a partir de medidas de capacitância nas interfaces, em soluções altamente 

concentradas, com valores κ-1 pequenos. Uma capacitância de aproximadamente 10 µF/cm2 

está associada com uma camada hidratada de espessura de ~1 nm e ε ≈ 6. Nestas medidas 

somente a relação entre a permissividade e a largura da camada é determinada, enquanto no 

presente trabalho, tanto a espessura da região de atração, equivalente à largura da camada, e 

a permissividade elétrica, são determinadas, simultaneamente. Assumindo, arbitrariamente, 

que a espessura da camada de saturação corresponde à distância na qual a permissividade 

elétrica atinge a metade de seu valor máximo (vide Figura 3.23), obtém-se, para a 

orientação de dipolos, os valores ~8 nm para água Milli-Q e ~3 nm para a solução de NaCl 

10–3 M. Para soluções altamente concentradas (~10-1 M), o valor determinado por medidas 

de capacitância é ~1 nm [83, 98]. 

Um outro ponto que deve ser considerado é que a energia de dissolução, calculada 

usando a expressão de Born, é proporcional a (1/ε2 – 1/ε1) [107, 142]. Assim, os átomos se 

dissociam como íons em solução, numa taxa proporcional à diferença dos inversos das 

permissividades elétricas. Esta é a primeira etapa no processo dinâmico. Na etapa seguinte, 

as moléculas de água orientam-se em torno dos íons, formando uma camada de hidratação. 
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Esse processo promove uma diminuição acentuada da energia do sistema. Um 

procedimento semelhante ocorre na superfície da mica. 

Medidas da permissividade elétrica em soluções muito diluídas sugerem a existência 

de uma camada — formada pelo ordenamento consecutivo de moléculas (dipolos) de água 

— muito mais espessa que a esperada em soluções concentradas. Os dipolos podem ser 

parcialmente orientados em uma região próxima à interface cuja espessura pode ser 

estimada como se segue. O campo elétrico da mica imersa em soluções com baixas 

concentrações iônicas pode orientar os dipolos até uma distância H = L, obtida a partir da 

expressão  

)(

)(
)(

0
B

L

LD
LETk

εε
⋅µ

=⋅µ≈ ,                                          (3.1) 

onde kBT ≈ 4,11 × 10-21 J é a energia responsável pela distribuição aleatória das moléculas. 

O módulo do vetor deslocamento elétrico gerado pela mica, supondo que todos os íons K+ 

estejam dissociados, é D0 ≈ 0,17 C/m2. Em tais circunstâncias os dipolos poderiam manter-

se orientados até uma distância L ≈ 7 nm da interface, a qual corresponde a ε(L) ≈ 27. 

3.3.5. Observações de membranas de CTAB, usando AFM 

A interação com os grupos que seriam responsáveis pelo preparo das amostras de 

microrganismos apresentou algumas dificuldades logísticas – resultado das distâncias e 

eventuais incompatibilidades de cronogramas. Tais dificuldades acabaram por orientar a 

investigação e mapeamento de estruturas não-biológicas, porém igualmente frágeis e 

maleáveis, de forma que, ao invés de prosseguir na obtenção de imagens de 

microrganismos em meio líquido, passou-se à observação de membranas formadas por 

moléculas do surfatante CTAB, adsorvidas na interface entre a solução aquosa e o substrato 

(mica) [40, 41]. 
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Figura 3.24.  Imagem de uma estrutura formada por moléculas de CTAB 
adsorvida em mica, obtida por AFM, em uma solução com concentração 

de 5 × 10-5 M. As regiões mais claras indicam estruturas mais altas.  

Na primeira imagem obtida (Figura 3.24), em que se usou uma solução 5 × 10-5 M 

de CTAB, observou-se uma região clara intercalada por manchas escuras. Uma vez que o 

contraste de imagens em microscopia de força atômica diferencia estruturas altas e 

estruturas baixas como regiões claras e escuras, respectivamente, concluiu-se que o 

substrato encontrava-se recoberto por saliências entremeadas por algumas depressões. Em 

imagem obtida com velocidade de varredura de 15 µm/s, mediu-se uma diferença de altura 

aparente entre as duas estruturas (regiões escuras e claras) de ~0,5 nm. Com o intuito de 

determinar a altura real de cada estrutura, foram realizadas medidas de força em função da 

distância em ambas as regiões (Figuras 3.14, 3.20 e 3.21). Desta forma, as curvas de força 

revelaram que a região escura, apresentada como mais baixa na imagem da Figura 3.24 era, 

na realidade, mais alta que a região clara, ou seja, um caso típico de inversão no contraste 

de imagem [40, 41]. 

Objetivando entender a razão da inversão no contraste apresentado na Figura 3.24, 

amostras com diferentes padrões de adsorção em mica foram investigadas em função da 

concentração de surfatante, da velocidade de varredura e da força exercida pelo tip sobre a 

amostra durante o processo de varredura (‘força de varredura’), verificando-se que:  
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• Em soluções de CTAB a 10-4, 10-3 e 10-2 M, as superfícies de mica apresentavam-se 

totalmente cobertas por uma única camada, cuja ruptura ocorria a 3,2 nm do substrato. 

Em tais concentrações, esta dimensão corresponde à espessura da bicamada de CTAB 

[50, 119, 136, 137].  

• Imagens obtidas com velocidades de varredura entre 15 e 50 µm/s apresentaram-se 

praticamente idênticas e de boa qualidade. Para velocidades superiores a 50 µm/s, a 

imagem perdia nitidez, perdendo definição de contornos, apresentando mudanças a cada 

varredura. 

• Apenas a ‘força de varredura’ exerce papel determinante sobre o contraste da imagem, 

sendo o contraste padrão restabelecido quando se ajusta o valor da força de varredura 

para valores inferiores à força de ruptura da camada mais espessa. 

Na Figura 3.25 são apresentadas as imagens real (Figura 3.25a) e invertida (Figura 

3.25b) de uma mesma região, obtidas a uma concentração de 5 × 10-5 M, com forças de 

varredura de 0,012 nN para 2.56 nN, respectivamente. 

 
Figura 3.25.  Imagens da interface solução/surfatante/mica, exibindo 
contrastes de imagens (a) padrão e (b) invertido, obtidas com força de 

varredura de 0,012 nN e 2,56 nN, respectivamente. 
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As imagens apresentadas na Figura 3.26, capturadas após 25, 45, 60 e 105 min de 

imersão em solução 1 × 10-5 M de CTAB, evidenciam estruturas auto-organizadas, 

decorrentes da adsorção de moléculas do surfatante sobre a mica, apresentando coeficientes 

de crescimento diferenciados. Essas imagens exibem o contraste padrão de AFM e foram 

tomadas mediante o devido ajuste na ‘força de varredura’. 

 
Figura 3.25.  Imagens do padrão de adsorção das moléculas do surfatante 

CTAB na superfície de mica, obtidas após 25, 45, 60 e 105 min de 
imersão em solução 10-5 M.  
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4. Conclusões 

Segundo os resultados aqui apresentados, quando um tip é mergulhado em solução 

aquosa e desloca-se em direção a uma superfície de mica, sofre a ação de forças, atrativas 

ou repulsivas, ao penetrar na região da dupla camada elétrica. Analisados à luz da teoria 

DLVO e do modelo FTD (força de troca dielétrica), esses resultados são fortes indícios de 

que os componentes dessas forças experimentadas pelo tip — inicialmente repulsivas e 

posteriormente atrativas — estão associados com a substituição de uma porção da região da 

dupla camada com εDC(H), pelo tip com εTip. 

O efeito da troca dielétrica descreve de forma consistente a força que age sobre o 

tip, supondo a existência de uma região da dupla camada, a partir da superfície, que 

apresente uma polarização de perfil variável (decrescendo em função da distância à 

superfície). 

Com base nas curvas de força medidas por AFM e no modelo proposto, foi possível 

determinar, pela primeira vez, a variação espacial da permissividade elétrica em interfaces 

sólido/líquido. 

A observação de apenas um componente atrativo da força, quando tips com 

revestimento metálico (εTip ù ∞) penetram a dupla camada da interface água/mica, oferece 

suporte para o modelo proposto. Outra evidência decorre da observação de que tips de 

Si3N4 (εTip ≈ 7) são repelidos ou atraídos ao penetrarem em monocamadas (εI ≈ 36) ou 

bicamadas (εII ≈ 4) de CTAB, respectivamente. Suporte adicional é fornecido pela medida 

de somente um componente repulsivo, quando um tip de nitreto de silício mergulha num 

solvente que não interage com a mica e, conseqüentemente, não apresenta ordenamento na 

interface. 
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A investigação e compreensão de mecanismos de adsorção de moléculas 

representam uma contribuição para diversos setores da indústria, em especial aqueles para 

os quais os filmes surfatantes são de grande importância tecnológica. 

Paralelamente, investigou-se o efeito da força aplicada pelo tip durante o processo 

de varredura sobre o contraste de imagem em AFM. Durante o mapeamento de estruturas 

maleáveis como surfatantes ou material biológico, imagens invertidas podem ser 

observadas quando o tip penetra as camadas varridas. Membranas fluidas — estruturas 

formadas por sistemas solvente-surfatante-substrato em superfícies de mica em soluções a 

1×10-5, 3×10-5 e 5×10-5 M de CTAB — foram mapeadas e caracterizadas por medidas de 

força versus distância. Por meio de ajuste da força aplicada e da velocidade de varredura, o 

contraste convencional pode ser obtido. No processo de obtenção de imagem da frágil 

camada adsorvida, a intensidade da força aplicada pelo tip, durante a varredura, é de 

fundamental importância. Quando forças intensas são aplicadas, ocorre a remoção da 

estrutura. Sendo aplicadas forças médias, são geradas imagens de contraste invertido. 

Somente o emprego de forças de baixa intensidade resulta na obtenção do contraste real. 

Também as imagens de estruturas microbianas obtidas, de excelente qualidade, 

confirmaram o potencial do AFM para visualizar e estudar materiais biológicos. Entre uma 

grande diversidade de aplicações, citam-se a investigação de mecanismos de adesão de 

esporos e formação de biofilmes, de grande interesse para as ciências agrárias e diversos 

campos das ciências biológicas, incluindo a área médica. 
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