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Resumo

O microscépio de forca atdbmica € uma ferramenta que possibilita a medida de forcas
precisamente localizadas com resolu¢des no tempo, espaco e forgca jamais vistas. No coracdo
deste instrumento estd um sensor a base de uma viga (cantilever) que é responsavel pelas
caracteristicas fundamentais do AFM. O objetivo desta pesquisa foi usar a deflexdo deste
cantilever para obter uma calibracdo rdpida e precisa da forca da armadilha da pinga dptica, assim
como testar e comparar com os método tradicionalmete utilizados para este propdsito. Para isso,
foi necessdrio analisar e entender o condicionamento de sinais utilizados no AFM. Foram
estudados cantilevers tradicionais, cujo sistema de detec¢do é basedo na deflexdo de um feixe
laser em conjunto com fotodetectores, bem como cantilevers piezoresistivos. Cantilevers
piezoresistivos fornecem uma alternativa simples e conveniente aos cantilevers opticos. A
integracdo de um elemento sensorial dentro do cantilever elimina a necessidade de um laser
externo e de um detector utilizados na maioria dos AFMs. Isto elimina a etapa delicada de
alinhamento da laser ao cantilever e fotodetector que normalmente precede uma medida com
AFM, uma simplificacdo que expande o potencial do AFM para o uso em meios adversos, como

camaras de ultra alto vdcuo ou, como no caso especifico das Pingcas Opticas, onde existem esferas

em solucido liquida e também restricdes de dimensao.
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Abstract

The atomic force microscope (AFM) is a tool that enables the measurement of precisely
localized forces with unprecedented resolution in time, space and force. At the heart of this
instrument is a cantilever probe that sets the fundamental features of the AFM. The objective of
this research has been using the deflection of this cantilever to get a fast and accurate calibration
of optical tweezers trap force, as well as testing and comparing to the traditionally used methods
of calibration for this purpose. For that it was necessary to resolve and understand the sensors
signals conditioning used in the AFM. Traditional cantilevers, whose detection system is based
on the deflection of a laser beam in addition with a photodetector, as well as piezoresistive
cantilevers has been studied. Piezoresistive cantilevers provide a simple and convenient
alternative to optically detected cantilevers. Integration of a sensing element into the cantilever
eliminates the need for the external laser and detector used in most AFMs. This removes the
delicate step of aligning the laser to the cantilever and photodetector which usually precedes an
AFM measurement, a simplification which expands the potential of the AFM for use in difficult
environments such as ultrahigh vacuum chambers or, as in Optical Tweezers specific case, where

there are spheres into a liquid solution as well as dimensional constraints.
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Capitulo 1. Introducao

Recentes avancos em instrumentagdo cientifica possibilitaram a determinacdo direta de
forcas tdo pequenas quanto forgas intermoleculares que controlam interacdes biomoleculares.
Utilizando ferramentas como Surface Force Apparatus — SFA', Atomic Force Microscopy- AFM
*, Optical Tweezers — OT * e a Biomembrane Force Probe * foi possivel o entendimento da
natureza destas forcas e do papel fundamental que elas t€ém na manutengdo da vida. Juntas estas
técnicas fornecem uma janela de forcas acessiveis de 10°— 10"* N, embora individualmente suas
respectivas janelas de forca tenham sobreposicdo apenas em algumas regides. A tabela 1.1 ilustra
as janelas de forca para as técnicas de medida de forca disponiveis, ou técnicas de

espectroscopias de forga.

Técnica de Forca Alcance de Forca
Surface Force Apparatus 10.000 — 1.000.000 pN
Atomic Force Microscopy 10 - 100.000 pN
Optical Tweezers 0.01 — 200 pN
Biomembrane Force Probe 0.01 —1.000 pN

Tabela 1.1 Valores tipicos da janela de forcas das técnicas de espectroscopias de forca disponiveis *

" Israelachvili et al.,1990 "Adhesion and short-range forces between surfaces. Part I: New apparatus for surface
force measurements". Journal of Materials Research (1990), 5 : pp 2223-2231

2 Binnig et al.,1986. "Atomic Force Microscope". Phys. Rev. Lett. 56, 930-933 (1986)

3 Ashkin, 1986. "Experimental Observation of Optically Trapped Atoms". Phys. Rev. Lett. 57, 314-317 (1986)

* Evans et al., 1995. "Sensitive force technique to probe molecular adhesion and structural linkages at biological
interfaces". Biophys J 68: 2580-2587.

3 Leckband, D. 2000.”Measuring The Forces That Control Protein Interactions”. Annu. Rev. Biophys. Biomol.
Struct.29:1-26



1.1 Forcas na Natureza

Forgas intermoleculares sdo fundamentais para a existéncia da vida. Essencialmente, elas
determinam as propriedades fisicas dos sé6lidos, liquidos e gases e ainda sdo responsdveis pela
organizacdo de estruturas bioldgicas®. Coesdo estrutural e interacdes biomoleculares sdo ditadas

por uma complexa teia de fracas forcas intermoleculares e nao covalentes ’

. Essas forcas sao
classificadas de acordo com o papel que elas apresentam no reconhecimento molecular. As forgas
envolvidas no mecanismo de chave-e-fechadura das ligagdes entre receptor-ligante sdo
comumente chamadas interacdes especificas e incluem pontes de hidrogénio, interagdes
hidrofébicas e forcas de van der Waals. J4 as forcas envolvidas no direcionamento das trajetorias

dos ligantes para os receptores sio tipicamente eletrostiticas e de van der Waals.! E a

sobreposicao destas duas categorias que intermedia o processo de reconhecimento biomolecular.

1.2 Pinca Optica + AFM: Motivacao

A técnica de aprisionamento de particulas, baseada na transferéncia de momentum dos
fétons, ficou conhecida como pinga Optica e surgiu em 1986 com o trabalho pioneiro de A.
Ashkin’. Embora essa técnica ndo tenha sido desenvolvida para aplicacdes biolégicas logo ficou
claro que essa seria sua area principal de aplicacdo. Em um trabalho posterior, Ashkin et al.
utilizaram a técnica para capturar e manipular particulas biolégicas com tamanhos variando de

décimos a centenas de micra demonstrando, desta forma, que este sistema funcionava como uma

® Israelachvili, J. N. (1991). "Intermolecular and Surface Forces; With Applications to Colloidal and Biological
Systems", Academic Press Inc. (London) LTD.

" Leckband, D. & Israelachvili, J. (1993). "Molecular-basis of protein function as determined by direct force
measurements". Enzyme Microb. Technol., 15, 450-459.

¥ Leckband, D. & Israelachvili, J. (2001). "Intermolecular forces in biology". Quarterly Rev. Biophys., 34, 105-267.
°A. Ashkin, J.M. Dziedzic, J.E. Bjorkholm, S. Chu, "Observation of a single-beam gradient force optical trap for
dieletric particles"; Optic Lett. 11:288-290 (1986).



“pinga Optica” para realizar manipulacdes intra e extracelulares, sem causar morte ou outros
danos aos microorganismos estudados'®. Desde entdo essa técnica tem tido uma grande variedade
de aplicacdes na biologia molecular e dreas afins. Basicamente, a pinga Optica tem sido utilizada
em duas vertentes: manipulacdo direta de microorganismos € medidas de propriedades
mecanicas de estruturas. Para as aplicacdes da pinca como instrumento de medida de
propriedades mecanicas € fundamental a calibra¢do da forca 6ptica. O procedimento padrao da
calibrac@o desta forca tem sido através da medida do deslocamento de uma microesfera de sua
posicdo de equilibrio contra a for¢a hidrodinamica existente quando esta é arrastada por um
fluido com determinada velocidade (Lei de Stokes). Para se obter resultados quantitativos deve-se
conhecer com precisdo o raio da esfera, a viscosidade do fluido, a velocidade de translacdo da
microesfera no fluido e considerar também as distancias da microesfera as paredes devido as
interacdes hidrodindmicas. Modelos tedricos para a for¢a hidrodindmica na presenca de duas
paredes em baixos nimeros de Reynolds sdo conhecidos apenas para geometrias esféricas ou
elipséides de revolucdo. Por outro lado, a for¢a dptica depende do indice de refracdo do fluido e
da microesfera, do raio da microesfera, da poténcia do laser e da distribuicdo de intensidade do
cone de luz incidente. Modelos tedricos para a forca Optica foram desenvolvidos para
microesferas e, usualmente, na aproximac¢do de um cone formado por ondas planas. Sdo modelos
que ainda precisam de uma boa confirmacdo experimental. Alguns desses parametros sdo de
dificil acesso, como o indice de refracdo da microesfera. Algo tdo simples quanto a medida da
poténcia do laser é complicada no caso da pinga dptica devido as grandes aberturas numéricas
(>1) utilizadas. Os medidores de poténcia sao construidos para medidas com incidéncia normal e

o erro sistemdtico para cones de luz com grandes aberturas numéricas pode chegar a mais de

'9A. Ashkin, J.M. Dziedzic, "Optical trapping and manipulation of viruses and bacteria"; Science, 235: 1517 - 1520
(1987).



20%. O fato de que a forca Optica depende de parametros que mudam de acordo com o
experimento, como o indice de refracdo do liquido (solucdo) e da microesfera, a poténcia e
qualidade do modo do laser etc. mostra o quanto seria importante desenvolver uma forma rapida
e precisa de calibrac@o das forcas Opticas para cada experimento e que independa de parametros
varidveis. Com tal calibracdo poderiamos utilizar qualquer microesfera ou mesmo geometrias ndao
esféricas, em qualquer solucdo, e extrair das mesmas medidas de forca. Além disso, nem sempre
€ possivel, ou conveniente, aprisionar particulas esféricas, ou mesmo selecionar determinada
solucdo, como no caso de medidas intracelulares. Se a calibracdo for rdpida e independente destes
parametros poderemos escolher qualquer organela intracelular como probe da pinga Optica.
Também poderemos acompanhar diferencialmente a evolug¢do da forca de microorganismos em
solucdes na qual a concentragdo de determinadas drogas ou outras substancias variam ao longo
do tempo, desde que o procedimento de calibracdo seja rdpido o suficiente.

Paralelamente ao desenvolvimento da pinca dptica, a microscopia de forca atomica (AFM),
introduzida por Binnig'' et al também em 1986, emergiu como uma importante técnica para
aquisicdo de imagens e medida de forgas, possibilitando aos pesquisadores ndo apenas obter
imagens de micro e nano estruturas mas também examinar suas propriedades mecanicas. Em
particular, o uso do microscépio de forca atdmica (AFM) veio preencher a lacuna na aquisi¢ao de
imagens deixada pelo seu predecessor, o microscopio de varredura por tunelamento (STM), ja
que este, devido a seu principio de funcionamento (corrente de tunelamento), funcionava apenas
com materiais metdlicos, o que impedia sua utilizacdo em materiais biolégicos. Outra

caracteristica importante da AFM € que esta técnica mede forcas em uma escala que se superpoe

i Binnig, G., Quate, C. F., and Gerber, Ch. Phys. Rev. Lett. 56, 930(1986).



a da pinga Optica. Tal fato permite que uma técnica seja utilizada para calibrar a outra de forma

rapida e precisa.

1.3 Objetivo especifico

O objetivo desta pesquisa foi o desenvolvimento de um sistema experimental incorporando
as duas técnicas, pinca Optica e AFM, em um mesmo microscopio, principalmente para a
calibragdo da forca Optica de uma maneira rapida e precisa. Além disso este novo método servird

para testar e comparar os modelos atualmente utilizados nas calibra¢des da pinga dptica.

1.4 Desafios

A instrumentacdo do sistema de deteccdo do AFM utilizada tinha que ser desenvolvida a
partir de cantilevers de AFM usados e um fotodetector “bi-cell” de silicio. A pinga Optica tinha de
ser montada num microscopio invertido para satisfazer as necessidades de espaco requeridas pelo
projeto. Assim, parte significante desta pesquisa foi a montagem da instrumentacdo da pinca
Optica e a construcdo da instrumentacdo necessdria para a deteccao da deflexdo do cantilever de
AFM. A seguir detalhamos alguns dos principais desafios a serem vencidos para a realizacdo do

objetivo inicial.



1.4.1 Alcance de forcas: Pinga Optica x AFM

Um dos desafios para esta calibr¢do vinha do fato de que, tipicamente, o alcance de forcas

do AFM comeca onde termina o da pinga optica. A Figura 1.1 ilustra o fato.

Pinga Optica

Figura 1.1 Alcance de forcas da pinga éptica e do AFM. Em condigdes tipicas uma comeca onde termina a outra.

Para resolver este problema havia duas possibilidades: Estender o alcance de forcas da
pinga Optica ou aumentar a resolucio obtida com o AFM. Ou ainda um pouco de cada, para que
houvesse uma regido de sobreposi¢cdo entre as duas técnicas. Havia a necessidade de explorar os

limites das duas técnicas.

1.4.2 Focalizacdo do laser dentro da cdmara

Um outro desafio que havia era com relagdo a focalizacdo do feixe laser no cantilever em
contato com a esfera presa pela pinga 6ptica. Devido a grande abertura numérica necessdria para
uma boa armadilha e a distancia de trabalho (WD) tipicas das objetivas com tais aberturas
numéricas de no miximo 200um sobrava pouco espago para acomodar o feixe laser dentro da
camara da solucdo, principalmente levando em conta que o feixe deveria ser focado atingindo
dimensdes da ordem de 20 um quando estivesse em contato com o cantilever que possui

dimensdes da ordem de (200um x50um).
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Figura 1.2 Esquema proposto inicialmente para a calibragido da pinca ptica com um cantilever de AFM

fotodetector laser
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Figura 1.3 Componentes tipicos de um AFM. Um feixe laser € focado nas superficie de um cantilever de silicio
microfabricado e refletido de volta para um fotodetector, possibilitanto monitorar as deflexdes do mesmo.



Capitulo 2. Pinca Optica

O principio fundamental da pinca Optica estd na pressdo de radiacdo exercida por um feixe
de luz em particulas dielétricas. A pressao de radiacdo foi pela primeira vez observada no século
XVII pelo astronomo Johannes Kepler, que propds que a radiacdo do sol forcava a calda do
cometa apontar sempre na dire¢do oposta ao seu deslocamento'>. Em 1873 James Clerk Maxwell
mostrou em sua teoria do eletromagnetismo que a luz podia exercer forca'?. Entretanto,
experimentalmente isto niao foi demonstrado até 1970 com o advento do laser". A manipulagio
Optica de particulas dielétricas micrométricas, e até de atomos individuais tem sido possivel
desde entdo, mas s6 por volta de 1986 a pinca Optica foi aplicada a particulas bioldgicas. A partir
dai, ela foi usada para manipular virus e bactérias, células vivas, organelas, para inserir DNA
dentro de diferentes tipos de células, para conectar DNA ao silicio na tentativa de construcdo de
uma interface biomecénica e para fertiliza¢des in vitro'*. Como ferramenta de medida a pinga
Optica foi utilizada para estudar propriedades mecénicas de hemécias'’, para medir e comparar
deslocamentos celulares e forcas de miosinas cardiacas'®, para caracterizagio de motores

bioldgicos moleculares'” e rigidez flexural de microtubos'®, para medir o comprimento de uma

"2 Hecht, E. (1987) Optics. 2nd Ed. Addison-Wesley Publishing Company, Inc.

13 Ashkin, A. (1970) "Acceleration and trapping of particles by radiation pressure". Phys. Rev.Lett., 24, 156-159.
“[Anon], "Optical tweezer attaches single DNA molecular to silicon", Laser Focus World 34, 9-9 (1998); C.S. Buer,
K.T. Gahagan, A. Grover A et al., "Insertion of Agrobacterium rhizogenes into Ginkgo biloba using lasers as optical
tweezers and scalpel”, Plant Physiol 114, 1613 (1997); A. Obruca, H. Strohmer, A. Blaschitz et al., "Ultrastructural
observations in human oocytes and preimplantation embryos after zona opening using an erbium-yttrium-aluminium-
garnet (Er : YAG) laser", Hum Reprod 12, 2242 (1997)

“R.R. Huruta, M.L. BarjasCastro, S.T.O. Saad, F.F. Costa and C.L. Cesar, "A new method to study mechanical
properties of red blood cells using optical tweezer", Blood 90, 9-9 (1997)

'8S. Sugiura, N. Kobayakawa, H. Fujita et al., "Comparison of unitary displacements and forces between 2 cardiac
myosin isoforms by the optical trap technique - Molecular basis for cardiac adaptation", Circ Res 82, 1029 (1998)
'"N. Thomas, R.A. Thornhill, "The physics of biological molecular motors", J Phys D Appl Phys 31, 253 (1998)

'8H. Felgner, R. Frank, M. Schliwa,"Flexural rigidity of microtubules measured with the use of optical tweezers", ]
Cell Sci 109, 509 (1996)



molécula de DNA" e estudar a motilidade de espermatozdides humanos20. Foi utilizada também
para detectar concentragdes ao nivel de femtomolar de antigenos® e permitiu a observagido da
auséncia de travamento do movimento de rotagdo reversa de flagelos motores de bactérias®. As
intensidades das forcas envolvidas nas interagdes ao nivel celular sdo da ordem de pico a
femtoNewtons, devido ao tamanho microscépico das particulas que interagem. Um cubo de 1 um
de lado com densidade igual & da dgua (10° kg/m’) tem massa de m = (10°)° x 10° = 107 kg.
Forcas de picoNewtons nesse caso implicam em aceleracdoes de 1000 m/s2. A forca necessdria
para ruptura de uma ligacdo antigeno-anticorpo é aproximadamente de 240 pN**. J4 as forcas de

motores moleculares tais como kinesina e miosina variam entre 7 a 9 pN*.

2.1 Teoria das Pincas Opticas

O efeito da pinga Optica € possivel gracas ao momento transportado pelo féton. Quando um
foéton atinge um objeto de indice de refracdo diferente daquele do meio do qual esta viajando,
podem ocorrer em principio trés fenomenos: Reflexdo, refracdo ou absor¢do. No caso da pinca

Optica, o efeito do aprisionamento na regido de maior intensidade do feixe deve-se

K. Sakata-Sogawa, M. Kurachi, K. Sogawa K et al.,"Direct measurement of DNA molecular length in solution
using optical tweezers: detection of looping due to binding protein interactions", Eur Biophys J Biophy 27, 55
(1998)

K. Konig, L. Svaasand, Y.G. Liu et al.,"Determination of motility forces of human spermatozoa using an 800 nm
optical trap", Cell Mol Biol 42, 501 (1996)

K. Helmerson, R. Kishore, W.D. Phillips et al.,"Optical tweezers-based immunosensor detects femtomolar
concentrations of antigens", Clin Chem 43, 379 (1997)

ZH.C. Berg, R.M. Berry, "Absence of a barrier to backwards rotation of the bacterial flagellar motor demonstrated
with optical tweezers", P Natl Acad Sci USA 94, 14433 (1997)

z Hinterdorfer, P.,.Baumgartner, W., Gruber, H. J., Schilcher, K., and Schindler, H.(1996).”Detection and
localization of individual antibody-antigen recognition events by atomic force microscope” Proc.Natl. Acad. Sci.
USA 93, 3477-348]1.

24Finer, J.T., Simmons, R. M., and Spudiche, J.A. (1994).”Single myosin molecula mechanics: Piconewton forces
and nanometre steps” Nature 368, 113-119



principalmente a refracdo dos fétons através da particula, enquanto a reflexdo e a absor¢do
causam um efeito de expulsdo da particula daquela regido. A estabilidade da armadilha se da
devido a uma dominancia da for¢a de gradiente (devido ao efeito da refracdao) sobre a forca de
espalhamento (devido aos efeitos de reflexdo e absor¢do). Para conseguir tal estabilidade é

necessdrio um feixe fortemente focado.”

Figura 2.1 Esquema de for¢cas em uma esfera dielétrica aprisionada por um feixe laser fortemente focado

A forga Optica (F) exercida em uma particula dielétrica por um feixe laser € dependente de 4
fatores fundamentais: A poténcia (P) da luz incidente, do indice de refragdo do meio n, da

velocidade da luz (c) e de um fator adimensional de eficiéncia (Q), da seguinte forma:
F=o"f 2.1
c

O fator de eficiéncia Q, é uma representacdo da fracdo de poténcia utilizada para exercer forca e é

dependente da abertura numérica da objetiva empregada para focar o laser, do comprimento de

PAshkin A., “Forces of a single-beam gradient laser trap on a dielectric sphere in the ray optics regime” -
Biophysical Journal 61 (2): 569-582 FEB 1992
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onda A e do estado de polarizagdao da luz, do modo do laser, do indice de refracdo relativo entre
meio e particula, e da geometria da particula aprisionada®.

Partindo do momento transportado pelo féton, podemos facilmente derivar a equacao 2.1
para a forca exercida em uma particula devido a reflexdo. Utilizando as expressdes de momento e

energia do féton temos:

Py :%ecomo v=ﬂf=% segue que

hf E,
=n—=p,=n—
Py c Py -

onde p; € o momento do féton, v € a velocidade da luz no meio de indice de refracdo n, E; € a
energia de um foton com freqiiéncia f e ¢ € a velocidade da luz no vacuo. Considerando reflexao

total temos entao:

_g_ 2prf _zﬁNfEf _2£
At At c At c

F

Para uma reflex@o total do feixe laser que se propaga no ar (n=1) com uma poténcia de 1W temos
F da ordem de 10 nN, que € uma forca bastante significativa para particulas da ordem de
micrometros de dimensdo. Na pinca Optica, entretanto, as forcas tipicas da armadilha sdo da
ordem de 0.01-100 pN, com fator de efici€éncia de transferéncia de momento Q da ordem de 0,2,
ou seja dez vezes menor que no caso da reflexao total.

Os modelos tedricos existentes sdo dependentes do tamanho da particula. No regime de
Raleigh, a particula € muito menor que o comprimento de onda utilizado para aprisioné-la. No
regime de Mie a particula é muito maior que o comprimento de onda. No regime Lorenz-Mie a

particula € da mesma ordem de grandeza que o comprimento de onda.

% Svoboda, K. & Block, S. M. (1994) “Biological application of optical forces”- Ann. Rev. Biophys. Biomol.
Struct., 23, 247-285.
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2.1.1 Regime Rayleigh (d<< 4)

Neste regime, os campos eletromagnéticos sao uniformes através da particula dielétrica,
de forma que estas podem ser tratadas como dipolos induzidos. As forcas da armadilha se
decompdem naturalmente em duas componentes. For¢a de espalhamento, Fy.,, € forca de

gradiente, F,qq. A forca de espalhamento € dada por:

()0

c

F__=n

scatt m

2
m- —

m* +

2
onde a:%ﬂ(kr)“rz( 1} ¢ a sessdo de choque de espalhamento de uma esfera de raio

r?. <S > € media temporal do vetor de point, n € o indice de refracdo da particula, n,, € o indice de

refracdo do meio onde a particula estd imersa, m=n/n,, € o indice de refracao relativo, e k=27m,/A
€ o numero de onda da luz. A for¢a de espalhamento € proporcional ao fluxo de energia e aponta
na dire¢do de propagacao feixe laser incidente.

A forca de gradiente é a forca de Lorentz agindo nos dipolos induzidos pelo campo

elétrico da luz e é dada por?:

—

F,. =(;3~V)E+%xl§ 2.2

onde p é o momento de dipolo da particula. Considerando p = ¢E obtem-se

8

F,., :O{(E-V)E+%Exé} 2.3

7K. Svoboda and S. M. Block, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 23, 247-285 (1994).
*¥ Gordon J. P. “Radiation forces and momenta in dielectric media”- Phys.Rev.A 8:14-21
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2

Utilizando a identidade vetorial (E . V)E = V(%) —ExVxE ea equacao de Maxwell

- OB
VxE +% =0 podemos escrever a equacao 2.3 como
t

- E’\ 0(=_ = 1
F.u=aV BN + g(E X B) e tomando a média temporal
- _ g 2
(P =25(87).
2 —
onde a=n_r’ [ m2 2} ¢ a polarizabilidade da particula”. A forca de gradiente € proporcional e
m°+

paralela ao gradiente da densidade de energia (para m>1). Portanto, uma armadilha estdvel requer
que a forca de gradiente, que tem direcdo oposta a de propagacdo do feixe laser, seja maior que
forca de espalhamento. Entdo, ao mover o foco do feixe a particula pode ser manipulada.
Aumentando a abertura numérica diminui-se o spot-size € aumenta-se a intensidade do gradiente,

aumentando as forcas da armadilha 6ptica em todas as diregdes.

2.1.2 0 Regime Lorenz-Mie (d ~ A)

Neste regime nem a teoria eletromagnética nem a teoria de Optica geométrica sao
adequadas para explicar os resultados experimentais. Em 2001, Tlusty et al*’. introduziram uma
teoria que simplifica os célculos da forca Optica neste regime ao explorar as propriedades de um
feixe altamente localizado. Eles argumentam que para tais feixes, a diferenca de fase através do

spot-size 2w € desprezivel e portanto a energia da particula pode ser calculada da seguinte forma.

» K. Svoboda and S. M. Block, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 23, 247-285 (1994).
30 12T. Tlusty, A. Meller, and R. Bar-Ziv, “‘Optical gradient forces of strongly localized fields,”” Phys. Rev. Lett. 81,
1738-1741 ~1998!.
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W =—a|Udv
£, L . Ny )
onde oo &« =——1 polarizabilidade e a integracdo € sobre o volume V da particula.
€
A forca de gradiente surge devido a variacdo de W em resposta a uma variacdo de
coordenada da particula. Os campos eletromagnéticos localizados préximos ao ponto focal
podem ser aproximados por um feixe gaussiano 3D. A densidade de energia deste feixe pode ser

expressa por:

p2 Zz
U(p,z)=U,exp| ———
(,0 ) 0 p[ 2@2 2&)28]

1 c o . . . A .
onde U,= EEOE ? ¢ a méxima densidade de energia do feixe no foco, p € a distancia radial do

eixo do feixe, z €é a distncia ao longo do eixo, m e we sdo as dimensodes da cintura do feixe laser
nas direcdes transversal e axial respectivamente. As interagdes das polarizagdes induzidas com os
campos formam um poco de potencial. A forca de restauracdo proveniente deste poco calculada

para o caso onde o feixe tem simetria radial (¢=1) é dada por
2 2 .
F(r)=0,W(r)=aU,0’4re™ " *""*[au cosh(au) — sinh(au)]
onde a = R/o e u = r/® sdo o raio e a coordenada normalizada pelo raio da cintura do feixe ®

respectivamente. Para pequenas perturbagdes em torno da origem chegaram a seguinte expressao

para o constante de mola da armadilha:

k= ana)%a%_“z/z

Tlusty et al. mostraram que estas expressoes, bem como as expressoes completas para a forca de
restaurac@o ndo linear para grandes perturbacdes estdo em excelente concordancia com os

experimentos, para todos os tamanhos de particulas.
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Uma outra opcao, para este regime, muito mais precisa e complexa, € a Teoria de Lorenz-
Mie generalizada (GLMT), uma extensdo da teoria de Mie do espalhamento. Ela permite calcular
os campos espalhados e forcas de radiacdo exercidas sobre uma particula de tamanho qualquer

colocada em um feixe gaussiano® ou em um perfil de feixe mais geral™.

2.1.3 Regime de Optica Geométrica (d>>1 )

Quando o diametro da particula sendo aprisionada € muito maior que o comprimento de
onda do laser utilizado podemos explicar o fenomeno do aprisionamento através de Optica
geométrica. Daremos mais atencdo a este regime pois corresponde a situa¢do de maior interesse
na nossa pesquisa. Analisaremos inicialmente o efeito da incidéncia de um tnico raio sobre uma
esfera dielétrica de indice de refracdo n, maior que o do meio a sua volta n;. Ao incidir em um
meio com indice de refracdo diferente, o raio sofre reflexdo com probabilidade R e transmissdao
com probabilidade 7. R e T sdo os coeficientes de Fresnel dependentes da polarizacdo e dados por

(utilizando a lei de Snell):

. 2 2
R =[SO p oy g, g o[ BMNOZM g g 2.4
sin(o + ) P tan(o + ) g !

onde o subscrito s indica uma polarizacdo perpendicular ao plano de incidéncia e o p uma
polarizacdo paralela. R em geral € da ordem de 1% e, portanto, 7 € da ordem de 99%. Assim,
podemos exemplificar o fendmeno do aprisionamento considerando apenas o efeito
predominante, ou seja, a refracdo dos raios de luz. Considere entdo dois raios simétricos que sao

refratados na esfera dielétrica:

3! G. Gouesbet, B. Maheu, G. Gréhan, J. Opt. Soc. Am. A 5 (1988) 1427.
32 James A. Lock, APPLIED OPTICS _ Vol. 43, No. 12 _ 20 April 2004
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a

Figura 2.2 Dois raios simétrico a e b incidindo sobre a esfera com indice de refracdo n,>n; sendo refratados pela

mesma. No processo ocorre transferéncia de momento dos fétons para a esfera ocasionando uma for¢a F' sempre
direcionada para a regido de maior intensidade do laser (foco).

A variacdo no momento do f6ton devido a refragdo da origem a forcas Fa e Fb, mostradas
na direcdo da variacio do momento. A forca resultante dos dois raios age na direcdo de maior
intensidade da luz, deste modo levando a o centro da esfera para o foco do laser.

Para levar em conta os efeitos secundarios devido a reflexdo na superficie da esfera e as
multiplas reflexdes dentro da esfera, € necessdria uma andlise cuidadosa do trajeto de um tnico

raio que incide sobre a esfera. A figura abaixo ilustra o fen6meno:

PT?R

Figura 2.3 Trajeto de um unico raio incidindo sobre a esfera dielétrica com dngulo O e refratando com angulo £/ .
O esquema ilustra as indmeras reflexdes e refracdes que um raio sofre nestas condi¢des. O eixo Z’ tem a direcao do
raio incidente e o eixo Y’ é ortogonal ao eixo Z’ tal que y'X Z'=X'e a diregdo de X' é dada por Z'xa. Da

geometria obtemos os angulos & =2(c— e f=m—-2u.
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Podemos calcular a for¢a que atua na esfera nas direcdes y’ e z’ através do célculo da

. ~ . . ~ 1 2 . .
variacdo de momento por unidade de tempo nestas direcdes . A forca Optica total agindo sobre a
esfera ¢ a soma das contribui¢cdes devido ao raio refletido PR, e do ndmero infinito de raios

refratados emergentes de poténcias sucessivamente decrescentes PT°, PT°R,... PT°R".... :

P PR P
F. :nl__{nl—cos(ﬂ+20')+znl—T2R" COS(O!+I’Z,3)} 2.5
C c n=0
PR > n, P
F, = 0—{”1 sin(7r+20‘)+znl—T2R" Sin(“‘”ﬁ)} 2.6
n=0 c

Para realizar os somatorios, escrevemos as for¢as no plano complexo F, = F, +iF:

c
n=0

F :£{1+Rexp(2io—) —TZiR" expli(a +n,b’)]} 2.7
C

Notamos entdo que o terceiro termo € a somatdria de uma progressao geométrica de razao

Rexp(if) .Entdo:

o N
FC_T{1+Rexp(210') r eXp(l“)[1—ReXP(iﬂ)ﬂ -

Tomando agora parte real e parte imagindria obtemos da equagdo acima:

2
F,=F, = mP 1+ Reos(20) — T [cos(262 240) + Rcos(20)] 2o
¢ 1+ R"+2Rcos(2u)
0
21t A
F,=F,= mP| pino) - L [sm(za2 241) + Rsin(20)] o
¢ 1+ R* +2Rcos(2u)

0

Assim, cada raio da origem a um termo de for¢a de espalhamento Fg e a um termo de

forca de gradiente F;. Precisamos agora calcular o efeito de todos os raios componentes do feixe
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laser incidindo sobre a esfera dielétrica. Para isso devemos levar em conta que as objetiva
comerciais de que dispomos obedecem a condi¢do do seno de Abbe.”” Ou seja, um raio que

incide perpendicularmente na abertura de uma objetiva de distancia focal f, a uma distancia r do

. . r . o R
seu centro € refratado com um angulo @ tal que sin@d =— . A figura abaixo ilustra o fendmeno:

e e —— Planﬂ da
A Amostra | _
Cone e a Distincia Working Distance
de — e Focal(f)} "
Luz
| Magnificacéo (M)
M=L/f
| —
r
a b

Figura 2.4 a) Feixe focado pela objetiva com angulo 6’ma correspondente ao raio mais distante do eixo (7, ). A

X ax

abertura numérica € definida em funcdo deste angulo: NA =n sen(@_ ) onde n € o indice de refragdo do meio

ax
entre a objetiva e a amostra. b) Esquema das varidveis envolvidas na condi¢do de seno de Abbe. L é o comprimento
do tubo (160mm).

Como a forca exercida por cada raio na esfera depende do angulo de incidéncia o ,é

preciso calcular este angulo em fun¢do do angulo de convergéncia @ e do angulo azimutal ¢ que

define a dire¢do no espago de cada raio. Para isso utilizamos o sistema de coordenadas abaixo,

—

onde o foco da objetiva estd na origem dos eixos e o vetor § ,que liga a origem ao centro da

esfera, faz um angulo y com o eixo X:

3 Min Gu, P. C. Ke, X. S. Gan; “Trapping force by a high numerical-aperture microscope objective obeying the sine
condition” - Rev. Sci. Instrum., Vol. 68, No. 10, October 1997
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Figura 2.5 Sistema de coordenadas utilizado no modelo teérico. C € o centro da esfera e ¥ é o angulo entre OC e o
eixo X. Sem perda de generalidade, o segmento OC estd contido no plano XZ.

Escrevemos em coordenadas esféricas o vetor 6 que liga a origem ao ponto de incidéncia de um

raio com angulo de refragdao € e angulo azimutal ¢ como:
5:(é'sinHcos¢,6sin6’sin¢),5cos¢9) 2.11
O vetor S neste sistema é escrito como:
S = (S'sin y,0,S cos ) 2.12

A figura abaixo ilustra a configurag¢do destes vetores:

Figura 2.6 Esquema dos vetores utilizados para o cdlculo do angulo de incidéncia ¢ . O vetor @ d4 a diregdo

normal no ponto de incidéncia e tem médulo igual ao raio da esfera. Em geral, d € d nio estio no plano XZ.
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Da Lei dos Cosenos:
2 2 2
azcos_l[M‘—SJ 2.13

E como

i=0-S =>a*=5>+5*-25-S Portanto:

é'zS(cosy/cos0+cos¢)sin;/sin0)+\/1—S2 +8%(cosycos@+cospsinysind)® 2.14

jaque 0 >0 .Assim obtemos:

o cos{\/az — 8%+ S(cos y cos @ + cos @sin ysin §)° 515
a
Levando em conta agora a condicao de seno de Abbe (r = fsiné ):
\/az -S? +i2(\/f2 —r? cosy +rcosgsiny)’
o(r,,S,7)=cos™ / 2.16
a
Utilizando a lei de Snell obtemos o angulo de refragdo u:
' \/SZ —iz(w/f2 — 7% cosy + rcosgsin y)’
w(r,@,S,y)=sin""| — / 2.17

a

Assim determinamos as for¢as F,. e F|. devido a cada raio com diregdo definida pelo par (r,¢).

Para encontrarmos as forcas nas dire¢cdes X, yeZ precisamos decompor os versores Z'ey'

naquelas direcdes. Claramente o versor Z' é dado por:

R ) } ) 1 .
2'=—(sin @ cos @, sin @ sin @, cos @) = —F(rcosqo,rsm oANfP-1") 218
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Ja o versor y' é dado por:
V'=Z2%X'=Z2%(Z'%a) = 2% (S x Z') 2.19

Y (f2sin}/—(r\/f2—r2 cos ¥ cos @+ r’ cos’ @sin )
y: 2 b
f

rsing(y f* —r* cosy +rcosgsiny) r(rcosy —+ f> —r’ cosgsiny

f? f?

) 2.20

Agora basta realizarmos uma integracdo na abertura de entrada da objetiva para o cdlculo da

forca resultante:
270 Tmax
r nl ( ] Av)
Fou = [ | 2H0.240,3)1 0, pyrdrdg 221
00

onde I(r,p)é a intensidade na entrada da objetiva. Fizemos a integracdo numericamente no

software Mathematica para o caso de uma intensidade uniforme na entrada da objetiva, para

T
=0e y=—:
v v >
s
Og
0.1 i
-1 -o.& 0. 18

Figura 2.7 Gréfico das forgas de espalhamento (Q,), de gradiente (Q,)e total(Q,) na diregdo z.
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Figura 2.8 Grifico da forcas de espalhamento(Q,,) na direcdo z, de gradiente (Q,,) na direcdo x e total

(Q,=40.+0. )

Podemos observar das simulagdes acima a assimetria existente entre as a forcas da
armadilha na dire¢do de propagacao do feixe, Figura 2.7 e na dire¢do perpendicular a propagacao,
Figura 2.8, que € cerca de duas vezes maior. E a constante de mola da armadilha associada a

direcdo perpendicular ao feixe que objetivamos calibrar com o cantilever de AFM.
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2.2 Instrumentacao

A figura abaixo mostra a montagem experimental construida para a pinga dptica:

-/ 7 [Estagios

Figura 2.9 Montagem experimental da pinca dptica.

2.2.1 O Microscopio

Qualquer microscépio com uma porta de epi-iluminacdo pode ser utilizado para a
constru¢do da pinca Optica (comprometendo, entretanto, a microscopia de fluorescéncia).
Existem trés requisitos indispensdveis para o microscopio. O primeiro € a necessidade de um
espelho dicréico para a reflexdo do laser da pinga enquanto transmite a luz visivel. O segundo é
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uma objetiva com grande abertura numérica (NA>1) para a obtengdo de uma armadilha real. E o

terceiro € a estabilidade do estdgio e do acoplamento da camera de video ao microscépio.

2.2.2 O Laser

A selecio do laser deve levar em conta os requisitos especificos necessdrios de:
Comprimento de onda, poténcia, estabilidade e qualidade do modo do feixe.Para nao causar
danos a materiais bioldgicos, que em geral sdo mais transparentes para grandes comprimentos de
onda e, a0 mesmo tempo, para que o laser ndo seja muito absorvido pela 4gua ao redor do
material que se vai manipular, que em geral é mais transparente para curtos comprimentos de

onda, deve-se utilizar lasers com comprimentos de onda na janela de 800nm a 1100 nm.

1E+3
—H,0
1E+2 — HbO,
—Hb
1E+1 Melanina
§
3 1E+0
(=]
B
) 1E-1
]
-]
<
1E-2
1E-3
1E-4 N N N s i N i N i s i N i M i N N

200 300 400 SO0 600 700 8OO0 900 1000 {1100 1200
Comprimento de Onda (nm)

Figura 2.10 Espectro de absor¢@o de alguns materiais bioldgicos e da dgua

Para a obtencdo de uma armadilha estdvel, o laser deve operar em modo continuo (CW) e
apresentar um feixe com baixo ruido que possa ser focalizado com menor diametro possivel. O

diametro do menor ponto focal serd da ordem do comprimento de onda do laser utilizado e é
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descrito como um spot limitado pela difracdo. Em geral utiliza-se o0 modo TEMyy, mas pode-se
utilizar também o modo TEMy,; (do-nut) com leve aumento no desempenho da armadilha™.

Em nosso caso utilizamos um laser de Nd:YAG, CW de comprimento de onda 1064nm,
operando no modo TEMy, com capacidade de fornecer at¢é 10W de poténcia. No entanto, a
poténcia utilizada é sempre de no maximo um 1W, pois com poténcias maiores existe o risco de
danos permanentes na objetiva devido a absor¢do do laser pela mesma e conseqiiente

superaquecimento.

2.2.3 Construcdo e Alinhamento

Para que haja estabilidade durante o aprisionamento, todo o aparato deve ser montado em
uma mesa Optica especifica que isole o sistema de vibragdes indesejaveis. O diagrama da figura

14 ilustra os componentes principais da montagem.

C
C
L D

. ') -

- Nd:YAG | - N
E2 [ — —‘ @
E Y i r‘& Espetho
3 W W dictoico
L, L,

Figura 2.11 Diagrama da montagem da pinga 6ptica.

¥ Ashkin A., "Forces of a single-beam gradient laser trap on a dielectric sphere in the ray optics regime"
Biophysical Journal 61 (2): 569-582 FEB 1992
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O primeiro espelho E; € utilizado para levar o feixe laser para a direcio do microscépio, ja
proporcionando um ajuste da altura do feixe com relacdo a entrada do microscépio. Os espelhos
E; e E; tem papel fundamental durante o alinhamento do sistema, permitindo ndo s6 com que o
feixe saia na horizontal, mas também um ajuste da inclinacdo deste no plano, fator este que
possibilita o feixe entrar perpendicularmente ao plano de abertura de entrada da objetiva
proporcionando um ponto focal limitado pela difracdo. J4 o telescdpio formado pelas lentes L e
L, tem dupla funcdo. A de ampliar o didmetro do feixe para que este preencha completamente a
abertura da objetiva como ilustra a Figura 2.12 e a de possibilitar enxergar a particula aprisionada
pela objetiva. Isto porque o plano objeto ndo coincide com o plano focal da objetiva. Para isto,
ajusta-se a distancia entre L e L, até que se possa ver com nitidez a particula aprisionada. A

Figura 2.13 ilustra o procedimento.

Maior AN Menor AN

Figura 2.12 Preencher a entrada da objetiva possibilita maior abertura numérica
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Figura 2.13 Utilizacdo do telescépio para levar o foco do laser da pinga para o plano objeto permitindo a
visualizacdo da particula aprisionada. Em (a) a distincia d entre L1 e L2 € igual a soma das distancias focais

das mesmas f, + f, e o feixe ¢ focalizado no plano focal da objetiva. Em (b) d é maior que f, + f, e o

feixe € focado antes do plano focal da objetiva. Em (c) d é menor que f, + f, e o feixe é focalizado no

plano objeto permitindo a visualizagdo do mesmo na tela da TV.

Para a realizacdo do alinhamento, inicialmente sem as lentes Ly e L., com a ajuda de um
cartdo para visualizacdo do infravermelho e dos espelhos E; E; e E; ajusta-se o feixe
horizontalmente e de modo a entrar pela abertura da objetiva. Coloca-se uma laminula apds a
objetiva sob o estdgio do microscopio e ajusta-se a altura deste até que se tenha uma imagem do
padrao de difracdo do spot laser na tela da TV. Isto ocorre porque parte do feixe € refletida pela
laminula. Além disso, é necessario que o filtro de IR seja removido da camera para a visualizacdo
do laser. Logo em seguida, utiliza-se os espelhos E, e E3 para fazer com que o feixe entre
perpendicular ao plano da abertura da objetiva, gerando um spot limitado pela difracdao

completamente simétrico, conforme ilustra a Figura 2.14.
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Figura 2.14 Ilustracdo da imagem vista na TV durante o processo de alinhamento.

Em seguida colocam-se as lentes Ly e L, de modo a nio alterar o centro do padrio de difracdo na
tela da TV e entdo, ajusta-se a distancia entre Ly e L, até que se obtenha um spot limitado pela
difracdo simétrico novamente. Alterando-se a relacdo entre os focos de L; e L regula-se o
diametro do feixe na entrada da objetiva, preenchendo-a completamente. Por fim adiciona-se uma
solucdo de esferas da ordem de alguns micrometros e com uma esfera aprisionada, faz-se o ajuste

fino em L; e L, para conseguir uma focalizagcao ideal a mesma.

2.2.4 O Sistema de Imagem

Adaptamos uma camera VHS analdgica ao tubo de observacao binocular do microscépio.
Esta € entdo ligada diretamente a uma televisdo comum e a uma placa de captura em computador

para digitalizac@o e andlise via software.
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2.3 Calibracao

A dificuldade que circunda a computagdo tedrica da rigidez da armadilha 6ptica implica
que esta deve ser determinada experimentalmente. Tais armadilhas, apresentam forcas
restauradoras diretamente proporcionais ao deslocamento, similarmente a molas de Hook, para
pequenos deslocamentos da posicdo de equilibrio. Assim sdo caracterizadas por constantes de
rigidez k fixas para uma dada condicdo experimental. Uma vez conhecida a constante de rigidez
da armadilha, a for¢a pode entdo ser determinada utilizando-se a lei de Hook F=kx. A calibracao

da rigidez pode ser feita de varias maneiras®, das quais destacamos duas:

2.3.1 Forca de Arraste

Esta técnica determina a rigidez ou constante de mola da armadilha através da aplicacao
de uma forca de viscosidade conhecida a uma particula aprisionada e mede seu deslocamento da

posicado de equilibrio. A rigidez € dada entdo por:

k f

X
onde f € a forca de arraste conhecida e x € o deslocamento da particula da posicao de equilibrio.
Utiliza-se em geral a lei de Stokes:

F =6rnry
Onde 7 € a viscosidade do meio, r € o raio da particula e v € a velocidade relativa da particula em
relacdo a solugdo. Tal expressdo € vdlida apenas se a esfera € mantida longe das paredes da
camara da solucdo. Caso contrdrio, € preciso acrescentar um fator de correg5035:

F =6rnrvk

3 K. Svoboda and S. M. Block, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 23, 247-285 (1994).
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onde h € a distancia das paredes ao centro da esfera.

2.3.2 Eqiiiparticdo da Energia

Alternativamente, a rigidez da armadilha pode ser determinada a partir do movimento
Browniano da particula aprisionada. Quanto maior o deslocamento médio quadratico da particula,
menor a rigidez da armadilha. Utilizando o teorema da eqiiiparticdo da energia para um poco de

potencial harmdnico, temos

onde kg € a constante de Boltzmann e T € a temperatura.
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Capitulo 3. Microscopio de Forca Atomica (AFM)

O AFM, um descendente da familia das microscopias de varredura (SPM-scanning probe
microscopy), foi inventado por Binnig et al. em 1986 seguindo o advento do microscépio de
tunelamento STM (scanning tunnelling microscope) também por Binnig et al. em 1982. Desde
entdo, o AFM se tornou uma técnica de andlise de superficies bem estabelecida, capaz de realizar
imagens de alta resolucdo de superficies de materiais isolantes e condutores em uma grande
variedade de condi¢des, bem como imagens submoleculares de materiais biolégicos*®. Também
provou ser uma ferramenta indispensdvel na determinagdo de forcas intermoleculares.

O AFM tem uma resolucio de forca teérica de 10> N¥ e emprega sensores com o raio da
ponta da ordem de 10 — 15 nm*® fornecendo regides de contato tio pequenas quanto 10 nm?*®. A
alta resolucdo de forca e a pequena drea de contato superam as limitagdes do aparato de forca
superficial (SFA), e € ideal para as medidas de interagdes de moléculas individuais. O
estabelecimento do AFM como uma ferramenta de medida de forca também levou a elucidacdo
de propriedades nanomecanicas adicionais, tais como a elasticidade e a plasticidade de

moléculas.

% Hansma, H. G., Kim, K. J., Laney, D. E., Garcia, R. A., Argaman, M., Allen, M. J. & Parsons, S. M. (1997)
“Properties of biomolecules measured from atomic force microscope images: A review”. J. Struct. Biol., 119, 99-
108.

37 Smith, S. B., Cui, Y. & Bustamante, C. (1996) “Overstretching B-DNA: The elastic response of individual double-
stranded and single-stranded DNA molecules.” - Science, 271, 795-799.

* Thundat, T., Zheng, X. =Y., Shrap, D., Allison, D. P., Warmack, R. J., Joy, D. C. & Ferrell, T. L. (1992)
“Calibration of atomic force microscope tips using biomolecules.” - Scanning Microscopy, 6, 903-910.

¥ Lee, G. U., Chrisey, L. A. & Colton, R. J. (1994a) “Direct measurement of the forces between complementary
strands of DNA.” - Science, 266, 771-773.
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3.1 Instrumentacao

O AFM investiga a superficie de uma amostra com uma fina ponta de silicio, integrada a
extremidade de um cantilever microfabricado com uma constante de mola k (N/m) conhecida.
Um feixe laser é focado na superficie metdlica do cantilever em forma de v e, apds, refletido do
cantilever para um fotodiodo de quadrante sensivel a posicdo. Um mapa da topografia da
superficie da amostra é gerado ao monitorar-se as deflexdes do cantilever (um resultado de forcas
que agem entre a ponta e a superficie) a medida que a ponta varre a superficie da amostra. Ao
monitorar a posicdo do feixe laser através dos sinais de saida de cada um dos segmentos do

40

fotodiodo deflexdes tdo pequenas quanto 0.1 A podem ser detectadas Os principais

componentes do AFM sdo mostrados esquematicamente na Figura 3.1:

A vantagem principal do AFM como uma ferramenta de imagem € que ele nao sofre das
limitacdes de difracdo dos microscopios 6ticos ou eletronicos. Tais microscopios baseados em
ondas sdo geralmente limitados a resolu¢do da mesma ordem que o comprimento de onda

utilizado pra fazer a imagem. Esta capacidade impressionante foi convincentemente demonstrada

através de imagens de resolug@o atdomica de cristais ndo condutores como mostra a Figura 3.2:

0 Rugar, D. & Hansma, P .K. (1990) “Atomic force microscopy.” - Physics today, 43, 23-30.
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Guadrante

Feixe Laser
Espelho

Cantilever

Sinal do
|Feedback
Ponta(TIP}

————
Resulta em

uma variagio
emz

z

Amostra

» Sinal do Feedback e
posigies x e y monitoradas

|

Imagem 3D gerada

Figura 3.1 Diagrama esquematico de um AFM. Tipicamente a ponta fica levemente em contato com a amostra (via
mecanismo de feedback) e parada em uma mesma coordenada x,y enquanto a amostra é deslocada pelo
piezoscanner para a varredura linha por linha e a obtengio da imagem 3D desejada. A medida que a ponta passa por
regides elevadas da superficie da amostra, forgas repulsivas aumentam entre a ponta e a amostra, resultando em uma
variagdo na deflexdo do cantilever. Um circuito de feedback é empregado para manter a altura da ponta com relagdo
a amostra fixa através do controle da coordenada z da amostra, mantendo também uma for¢a de interagcdo entre
ponta-amostra constante. Imagens 3D que sdo representativas da topografia da superficie da amostra sdo portanto
obtidas monitorando-se o sinal de feedback e a posicdo (x,y) da amostra.(Adaptado de Allen, 1997)

Figura 3.2 a) imagem de mica com resolugdo atdmica no modo de contato de Snm. Imagem obtida com NanoScope-
SPM, cortesia Digital Instrument, Veeco Metrology Group, Santa Barbara, CA. b) Imagem de DNA no modo
tapping de 252nm. Imagem obtida com o NanoScope-SPM, cortesia do Laboratério Bustamante, Instituto de
Biologia Molecular, Universidade de Oregon, Eugene.
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3.2 Modos de Imagem do AFM

Existem 3 modos de imagem principais que sdo usados para investigar a superficie de

amostras, dependendo da sensibilidade de cada uma. Os modos utilizados sao:

3.2.1 Contato

Neste modo a ponta € trazida em contato fisico com a superficie do substrato. A
desvantagem deste modo de imagem € que ele pode causar deformagdes em superficies muito
sensiveis devido as grandes forcas repulsivas entre ponta e amostra que sdo da ordem de
nanonewtons*'. Os modos de ndo-contato e tapping foram desenvolvidos para contornar este

problema. (Lindsay, 1993).

3.2.2 Nao-contato

Neste modo o cantilever € feito oscilar em sua freqiiéncia de ressondncia com a ponta
muito préxima, mas sem tocar, a superficie da amostra. Infelizmente, esta técnica perde em
sensibilidade a pequenas variacdes na separacdo entre ponta e amostra e como resultado

demonstra menor resolugdo do que os demais modos de imagem **.

*! Lindsay, S. M., Lyubchenko, Y. L., Tao, N. J., Li, Y. Q., Oden, P. L, Derose, J. A. & Pan, J.(1993) “Scanning-
tunneling-microscopy and atomic-force microscopy studies of biomaterials at a liquid-solid interface.” - J. Vac. Sci.
Technol. A-Vac. Surf. Films, 11, 808-815.

2 Magonov, S. N. & Whangbo, M. H. (1996) "In Surface Analysis with STM and AFM." VCH Publisher, New York.
Chapter 3, Scanning probe microscopes. pp 21-49.
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3.2.3 Tapping

O modo de tapping combina alta resolucdo e ripida aquisicdo de imagens do modo de
contato com a caracteristica ndo destrutiva do modo de nio-contato. Neste modo o cantilever é
feito oscilar na sua freqii€éncia de ressonéncia e a ponta levemente toca superficie da amostra. A
medida em que ponta e a amostra entram em contato intermitente, a amplitude vibracional do
cantilever diminui. E esta variacdo na amplitude que é monitorada para produzir imagens da
topografia da amostra. A determinacdo da diferenca de fase entre as oscilagdes excitando o
cantilever e as produzidas pela ponta durante o contato intermitente com a superficie fornecem
informacdes sobre propriedades da superficie tais como adesdo e viscoelasticidade, que em geral
ndo sdo detectadas pelos outros modos de imagem.

O AFM tem sido empregado na obten¢do de imagens de alta resolu¢do de biomoléculas

tais como proteinas, DNA, membranas de lipidios e células.

3.3 Medindo Forcas

Os primoérdios da espectroscopia de for¢a foram dominados pelo AFM. A habilidade desta
técnica em medir forcas de adesdo discretas da ordem de 10 pN foi primeiro identificada por Hoh
et al. em 1992%, que atribuiu tal for¢a aquela necessaria para romper uma simples liga¢do de
hidrogénio. Desde aquele tempo, o AFM tem sido empregado na investigacdo de interagdes do
tipo receptor-ligante, mecanismos de desenovelamento de proteinas (unfolding) e forgas
intramoleculares dentro de polimeros. Na aplicacio do AFM como uma técnica de medida de

forgas, a deflexdo do cantilever ¢ monitorada a medida que a ponta (tip) € posta em contato com a

* Hoh, J. C., Cleveland, J. P., Prater, C.B., Revel, J. —-P. & Hansma, P. K. (1992) “Quantized adhesion detected with
the atomic force microscope.” - J. Am. Chem. Soc., 114, 4917-4919.
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superficie da amostra e entdo separada. Se a constante de mola do cantilever é conhecida, esta
deflexdo pode ser traduzida em uma forca. Os dados obtidos a partir da deflexdo do cantilever sdo
entdo utilizados para construir a curva Forga vs. Distincia *( Figura 3.3).

Maxima Carga
C

Regiao de Contato

./

1 \ &= &)
N

Forga

A

B
I Adesao Maxima
D

1 1 1 1
Distancia

4—————— Curva de Aproximacao
——— & Curva de Afastamento

Figura 3.3 Curva Forca vs. Distancia.

No inicio da medida de uma forca (A) o cantilever estd na sua posicdo de equilibrio. A
medida que a ponta e amostra sdo aproximadas (curva de aproximacdo) a ponta alcanca uma
distancia (B) onde a ponta salta para o contato com a amostra. Este “salto para o contato” é
resultado das forcas atrativas da superficie da amostra que excedem a forca exercida pela
constante de mola do cantilever. As forcas responsdveis por esta forte atracdo sdo
predominantemente devido a forcas de van der Waals. O cantilever continua aproximando-se da
superficie da amostra até um ponto de maxima carga (C). A ponta € entdo afastada da superficie
da amostra (curva de afastamento). Durante o afastamento, a ponta pode aderir a superficie da

amostra devido a interagdes ndo especificas (forcas de capilaridade, forcas eletrostiticas) ou

* Cappella, B. & Dietler, G. (1999) “Force-distance curves by atomic force microscopy.” - Surf. Sci. Reports, 34, 1-
104.
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devido a interacdes especificas entre moléculas complementares na ponta e na superficie da
amostra, como por exemplo em um par receptor-ligante (D). Ponta e amostra sdo separadas
quando quebram-se tais ligacOes e o cantilever volta ao seu estado inicial. Durante o ciclo de
medida de forca, a deflexdo do cantilever € monitorada por um laser sendo refletido do cantilever
para um fotodetector de quadrante.

Medidas de forca sdo tipicamente obtidas a partir de graficos do sinal de deflexdo do
cantilever (A ou V) versus distincia do movimento do cantilever (m). O sinal de deflexdo do
cantilever pode ser convertido na forca sentida pela ponta da seguinte forma: inicialmente este é
convertido para a distancia de deflexdao (m) utilizando o coeficiente angular da regido de contato
da curva de forca (A/m ou V/m. A lei de Hook (F = -kd) é entdo utilizada para converter a
distancia de deflexao para forca (N), onde d € a distancia pela qual o cantilever é defletido a partir

da sua posi¢do de repouso, e k € a constante de mola do cantilever determinada empiricamente.

3.4 Calibracao

Foi estabelecido que para medidas exatas na escala de piconewtons € essencial
experimentalmente calibrar a constante de mola do cantilever. As constantes de mola dos
cantilevers disponiveis comercialmente variam de 0.01 — 1.0 N/m. Entretanto, as constantes de
mola dadas pelo fabricante podem variar significativamente das obtidas experimentalmente®,
acentuando a necessidade de uma calibracdo precisa. Os métodos experimentais disponiveis

incluem a medida da variacdo na freqiiéncia de ressondncia devido a adi¢do de massas

45 Cleveland, J. P., Manne, S., Bocek, D. & Hansma, P. K. (1993) “A non-destructive method for determining the
spring constant of cantilevers for surface force microscopy.” - Rev. Sci. Instrum., 64, 403-405.
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conhecidas(tipicamente esferas de tungsténio, 102 Kg) a extremidade do cantilever*, a medida
da deflexdo do cantilever quando pressionado contra um outro cantilever com constante de mola
conhecida?’, ou alternativamente a medida do espectro de excitagdo térmico do cantilever®.
Florin et al., (1995)* experimentalmente revisaram os métodos acima expostos e concluiram que
o método de excitacdo térmico era o método mais preciso para cantilever com k pequenas, que
sdo comumente utilizados em experimentos bioldgicos. Nesta técnica de excitagdo térmica, a
ponto € mantida longe da amostra de modo que o movimento experimentado por ela é devido
puramente a flutuagdes térmicas. Através da utilizacdo do teorema da eqiiiparticio da energia é
possivel determinar a constante de mola, k, a partir da medida do deslocamento quadratico médio
do cantilever:

kT

onde kgpé a constante de Boltzmann, T é a temperatura (K) e <x’> é o deslocamento quadratico

k:

médio do oscilador™,

3.5 Parametros Fundamentais dos Cantilevers

O objetivo de qualquer sensor é medir sinais de interesse na presenca de ruido, e fazer isso
em uma escala de tempo compativel com o sinal. Além disso, o sensor ndo pode ser intrusivo

demais afetando o sinal ou mudando as condi¢des ambientes. Uma grande resposta a um pequeno

46 Cappella, B. & Dietler, G. (1999) “Force-distance curves by atomic force microscopy.” - Surf. Sci. Reports, 34, 1-
104.

4T Butt, H.-J., Siedle, K., Siefert, K., Fendler, K., Seeger, T., Bamberg, E., Wiesenhorn, A. L., Goldie, K. & Engel, A.
(1993) “Scan speed limit in atomic force microscopy” - J. Microscopy, 69, 75-84.

48 Hutter, J. L. & Bechhoefer, J. (1993) “Calibration of atomic-force microscope tips.” - Rev. Sci. Instrum., 64,
1868-1873.

* Florin, E. L., Rief, M., Lehmann, H., Ludwig, M., Dornmair, C., Moy, V. T. & Gaub, H. E. (1995) “Sensing
specific molecular-interactions with the atomic-force microscope.” - Biosens. Bioelectron., 10, 895-901.
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sinal é claramente desejada e € medida como sensibilidade. Uma saida sem um sinal de entrada é
o ruido. Resolucdo € definida como o ruido dividido pela sensibilidade, e ¢ uma medida do
menor sinal que se pode resolver. Deve portanto ser tdo pequeno quanto possivel. A janela de
freqiiéncia que pode ser medida € a largura de banda, e esta relacionada a velocidade do sensor,
bem como a taxa de amostragem e duragdo total da medida. Finalmente para um cantilever de
AFM, a constante de mola do cantilever determinard como ele interage com o ambiente. Estes

termos importantes serdo explicados em mais detalhes a seguir:

3.5.1 Sensibilidade

Para transdutores que convertem um sinal de entrada em um sinal elétrico, a sensibilidade
determina quao grande o sinal de voltagem de saida € dada uma entrada particular. Para um
sensor de forga, € portanto usualmente expressa em unidades de Volts por Newton [V/N], e para
sensores de deslocamento em Volts por metro [V/m]. Em um piezoresistor, uma mudanc¢a na
resisténcia é geralmente convertida em uma voltagem utilizando-se uma Ponte de Wheatstone

seguida por um amplificador de instrumentacdo, como mostrado na figura abaixo:

. =V

WVsaida

_l_ Ganho

Figura 3.4 Cantilever piezoresistivo em um circuito de uma ponte de Wheatstone. O piezoresistor ¢ metade de um
divisor de tensdo, de modo que quando ha uma variacdo de resisténcia, a voltagem de saida varia. A outra metade da
ponte é outro divisor de tensdo, balanceado com um resistor varidvel para anular o sinal de saida quando ndo ha
deflex@o do cantilever. Um amplificador de instrumentagdo fornece ganho.
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E evidente da figura que a sensibilidade pode ser feita arbitrariamente grande variando-se
o ganho do amplificador de instrumentacdo. Por esta razdo, a sensibilidade por si s6 contém
pouca informacgdo. A sensibilidade € portanto algumas vezes expressa como uma variacdo
fracional por sinal, tal como AR/R por Newton [N'] para a variacio de resisténcia de um sensor
de forca piezoresistivo. Este tipo de sensibilidade € freqiientemente dado em partes por milhao,
onde 10°N" ¢ equivalente a 1 ppm/N. Enquanto sensibilidade pode ser uma métrica util, o
parametro real de interesse na maioria das aplicacdes € a resolucdo. Para determinar a resolucdo o

ruido deve ser conhecido.

3.5.2 Largura de Banda

A janela de freqiiéncias que é medida é conhecida como largura de banda da medida. O
limite superior pode ser selecionado através de filtros eletronicos, ou pode ser especificado pela
taxa de amostragem da medida, pela largura de banda do amplificador, pela freqiiéncia de
ressonancia do cantilever, ou perdas capacitivas nos fios utilizados no experimento, entre outras
possibilidades. O limite inferior de freqiiéncia da largura de banda é geralmente selecionado em
funcdo da duragcdo da medida, ou novamente por filtros eletronicos. Para uma medida que dura
apenas um segundo, um sinal de 1mHz parece imutdvel. A resposta mecanica do cantilever é
atenuada acima da ressonancia, de modo que a méaxima largura de banda da medida para um
cantilever é geralmente dada pela sua freqiiéncia de ressonancia. A escolha da largura de banda
determina a fonte de ruido dominante. Se sinais de freqiiéncia baixa sdo de interesse primadrio,
ruidos de alta freqiiéncia podem ser eliminados através do condicionamento de sinais adequado,

para a filtragem de ruido de altas freqiiéncias.
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3.5.3 Ruido

Para o circuito na Figura 3.4, ruido € qualquer tensdao V.4, que esteja presente quando
ndo exista forca aplicada ao cantilever. Uma simples medida do ruido é tomar o quadrado do
valor V4, fazer uma média no tempo, e tomar a raiz quadrada. Se este valor rms fosse por
exemplo de ImV, entdo este valor seria considerado o limite inferior de sinal que pode ser
medido com aquele circuito. E geralmente interessante, entretanto, considerar a distribuicdo de
freqiiéncias do ruido, obtida via transformada de Fourier do sinal de saida quando a entrada é
zero. Se existe ruido em freqiiéncias que ndo sdo de interesse para a medida, estes podem ser
filtrados eletronicamente, efetivamente aumentando a relagcdo sinal-ruido. Exemplos de formas de

onda simuladas em computador sdo mostradas a seguir:

- 0.2
= = b
T 2o
£ g o
E E |
g <0
-0.2
0 02 0.4 0.6 08 1 (1] 0.2 04 08 o8 1
Tempa (s) Tempo (2)
- ie) y id)
w107 = 10"
z =
] -
= S
= q =1
g £"
£ £
z 10 =10
=
= =
10 0"

o

: .o - 5 ..o - 5
10 Freqiiéncia {(Hz) 10 Freqiiencia (Hz) 10

Figura 3.5 Sinais simulados no Matlab na presenga de ruido branco. a) mostra um sinal senoidal na freqiiéncia de
10Hz, 100mV rms e largura de banda de medida de 10Khz. b) mostra a mesma forma de onda depois de aplicado um

filtro passa baixa com freqiiéncia de corte em 100Hz. ¢) e d) mostram a densidade espectral de poténcia das formas
de onda (PSD).

41



Porque o ruido total depende da largura de banda da medida, a densidade espectral de
poténcia (PSD) [V*/Hz] é geralmente avaliada. A PSD é uma medida da poténcia do sinal em
uma banda de freqiiéncia de 1 Hz. Embora V> ndo seja unidade de poténcia [W], é assumido ser a
poténcia dissipada em um resistor de 1 €. Para conseguir a poténcia total de duas ondas senoidais
ndo coerentes, as amplitudes quadradas devem ser somadas. Ao somar a PSD sobre todas
freqii€ncias na largura de banda, o ruido total pode ser computado. Como um exemplo, o ruido
branco na Figura 3.5 tem PSD de 6 10~ V*/Hz, de modo que o ruido em largura de banda de 100
kHz tem um poténcia total de ruido de (6 107 V*/Hz )( 10° Hz)=0.06 V* ou 240mV. J4 o ruido
em uma largura de banda de 100 Hz é de (6 107 V*/Hz )( 10* Hz)=0.00006 V* ou 8 mV. Além de
simplesmente filtrar uma forma de onda para remover ruidos, € muitas vezes necessdrio a
utilizacdo de um amplificador lock-in. Um amplificador lock-in multiplica o sinal de entrada por
uma onda senoidal de referéncia. Considere uma componente senoidal do sinal (apds uma

decomposi¢do de Fourier) com amplitude A; em uma freqiiéncia @,. Se o sinal de referéncia do

lock-in tivesse amplitude unitaria e freqii€ncia @, entdo o sinal de saida seria dado
. . A . A .
A sin(a;t) sin(@,t) = ?sm[(a)o —o)t]+ ? sin[(w, + @, )t] 3.1

Metade da poténcia das componentes de freqiiéncia do sinal proximas a @, serdo
deslocadas para DC, e a outra metade para 2 @,. Os componentes DC podem entdo ser filtradas

com um filtro passa baixa de largura de banda B. Isto € equivalente a ter um filtro passa banda de
largura de banda +B centrado na freqii€ncia @, .
Esta técnica também € utilizada nos amp-ops modulados ou “chopped” para contornar o

problema dos ruidos de baixa freqii€éncia (//f). No entanto, modular um sinal para remover ruido

€ possivel apenas se a freqii€ncia do sinal puder ser alterada antes da introdu¢do do ruido. Como
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um exemplo, o ruido devido a deriva térmica da resisténcia de um piezoresistor ndo pode ser
removido por modulacdo, pois o ruido da deriva € introduzido no mesmo ponto € a0 mesmo

tempo em que o sinal, e os dois ndo podem ser separados.

3.5.4 Resolugao

A resolucdo do sensor determina a minima for¢a ou deslocamento que pode ser medido.
Resolucdo € definida como o ruido dividido pela sensibilidade. A quantidade total de ruido é
dependente da largura de banda da medida. Assim, resolu¢do deve ser dada como a minima forca
ou deslocamento detectivel em uma dada largura de banda. Ela é freqiientemente dada em
unidades de N/ Hz ou m/ Hz para medidas em uma largura de banda de 1Hz. Se o ruido é
constante em funcdo da freqiiéncia, tal medida € suficiente para computar a resolucdo em
qualquer largura de banda. Se o nivel de ruido varia irregularmente com a freqii€ncia, entdo a
resolucao deve ser dada para a largura de banda relevante, como 10pN em uma largura de banda

de 10 Hz a 1 kHz.

3.5.5 Constante de mola

A constante de mola, k [N/m], de um cantilever também € critica para desempenho do
sensor. Quanto maior a constante de mola de um cantilever melhor sua sensibilidade para

deslocamento, e quanto menor melhor sua sensibilidade para forca.
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Capitulo 4. Calibracao da pinca com AFM

Este capitulo trata dos itens fundamentais para deteccdo e calibragdo da deflexdo do feixe
laser refletido do cantilever. A Figura 4.1 ilustra a configuracdo proposta para a calibragao da

forga 6ptica utilizando um cantilever de AFM.

Figura 4.1 Calibracio da forga 6ptica com cantilever de AFM. O feixe laser € focado no cantilever em contato com a
esfera aprisionada pela forga optica e refletido para o fotodetector bi-célula. A medida que o cantilever é deslocado
em dire¢do a esfera aprisionada pela luz, desloca a mesma da sua posi¢do de equilibrio.

Para tanto, precisdva-se inicialmente de uma curva de calibragdo para o cantilever, ou
seja, do sinal obtido pelo fotodetector, V(x) em func¢do do deslocamento horizontal sofrido pela
extremidade do cantilever, x. Convertendo entdo esta curva para V(F) através da relacdo F=kx, a
forca Optica seria calibrada utilizando um sistema de imagem. A primeira tarefa foi focar o feixe

laser na regido macica do cantilever que tem da ordem de 20pm™

4.1 Focalizacao do Feixe Laser no Cantilever

A figura abaixo mostra a montagem experimental utilizada para o estudo das diversas

partes do sistema de detec¢@o ptica da deflexdo do cantilever:
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Figura 4.2 Montagem experimental utilizada para o estudo do sistema de detec¢do optico da deflex@o do cantilever.
Da direita para a esquerda: Laser, chopper, beam expander, pinhole, filtros de atenuagdo, suporte da objetiva e
microscopio convencional.

As figuras abaixo mostram a geometria, as dimensdes e as propriedades mecanicas dos

cantilevers utilizados:

l 0.6 mm
A B
E— »oy A w
=
LE =4 ym
m 120
Iy Tty /s - )
L > Y Wi
| 1.6 mm (‘: Il3
L 03 mm
Chip Cantilever Tip
Figura 4.3 Cantilever de AFM Figura 4.4 Dimensdes do chip, dos cantilevers e do tip
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Cantilever type A | B [ C ] D
Standard mode of operation Contact
i—antilever length 180 um 180 um 85 um 85 um
Cantilever width 25 um 38 um 18 um 28 Lm
Cantilever thickness 1 pm 1 um 1 (m Tyum |
Farce Constant D26 Nfm [ 040 N/m| 1.6 N/m 2.1 MN/m
Resonant Frequency A0 kHz 45 kHz 140 kHz | 60 kHz

Figura 4.5 Propriedades mecanicas e dimensdes tipicas de cantilevers de AFM comerciais para o modo de contato.

Como utilizamos um laser de HeNe, cujo modo TEMy é um feixe gaussiano, foi necessario
um estudo sobre a Optica dos feixes gaussianos para que pudéssemos focd-lo na regidao do

cantilever especifica para este fim.

4.1.1 O Feixe Gaussiano

Ondas cujas normais as suas frentes de onda sdo raios paraxiais sdo chamadas ondas
paraxiais. Uma maneira de construir uma onda paraxial € comegcar com uma onda plana

Aexp(ikz), considerd-la como uma onda portadora e modificar seu envelope constante A,

fazendo-o variar lentamente com a posicdo na dire¢do z, de modo que a amplitude da onda seja
dada por:

U (r) = A(r) exp(—ikz) 4.1

o Coa . 2
e com a restricdo de que AA<<A dentro da distdncia de um comprimento de onda A :7.

Assim :

— — 2 — —
OA(r) A<< A OA(r) << kA 0 A(zr) <<k 0A(r)

0z 0z 0z 0z

Para que esta onda satisfaca a equacdo de Helmholtz, A deve satisfazer a seguinte

equagao:
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o> o’
=0, onde V- =—5+— € o operador Laplaciano

2
VU+kU=0 = V;A—iZka—AJraf -
0z 0z ox~ Oy

transversal. Levando em conta a restricdo de onda paraxial, o dltimo termo desta equagdo pode
ser desprezado se comparado ao segundo termo, restando entdo:

V§A—i2ka—A:0 4.2
0z

Esta € a equacdo de Helmholtz paraxial. A solu¢do mais simples desta equagdo resulta em uma

onda paraboloidal para U(r), que é a aproximacao paraxial da onda esférica:

2 2
L Xty
. A, exp[—ik ]
A —ik !
A explikr] exp[—ikz] L se x'+y’<<z’
r Z
A(F)

Uma outra solugio da equacio paraxial de Helmholtz fornece o feixe Gaussiano. E obtida a partir
do envelope da onda paraboloidal por uma simples transformacdo, z — z+iz,( zo € conhecido
como parametro Rayleigh):

. x*+y?

2(z+iz,)
Z+iz,

A, expl[—i

A(F) = 43

Para separar a amplitude e a fase deste envelope complexo, escrevemos a fun¢do -
Z+iz,

em termos de sua parte real e parte imagindria e definimos duas novas fungdes reais, R(z) e W(z)
tais que:

1 . 2 |

= —1 = —1
+iz, Z°+zy +z, R W(2)

2 2 % %
- ko= 1+{2) }W@:WO[H@ } ()
0

47




A amplitude complexa do feixe gaussiano € dada em termos destas novas varidveis por:

Alexp{—ik’oz( ! —i /z H
2 (R(z) W (2)

Z+iz,

U(7) = A(r) exp(—ikz) =

Alexp[—ik'OZ( ! —i }; ﬂ
2 (R(z) W< (2)

= exp(—ikz) que ainda pode ser manipulada para:

exp(—ikz)

Z+iz,
W 2 2
U(r)=A, W(’Z)exp{— Wg(z)}:Xp{_ i(kz—C(2))—ik 21?(@} 4.5
onde A, = _A—leg(z) —tan =
iz, 2,

A seguir algumas propriedades importantes do feixe gaussiano:

4.1.1.1 Intensidade

A intensidade de um feixe gaussiano € dada por:

2
- - W, 2p°
IF)=[UF] = 1(p,2)=1,| ——| exp| - 4.6
o) "W W
2w
5w
- -./__.- \.\.. -

CONTOLR RADLS

Figura 4.6 Perfil de intensidade de um feixe gaussiano para
um dado z.
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4.1.1.2 Raio do Feixe

Em qualquer plano transverso, a intensidade assume seu valor de pico no eixo do feixe, e

cai por um fator de 1/e” na distincia radial p=W(z). Como 86% da poténcia do feixe estd

concentrada dentro de um circulo de raio W(z), este € considerado o raio do feixe. A dependéncia

em z do raio do feixe é dada por:
%

2 %
2{ 2
W(z)=W, 1+(iJ W, = (ﬁ] 4.7

2 T

Este assume seu valor minimo Wy no plano z=0, chamado beam waist. O diametro do waist, 2W,

€ chamado spoft size. Para z>>z :

W(z) zWO(ijzﬁoz 48

<

Figura 4.7 O raio do feixe W (z) tem o seu valor minimo W, em z = 0, alcanca \/EWO em Z =%z,e

aumente linearmente a medida em que Z aumenta.

4.1.1.3 Profundidade de Foco

A distancia axial dentro da qual o raio do feixe é menor ou igual a ,/2W, é conhecido como

profundidade de foco ou pardmetro confocal. Pode ser visto da equagdo para o raio do feixe que o

parametro confocal € duas vezes o alcance Rayleigh, 2z, e da equacdo para Wy obtemos:

49



Figura 4.8 A profundidade do foco de um feixe gaussiano

4.1.1.4 Transmissao através de uma lente

A fase introduzida em um feixe que passa por uma lente de distincia focal f é dada por:

2
exp(i kp ) 4.9
2f

Assim a fase do feixe gaussiano que chega a uma lente com largura W e raio de curvatura R, apos

passar pela lente € alterada para:

2 2 2
ket k2 kP ke kL onde =1 L 4.10
2R 2f 2R’ !

R R f

Figura 4.9 Transmissao de um feixe gaussiano através de uma lente fina

Concluimos que a onda transmitida € ainda um feixe gaussiano com largura W’=W a raio

) -1 1 (o A
de curvatura R’, onde R’ satisfaz a equacao 2 R =—. Além disso, como os parametros de um

1
R f
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feixe gaussiano podem ser determinados a partir de sua largura e de sua curvatura em um

determinado ponto, obtemos o novo raio minimo Wy’ e a nova posi¢ao do waist :

R'
W,'= W T -7'= : ) 4.11
1+ w21 aR )| 1+(AR' 7W?)
2 27
Substituindo agora R(z) =7z 1+(Z—°] e W(z)=W, 1+(ij nas trés equacdes acima, as
Z <o

seguintes expressdes que relacionam os parametros dos dois feixes sdo obtidas:

Raio do waist W,'= MW,
Localizacdo do waist (Z—-f)=M*(z—-f)
Profundidade de Foco 2z,'=M*(2z,)
— Mr _ | f | _ ZO
Magnificacio M_W,Mr_|z—f ,r_z—f

Se uma lente € colocada no waist de um feixe gaussiano, como mostra a figura abaixo, os

parametros do novo feixe gaussiano sdo obtidos substituindo-se z=0 nas equag¢des acima:

e T

Figura 4.10 Focando um feixe com waist na lente
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LW, L
W= __f
[+ 7]

Quando o parametro de Rayleigh zy € muito maior que a distancia focal da lente, como mostra a

Figura 4.11, podemos aproximar as expressoes acima por:

WO':Ly e o z=—I 4.12
[+ s ) [
<y
0% f —i z=f |
— }
— -

Figura 4.11 Focando um feixe colimado.

Estas foram as expressdes que utilizamos para o cédlculo do spot size, ja que o parametro
confocal do laser utilizado é da ordem de 1 metro, enquanto a distancia focal da lente utilizada é
da ordem de 10 cm.

Devido as correcdes para as aberracdes esféricas preferimos utilizar uma objetiva de
microscopio, com aumento de 4x, para focalizar o feixe laser. Para estimarmos a distancia focal.
utilizamos o fato de que eram objetivas projetadas para um tubo de microscépio com

comprimento de 160mm. Com a ajuda das figuras abaixo obtemos:
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™ ~

“ Planos Principais

Figura 4.12 Esquema de uma objetiva de microscépio.

Conjugate Field Planes in the Optical Microscope
Image

Objective Eyepiece Plane (4}

1
1
L= D naE 1 Retina
',.-,‘ﬁ" 10ptical TI.IbE|—P-|aneg|'3:|- :
?—"‘ 1-=Length == I Figure 12
I 1
|- 25em =1

Figura 4.13 Planos conjugados em um microscopio optico

Da Figura 4.12 por semelhancga de triangulos temos:

£=i:>f:£ ,ondem:ﬁ
h h m h

E da Figura 4.13 temos que o comprimento do tubo € igual a x’. Entdo, como neste caso
x'=160mm e m=4, f =40mm. Utilizando a equacdo 4.12 obtemos o tamanho do spot size. O
didmetro inicial do feixe utilizado € de 2w = 0.8mm . Assim encontramos para o raio do waist do

novo feixe:

" = Af  6328nm 40mm _

20um = 2w, =40um
Tw 7 0.4mm
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Este valor de spot size ainda era grande comparado as dimensdes do cantilever utilizado, com

largura dos bragcos de 18um. Assim foi necessdrio expandir o feixe. Utilizamos um beam

expander com aumento de 10x para tanto:

~— f1+ fo ==
......... I
i _ " +
Wi W
] . L
W, :£W1
fi

Figura 4.14. Esquema ilustrando um beam expander ~ Figura 4.15 Beam Expander de 10x utilizado

Com a expansdo do feixe obtivemos um spot size 10 vezes menor, aproximadamente de

4 m de diametro, compativel com as dimensdes do cantilever utilizado.

A seguir imagens feitas por um microscopio convencional durante a focalizacdo do feixe

laser no cantilever.

Figura 4.16 Cantilever visto lateralmente na tela da TV  Figura 4.17 Visualizac¢do do feixe laser sendo focado no
apds aumento de 100x do microscépio cantilever
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Figura 4.18 Detalhe da focalizagdo do feixe laser pela objetiva(da horizontal) no cantilever

4.2 Deflexao do Cantilever — Picomotor

Precisdvamos defletir o cantilever com precisdao de nandmetros. Utilizamos um picomotor
(Newfocus) controlado por computador e com resolu¢do melhor que 30 nm. Foi construido um

software em LabView para o controle e para a calibracdo deste pico motor.
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Figura 4.19 Picomotor, controlado por computador, Figura 4.20 Peca construida para isolar o movimento
utilizado para defletir o cantilever translacional do movimento rotacional do picomotor.

Abaixo a imagem vista no monitor do computador do painel de controle do VI(Virtual

Instrument) construido em LabView para o controle e a calibragdo do picomotor:

B MYPICO.YI

Taols grgwse _giljc_lgw t_lelp

IE | 13pt Application Font _‘ _”En-' ‘T:EE‘ || f;fJ:] o

4.2.1 Calibracao do picomotor

A Calibrag¢do do picomotor foi feita da seguinte maneira: Com a ajuda de uma camara de
Neubauer, de um microscopio e uma camara de video acoplada ao microscépio, calibramos na
tela de uma TV a distancia de 50um. Apds, colocamos um corante na superficie interna de uma

cubeta de acrilico e focalizamos uma das particulas deste corante para que servisse de referéncia
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na tela da TV quando a cubeta fosse empurrada pelo picomotor. Este foi controlado via software,
que manda uma determinada quantia de pulsos a uma determinada freqii€éncia para o picomotor.
Entdo, apés um determinado nimero de pulsos que permitia uma destas particulas cruzar
completamente a distancia calibrada na tela da TV, obtivemos uma calibracdo do deslocamento

do picomotor para cada pulso de tensdo recebido de 20+ 2nm/ pulso .

4.2.2 Calibracdo do cantilever com o picomotor

A Figura 4.21 mostra o a configuracdo utilizada na calibrac¢do do sinal da fotodetector com

a utilizagcao do picomotor.

Cantilever

Picomotor

e T i e

Figura 4.21 Esquema da calibracio da deflexao do cantilever com o picomotor

O cantilever foi colocado em um suporte com ajustes X, y € z sobre 0 microscépio e em
contato com o picomotor. Este entdo empurrava o cantilever com pulsos controlados enquanto o
fotodetector registrava o sinal V(x). A partir desta curva obt€ém-se a sensibilidade S do sensor

que, juntamente com o ruido do sistema possibilitava a determinacio da minima deflexdo
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detectavel, Xyin (MDD). Com este parametro determina-se a minima forgca detectivel ou a

resolucdo de for¢a do sistema, Fpyp.

4.3 Fotodetector “Bi-Cell”

A seguir as principais caracteristicas do fotodetector utilizado nos experimentos ornecido

pelo fabricante™.
4.3.1 Principio de funcionamento

O Silicio € um semicondutor com um gap de energia de 1.12 eV a temperatura ambiente.
Este é o gap entre a banda de valéncia e a banda de condugdo. Os elétrons podem saltar para a
banda de condugdo por colisdes com particulas ou fétons com energias maiores que 1.12eV, que
correspondem a comprimentos de onda menores que 1100 nm. Os elétrons resultantes na banda
de conducdo sdo livres para conduzir corrente elétrica.

Devido ao gradiente de concentragdo, a difusdo dos elétrons da regido tipo N para a regiao
tipo P e a difusdo de buracos da regido tipo P para a regido tipo N, geram um voltagem interna
através da juncdo. A inter-difusdo de elétrons e buracos entre as regides N e P através da jungdo
resulta em uma regido ausente de portadores que € chamada regido de deplecdo. Qualquer
polarizacdo reversa aplicada se soma a voltagem inerna e alarga esta regido. Os pares electron-
buraco gerados pela luz sdo varridos para fora da regido de deplecdo por deriva e sdo coletados
por difusdo da regido ndo depletada. A corrente gerada € proporcional poténcia da radiagcdo

incidente. A luz é absorvida exponencialmente com a distancia e € proporcional ao coeficiente de

absorcdo. O coeficinete de absor¢do € muito alto para comprimrntos de onda curtos na regido do

%% “photodiode Characteristics and Applications”- UDT Sensor, Inc. — www.udt.com
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UV e é pequeno para grandes coprimentos de onda. Dai, fotons na regido do UV sdo absorvidos
em uma fina camada da superficie mais externa, enquanto o silicio se torna transparente para
comprimentos de onda maiores que 1200nm. Além disso, fétons com energia menores que o
band gap do silicio ndo sdo absorvido de maneira alguma.

As figuras abaixo ilustram detalhes do fotodetector utilizado:

SD113-24-21-021

—0.120—
alumimnio
Creide
—my Acher frea Diamoior
PHOTOSENSITIVE 13 0120
i AREA ax_/
Si0, = Anode () 0048 ¥ 0100
N —P-0.004
b, regido de deplegio / %gﬁg DIA
T m T - MAX GLASS '
e AHOWE CAF
Silicio tipo H TOP EDGE D.0L2 —
0808 IIa WINDOW
|
S
APPROX OPTICAL | L 1
Contact Metal T Cathode {-} DISTANCE 0.050
) ) 0128 |
Chromium Gold PHOTOSENSITIVE 0114
SURFACE
0.30
Figura 4.22 Construcdo de um fotodiodo de Si por difusdo planar MIN
#0.362 _ @0.019 3%
@0.337 #0016
R. 0,210
®n.190
0.039
0.032
‘ IF
C - — 0.044
I I . < 2020 BOTTOM VIEW
-1 1
2 I
CASE P
13

Figura 4.23 Circuito equivalente de um fotodiodo. Rgy é a Figura 4.24 Vista esquemdtica e dimensdes do
resisténcia de shunt, R; € a carga vista pelo fotodiodo, C; ¢ a fotodiodo utilizado (em polegadas)

capacitancia de juncdo e Ip € a fotocorrente e I € a corrente de

escuro
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4.3.2 Resisténcia Shunt, Rsn

A Resisténcia Shunt € a inclinacdo da curva corrente-voltagem do fotodiodo na origem,
1.e. V=0. Embora um fotodiodo ideal deva ter resisténcia shunt infinita, os valores reais variam de
dezenas a milhares de Mega ohms. E usada na determinacio da corrente de ruido do fotodiodo no
modo fotovoltaico (ndo polarizado). Para uma melhor performance do fotodiodo uma maior

resisténcia shunt é desejada.

4.3.3 Resisténcia Série, Rs

A Resisténcia Série de um fotodiodo vem da resisténcia dos contatos e da resisténcia do

silicio que ndo estd em deplecio. E dado por:

R, :w—ﬂ%

onde Ws € a espessura do substrato, Wy € a largura da regido de deplecdo, A € a area difundida da

4.13

juncdo, p € aresistividade do substrato e R¢ € a resisténcia do contato. E usada para determinar

a linearidade do fotodiodo no modo fotovoltaico (V=0). Embora fotodiodos ideais devam ter

resisténcia série nula, valores tipicos variam de 10 a 1000 ohms.

4.3.4 Capacitancia de Jungéo, C,

As fronteiras da regido de deplecdo agem como placas de um capacitor de placas
paralelas. A capacitancia de juncdo € diretamente proporcional a drea difundida e inversamente
proporcional a largura da regido de deplec¢do. Além disso, substratos com maior resistividade t€ém

menores Cj. E dependente da polarizacio reversa de acordo com:
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& A
C, = Zsio 4.14
V2up(V, +V)

onde gy € a permissividade do vacuo, &s;i € a constante dielétrica do silicio, yu € a mobilidade dos

elétrons, p € a resistividade do silicio, V; € a voltagem intrinseca do silicio e V5 é a voltagem

aplicada. C; € utilizada na determinacdo da velocidade de resposta do fotodiodo.

4.3.5 Responsividade, R,

A responsividade de um fotodiodo de Si é uma medida de sua sensibilidade a luz, e é
definida como a razdo da fotocorrente Ip com a poténcia da luz incidente P em um dado

comprimento de onda (A):

Absolute Spectral Responsivity

Responsivity (AMW)

0.00 ¥ T T T T T T T T
200 300 400 500 BOO 700 BOO €00 1000 1100 1200
Wavelength (nm)

Figura 4.25 Responsividade do fotodetector utilizado (dado pelo fabricante)

I
R, =%
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4.3.6 Curva Caracteristica I-V

A curva corrente-voltagem caracteristica de um fotodiodo sem nenhuma luz incidente é
similar a de um diodo retificador. Quando o fotodiodo € diretamente polarizado, existe um
aumento exponencial na corrente. Quando uma polarizacdo reversa é aplicada, uma pequena
corrente de saturacdo Isar aparece. Ela estd relacionada com a corrente de escuro Ip por:

qVy

kT
I,=1g,(e" —1)
onde g € a carga do elétron, V4 € a voltagem aplicada de polarizagdo, kg € a constante de

Boltzmann e 7 € a temperatura absoluta.

Reverse Bias Forward Bias

Breakdown Voltage

Figura 4.26 Curvas I-V caracteristicas para trés poténcias de luz incidente

[luminando o fotodiodo com radiagdo 6ptica, desloca-se a curva I-V de uma quantidade igual a

fotocorrente Ip:

qVy

Lrorar = ISAT(ekBT -D-1,
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4.3.7 Ruidos

Em um fotodiodo, duas fontes de ruido podem ser identificadas: Shot noise e Johnson

noise:

4.3.7.1 Ruido Shot

O ruido shot estd relacionado a flutuacdes estatisticas em ambas — fotocorrente e corrente de

escuro. A magnitude do ruido shot é expressa como o valor rms da corrente shot noise I, :

Isn :\/zq(lp +ID)Af

onde g é a carga do elétron, Ip € a fotocorrente gerada, Ip € a corrente de escuro e Af € a largura
de banda de medida do ruido. Shot noise € a fonte de ruido dominante quando o modo de

operacdo € fotocondutivo (polarizado).

4.3.7.2 Ruido Johnson ou Térmico

A resisténcia shunt em um fotodetector tem um ruido Johnson associado a ela. Isto se

deve a geracdo térmica de portadores. A magnitude desta corrente de ruido gerada é dada por:

4k , TAf

jn
RSH

onde Kp € a constante de Boltzmann, 7 € a temperatura absoluta, Rsy € a resisténcia shunt do
fotodiodo e Af € a largura de banda de medida do ruido. Este tipo de ruido € o dominante no

modo de operagdo fotovoltaico (ndo polarizado).
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4.3.7.3 Ruido Total

A corrente total de ruido gerada em um fotodetector é dada por:

4.3.8 Poténcia Equivalente de Ruido (NEP)

Poténcia equivalente de ruido é a quantidade de poténcia de luz incidente em um fotodetector,
que gera uma fotocorrente igual a corrente total de ruido /,,. NEP € definida como:

NEP:Ii
R

A
4.3.9 Polarizacdo

Um sinal de fotodiodo pode ser medido como voltagem ou corrente. Medidas de corrente
demonstram de longe melhor linearidade, offset, e performance de largura de banda. A
fotocorrente gerada é proporcional a poténcia da luz incidente e deve ser convertida para
voltagem usando uma configuragdo de transimpedancia. O fotodiodo pode ser operado com ou
sem uma polarizacdo reversa aplicada, dependendo das necessidades especificas de cada
aplicacdo. Eles sdo conhecidos como modo “fotocondutivo™ (polarizado) e modo “fotovoltaico”

(ndo polarizado).

4.3.9.1 Modo Fotocondutivo

A aplicacdo de uma polarizacdo reversa (i.e. catodo positivo, anodo negativo) pode aumentar
enormemente a velocidade de resposta e a linearidade destes instrumentos. Isto se deve ao
aumento na largura da regido de deplecdo e conseqiientemente ao decréscimo na capacitancia de

jungdo. Aplicar uma polarizagdo reversa, entretanto, aumentara as correntes de escuro e de ruido.
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4.3.9.2 Modo Fotovoltaico

O modo fotovoltaico de operacdo é preferido quando o fotodiodo é usado em aplicag¢des
de baixa freqiiéncia (até 350 kHz), e por isso foi o modo em que o utilizamos. Também é
indicado para aplicacdes com niveis de luz ultrabaixos. Além de oferecer uma simples
configuracdo operacional, as fotocorrentes neste modo apresentam menos variagdes na

responsividade em fungdo da temperatura.

4.4 Condicionamento de sinais para o fotodetector

Abaixo a figura 23 ilustra o circuito construido para o condicionamento de sinais do fotodiodo:

avlpal

H Offset Trim

7 | +Veg

Output

NC

Figura 4.27 Circuito construido para a utilizagdo do fotodiodo Figura 4.28 Amplificador OPA37
ultralow noise utilizado no
circuito ao lado

O primeiro estdgio € um amplificador de transimpedancia que tem por objetivo tornar a
impedancia vista pelo fotodetector a menor possivel, ja que este funciona de modo andlogo a uma

fonte de corrente, convertendo a corrente gerada no fotodetector em tensao. O segundo estagio €
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um amplificador de diferengas que € responsavel pela subtracdo dos sinais fornecidos por cada

elemento do fotodiodo anteriormente convertidos em tensdo pelo primeiro estagio.

4.4.1 Amplificador deTransimpedancia

Uma das caracteristica principais dos amplificadores operacionais € o elevado ganho.
Assim, mantendo a entrada positiva aterrada, qualquer diferenca de potencial positiva na entrada
inversora de um amplificador causa um grande sinal de saida negativo. Colocando um resistor de
feedback, Rp, da saida para a entrada negativa, ou seja, fazendo uma realimentacdo negativa,
drenamos o potencial da entrada inversora através de Ry para a saida, V,. No caso ideal de ganho
infinito(amplificador ideal), toda corrente chegando a entrada inversora serd forcada pelo
amplificador a passar através de RF, para manter o potencial da entrada inversora préximo de
zero, igual ao da entrada ndo inversora mantendo assim V, com um valor finito. V, € portanto

dada por:

Luz

Figura 4.29 Amplificador de transimpedancia

Vale notar que a impedancia de entrada deste amplificador € idealmente zero,

caracteristica muito desejavel para maximizar a velocidade de resposta de componentes que
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apresentam capacitancias internas como os fotodiodos. Além disso o ganho pode ser feito
arbitrariamente grande através da escolha de RF apropriado sem prejuizos na velocidade de

resposta.
4.4.2 Amplificador de Subtracao

A Figura 4.30 mostra a configuragado utilizada para subtrair dois sinais V1 e V2:

R R
Vio—npy AMA—
+
R

v,
R
Vig—app

Figura 4.30 Amplicador subtrador

Utilizando o modelo do ampop ideal podemos chegar a fun¢do de transferéncia deste
circuito facilmente:

V, = A(V+ —V_) € como

V_22 e V:VI—VI_V”R:VD;V" segue

v =A[£—V‘;2V”]:>VO(1+§}:A(%j e no limite de A —> o0

=V, =V,-V,
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Inicialmente o circuito eletronico construido para o condicionamento do sinal do
fotodetector foi montado em um protoboard, com amplificadores de uso geral (LM741) e com
resistores comuns com precisdo de 5%. Tais amplificadores aumentavam os ruidos do nosso
sistema de medidas. Como desejdvamos obter a melhor a resolu¢do com o fotodetector e
conseqiientemente diminuir os ruidos da eletronica, adquirimos amplificadores ultralow noise
(OPA37) para a substituicdo dos comuns, cuja principal diferenca estd nas tensdes e correntes de
ruido intrinsecas e na corrente de polarizacdo de entrada que em amplificadores operacionais
construidos a base de transistores de efeito de campo (Fet) é da ordem de 1000 vezes menor que a
corrente de polarizacdo de amplificadores operacionais a base de transistor bipolar de jun¢do

(Bjt) como os LM741.

Figura 4.31 Fotodetector e eletrdnica para o condicionamento do sinal configurados para fécil utilizagio
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Substituimos os resistores comuns por resistores de precisdo (1%) para uma maior
linearidade e rejeicdo de modo comum do nosso sinal, e também alimentamos os amplificadores
com baterias para minimizar ruidos. Foram acrescentados ainda capacitores para a estabilidade

dos OpAmps OPA 37, pois estes nao sdo compensados internamente para estabilidade em

freqiiéncia como o LM741.

| NG

Figura 4.32 Fotodetector e suporte com regulagem.

Figura 4.34 Eletronica para o condicionamento do
sinal (internamente). Baterias alimentam o circuito para
minimizar ruidos.

Figura 4.33 Saida BNC do sinal proporcional a diferenca
das fotocorrentes e conector para o fotodetector.

O sinal era entdo levado diretamente da saida BNC do médulo na Figura 4.33 a um lock-in para aquisicio e
filtragem de ruidos.
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4.5 Resultados Obtidos

A figura abaixo € a imagem vista no monitor do computador do VI construido para o
controle e a aquisi¢cdo de dados do experimento de detec¢do Optica da deflexdo do cantilever,
utilizando um fotodetector e um picomotor. Isto foi possivel gragas a facilidade que o Lock-in

utilizado (SR833) oferecia de comunicagdo via GPIB.
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Figura 4.35 VI construido em LabView para controle e aquisicdo de dados durante o experimento. O gréafico da

esquerda representa a variacdo da intensidade do sinal detectado pelo lock-in (R) a medida que o picomotor empurra
o cantilever. O grafico da direita representa a variacdo da fase do sinal de entrada com relacdo ao sinal de referéncia

O lock-in dava apenas o mddulo do sinal fornecido pela eletronica, gerando uma figura
simétrica em forma de V no grifico a esquerda da Figura 4.35. A medida em que a haste

empurrada pelo picomotor se aproximava do cantilever de AFM, este sentia uma atragdo pela
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mesma devido a for¢as de van der Waals e sofria um deslocamento da sua posi¢ao de equilibrio
defletindo o feixe laser. Apds mais alguns passos do picomotor o cantilever passava pela sua
posicdo de equilibrio e logo apds invertia o sentido da deflexdo inicial. Entdo o sinal fornecido
pelo circuito ao lock-in, que é proporcional a subtracido das intensidades que chegam em cada
elemento do fotodiodo, comec¢a a diminuir, passando por um minimo e voltando novamente a
aumentar com a mesma inclinacdo. Selecionamos a regido a direita do minimo do melhor
conjunto de dados obtido para realizarmos uma regressdo linear com o objetivo de obter a

sensibilidade do fotodetector para este sistema:

3,50E-04 -

3,00E-04 -

2,50E-04

2,00E-04

Signal (V)

1,50E-04

1,00E-04 <

5,00E-05 -

0,00E+OO T T T
2400 2600 2800 3000 3200

Distancia (nm)

Figura 4.36 Pontos selecionados para a realizac@o da regressao linear.

A partir destes dados, apds um tratamento estatistico, obtivemos a sensibilidade para o nosso
sistema de deteccdo 6ptica da deflexdo do cantilever de 2,7 10”7 V/nm. Obtivemos também o
minimo deslocamento e a minima forca detectivel com este sistema: Inm e 10pN

respectivamente, este ultimo considerando uma constante de mola de 0,01N/m. Assim, com este
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sistema seria possivel calibrar as forcas Opticas na faixa de 10-100pN, nao fosse o fato de que era
necessdrio ainda resolver o problema de deteccdo da deflexdo do feixe laser refletido do
cantilever dentro da camara com a solucdo de esferas dielétricas. As dificuldades relacionadas a

este fato motivaram a busca de uma outra solucao.
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Capitulo 5. Piezoresistores

A variacdo de resisténcia de um condutor metdlico quando sujeito a uma deformacdo
mecanica foi pela primeira vez observada por Lord Kelvin em 1856°'. O valor da resisténcia R de
um bloco de material pode ser definida em termos de sua resistividade p e suas dimensdes pela
seguinte equagao:

L
R=p——
Pwr

onde L é o comprimento, W € a largura e H € a altura de um material isotrépico.

Um fio esticado fica mais longo e fino, o que aumenta sua resisténcia devido a alteragcdo
em sua geometria apenas. Qualquer material pode sofrer uma alteracdo na resisténcia devido a
alteragdes geométricas apenas, mas o termo piezoresistivo refere-se especificamente a alteracoes
na resistividade do material devido a tensdes em semicondutores. As propriedades elétricas de
alguns semicondutores dopados respondem a tensdes com variacdes de resisténcia cem vezes
maior do que aquela atribuida apenas a geometria.

Piezoresistores em silicio sdo criados pela introducdo de atomos dopantes para a criacdo
de portadores de carga. Quando o silicio experimenta pressao / tensdo e, portanto se comprime /
expande, o espacamento entre os d&tomos da rede varia, afetando o gap de energia da banda. Esta
variagdo também aumenta ou diminui o nimero de portadores disponiveis na regido dopada, que
¢ medida como uma varia¢ao na resisténcia®, pois a resistividade depende da concentracdo de

elétrons excitados n e buracos p nas bandas e também de suas mobilidades:

S'W. Thomson (Lord Kelvin), "On the electrodynamic qualities of metals", Proc. Royal Society, pp 546-550, 1857
2 . J. Giessibl and B. M. Trafas, "Piezoresistive cantilevers utilized for scanning tunneling and scanning force
microscope in ultrahigh vacuum." Rev. Sci. Inst., vol. 65, no. 6, pp. 1923-1929, 1994.
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1
p=——"—
q(nu, + pu,)

5.1
onde g € a carga unitdria, n € p sdo as concentragdoes dos elétrons e buracos, e u, € , sdo as
mobilidades do elétron e do buraco respectivamente.

O primeiro cantilever de AFM foi criado na Universidade de Stanford por Marco
Tortonese em 1991>°. Ao implantar boro, um caminho condutor foi criado na superficie de um

cantilever de silicio. Com uma voltagem aplicada a corrente flui por um brago e retorna pelo

outro como ilustrado pela Figura 5.1:

camada dopada

silicio puro

Figura 5.1. Esquema de um cantilever piezoresistivo. A camada superior conduz devido a estar dopada
com boro. Aplicar uma tensao nos contatos gera um fluxo de corrente saindo de um terminal em dire¢do ao
outro, contornando a separacao fisica existente entre cada brago do cantilever.

Com uma deflexao vertical e para baixo do cantilever, a tensdo criada na camada superior resulta
em um aumento da resisténcia e, ao contrério, se o cantilever sofre uma deflexao vertical para
cima, a pressdo criada na camada superior resulta em uma diminui¢do da resisténcia. Assim a
deflexdao pode ser medida como uma variacdo de resisténcia do cantilever e para isto comumente

utiliza-se uma ponte de Wheatstone com alimentacdo DC:

3 M. Tortonese, H. Yamada, R. C. Barrett, and C. F. Quate, "Atomic force microscopy using a piezoresistive
cantilever." Transducers 97. 1997 International Conference on Solid-State Sensors and Actuators, pp. 448-451, 1991.
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Figura 5.2 Esquema de detec¢do da deflexdo de um cantilever de AFM piezoresistivo.

E fcil notar que este tipo de detector de forca é ideal para a solucdo do nosso problema,
ja que poderia facilmente ser posicionado dentro do cdmara com a solucdo das particulas a serem
pincadas para uma calibracdo da for¢a 6ptica em um microscépio invertido.

O efeito piezoresistivo no silicio tem uma natureza anisotropica e pode ser descrito

utilizando um tratamento tensorial.
5.1.1 Tensor Piezoresistivo

O tensor de piezoresistividade caracteriza a variacao na resistividade do material sujeito a
uma tensdo. Este tensor € encontrado na teoria da condug¢do da carga elétrica em um condutor
Oohmico anisotrépico. A relacdo linear mais geral relacionando campo elétrico E e densidade de
corrente J ¢é:

E = pijJ i
Onde p;j sdo os componentes da tensor de resistividade e a convengdo de Einstein € utilizada. Os
subscritos j e i estdo relacionados a direcio da densidade de corrente e campo elétrico,
respectivamente. Em geral, os subscritos 1,2 e 3530 usados para representar as componentes X, Y,
e z dos vetores num sistema de coordenadas cartesiano. A resistividade de um cristal
semicondutor nao tencionado € um escalar, ou seja, p;j=p22=p33=p € as outras componentes sao

zero. Quando este semicondutor € mecanicamente tencionado, sua simetria ctibica é quebrada e a
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resistividade ndo é mais isotrépica™. Assim, J ndo é paralela a E e p;; para i# pode ndo ser mais
zero.

A piezoresisténcia de um material € freqiientemente representada por um conjunto de
constantes empiricas: os coeficientes piezoresistivos. A varia¢do relativa em p;; até a segunda
ordem na tensdo € dada por:

Apl.j

5 0,0, +0(c?)

mn

=i O+ 7 ijimn

onde pp € a resistividade para o material ndo tencionado, Gy € Omn S30 tensores de tensdo de

segunda ordem, T € Tijumn SA0 08 coeficientes piezoresistivos de primeira e segunda ordem
. 3. L - .

respectivamente € O(c”) € o termo dependente da tensdo de ordem superior que geralmente pode

ser desprezado.

5.1.2 Coeficientes Piezoresistivos

A simetria da estrutura do diamante reduz o nimero de coeficientes piezoresistivos de
primeira ordem a 3 e o nimero dos de segunda ordem a 9. Geralmente, uma convencdo de
contragdo € usada para reduzir a complexidade da legenda dos indices através de um esquema de
renumeracao usando uma notacdo de 6 componentes. (sufixos mudam de 11, 22, 33, 23, 13 e 12
para 1, 2, 3, 4, 5 e 6 respectivamente). Tabela 3.1 mostra os trés coeficientes de
piezoresistividade de primeira ordem (FOPR) e os nove coeficientes de segunda ordem (SOPR)

e seus correspondentes™:

3 C.S. Smith, "Macroscopic symmetry and properties of crystals", in F. Seitz and D. Turnbull (ed.), Solid State
Physics, Vol. 6, Academic Press, New York, pp.175-249, 1958.

> K. Matsuda, K. Suzuki, K. Yamamura, and Y. Kanda, "Nonlinear piezoresistive coeficients in silicon", J. Appl.
Phys., 73, 1838-1847, 1993.
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FOPE T SOPR Tilkimn

M=M= M11=M222=M333
2= =M3=N31=M3=M32 M112=M13=012=M203=M313=M323
T =T55= Mg M=M= M33=Ma1=M31:=Ma22

M=M=
Ma4y=T255= Mg
Mg6= M 55=Moga=Mage=M344=Mas5

M516=Me26=1T51 5= M535=M124=M134
M14=M25=Ms38
Ty56=Ms5=sus

Tabela 5.1 Coeficientes independentes de primeira e segunda ordem de um cristal ctbico

A dependéncia dos coeficientes piezoresistivos com relacdo a concentragdo de impurezas
para diferentes temperaturas foi estudada por Kanda™. Em concentra¢des de dopagem abaixo de
10" em™ os coeficientes piezoresistivos dependem fortemente da temperatura. Entre -50 °C e
+150 °C para ambos materiais tipo p ou n, os coeficientes de primeira ordem diminuem com o

aumento da temperatura por aproximadamente:

or,
L 3107

T i

5.2 Ruidos nos Piezoresistores

Sensores piezoresistivos t€ém duas principais fontes de ruido, ambos distinguiveis facilmente em
um espectro de ruido vs Freqii€éncia, como mostrado na Figura 5.3. Em baixas freqiiéncias, todos
resistores sofrem de flutuagdes na condutancia, geralmente chamadas ruido 1/f porque a
densidade de poténcia deste ruido (PSD) [V*/Hz] tem esta dependéncia com a freqiiéncia. Além

deste, existe o ruido Johnson que € independente da freqiiéncia e aparece no espectro de

%Y. Kanda, "Piezoresistance effect of silicon." Sensors and Actuators A, vol. 28, pp. 83-91, 1991.
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freqii€éncia como uma linha horizontal. A origem do ruido Johnson é bem entendida e se da
devido a geracdo térmica de portadores no resistor’’ A origem do ruido 1/f, por outro lado, é

ainda uma drea de pesquisa ativa.

v/ Hz

Johnson

&
B b

S T ..”.MK\T\..J.”| -

10 100 1000 10*
Freqiiéncia (Hz)

10

Figura 5.3 Tipico espectro de ruido de um cantilever piezoresistivo mostrando ruidos Johnson e 1/f.*

5.2.1 Ruido Johnson

O ruido Johnson de um piezoresistor é um limite fundamental, dado pela energia térmica
dos portadores em um resistor, e depende apenas da resisténcia, R e temperatura, 7. E um
ruido branco, independente da freqiiéncia. A densidade espectral de poténcia deste ruido,
S, (unidades de [V*/Hz]) em uma dada largura de banda, de fmin a fmax € dada por:

SJ = 4kBTR(fmax - fmin) 52

" H. Nyquist, "Thermal Agitation of Electric Charge in Conductors." Phys. Rev., vol. 32, pp. 110-113, 1928.

% Harley, J. A. and Kenny, T. W., “High-sensitivity piezoresistive cantilevers under 1000 A thick” - Applied Physics
Letters Volume 75, Number 2 - 12 July 1999
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5.2.2 Ruido 1/f

Em 1969, F. N. Hooge publicou a observacdo empirica de que a densidade espectral do
ruido 1/f (unidades de [V*/Hz]) de um resistor homogéneo é dependente do nimero total de

portadores no resistor de acordo com a equacao:

_av,

Nf

S, 53

Onde Vjé atensdo de polarizagdo através do resistor com um ndmero total de carregadores N, f¢é
a freqiiéncia e o € um parametro adimensional. Se a equacdo acima € integrada de fmin a fmax,

entdo tensdo de ruido nesta largura de banda é dada por:

2
Ve = 2V gy T 5.4
N fmin

Note que para qualquer década de freqii€ncia, o ruido integrado € constante. O ruido total entre 1
Hz e 10 Hz é o mesmo que entre 1 kHz e 10 kHz. Embora a largura de banda seja muito maior no

ultimo caso, o nivel de ruido € o mesmo.

5.3 Condicionamento de Sinais para Cantilevers Piezoresistivos
A equacgdo geral para um sensor baseado em uma variagdo fracional de resisténcia x, em
resposta a uma variavel a ser medida, € R= R, f(x), assumindo f(0)=1.59 Para o caso onde a

relagdo € linear tem-se:

R, =R,(1+x)

% Palds-Areny R., Webster J. G., Sensors and Signal Conditioning, John Wiley

79



No caso do cantilever piezoresistivo que adquirimos, o valor de x dado pelo fabricante é da

ordem de 107° / nm. Como precisamos detectar deslocamentos sub-angstron para alcangarmos a
resolucdo desejada de forga, precisamos ser capazes de medir variagcdes de resisténcia da ordem

de 107 ppm (0,2 m2 para uma resisténcia de 2 k) como a do cantilever utilizado).

5.3.1 Ponte de Wheatstone
Vo
R3

O método usual para medida de pequenas variacdes de resisténcia € o arranjo conhecido
por ponte de Wheatstone. A figura abaixo ilustra esta configuracao:

R1
= Vbridge +
R4

S

b)

a)
Figura 5.4 Ponte de Wheatstone. a) Forma usual. b) Forma andloga (Dois divisores de tensdo em paralelo)

A tensdo no brago esquerdo da ponte é dada por:
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R R
Vout = V+ _V— = . - 2 ‘/in 55
R,+R, R +R,

. ) e R, R
Consideramos entdo que R, = R, . Para que a ponte esteja equilibrada (com x=0 ) R—l = R—3 =k.
2 0
Substituindo este parametro na equacao 5.5 obtemos:
kx
5.6

VOMf = ‘/iﬂ
(k+Dk+1+x)
Vemos a partir da equacio 5.6 que a linearidade de V,,,, com relacdo a x s6 estd garantida

se a condi¢do ¥ << k+1 for satisfeita. Nesta situacdo a sensibilidade da ponte € dada por:

S — d‘/oul — k

€ v, 5.7
dR, R, (k+1)(k+1+x)

O valor maximo da sensibilidade em func¢ado de k € obtido quando Z—i =0 que resulta em:
k*=1+x

Como no nosso caso x é da ordem de 107, a condi¢io de maxima sensibilidade que deve
ser satisfeita pélos resistores € dada por k =1, que resulta em:
dav,, 1

out

dR, 4R, "
que para uma resisténcia da ordem de 20002 e para um voltagem de alimentacdo da ponte de

10V € da ordem de S =1mV /Q). Para detectarmos variagdes da ordem de 0,2 m€, levando em

conta esta sensibilidade, precisamos detectar sinais de voltagem da ordem de 0,24V . Portanto

precisamos manter os ruidos eletronicos em uma escala pelo menos dez vezes menor.
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5.3.2 Montagem Experimental

Foi utilizado um lock-in para excitar a ponte e simultaneamente adquirir o sinal de saida

da mesma, objetivando minimizar o principal tipo de ruido deste tipo de sensor que € o flicker,

. . 1 g e e e A . . P
cujo espectro € da forma — .Utilizamos inicialmente freqiiéncias baixas, de no miximo 100Hz,

devido ao descasamento de impedancias nos bragos da ponte para sinais AC. Para isolar ao
maximo o experimento do ambiente externo foram utilizados cabos coaxiais para transportar o
sinal de cada braco da ponte as entradas diferencias A e B do Lock-in conforme ilustra o esquema

abaixo:

Experimento SRE30 Lock-In
Signal | Al
Source
= -::|:>
Loop
Area R

T e

Figura 5.5. Esquema da ligag@o utilizada no experimento.

sample
—— Vi- Vym-¥ AR
° 4R

Figura 5.6 Esquema de detec¢@o da deflex@o do cantilever de AFM piezoresistivo.

Inicialmente balancedvamos a ponte com uma alimentacdo DC. Em seguida alterndvamos

para alimentacdo AC para a aquisicdo da medida pelo lock-in, a medida que empurrdvamos o
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cantilever com uma alavanca acionada por um picomotor e controlado pelo computador. As

figuras abaixo mostram o dispositivo final construido:

<

a

<

Figura 5.7 Dispositivo construido para a primeira parte do condicionamento do sinal do cantilever piezoresistivo (Ponte de
Wheatstone) a) Vista frontal: Saidas dos sinais de cada brago da ponte e potencidmetro para o ajuste do zero da tensdo. b)
Vista traseira: conector para o piezoresistor e chave comutadora entre alimentacdo AC e DC da ponte.

Figura 5.8 a) Dispositivo internamente b) Plug do cabo utilizado para ligar o piezoresistor ao dispositivo (2 vias +
malha)
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Figura 5.9 a) Suporte utilizado para fixacdo e movimentacdo do cantilever piezoresistivo. b) Imagem do cantilever
na TV (180 pm de comprimento)

5.4 Resultados Obtidos

Abaixo estd um grafico dos dados obtidos com o cantilever piezoresistivo a medida que era
empurrado pelo picomotor:

6,00E-04

5,00E-04

4,00E-04

3,00E-04

Sinal (V)

2,00E-04

1,00E-04 -

0,00E+00

150 2150 4150 6150 8150 10150 12150 14150 16150
Deslocamento (nm)

Figura 5.10 Pontos obtidos com o cantilever piezoresistivo e regressdo linear.
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A partir destes dados, apés um tratamento estatistico, obtivemos uma calibracdo para o nosso
sistema de deteccio da deflexdo do cantilever piezoresistivo de 2,9 10® V/nm. Obtivemos
também o minimo deslocamento e a minima forca detectdvel com este sistema: 397nm e 397nN
respectivamente, este Ultimo considerando uma constante de mola de 1N/m que é fornecida pelo
fabricante. Estes resultados sdo bem piores que os obtidos anteriormente com o sistema de
deflexdo optico (Inm e 10pN). Isto mostra que o nivel de ruido existente no sinal deste sensor
para as freqiiéncias utilizadas € demasiadamente grande para permitir resolu¢des sub-angstron
que seriam necessdrias com este tipo de detector, devido a sua maior rigidez. Além disso
apresenta menor sensibilidade que no caso 6ptico. Estes resultados indicam que € preciso
aumentar a sensibilidade do sensor através de uma outra topologia de circuito ou baixar muito os
niveis de ruido deste detector para utilizd-lo na calibracdo da forca dptica. Uma possibilidade é
aumentar a freqiiéncia para a faixa de kHz e balancear a ponte nestas condicdes. Entretanto surge
o problema de balanceamento da ponte de Wheatstone em altas freqii€ncias, onde capacitancias e

indutancias parasistas comegam a ser relevantes.
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Capitulo 6. Conclusoes e Perspectivas

As principais constatagdes foram:

do

piezoresistivos ultrafinos com resolugdes de forca de até 8.6 fN/(Hz)

O sistema de deteccdo Optico da deflexdao do cantilever de AFM apresenta a resolugdo
necessdria para a calibracdo da forca dptica como era esperado da literatura, no entanto tal
sistema apresenta caracteristicas desfavoraveis para a utilizacdo na calibracdo da forca
Optica, principalmente dadas as condi¢des especificas deste problema como a necessidade
de alinhamento, focalizacdo e detec¢do do feixe laser que passa por uma solugdo.

O sistema de detec¢do piezoresistivo da deflexdo do cantilever de AFM apresenta
caracteristicas ideais para a utilizacdo na calibra¢do da forca Optica, principalmente por
dispensar a utilizagdo de laser e detector externo. Entretanto ndo conseguimos
inicialmente a resolu¢do necessdria para a calibracdo da forca Optica com tal sistema,
principalmente devido ao fato de que os cantilevers que existiam comercialmente a época
da realizacdo desta pesquisa apresentavam constantes de mola muito altas (1N/m)

exigindo resolucdes de deflexdo muito altas.

Acreditamos que novos esforcos para atingir os objetivos iniciais devem seguir na dire¢ao

sistema de detec¢do piezoresistivo. Recentemente Harley® construiu cantilevers

1/2
2 & com constantes de mola

tdo baixas quanto as da pinca Gptica (10 N/m). Vale notar que com tais cantilevers a calibracdo

% Harley, J. A. and Kenny, T. W., “High-sensitivity piezoresistive cantilevers under 1000 A thick” - Applied Physics
Letters Volume 75, Number 2 - 12 July 1999
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da forca Optica seria imediata, pois as deflexdes do cantilever seriam da mesma ordem que o
deslocamento da particula aprisionada(um), facilitando imensamente o condicionamento de
sinais.

Uma segunda alternativa, para tentar melhorar a resolu¢cdo dos cantilever duros (1 N/m) é
uma nova topologia de circuito conhecida como Loop de Anderson®. Ela supera
significativamente a performance da cldssica ponte de Wheatstone em muitas aplicacdes de
instrumentacdo. Usando subtragdo ativa como tecnologia chave, o loop de Anderson fornece
maior precisdo com menor excitagdo se comparado a ponte de Wheatstone e realiza fungdes
adicionais de medidas. As principais desvantagens da ponte de Wheatstone em nosso caso € a
baixa sensibilidade fornecida e a dificuldade de separar ruidos autogerados quando utilizando
alimentacao.

O Loop de Anderson utiliza um subtrador diferencial ativo para medir a diferenca de
potencial através de duas ou mais impedancias que sdo atravessadas pela mesma corrente. O
subtrador entrega em sua porta de saida a diferenca entre duas diferencas de potencial
selecionadas e possivelmente amplificadas observadas por suas portas de entrada. Diferentes
fatores de amplificacdo podem ser usados ao observar as varias diferencas de potencial do loop e
este pode conter qualquer imero pratico de impedancias monitoradas.

As principais vantagens desta topologia em nosso caso sdao a maior sensibilidade
fornecida, a possibilidade imediata de excitacdo AC para separar o sinal dos ruidos 1/f, bem
como a possibilidade direta de compensacdo através da utilizacdo de um segundo sensor
piezoresistivo na diferenca de potencial de referéncia, cancelando completamente as variacdes da

piezoresistividade com a temperatura.

%' Karl F. Anderson, “The new current loop: NASA's successor to the Wheatstone bridge”, ISA Transactions.
Vol. 36. No. 4. pp. 351-356. 1998
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Figura 6.2 Loop de Anderson

Se Z..r = 7Z entao
Vour =IAZ
Esta sensibilidade € 4 vezes maior que a fornecida pela ponte de Wheatstone nas

condig¢des de dissipacdo de poténcia.
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Apendice A. Amplificador Lock-in

Amplificadores lock-in sdo usados para detectar e medir sinais AC muito pequenos (até
alguns nanovolts). Medidas exatas podem ser feitas mesmo quando pequenos sinais sao
obscurecidos por ruidos dezenas de milhares de vezes maior. Estes amplificadores utilizam uma
técnica conhecida como “phase sentive detection” (PSD), ou seja detecgao sensivel a fase. Sinais
de ruido em freqiiéncias diferentes da freqiiéncia de referéncia em que é realizado o
experimento sdo rejeitados e ndo afetam a medida. No dia grama abaixo o sinal de referéncia é

uma onda quadrada na freqiiéncia ,. Este poderia ser o sinal de referéncia fornecido por um

chopper que modula um feixe laser incidindo em um fotodetector. Como resposta do fotodetector

teriamos um sinal dado por V ). O lock-in gera sua prépria onda de

sig

)=V, sin(wt+6

sig sig

referéncia dada por V, (1) =V, sin(w, 1 +6,,).

Reference

sona N [Th N

N2 AR,
AN M

TG

] ref
Lock-in Reference

Representagao dos sinais de referéncia e do sinal de entrada no lock-in.

O lock-in amplifica o sinal e entdo o multiplica pelo seu sinal de referéncia usando um
PSD ou multiplicador digital. A saida do PSD é simplesmente o produto de duas ondas senoidais:

Vesp (1) =V,

Vo sin(@, 1+ 6, )sin(w, 1 +6,,.)

1 1
= Vi (1) = EV V,cosl(w, -, )t +0,, —0,,1-—V,V cosl(w, +o, )t +0,, +0,,]

sig 2 sig
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Notamos que se @, for igual aw, o sinal do PSD serd separado em um componente DC e em um

componente AC que poderiam ser facilmente separados por um filtro passa-baixa (FPB):

Vs () = lV V, cos(@

Si, Si,
2 8 8

1
-0 Y——V
ref) 2

oV cosQaw, 1 +0,, +6,,)

ref
Esta € a estratégia do lock-in. Ele utiliza um “phase-locked-loop” (PLL) para gerar seu sinal de
referéncia na mesma freqiiéncia de referéncia @,. O PLL trava (locks) o seu oscilador interno a

freqiiéncia do sinal de referéncia, rastreando-a continuamente, o que possibilita uma onda

senoidal de referéncia com freqii€ncia @, e com uma fase fixa 6, . A saida do PSD passa entéo

por um FPB. Este remove os sinais AC com freqiiéncias maiores que a sua largura de banda.
Assim, se o sinal de interesse esta misturado com ruidos indesejados, cujas freqiiéncias sao
suficientemente distantes da freqii€ncia de referéncia, estes serdo filtrados pelo FPB e somente o

sinal de interesse na freqiiéncia @, nio serd afetado.

1.0

0.707

0.1

0.01}

0.001 | 1 1 }
0.01f348 0.1f348 faa8 10fa4g 1007345

Resposta em freqliéncia de um filtro passa baixa. A inclinacdo na regido linear é de —6dB/oitava
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. . 1 . on
A constante de tempo do Lock-in nada mais € que do que ————, onde f; , € a freqiiéncia de —
7T J 348

3dB do filtro passa-baixa. Assim a constante de tempo define a largura de banda do filtro passa-

baixa, ou seja, quanto maior a constante de tempo menor a f,, fazendo a atenuacdo do filtro

comecar a freqiiéncias menores, diminuindo sua largura de banda.

z

O sinal DC filtrado por este FPB € proporcional a Vg, =V, cos@, onde =6, -0, € a

diferenga de fase entre o sinal de referéncia e o sinal do oscilador interno do lock-in. Ajustando

0 ., podemos fazer €=0e assim V,, =V, . Se no entanto 6=90 =V, =0. Esta

ref sig
dependéncia da fase pode ser eliminada se adicionamos um segundo PSD, que multiplica o sinal

de entrada pelo sinal do oscilador interno do lock-in com uma diferenca de fase de +90° :

Visp (1) =V

Vo sin(w, 1+ 6, )sin(w, 1 +0,, +90°) =V, V, sin(w,r+06,,)cos(w,t+06,,)

Assim o sinal DC filtrado serd proporcional a Vg, =V, sin6 . Teremos agora dois sinais:

X =V, cos(0) e Y =V, sin(0)

Estes duas quantidades representam o sinal como um vetor de médulo V,,, que faz um éngulo 6

com relacdo ao sinal de referéncia do oscilador do lock-in. Ou seja podemos medir o sinal

independentemente da fase calculando deu médulo:

R=NX>+Y>=V

sig

A fase também pode ser calculada da seguinte maneira:

0= tan‘lz
X
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Abaixo o diagrama em bloco do lock-in utilizado resume as principais etapas. Os filtros Notch

filtram os ruidos da rede elétrica em fieqe € 2frcde :

Low Noise 50060 Hz 100120 Hz
Differential Motch MNotch
Amp Filter Filter Gain
Voltage A
oY
Current | OC Gain
Offzet
Expand
ao° Low
Phase Pass | Y Out
Shift Filter
Phasea
Sensitive
Detector Rand—= R
@Cach—o @
S—
Reference In Phase Low
Sine or TTL PLL I % Shifter —| Pass X Out
Filter
Discriminator  Phase Internal Phase DC Gain
Locked = Oscillator Sensitive Offset
Loop Detector Expand
. {>—<—3 Sine Out
\—|>—@ TTL Out
SR830 FUNCTIONAL BLOCK DIAGRAM Discriminator

Diagrama em bloco do Lock-in utilizado em nosso experimento (SR830 da Stanford Research Systems)
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Apendice B. Folhas de Especificacoes dos componentes utilizados

OPA37
Ultra-Low Noise, Precision
OPERATIONAL AMPLIFIERS
FEATURES DESCRIPTION

@ LOW NOISE: 4.5nV/Hz max at 1kHz

® LOW OFFSET: 100uV max

@ LOW DRIFT: 0.4uV/°C

@ HIGH OPEN-LOOP GAIN: 117dB min

@ HIGH COMMON-MODE REJECTION: 100dB min
@ HIGH POWER-SUPPLY REJECTION: 94dB min

@ FITS OP-07, OP-05, AD510, AND AD517
SOCKETS

APPLICATIONS

@& PRECISION INSTRUMENTATION

@ DATA ACQUISITION

@ TEST EQUIPMENT

& PROFESSIONAL AUDIO EQUIPMENT
® TRANSDUCER AMPLIFIERS

& RADIATION HARD EQUIPMENT
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The OPA27 and OPA37 are ultra-low noise, high-precision
monolithic operational amplifiers.

Laser-tnmmed thin-film resistors provide excellent long-
term voltage offset stability and allow superior voltage
offset compared to commeon zener-zap techniques.

A unique bias current cancellation circuit allows bias and
offset current specifications to be met over the full —35°C to
+125°C temperature range.

The OPA27 1s mternally compensated for unity-gain stabil-
ity. The decompensated OPA37 requires a closed-loop gain
=5,

The Burr-Brown OPA27 and OPA37 are improved replace-
ments for the mdustry-standard OP-27 and OP-37.
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SPECIFICATIONS

At Voo =415V and Te = +25°C, unless otherwise noted.

OPA2TG
OPA3TG
PARAMETER CONDITIONS MIN TYP MAX UNITS
INPUT NOISE (£
Voltage, fo = 10Hz 38 8.0 nVTHZ
fo=30Hz 33 56 niHZ
fo = 1kHz 3.2 45 niHZ
fg =0.1Hz to 10Hz 0.09 0.25 W p-p
Current, (1} f5 = 10Hz 17 pAMTHZ
fo = 30Hz 1.0 pAMHZ
fo=1kHz 0.4 0.6 pAMHZ
OFFSET VOLTAGE @
Input Cffset Voltage +25 +100 i
Average Drift3) Toan 10 T e 0.4 +1.8 18 uwreC
Long Term Stability (4 0.4 2.0 wvimo
Supply Rejection G4 120 dB
£1 20 T
BIAS CURRENT
Input Bias Current +15 +80 na
OFFSET CURRENT
Input Cffset Current 10 75 na
IMPEDANCE
Common-Mode 2|25 G || pF
VOLTAGE RANGE
Common-Mode Input Rangs =11 123
Common-Mode Rejection Vim=211WDC 100 122 dB
OPEN-LOOP VOLTAGE GAIN, DC R, = 2k} 117 124 dB
R, = 1k} 124 dB
FREQUENCY RESPONSE
Gain-Bandwidth Product (%) OPA2T 58 8 MHz
OPA3T 4516 63 MHz
Slew Rate 5 W =210V,
R, = 2ki1
OPAZT, G =+1 178 18 Vips
OPAIT, G=4+5 11108 11.9 Vius
Setiling Time, 0.01% OPAZT, G =+1 25 us
OPAIT, G=+5 25 ns
RATED QUTPUT
“altage Cutput Ry = 2kQ 12 +13.8
Rz 6000 10 £12.8
Output Resistance DC, Open Loop 70 Q
Short Circuit Current R =00 25 5015 mA,
POWER SUPPLY
Rated “oliage +15 Voo
“Yoltage Range,
Derated Performance +4 +22 vDC
Current, Quiescent lg=0mADC 33 57 mA
TEMPERATURE RANGE
Specification —40 +85 °c
Operating —40 +85 °c

WOTES: (1) Measurad with industry-standard noize test circuit {(Figures 1 and 2). Due to errors infroduced by this method, these current noise specificationz should
be used for comparison purpeses only. (2) Offset voltage specification are measured with automatic test equipment after approximately 0.5 seconds from power tum-
on. (3) Unnulled or nulled with 8kL: to 20kl potentiometer. (4) Leng-term voltage offset vs time frend line does not include warm-up drift. (5) Typical specification only
cn plasfic package units. Slew rate varies on all units dus fo differing test methods. Minimum specification applies to open-locp test. (B) This parameter guaranteed by

design.
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Fotodetector

SPECIFICATIONS (PER ELEMENT)

Responsivity: 0.32 AW min_, 0.38 A/W typ. @ 632.8nm; 0.50 AW min_, 0.62 A/W typ. @ 900nm
Non-uniformity between elements: 5% deviation max_, 1% typ.
Part Number Total Shunt Dark Current' |Breakdown| Capacitance® NEP* NEPS Lights Response
Area |Resistance’ at 5V Voltage? at 632.8nm | at 950nm Power Time’
per at 10pA Density at10v
Element Typ.
Min. Typ. Max. Typ. at0Vv | At10V Typ. Typ. Typ. Typ.
(mm?) (MQ2) (n&) {n&) V) (pF) (pF) (WivHz) (WiHz) ]| (mWiem?2) {ns)
Bi-Cell (Two Element Detectors)
5D 066-24-21-011 067 500 02 1.0 50 15 3 24010 | 1.2¢10% 10 T
SD 113-24-21-021 3.1 250 0.9 50 50 60 13 4310 | 2.5x10 10 8
5D 180-24-21-021 23 300 07 35 50 45 9 4310 | 25210 10 7
SD 385-24-21-041 18.5 40 6.0 31.0 50 350 85 500107 | 2.9x10 10 32

Quadrant (Four Element Detectors)

SD 055-23-21-011 0.25 800 0.1 0.4 50 15 3 2.1x107 1.2x10- 10 7
SD 085-23-21-021 225 350 05 3.5 50 45 9 4310 | 2.5x10- 10 7
5D 118-23-21-021 181 430 0.5 29 a0 35 7 43107 | 2.5x10 10 7
SD 197-23-21-041 4.79 175 14 1.5 50 100 20 4310 | 25210 10 8
SD 225-23-21-040 54 100 1.2 6.5 50 102 24 4.3x107¢ | 2.85x10 10 8
SD 380-23-21-091 178 100 5.0 270 50 ETH] 79 9210 | 3.0x10- 10 30

* All specifications are per element. All values at 23°C

1. Dark Current and Shunt Resistance vary with temperature as follows; for T#23°C, lor = Ipzs « 1.08°T,
Rssr= Reses « 0.9°T, where AT=(T-23) and Ipzs and Rsws are values at 23°C.

Typical values listed. Minimum value shall be 30% of typical.

Typical values listed. Maximum valug shall be 20% higher than the typical.

Test conditions are Ve = 10mV, and 632.8 nm.

Test conditions are Ve = 10mV, and 950 nm.

L

In photovoltaic mode. Maximum linear current specifies the level at which the output current characteristic deviates more than 10% from the
straight line. The short circuit current saturates at approximately 10 imes this level.

7. Respense Time (transition time batween 10% and 30% of the output signal amplitude) measured at 670 nm with a 3042 load. Shorter wavelengths
will result in faster rise and fall times.

Storage and Operating Temperature Range for all photodiodes is -40°C to 110°C, except for the SD 225-23-21-040, which is -25°C fo 100°C.
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