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OLIVEIRA, A. R. F., Desenvolvimento de um Microscéopio Confocal de Varredura Laser
para Caracterizacao Topografica de Superficies. 2012. 69f. Dissertacdo de Mestrado,

Universidade Federal de Uberlandia.

Resumo

Este trabalho tem como objetivo desenvolver uma técnica de caracterizagao
topogréfica de superficies. Desta forma, foi desenvolvido um Microscépio Optico Confocal
de Varredura Laser, alcangando resolugdo submicrométrica. A amostra € varrida por laser e
sua imagem é virtualmente montada ponto a ponto pela detec¢ao da intensidade da reflexao
da luz na superficie da amostra. A técnica confocal se caracteriza pela utilizagdo de uma
abertura circular no caminho 6ptico, este tem a funcao de eliminar a luz refletida que esteja
fora do plano focal.

Em comparagbes com outras técnicas de caracterizagao topograficas de superficies:
Interferometria Laser e Microscopia de Forga Atdmica, o protétipo desenvolvido mostrou um
desempenho satisfatério. Os resultados com relagdo a resolugdo 6ptica sdo compativeis
com os melhores equipamentos disponiveis no mercado, resolvendo claramente padrées de
0,4 um entre linhas. A técnica demonstra empregabilidade ilimitada em processos de
pesquisa, bem como bons resultados em niveis tanto qualitativos quanto quantitativos.

Palavras-chave: microscopia confocal laser, topografia de superficie, tribologia.



OLIVEIRA, A. R. F., Development of a Microscope Confocal Scanning Laser Surface
Characterization of Surveying. 2012. 69f. M. Sc. Dissertation, Universidade Federal de

Uberlandia, Uberlandia.

Abstract

The objective of this is study is to develop a laser scanning confocal microscope,
achieving submicron resolution in order to characterize surface topography. The laser
scanned images are drawn point-by-point using control software.

Comparing with other techniques of topographical characterization of surfaces: Laser
Interferometer and Atomic Force Microscopy, the prototype showed a satisfactory
performance. Confocal microscopy makes use of an optical technique that enhances
contrast and builds three dimensional images by means of a pinhole. For the construction of
a confocal image, a laser beam moves point-by-point and line-by-line on the sample surface.
The device developed proved to be an appropriate a tool with adequate resolution to assess
surfaces. The results are consistent with the best resolutions available, and the technique
has potenctial to be employed in several research projects.

Keywords: Confocal laser microscopy, surface topography, tribology.
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INTRODUCAO

A técnica de microscopia confocal de varredura laser se tornou uma ferramenta
essencial em ciéncias de materiais devido a atributos nao disponiveis em microscopia optica
tradicional, em particular, 0 modo de contraste.

O conceito basico de microscopia confocal foi desenvolvido originalmente por Marvin
Minsky nos anos 50 durante o seu pés-doutorado na Universidade de Harvard. Minsky
tentava observar células neurais in vivo (MINSKY, 1988). A invencao de Minsky permaneceu
décadas sem aplicacdo, provavelmente pela falta de fontes intensas de luz, detectores
eficientes e computadores com capacidade de processar grande quantidade de dados.

Apbs o trabalho de Minsky, David Egger e Mojmir Petran (1967) construiram, nos
anos de 1960, um microscépio confocal para examinar se¢des de células cerebrais. Este
utilizava um disco giratério contendo vérias aberturas circulares (disco de Nipkow). Em
1973, Egger desenvolveu o primeiro microscopio confocal laser e publicou as primeiras
imagens reconheciveis de células. No fim da década de 1970, o fisico holandés G. J.
Brakenhoff e colaboradores (1979) desenvolveram o primeiro microscopio confocal com
sistema de varredura. Simultaneamente, Colin Sheppard contribuiu para a técnica com a
teoria de formacdes de imagens. Durante os anos 1980, os avang¢os dos computadores, da
tecnologia dos lasers e dos novos algoritmos de manipulacdo digital de imagens
promoveram o interesse em microscopia confocal. Brad Amos e John White demonstraram
a utilidade de imagens construidas por microscépio confocal em exame de espécimes
biolégicos fluorescentes. (AMOS et al., 2003).

Segundo Hanlon e colaboradores (2001) os primeiros instrumentos comerciais
apareceram em 1987 e evoluiram durante os anos 1990, com avangos dos componentes
Opticos, da eletrdnica, das fontes lasers e dos detectores. A redugcdo dos custos de
producdo, o aumento da velocidade de processamento e a evolugdo da capacidade de
armazenamento de dados dos microcomputadores também contribuiram a expansao do
numero de aplicacbes da microscopia confocal. Atualmente estes microscopios sao
empregados em pesquisas em diversas areas da ciéncia dos materiais: semicondutores,
metais, polimeros, entre outros.

A microscopia confocal oferece varias vantagens com relagdo aos microscopios de

campo amplo convencionais. Ela possui a capacidade de controlar profundidade de campo,



reduzindo a informagdo periférica ao plano focal, aumentando o contraste e
consequentemente a qualidade da imagem. O microscépio confocal possibilita uma maior
resolucdo em ambos os componentes axiais (lateral e vertical), desta forma, a tecnologia
confocal prova ser um dos avang¢os mais importantes alcangados em microscopia Optica nos
ultimos anos. (OLIVEIRA, et al. 2010)

Os objetivos deste trabalho consistem no desenvolvimento de um Microscdpio
Confocal de Varredura Laser e caracterizagdo da topografia de superficie de amostras
inorganicas, realizando comparagfes qualitativas e quantitativas com outras técnicas
topogréficas: Interferémetro Laser e Microscopio de Forga Atémica.

A utilizagdo da técnica confocal com a finalidade de caracterizar uma superficie
inorganica € motivador, uma vez que em sua grande maioria a microscopia confocal é
empregada na construcao de imagens de materiais organicos, principalmente biomateriais.
Além de aplicar esta técnica Optica em investigacoes e analise de superficies de engenharia
(metais, polimeros, cerdmicos) a construcdo do equipamento € por si motivador, pois trata
de um desenvolvimento com aplicabilidade direta onde os resultados possuem uma
infinidade de areas em potencial dentro do universo relacionado a superficie de materiais de
engenharia. Outra motivagdo deste trabalho esta relacionada ao baixo custo do
equipamento desenvolvido com relacdo aos microscépios confocais existentes no mercado.
O projeto foi concluido com um custo total de vinte e cinco mil reais.

No primeiro capitulo desta dissertacao € apresentada uma revisao bibliografica sobre
0 assunto, a qual aborda as técnicas utilizadas neste processo de comparacao, definicées
sobre a rugosidade e seus parametros, normas técnicas para determinagéo da topografia de
superficies e também sobre o surgimento da técnica de microscopia confocal laser.

O segundo capitulo apresenta os materiais e métodos utilizados nos procedimentos
experimentais, na montagem do microscopio confocal de varredura laser. No terceiro
capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos através do procedimento
experimental. O quarto capitulo apresenta as conclusées, tomadas com base na discusséo
realizada através dos resultados obtidos e também sugestdes para trabalhos futuros. Por fim
sdo apresentadas as referéncias bibliograficas utilizadas para a realizacdo desta
dissertacéo.



CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Sabe-se que a topografia de superficie influencia ndo somente as propriedades
fisico-quimicas e mecénicas de partes em contato bem como de alguns componentes sem
contato. A amplitude e as caracteristicas espaciais de topografia de superficie dominam as
aplicagbées funcionais em um universo triboldégico. Além disso, o desempenho e a
confiabilidade de componentes de engenharia podem ser aumentados selecionando-se
caracteristicas topograficas apropriadas. (Dong et al., 1994)

Cada superficie é composta de trés diferentes componentes: forma, ondulagao e
rugosidade, como demonstrada na Figura 1.1. A separacao destes componentes é realizada
através da aplicagéo de filtros matematicos, separando a forma do perfil primario e a partir
desta separa-se a ondulagédo da rugosidade.

A forma e a ondulacdo possuem caracteristicas macrogeométricas, ondas de
comprimento bem maior que sua amplitude e baixa freqiéncia. A rugosidade possui alta

freqiéncia e comprimentos de ondas semelhantes a amplitude.

‘/——NM\T-_T.J"’ Perfil Primario
//_X—-———-———"'—" Forma

e — T~ ~_— Ondulagio
e e eeee——— Rugosidade

Figura 1.1 — Demonstracao através de um perfil das trés componentes presentes em uma
topografia de superficie.



O ponto no qual a componente ondulagao se separa da componente rugosidade em
uma superficie é chamado de cut-off (A;). A Figura 1.2 demonstra que o valor selecionado
para o cut-off influencia fortemente o resultado final da analise de uma superficie.
(MUMMERY, 1992)
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Figura 1.2 - Perfil de rugosidade e ondulagao de acordo com o filtro cut-off utilizado.
(MUMMERY, 1992)

Os parametros topograficos possuem a capacidade de descrever uma superficie
através de valores numeéricos. Estes sdo calculados utilizando férmulas e filtros matematicos
e estatisticos, preestabelecidas em normas técnicas. Uma vez que estes parametros tentam
reduzir todas as informagbes contidas em uma superficie para um unico numero, muito
cuidado deve ser tomado na aplicagéo e ao interpreta-las.

Por convencao, todos os parametros de rugosidade bidimensionais (2D) séo
representados pela letra R seguido por caracteres adicionais ao indice, enquanto que para
0os parametros tridimensionais usa-se o prefixo S. O indice identifica o parametro, por
exemplo: Ra é a média aritmética do perfil de rugosidade e Sa é a média aritmética da
rugosidade tridimensional (3D). Uma grande quantidade de parametros de topografia de
superficie esta disponivel para os analisadores. Para duas superficies com diferentes
caracteristicas de rugosidade, os resultados para cada uma delas devem indicar valores



diferentes. Casos estes valores ndao apresentem diferenca, a medicdo esta sem sentido e
outro parametro deve ser selecionado para comparagdes. Portanto, ao se escolher os
parametros, deve-se levar em conta a sua sensibilidade em medir e representar as
caracteristicas da superficie.

Para se realizar as andlises quantitativas, neste trabalho, foram utilizados paréametros
topograficos que permitem a caracterizagao quanto a: amplitude, amplitude em fungéo de
area (hibrido) e funcionabilidade da superficie. A andlise por estas trés classes de
parametros topograficos possui a capacidade de caracterizar completamente uma topografia
de superficie. Desta forma utilizou-se o parametro de amplitude Sq (Desvio quadratico
medio), o parametro hibrido Sdq, que relaciona a inclinagdo média das irregularidades e o
parametro funcional Sbi que descreve a capacidade de suporte mecanico da superficie. Os
parametros topograficos utilizados neste trabalho basearam-se em normas para parametros
da rugosidade de perfis, Norma Técnica ISO 11562 de 1997 e ISO 4287 de 1998.

O parametro topografico de amplitude Sq descreve basicamente a variancia da
topografia superficial, em relagdo a um plano médio. E pode ser determinado pela Eq. (1.1).

N 1.1
Sq = \/MN > >z (1.1)

k=1 j=1

onde: Zy € o valor dos pontos da matrize Me N numero de colunas e linhas da matriz.

O parametro hibrido Sdq informa o desvio quadratico médio para a inclinagdo da
superficie. Este paradmetro relaciona a amplitude com area varrida nas direcées dos eixos x

e y e pode ser determinado pela Eq. (1.2)
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onde: Z(x; y;) € o valor numérico dos pontos da matriz, M e N numero de colunas e linhas da

matriz, Ax € variagao na direcdo do eixo x e Ay variacdo na direcdo do eixo y.

O parametro funcional € de suma importancia para se determinar a maioria das
interagdes das superficies em engenharia. Entendendo que a superficie real compreende
uma area tridimensional, conclui-se que a informacao necessaria para descrever as suas

funcdes deve ser similarmente em trés dimensdes. O carregamento real de contato entre



duas superficies € menor que 5% da sua area nominal. O parametro funcional Sbi,
determina o indice de apoio da superficie e é definido como sendo a razdo entre os
parametros do desvio quadratico médio (Sq) e a altura da superficie a 5% da area de
mancal, a Eq. (1.3), descreve este parametro.

._ Sg
Shi= — (1.3)
Moos

onde: n € um funcao de densidade de probabilidade da supeficie residual.

Um valor alto do Sbi indica que a superficie em analise possui boa propriedade de

mancal.

1.1 - Técnicas de Caracterizacao Topograficas

Técnicas de caracterizacao topograficas sdo bastante utilizadas na industria e em
pesquisas académicas para controle funcional de superficies, estas podem ser divididas em
dois grupos com relagdo a representatividade. Pode-se analisar uma superficie atraves de
um perfil bidimensional (2D) que tenha a capacidade de descrever a topografia da superficie
analisada ou através de uma representagdo tridimensional da superficie (3D). A
caracterizagao topografica de superficies em trés dimensdes ganha novos adeptos a cada
dia, pois garante uma maior representatividade da superficie analisada do que as técnicas
em duas dimensoes.

Outra subdivisdo relacionada as técnicas de topografia estd ligada ao modo de
varredura do equipamento. Pode-se realizar uma varredura da amostra por contado,
utilizando um apalpador mecéanico, como demonstrado pela Figura 1.3 ou varredura sem

contato, utilizando feixe de luz.

CANTILEVER E
PONTA DE DIAMANTE

"CONTATO MECANICO"

Figura 1.3 — Rugosimetro de contato. (Fonte: Site Mitutoyo Sul Americana.)



Segundo De Mello e colaboradores (2006), técnicas de medicao éptica possuem
uma vantagem com relacdo aos métodos de avaliagdo de superficies com apalpadores
mecanicos: elas evitam o contato entre mensurando e mensurado e consequentemente nao
caracterizam o ensaio como destrutivo.

A consequéncia deste contato pode acarretar numa alteragdo da superficie medida,
a ponta do apalpador pode riscar a superficie da amostra é também sofrer desgaste
provocado por este contato, que por sua vez induz erros de medigdes sistematicos.

Em técnicas épticas, as modificagdes superficiais da amostra pela agdo da fonte de
luz na varredura ocorrerdo eventualmente ao se selecionar fontes inadequadas para a
analise de materiais organicos, como polimeros. Neste caso, a selegdo de uma fonte laser
com poténcia relativamente alta também podera danificar a superficie da amostra.

As técnicas Opticas de topografia de superficie que utilizam luz monocromatica
possuem uma capacidade de penetracdo nas estruturas da topografia relacionada ao
comprimento de onda desta fonte de luz. Equipamentos Opticos modernos dispéem de
fontes laser com comprimento de onda da ordem de 400 nm.

A resolucdo dos equipamentos de caracterizacdao topografica esta intimamente
relacionada a esta capacidade de penetracdo da luz ou ao raio de ponta dos apalpadores
mecanicos. Equipamentos convencionais de caracterizacdo por contato possuem
apalpadores com raio de ponte da ordem de micrometros, porém equipamento como o
microscopio de forga atdmico, denominado como um equipamento ndo convencional de
caracterizagao topografica por contato possui apalpadores com raio de ponta da ordem de

nanometros. (Site: nanoScience Instruments)

1.2 — Interferometro Laser

O Interferémetro Laser (IL) trata-se de um equipamento de caracterizagdo de
topografia de superficie por medi¢do Optica, o seu principio de funcionamento basea-se na
varredura do feixe laser sobre a amostra, onde o foco é continuamente ajustado de acordo
com a superficie varrida. O célculo para se determinar a variagao no eixo Z é realizado pela
comparacgao entre as fases da onda eletromagnética do feixe de luz incidente e do refletido
na superficie da amostra.

Pela Figura 1.4 observa-se o funcionamento do interferémetro laser. A partir de um
diodo laser (1) realiza-se a varredura da amostra, este feixe passa por um prisma (2) que
possui a funcao de refletir parte do sinal para um foto diodo (5) e outra parte do sinal para

um divisor de feixe (3) que direciona o feixe para a amostra (13). Neste caminho 6ptico



existe uma controladora PZT (6) com a funcao de ajustar o foco sobre a amostra, uma lente
convergente (9), dois colimadores do feixe éptico (7 e 8), um tubo éptico (11) e uma objetiva
(10), este conjunto Optico possui a fungé@o de colimar e focalizar opticamente o feixe sobre a
amostra.

A luz refletida proveniente da amostra retorna pelo mesmo caminho éptico ao foto
diodo que registra a diferenca de fase entre o feixe original e o refletido. Através deste sinal
constroi-se virtualmente a topografia da superficie varrida. Para varredura, uma mesa com

resolugdo submicrometrica tem a funcéo de deslocar a amostra.

Saida Analogica

Microcopio
| Comum

(] - =i

Figura 1.4 — Esquematizac¢do do funcionamento um IL. (Fonte: Manual UBSoft, 1990)

A interface com o usuario para este IL é realizada através de um sistema de medicao
(12) que indica a aproximagéao do feixe laser do seu ponto focal ao se deslocar a amostra
verticalmente. A placa controladora (14) realiza a fungéo de conversor de sinal que sera
tratado por um processador. Para se visualizar a amostra antes do processo de varredura
existe um microscopio comum, este € constituido por uma fonte de iluminacao (15), uma
janela éptica e uma camera digital. (16)

Neste trabalho foi utilizado o Interferémetro Laser Microfocus Expert IV do fabricante
UBM. (Figura 1.5). Este equipamento possui resolucéo lateral de 0,1 um, resolugéo vertical
de 60 nm.



Figura 1.5 - Interferdbmetro Laser Microfocus Expert, fabricante UBM.

1.3 - Microscopia de Forca Atomica

A Microscopia de Forca Atdbmica (AFM, do inglés) trata-se de outra técnica de
caracterizacao de superficie por varredura. Esta técnica utiliza uma sonda de varredura de
altissima resolugéo vertical, da ordem de fragdes de um nanometro. O microscopio de forga
atdbmica € uma das ferramentas mais importante para geracdo de imagens e manipulagéo
da matéria em escala nanométrica.

As informagdes séo obtidas pela varredura de um cantilever, este possui uma sonda
em sua extremidade constituida tipicamente de silicio ou nitreto de silicio. A sonda possui
uma ponta de raio de curvatura da ordem de 10 nanometros. Quando esta & colocada
proximo a superficie da amostra, forgas entre a ponta e a amostra levam a um desvio do
cantilever.

Um AFM possibilita a medicao de forgca de contato mecéanico, forcas de Van der
Waals, forcas capilares, forca de ligagdo quimica, forgas eletrostaticas e forcas magnéticas.

Para se construir uma imagem pelo AFM utiliza-se 0 mapeamento das deflexées do
cantilever, o sinal do feixe laser reflete na parte superior do mesmo e este é captado por
uma matriz de fotodiodos. (Figura 1.6)

Neste trabalho foi utilizado o microscopio de forca atémica modelo XE-70 de
fabricacdo da Park System®. (Figura 1.7)

Em condicoes ideais, esta técnica permite resolucao lateral em nivel atémico e

resolucao vertical da ordem de 1 nm.
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Figura 1.6 — Esquematizagdo do Microscoépio de Forga Atdmica (AFM). (Fonte: Site
nanoScience Instruments)

Figura 1.7 — AFM modelo XE-70, fabricante Park System®. (Fonte: Manual XE-70)



1.4 - Microscopia Confocal de Varredura Laser

O microscépio confocal nasce do microscopio de campo amplo, este possui origem

secular e trabalha com iluminagdo da amostra em estado saturado, ou seja, neste sistema a

iluminagéo é realizada acima do plano da amostra, deste modo a /uz branca viaja ao longo

do eixo oOptico até ser focalizada na amostra pela objetiva. (Figura 1.8)

Luz Branca
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Figura 1.8 — Esquematizagéo do funcionamento do microscopio de campo amplo.

A amostra é visualizada pela luz que nela reflete. A Figura 1.9 demonstra um

exemplo de microscépio de campo amplo, esta técnica € bastante utilizada em analises de

microestruturas em metalografia.

Figura 1.9 — Exemplo de um microscépio de campo amplo.
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O conceito de imagem confocal foi patenteado por Marvin Minsky em 1957, sendo a
técnica imagiol6gica desenvolvida por ele em 1955. (Figura 1.10)

Marvin Minsky, enquanto estudante de pds-doutoramento na Universidade de
Harvard, construiu um microscopio com o objetivo de obter uma imagem de redes de células
neurais, utilizando prepara¢des nao coradas, ou seja, tecidos nao dopados por substancias
fluorecentes.
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FIG. 1,

Figura 1.10 — Marvin Minsky - U.S. Patent 3,013,467 de 07 de novembro de 1957.
(MINSKY, 1961)

Confocal € definido como ter o mesmo foco. O microscopio confocal elimina a
informacao fora do foco por meio de uma abertura circular (pinhole) situada em frente ao
plano da imagem, este age como um filtro espacial e permite a passagem apenas da parte
de luz proveniente do plano focal.

Apesar do funcionamento do microscopio confocal ser semelhante ao do microscopio
de campo amplo, a microscopia confocal possibilita aumentar o contraste da imagem,
permite também construcdo de imagens tridimensionais e proporcina grande definicao da
mesma. A técnica de microscopia confocal utiliza uma combinagdo de recursos de
microscopia Optica aliada a principios de computac¢ao, aquisigdo de sinal e processamento
de dados. Existem trés tipos de Microscopios Confocais comercialmente disponiveis:

e O Laser Scanning Confocal Microscope (LSCM), € o modelo mais utilizado devido a
elevada qualidade de imagem que permite a obtengdo de imagens de alta resolucao
através de cortes Opticos, posteriormente agrupados para se fazer a reconstrucao
tridimensional da topografia de objetos complexos;

e Spinning-Disk Confocal Microscope, utiliza um disco de Nipkow (disco rotativo com
aberturas circulares dispostas numa espiral em torno da sua borda, onde a luz que
passa através dos orificios produz um padrao de digitalizacdo (EGNER et al., 2001). A
velocidade de construcdo de imagens é maior que o LSCM, sendo, por isso, Util em

observagoes dinamicas;
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e Programmable Array Microscope (PAM), neste, o sistema éptico utiliza microscopia de
fluorescéncia, o campo € todo iluminado, enquanto o Microscopio Confocal focaliza

somente um ponto em determinada profundidade na amostra.

O sistema de microscopia confocal desenvolvido neste trabalho trata-se de um
LSCM. A Figura 1.11 mostra o funcionamento deste microscépio, que utiliza um feixe laser
para varrer a amostra. Transladando o ponto focal, produzido pela objetiva, mantendo a
profundidade de foco é possivel iluminar toda a superficie em estudo, ponto a ponto. A luz
refletida na amostra retorna pelo mesmo caminho 6ptico até passar pela abertura circular. A
luz proveniente do plano focal da imagem € detectada e os sinais gerados sao processados

com a finalidade de se construir uma imagem virtual da superficie varrida pelo laser.

MICROSCOPIO

CONFOCAL \ e DETECTOR

DE VARREDURA
LASER

) PINHOLE

LASER

DIVISOR DE FEIXE

OBJETIVA

TRANSLADADOR XYZ —

Figura 1.11 - Principio de funcionamento do LSCM. (Fonte: Site da Carl Zeiss Microscopy,
Jena)
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Esta técnica vem adquirindo grande popularidade, pois comporta uma gama infinita
em aplicagdes ciéntificas. O microscopia confocal de varredura laser mostra-se adequada
em andlise de superficies de materiais metalicos, poliméricos, biolégicos, ceramicos e
semicondutores.

Os objetivos deste trabalho consistem em desenvolver um microscépio confocal de
varredura laser e caracterizar a topografia de superficie de amostras realizando
comparagdes entre os resultados obtidos em outros equipamentos, como: Interferobmetro
Laser e Microscopio de Forga Atdomica.

A Tabela 1.1 demonstra uma breve comparacao entre as trés técnicas utilizadas
neste trabalho, os nimeros apresentados sao valores referentes as melhores configuragdes

disponiveis no mercado.

Tabela 1.1 - Comparacgao entre as técnicas de Microscopia Confocal, Interferometria Laser e
Microscopia de Forca Atdmica.

TECNICAS INTERACAO  RESOLUCAO VELOCIDADE AREA
DIRETA* LATERAL VARREDURA  VARRIDA
CONFOCAL** NAO 200 nm 2 um?/s 10° mm?
INTERFEROMETRIA NAO 200 nm 2 um?/s 10% mm?
AFM SIM 10 nm 0,5 um?s 102 mm?

* Envolve forgas entre mensurando e mensurado.

** Microscopio confocal utilizando motor de modo continuo como transladador.
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CAPITULO I

DESENVOLVIMENTO

O processo fisico da microscopia confocal se apdia no fenémeno de reflexdo, que
consiste no fato da luz voltar a se propagar no meio de origem apés incidir sobre um objeto
ou superficie. Os fendmenos onde ocorre reflexao, tanto regular quanto difusa, obedecem a

duas leis fundamentais:

12 lei da reflexdo: O raio de luz refletido e o raio de luz incidente, assim como a reta normal a

superficie sao coplanares.

22 Lei da reflexdo: O angulo de reflexao (r) € sempre igual ao angulo de incidéncia (i). (i =r)
(Figura 2.1)

Figura 2.1 — Representagao do processo fisico de reflexao da luz. (NEWTON, 2002)

O fendbmeno da reflexdo consiste na mudanga da diregéo de propagagao da energia,
desde que o angulo de incidéncia ndo seja zero. (FEYNMAN et al., 1977)

No caso especifico da montagem Optica do microscépio confocal o angulo de
incidéncia é zero, o que tem como conseqiéncia o retorno da energia incidente em diregao

a regiao de onde ela é oriunda, ap6s entrar em contato com uma superficie refletora.
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Este trabalho trata de um aparato de microscopia éptica como uma técnica para
caracterizacao de superficies. Apesar de técnicas Opticas possuirem origens seculares, o
microscopio Optico ainda é um dos instrumentos mais versateis para resolver padroes
caracteristicos da ordem de micrometros. Um microscépio Optico em sua constituigcdo
simples é formado por trés elementos: uma fonte de luz, um sistema oOptico de ampliagdo e
um estégio de visualizacado. (Figura 2.2)

A complexidade total do sistema € aumentada quando se tenta melhorar a
capacidade de ampliagao e a qualidade de imagem.

A microscopia confocal, em particular, emprega uma técnica éptica que incrementa o
contraste e constréi imagens tridimensionais utilizando uma abertura circular, também
denominado de pinhole espacial ou pinhole confocal. A Figura 2.3 mostra a abertura circular

colocada no plano da imagem que possui a funcao de eliminar a luz desfocada proveniente

da amostra.
Fonte de Luz
— 4
~ Lente Plano Focal
Plano da d da Imagem
Amostra
Filtro de
Intensidade
[ T Lente
"I'. I./_\'I
- ——— ¥ ] _
- I 1
. N
| '|
|
+.'I-. III Ill
" Divisor "v" +  Camera
Objetiva de Feixe Filtro de T T
Emissao - = st
o g o
1] g [
[« B
o )
g g
o tH

Figura 2.2 — Principio de funcionamento do microscopio simples (microscépio de campo
amplo). (MINSKY, 1988)
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Em virtude da abertura circular, a quantidade de luz detectada é mutio reduzida em
comparagao com microscépios de campo amplo, chegando ao maximo de 5% da poténcia
proveniente da fonte de luz. Para compensar a baixa intensidade de luz alguns
componentes sdo incorporados ao microscépio confocal.

Primeiro, o laser, é utilizado como fonte de luz em substituicdo a lampadas
convencionais, pois produz luz coerente em comprimentos de onda especifico.

Detectores altamente sensiveis também sdo empregados no MCVL para auxiliar na
captura deste sinal reduzido. Um sistema transladador faz com que o feixe incidente

percorra a superficie da amostra.

Fonte Laser

=~ Lente Plano Focal
Plano da ~ da Imagem
Amostra
Filtro de
Intensidade
[ e Lente !
i
- —— 1 '.I N
-
. ||I Il
" Divisor \J Detector
Objetiva  de Feixe Filtro de Pinhole
Emissao Confocal

Figura 2.3 — Principio de funcionamento do microscopio confocal. (MINSKY, 1988)

Pela Figura 2.4 observa-se que o microscépio confocal de varredura laser é um
conjunto integrado de equipamentos de Ultima geracao.

Componentes de alta tecnologia como microcomputador e soffwares sao
utilizados no controle dos posicionadores e também no armazenamento e tratamento de

dados.
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SISTEMA DE COMUNICAGAO MONITOR

DETECTOR, DE VIDEO
ALTA RESOLUGAO

SISTEMA

opTIcO T COMPUTADOR mmm

PINHOLE
CONFOCAL

FILTRO

SISTEMA
OPERACIONAL
MULTIFUNGAO

l DIVISOR
DE FEIXE

/ - SISTEMA DE CONTROLE

SISTEMA DE
ARMAZENAMENTO
E DADOS

UNIDADE 4

TRANSLADADORA

CONTROLE DO
CONTROLE

TRANSLADADOR XYZ GERAL
CONTROLE

OBJETIVA DO DETECTOR

DEALTA_
RESOLUGAO

AMO‘STRAj -
Figura 2.4 — Equipamentos necessarios ao funcionamento do microscépio confocal de
varredura laser. (Fonte: Site Olympus)

2.1. - Microscopio Confocal de Varredura Laser

A Figura 2.5 demonstra o Microscdpio Confocal de Varredura Laser (MCVL)

desenvolvido neste trabalho.

LASER —_ [
ESTRUTURA
FILTRO —
LENTE / DETECTOR
CONVERGENTE
ccD
DIVISORDE __—T 1
FEIXE : ABERTURA CIRCULAR
DIVISOR DE TRANSLADADOR
FEIXE
OBJETIVA BASE

Figura 2.5 — Microscépio confocal de varredura laser desenvolvido.
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O microscopio confocal é constituido de uma complexa montagem instrumental, seu
desenvolvimento integra varias areas do conhecimento, abordando desde técnicas de
usinagem, eletrénica, montagem mecanica, programac¢ao computacional e montagem 6ptica
experimental, ou seja, trata-se de um trabalho multi-interdisciplinar. (OLIVEIRA, 2011)

Os principais componentes de Microscopio confocal de Varredura Laser

desenvolvido sao:

Base e Estrutura do Microscépio;
Fonte Laser;

Filtro Optico de Intensidade;
Sistema de lluminagcao da Amostra;
Lentes Convergentes;

Objetiva;

Posicionadores dos Eixos X, Ye Z;
Divisor de Feixe;

© © N o a ke bp -

Abertura Circular;
10. Detector;

11. Processador e Software;

2.1.1 — Base e Estrutura do Microscopio

Um microscopio deve ter uma boa estabilidade mecéanica. Qualquer vibragao entre a
amostra e o corpo do microscépio deve ser reduzida ao minimo, uma vez que tais vibragoes
podem ser aumentadas pelo proprio fator de ampliagdo do microscépio. Em outros
instrumentos uma vibracdo de milésimos de milimetro entre as partes pode ser
completamente desprezivel, mas em um microscopio isto poderia se tornar uma
caracteristica muito indesejavel. Assim, a base e o bragco de um microscépio devem fornecer
uma estrutura rigida de suporte para a plataforma de amostra e o corpo como um todo e que
seja suficiente para resistir as vibragdes normais presentes no ambiente.

As partes constituintes da estrutura, pecas e acessorios mecanicos desenvolvidos
para montagem do microscopio confocal foram usinadas na oficina do Instituto Fisica da
Universidade Federal de Uberlandia. Outros foram adquiridos em empresas de
desenvolvimento tecnoldgico voltadas para pesquisa e desenvolvimento.

A Figura 2.6 mostra a estrutura do microscopio confocal, esta utiliza chapa de Ago
ABNT 1020 e aluminio usinadas, pés anti-vibracao de fabricagdo da Vibramat (Figura 2.6.a)
e carrinhos de deslizamento e fixagao de fabricagao da Optron (Figura 2.6.b).
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_a_

Figura 2.6 — Estrutura do microscopio confocal desenvolvido.

2.1.2 - A Fonte Laser

Foram testadas trés fontes laser na montagem do microscopio confocal. Primeiro foi
testado um diodo laser de 630 nm, faixa espectral do vermelho, posteriormente testou-se um
diodo laser de 532 nm, faixa do verde e um terceiro diodo na faixa do violeta-azul, com

comprimento de onda de 405 nm. (Figura 2.7)

ESPECTRO ELETROMAGNETICO

[

Raios-X P E Infravermelho E‘gﬁgﬁ Fjé',_'lizs'_ai”naﬁ ||
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| | | | | [ 1 1]
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14 Imp; - o I_H_1mm ifcm im ikm
- ! o
i ESPECTRC VISIVEL ity
= {mu) -
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Intra-vermelho
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Figura 2.7 — Espectro eletromagnético, em destaque, faixa de espectro visivel. (JACKSON,
1999)
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Em trabalhos recentes Monte; Cruz; Morais (1997) afirmam que para aplicacao em
materiais opacos quanto menor o comprimento de onda, menor a difracdo e maior a
resolugao.

O diodo verde apresentou bons resultados, porém o seu sistema apresentava
aquecimento de um cristal interno responsavel por dividir o comprimento de onde gerado
pelo diodo (1064 nm) e isto provocava uma variagdo da intensidade do laser durante a
varredura. Esta variagdo de intensidade € inadmissivel em microscopia confocal, pois a
construgao da imagem carregara tais variagdes. O diodo laser vermelho possui grande
aplicabilidade em estruturas translucidas, como biolégicos, onde a absor¢éo da luz é maior.

Assim, o microscépio confocal desenvolvido para analise de superficies utiliza como
fonte de emissao um diodo laser de 405 nm e poténcia 85 mW, construido com Nitreto de
Galio (GaN) em orientagdes nao polares (Figura 2.8), este diodo laser combinado com um
conjunto Optico aperfeicoa a qualidade da imagem e limita a formacdo de aberragdes
oOpticas. O resultado é a melhor resolucao disponivel no mercado, resolvendo padrdes de
0,2 um entre linhas.

Figura 2.8 — Diodo Laser LQC405-85E utilizado na montagem do microscopio confocal.

A Figura 2.9 mostra que para o diodo laser utilizado nesta montagem o pico principal
possui comprimento de onda de 412,61 nm.

60000
412,61 nm

50000

40000

Int.

000

20000:
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390 400 410 420 430 440 450
Comprimento de Onda (nm)

Figura 2.9 - Espectro de emissédo do diodo laser utilizado na montagem do microscépio
confocal.
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A Tabela 2.1 mostra as caracteristicas do diodo laser utilizado na montagem do

microscopio confocal.

Tabela 2.1 — Caracteristicas do diodo laser utilizado na montagem do microscépio confocal.

Modelo

LQC405-85E

Tipo

Comprimento de Onda
Poténcia de saida

Diametro do Feixe (eliptico)
Angulo de Divergéncia do feixe
Ruido

Estabilidade de energia

Centro de Tolerancia

Corrente maxima de operacao
Fonte de Alimentacéo

Temperatura de Operacao

Modulo Contido
405" nm (412,61 nm)
85 mW
1,5 x 5,25 mm
<1,5x 0,7 mrad
< 0,5%
Variagao < 1% por 8 horas
10 nm
3000 mA
12 VDC
0a40 C

2.1.3 — Filtro Optico de Intensidade

O filtro de intensidade de densidade de absorg¢do neutra é utilizado para diminuir a
intensidade do feixe laser sobre a amostra, para que nao ocorra saturacdo do sinal no
detector e efeitos Opticos ndo desejados. Na montagem utilizou-se filtros de intensidade
marca ThorLabs (modelos NE510A, NE520A, NE530A, NE540A), substituidos conforme
alinhamento realizados e do tipo de superficie a ser digitalizada. (Figura 2.10)

Figura 2.10 — Filtro de intensidade de densidade neutra NE510A, marca ThorLabs, utilizado
na montagem do microscopio confocal.

O filtro de densidade neutra é um filtro 6ptico que reduz a intensidade de todos os
comprimentos de onda de forma uniforme. Sua utilizacdo aumenta a flexibilidade ao realizar
alteragcdes em outras configuracdes Opticas do microscopio confocal, como, por exemplo,

mudanga do comprimento de onda do laser. (Figura 2.11)
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Figura 2.11 — Espectro de intensidade do feixe laser, indicando potencia do laser com
relagé@o ao filtro de intensidade.

Na montagem do microscépio confocal o filtro de densidade neutra possui a fungéo
de minimizar o efeito da difracdo na superficie da amostra. O fenémeno da difragdo da
radiagao eletromagnética é consequéncia da natureza ondulatéria da luz, a qual pode ter
suas frentes de onda distorcidas por um obstaculo de dimensées comparaveis ao seu
comprimento de onda, este objeto pode ser uma abertura em um anteparo ou a quina de um
objeto opaco no caminho percorrido pelo feixe de luz. A difragdo no caso particular do
microscopio confocal ocorre nas estruturas pertencentes a topografia da superficie da
amostra.

Este fenbmeno esta relacionado com as propriedades de ondas ao transportarem
energia de um ponto ao outro do espago. Segundo o principio de Huygens (KLEIN;
FURTAK, 1986) a variacdo dos comprimentos totais atravessados por diversas ondas
oriundas da original se recombinam ao passar por um dado ponto do espaco. Ao passarem
por esse ponto do espaco, ondas difratadas de uma mesma origem tém a mesma fase e por
isso pode interagir uma com a outra naquele ponto. A recombinacdo se processa porque as
ondas, exibindo propriedades peridédicas ao longo do espaco e ao longo do tempo
combinam seus maximos e minimos de amplitude de uma maneira que depende do total de
ondas interagentes e das distancias totais percorridas.

Na construgcdo da imagem por microscopia confocal o resultado depende da variagao
destas combinagdes, por exemplo: dois extremos, um maximo de amplitude se combina
com um minimo, produzindo uma anulagao parcial ou total da energia da onda; por outro
lado, dois ou mais maximos ou minimos se encontram, a energia observada é maior.

A Figura 2.12 demonstra imagens construidas via microscopia confocal, onde é
observado o fenbmeno de difracdo da luz nos obstaculos da topografia da amostra. A Figura
2.12.a foi construida utilizando o microscopio confocal com filtro 6ptico de densidade neutra
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NE510A, a imagem representa a estrutura real da topografia da amostra. Para demonstrar o
efeito da difracdo na microscopia confocal foi construido uma imagem na mesma regiao,
porém sem a utilizacao do filtro de intensidade, a Figura 2.12.b mostra o artefato de imagem
construido pelo fendmeno de difracao nas quinas das trilhas que constituem a topografia da

amostra.

Figura 2.12 — Imagens geradas em uma mesma area; (a) utilizando filtro de intensidade e (b)
sem o filtro.

A superficie desta amostra possui estruturas da ordem de 300 nm, que sdo
compativeis com o comprimento de onda do laser utilizado para varrer a amostra (410 nm).
Além da utilizacao do filtro éptico de densidade neutra, outra forma de se diminuir o efeito da
difracdo, seria diminuir o comprimento de onda da fonte laser. Por outro lado, a difracao
seria muito menor ou nenhuma caso 0s obstaculos possuissem estruturas acima de 500 nm.

Pela Figura 2.12.b observa-se a suavidade da superficie construida, caracteristica do
fendbmeno de difragcao da luz. Sem a utiliza¢ao do filtro éptico o fenémeno é amplificado, pois
a amostra passa a ter um estado saturado de luz, ou seja, a quantidade excessiva de luz

aumenta a difragcdo na superficie da amostra.
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2.1.4 - Sistema de lluminagcdo da Amostra
Com a finalidade de observar a superficie da amostra antes da varredura foi

incorporado ao microscépio confocal um microscopio de campo amplo (Figura 2.13).

LUZ ERANCA

OBJETIVA \

AMOSTRA

Figura 2.13 — Esquematizagao da montagem utilizada para o microscépio de campo amplo.

O microscopio de campo amplo € um sistema de iluminagédo que utiliza uma fonte de
luz branca (banda larga) com a finalidade de obtermos a imagem da superficie da amostra,
para isto utilizou-se uma lampada de filamento de tungsténio com poténcia de 20 watts e
uma fonte onde se controla a corrente na mesma; desta forma pode-se observar a superficie
da amostra em andlise e também possibilita a selegdo da regido a ser varrida. A imagem é
capturada por uma camera digital CCD (charge-coupled device) e visualizada através de

uma tela de cristal liquido. (Figura 2.14)

Figura 2.14 — Imagem da tela de cristal liquido demonstrando uma chapa metélica
texturizada - detalhe do feixe laser sobre a amostra.
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2.1.5 — Lente Convergente

Em uma lente esférica com comportamento convergente, a luz que incide
paralelamente entre si é refratada, tomando dire¢des que convergem a um unico ponto.
(KLEIN; FURTAK, 1986). Tanto lentes de bordas finas como de bordas espessas podem ser
convergentes, dependendo do seu indice de refracdo em relacdo ao do meio externo. No
caso mais comum, a lente possui indice de refragdo maior que o indice de refragdo do meio.
(Figura 2.15)

Figura 2.15 — Demonstragédo da optica geométrica em uma lente convergente (biconvexa).
(NEWTON, 2002)

Uma lente convergente biconvexa foi instalada na montagem do microscépio
confocal com a finalidade de colimar o feixe proveniente de diodo laser. O objetivo desta

lente & convergir o feixe laser para a objetiva.

2.1.6 — Abertura Circular
Para o funcionamento do microscépio confocal, a abertura circular possui
importancia fundamental. Esta abertura funciona com um filtro espacial que elimina a luz

proveniente da amostra e que esteja fora do ponto focal. (Figura 2.16)

Ponto Focal n\ Abertura Circular

L~
@ ™

<\ -...,)

Figura 2.16 — Esquematizagéo da funcdo da abertura circular.
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Em um primeiro momento pode-se entender que para aplicacdo da abertura circular
em microscopia confocal deve-se seguir o raciocinio de quanto menor o didmetro da
abertura, menor € a espessura do plano focal, portanto maior qualidade da imagem. Porém,
uma abertura circular muito pequeno, com didmetro inferior a 20 pum, podera eliminar
também a luz necessaria para a formacao da imagem. (SHEPPARD et al., 1997)

Para aplicagdo em microscopia confocal, a abertura deve bloquear a luz proveniente
de pontos acima ou abaixo do plano de focal. Uma abertura espacial com diametro maior
que o ideal reduz o efeito éptico deste corte, bem como proporciona a captura de mais
fétons pelo detector. A escolha de uma abertura circular com diametro abaixo do ideal
eliminaria grande parte do sinal necesséario para formagdo da imagem. Uma forma de
minimizar este efeito seria aumentar a potencia do laser, porém este ato levaria a saturagao
do sinal. Pois o maximo central do padrao Airy, regido delimitada pela primeira minimo do
padrao de Airy contém 84% da energia luminosa proveniente da fonte. (NATHAN et al.,
2009)

O padrao de Airy € um fenémeno 6ptico relacionado a mecanica de funcionamento
da abertura circular. Devido a natureza ondulatéria da luz, quando ela passa por uma
abertura circular a luz difrata, produzindo um padrao de interferéncia de regides claras e
escuras. O padrao de difracao resultante de uma abertura circular possui uma regiao central
conhecido como o disco de Airy rodeado por uma série de anéis concéntricos, chamado
padrao de Airy (ambos nomeados em homenagem ao astronomo George Biddell Airy).
(Figura 2.17)

Figura 2.17 — Representacao do padrao de Airy, padrao de difracdo contendo um maximo
central (ordem zero) cercado por discos concéntricos. (Fonte: Site Zeiss)

Em uma primeira etapa da montagem do microscépio confocal, uma fibra 6ptica com

didmetro de 50 um foi utilizada como abertura circular espacial. (Figura 2.18)
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ccD ]
FIBRA OPTICA

Figura 2.18 — Montagem utilizando fibra 6ptica de 50 um como abertura circular.

A substituigdo da fibra Optica foi necessaria para simplificar a estrutura do
microscopio, neste ponto o detector foi acoplado diretamente na estrutura do microscépio e
uma abertura circular de 50 um foi acoplado na entrada éptica de detector. (Figura 2.19)

DETECTOR

ABERTURA
CIRCULAR

CccD

Figura 2.19 — Montagem utilizando uma abertura circular fixado diretamente na entrada do
detector.

A abertura circular utilizada na montagem do microscopio confocal é fabricada em
uma chapa de aco inoxidavel 302 (ndo magnético) com espessura de 12,5 um, esta chapa
esta alojadas em uma estrutura de aluminio com didametro externo de 25,4 mm. O didmetro

da abertura € de 50 um. (Figura 2.20)
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Figura 2.20 — Abertura utilizada na montagem do microscépio confocal (a). Imagem da
abertura por microscépio eletrdnico de varredura (b). (Fonte: Site Thorlabs®)

2.1.7 — Objetiva

A objetiva é a responsavel pela formagdo da imagem. A abertura numérica da
objetiva (AN) determina o diametro do feixe laser sobre a amostra. Esta abertura numérica
juntamente com o comprimento de onda da luz incidente s@o os principais responsaveis pela
resolucao do microscopio confocal. A AN de uma objetiva informa sua capacidade de captar
a luz e resolver detalhes a uma distancia fixa do objeto. (HAMILTON et al., 1986)

Um cone de luz se forma entre a lente da objetiva e a amostra. O angulo p de
formacao deste cone de luz determina o valor da distancia de trabalho da objetiva (Figura
2.21)

CONE i
DE LUZ DISTANCIA DE
Y '] TRABALHO

Figura 2.21 — Representagéo do cone de luz formado pelo conjunto lentes da objetiva.
(Fonte: Site Olympus)
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O angulo y esté relacionado com a AN através da seguinte Eq. (2.1).
AN =n . sen (u) (2.1)

Onde n é o indice de refracdo do meio (entre a lente da objetiva e o plano da
amostra).

Pela Eqg. (2.1) verifica-se o valor da AN é diretamente proporcional ao indice de
refracdo do meio. O valor do indice de refracdo pode variar entre 1,00 para o ar e a 1,51
para os 0leos de imersao especializados.

Para uma objetiva com funcionamento ao ar, o valor teérico maximo para abertura
numérica € de 1,00, na pratica € dificil alcangar valores acima de 0,95 para abertura
numérica com objetivas a seco.

Segundo Sheppard e Wilson (1979) a formacao de aberragbes opticas em objetivas
esta diretamente relacionada a capacidade de ampliagcdo de uma objetiva. Em geral,
objetivas com fator de ampliagdo superior a 10X tendem a apresentar aberracées esféricas
e cromaticas. Estes defeitos na imagem sdao minimizados em microscopia confocal, uma vez
que esta técnica utiliza fontes monocromaticas e a formagao da imagem é realizada ponto a
ponto, ou seja, se captura um ponto luminoso proveniente do plano focal por vez.

Pelo critério de Rayleigh, a resolucao de uma objetiva se determina pela capacidade
de separacao entre dois discos Airy, ou seja, a capacidade de se distinguir o maximo central

do primeiro minimo entre dois pontos. (Figura 2.22).

Figura 2.22 - Dois discos de Airy e suas distribuicdes de intensidade no limite de resolugéo
optica. (WILHELM, 2011)
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A distancia entre os maximos centrais deve ser maior que a largura dos mesmos,
portanto, objetivas que possuem uma maior AN sédo capazes de produzir pequenos discos
de Airy. (Figura 2.23).

-a- -b - -C-

Figura 2.23 - Efeito da abertura numérica sobre a formacao dos discos de Airy. (Fonte: Site
Zeiss)

Pela Figura 2.23 observa-se que quanto maior a abertura numérica de uma objetiva,
menor sera a formagao do disco de Airy. A Figura 2.23.a mostra uma objetiva com o0 menor
valor para AN com relacdo as demais (2.23.b e 2.23.c), esta objetiva possui a maior
formacgao do disco de Airy. Esta é a principal razao pela qual uma objetiva de alto valor da
AN ser capaz de minimizar aberracées Opticas, além de possuir maior capacidade de
distinguir dois pontos.

A montagem do microscépio confocal para analise de topografia de superficies utiliza
uma objetiva fabricada pela Mitutoyo, ampliagéo de 10 vezes e AN de 0,3.

2.1.8 — Resolugao do Microscopio Confocal

Resolugcdo de um microscopio é a capacidade deste em distinguir dois pontos ou
partes de um objeto. A equacao abaixo define o limite de resolu¢do (LR) de um microscopio
optico segundo o critério de Rayleigh.

[R= 0.67.4
AN (2.2)

onde, A é o comprimento de onda do laser e AN a abertura numérica da objetiva.
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Pela Eq. (2.2) verifica-se que quanto maior a AN melhor o limite de resolugao. Pelas
caracteristicas da objetiva utilizada na montagem do microscopio confocal (AN = 0,3060), o
calculo tedrico para o LR da objetiva utilizada € 0,8173 um.

Segundo Toy (1990) em microscopia confocal, devido a captura de um unico ponto
em um unico no plano focal a resolugcédo lateral deste equipamento € otimizada em
aproximadamente 30% em comparagdo com microscépio comum. Devido ao estreitamento
espacial da funcao intensidade no ponto, o limite de resolugao para o microscépio confocal
desenvolvido pode ser estipulado em 0,5359 um.

Em testes realizados no microscépio confocal utilizando objetiva de 20 vezes e AN
de 0,4, pode-se estimar o limite de resolugdo em 0,4 um.

O limite de resolugao do conjunto éptico utilizado na montagem do microscopio
confocal esta relativamente proximo do limite de resolucao imposto pelas limitagdes fisicas,
que é 0,2 um para objetiva montada a seco, onde a AN é de aproximadamente 0,8 e o
comprimento de onda na faixa do ultravioleta (A ~ 380 nm).

2.1.9 — Transladadores

Para se realizar a varredura da amostra pelo laser é necessario transladar a amostra.
Para montagem do microscépio confocal foi utilizado um transladador piezoelétrico, modelo
Nano Max302 TS e controladora 3-Axis Piezo Controller MDT-302, ambos marca Thorlabs.
(Figura 2.24 e 2.25)

Figura 2.24 — Transladador piezoelétrico utilizado na montagem, modelo Nano Max302 TS -
Thorlabs.

O principio de funcionamento do transladador Nano Max302 basea-se na dilatacao
em trés diregbes de um cubo ceramico piezoelétrico. A Tabela 2.2 mostra caracteristicas
deste componente do microscopio confocal, onde a mais relevante para este trabalho é a
repetibilidade, ou seja, a capacidade do equipamento retornar ao ponto de origem, com um

desvio minimo, ap6s um deslocamento.
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Tabela 2.2 — Caracteristicas do piezo posicionador Nano Max302 TS. (Fonte: Site Thorlabs)

Modelo Nano Max302 TS

Capacidade de Carga 1 Kg

Faixa do Piezoelétrico 10 ou 20 um
Faixa do Ajuste Fino (Manual) 4 mm
Repetibilidade (RMS) 15 nm

Forca de Atuacéo do PZT 250 N
Dimensées Larg. x Comp. x Alt. 110 X 110 X 62.5 mm
Dimensodes da Plataforma 60 x 60 mm

O piezo atuador translada a amostra e a unidade de digitalizagéo detecta o sinal do
feixe refletido na amostra, este sinal é detectado ponto a ponto (eixo X) e linha por linha

(eixo Y) como representado na Figura 2.26.

Ajuste Fino
50um por volta
1,0 um por divisao

Figura 2.25 — llustragdo do piezo atuador e sistema de ajuste manual. (Fonte: Manual

Thorlabs® - Nano Max302 TS.)

Figura 2.26 — Representacdo do movimento do transladador piezoelétrico.
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2.1.10 — Divisor de Feixe

Na primeira montagem do MCVL o modo de selecao de imagem para o detector ou
para o microscopio comum era realizado através de um movimento manual de um espelho.
(Figura 2.27.a)

Esta montagem utiliza um espelho seletor que possui a fungéo de direcionar o feixe
laser para o detector durante a varredura ou devia-lo para a CCD na fase de ajuste da
amostra no equipamento.

Em uma segunda montagem foi adaptado um motor (Figura 2.27.b) ao espelho que
era responsavel por automatizar o processo anterior. A placa controladora mostrada na

figura 2.27.c enviava os comandos para o movimento do espelho seletor de imagem.

Movimento do Espelho

-a- -b - -C-

Figura 2.27— Montagem do espelho seletor de imagem. Funcionamento manual (a) e
automatizado (b). Placa controlador modelo R-Control 30, fabricante Rogercom.

As duas montagens mostradas na Figura 2.27 foram abandonadas, pois nao
possibilitavam a visualizacdo simultdnea da superficie da amostra pelo microscépio comum
e a captura do sinal pelo detector.

Neste ponto do trabalho, foram instalados dois divisores de feixe na montagem do
microscopio confocal.

O primeiro divisor de feixe possui a funcdo de direcionar o feixe proveniente da
reflexdo na amostra para o detector. O segundo possui a fungdo de direcionar o feixe
refletido para a CCD (microscopio comum). (Figura 2.28)

Pela Figura 2.28.a verifica-se na cor verde a representagéo do feixe incidente, na cor
vermelha, representagéo do feixe refletido na amostra.

A montagem atual possibilitou 0 acompanhamento do deslocamento do feixe laser
durante a varredura, porém acrescentou duas pequenas dificuldades, geradas pela perda de

sinal nos divisores de feixe.
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! Divisor de Feixe 2
2 ‘ - e
. . . Divisor de
Divisor de feixe 2 ———— f - S T Feixe 1

7]
14 Z Detecto
Divisor de feixe 1 I -
Pinhole
v Objetivaf
Detelctnr
Amostra
-a- - b -

Figura 2.28 — Distribuicdo do sinal no divisor de feixe (a). Em destaque os dois divisores de
feixe(b).

Primeiro, a Figura 2.28.a mostra que um quarto do sinal que chegar a este estagio do
microscopio incide sobre a amostra e aproximadamente um quarto do sinal proveniente da
reflexdo na amostra chega ao sistema de deteccao, ou seja, a cada passagem pelo divisor
de feixe, este distribui 50% da intensidade do feixe em uma direcao perpendicular.

A segunda dificuldade encontrada na incorporacao do divisor de feixe ao MCVL esta
relacionada ao fenédmeno de refracdo da luz em meio material.

O fenémeno éptico da refracdo ocorre quando o feixe de luz é transmitido de um
meio para outro com indice de refracao diferente. Nesta mudanca de meios, a frequéncia da
onda luminosa nao é alterada, porém a velocidade e o comprimento de onda sao alterados.
Com a alteracao da velocidade de propagacao ocorre um desvio da direcao original. (Figura
2.29)

v

MEIO DE INCIDENCIA

MEIO DE REFRAGAO
Figura 2.29 — Fendmeno de difragdo. (HALLIDAY, 2001)

O Raio 1 é o raio incidente, com velocidade e comprimento de onda caracteristico, o
Raio 2 € o raio refratado, com velocidade e comprimento de onda caracteristico, a reta
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tracejada representa a linha normal a superficie, onde o dngulo formado entre o Raio 1 e a
reta normal é o angulo de incidéncia. O angulo formado entre o Raio 2 e a reta normal € o
angulo de refracdo. O raio refratado estd no plano de incidéncia e tem um angulo de
refragc@o e, que esté relacionado com o angulo de incidéncia e, através da Eq. (2.3).

n,sen e;= n; sen e, (2.3)
onde nze n; séo os indices de refragdo do meio onde a luz esta se propagando.

A Eq. (2.3) é conhecida como lei de Snell. Na propagacao da luz em meios materiais
ha a interacdo da mesma com a matéria. Em qualquer meio material a velocidade da

radiagcdo monocromatica (v) € menor que a velocidade da radiagdo monocromatica no vacuo

(c), a Eq. (2.4) determina o valor para o indice de refragao.

n = (2.4)

No vacuo o indice de refragao (n) é definido como exatamente 1,0; no caso do ar em
condigdes normais de temperatura (0°C) e pressédo (1 atm), o valor € ligeiramente maior,
sendo que na pratica quase sempre se supde que o valor de n para o ar seja igual a 1,0.
N&o existe nenhum meio com indice de refragdo menor que 1,0. (HALLIDAY, 2001)

Pela Figura 2.29, n, é maior que n;, € consequentemente e, é menor que e;. Neste
caso, a refracdo desvia o feixe luz, aproximando-o da normal. Este fenbmeno ocorre ao
longo do caminho éptico do feixe laser no microscépio confocal. Além dos divisores de feixe,
a refragdo da onda eletromagnética esta presente na lente convergente e na objetiva. Para
estes meios Opticos utilizados no MCVL calcula-se que o indice de refracao esteja entre 1,3

e 1,5 (Vidros de baixa dispersao e comprimento de onda do laser de 410 nm).

2.1.11 - Aquisi¢do de Sinal
Para se construir a imagem durante a varredura da superficie da amostra é
necessario um sistema de detecgéo de sinal que possibilite o registro de cada ponto varrido.
O MCVL necessita de um sistema de deteccdo com capacidade de integragdo da
ordem de milissegundos, do contrario, o tempo de varredura sera grande o bastante de
forma a inviabilizar a técnica. Outro ponto importante esta relacionado a capacidade de
detecgéo, pois como grande parte da luz é eliminada pela abertura circular, o nivel de sinal &

relativamente baixo, o que leva a um aumento da relagdo sinal ruido.
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Em trabalho recente Pawley (1995) afirma que a realizacdo de médias estatisticas de
varios quadros do mesmo ponto leva a uma melhora da qualidade final da imagem.
Portanto, o tempo de integracéo do detector influencia diretamente na qualidade da imagem
construida pelo microscépio confocal, quanto maior este tempo, mais fétons detectados e
menos ruido na imagem. Nos resultados mostrados neste trabalho o tempo de integragao foi
sempre de 100 ms.

No caso do microscopio confocal desenvolvido o detector utilizado foi um
espectrdmetro modelo USB4000, fabricado pela Ocean Optics Inc. (Figura 2.30)

Entrada de Luz

usB

Figura 2.30 — Espectrémetro Ocean Optics Inc. — USB4000, utilizado para montagem do
Microscopio Confocal.

O espectrébmetro USB4000 possui um obturador eletrénico para tempos de
integracdo de até 3,8 ms. Este espectrometro utiliza um detector Toshiba de resolugédo de

0,1 nm. A Tabela 2.3 mostra outras caracteristicas deste acessério do MCVL.

Tabela 2.3 — Caracteristica do espectrometro marca Ocean Optic, modelo UBSB4000,
utilizado na montagem do Microscépio Confocal. (Fonte: Manual Ocean Optics UBS4000)

Modelo UBSB4000
Dimensées Larg.x Comp. x Alt. 63,3 x 89,1 x 34,4 mm
Peso 190 g
Detector Toshiba TCD1304AP
Faixa do Detector 200 a 1100 nm
Ruido-Sinal 1:300
Conector de fibra 6ptica SMA 905-0,22
Distancia focal 42 mm
Tempo de integracéo de3,8msails
Interfaces de computador USB 2.0 - 480 Mbps

Corrente e tensao 250 mA e 5VDC
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2.2 - Montagem da Imagem Virtual da Superficie da Amostra
Em trabalho recente Gu (1996) demonstra que construgdo virtual da superficie de
uma amostra é realizada pelo deslocamento de feixe laser sobre a amostra e pelo

sincronismo da captura do sinal de reflexdo sobre a mesma. Para tanto, € necessario que o
feixe translade sobre a superficie da amostra de forma precisa. (Figura 2.31)

DIREGAO DE VARREDURA >

LASER

\ U1
=

SUPERFICIE DA AMOSTRA

FOCO

Figura 2.31 — Representacdo esquematica do sistema de varredura laser sobre a superficie
da amostra.

Em pontos mais proximos do foco concentra-se maior intensidade de sinal, portanto
a reflexao também possui maior intensidade.

O espectrémetro detecta o sinal luminoso proveniente da reflexdo na amostra e
converte em sinal digital, este registro € montado em uma matriz XY com valores de

intensidade da luz refletida, como demonstrado no exemplo da Figura 2.32.
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=

16
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Figura 2.32 — Exemplo de niveis de cinza utilizando imagem 16bits, variagcao do preto ao
branco (imagem binaria). (GU, 1996)
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Através da matriz XY da Figura 2.33.a se obtém a imagem da superficie da

amostra da Figura 2.33.b. A matriz XY contém em cada célula de sua matriz o valor da

intensidade da reflexdo detectada pelo espectrémetro. Na superficie da amostra (Figura

45.b) foram varridos 75 colunas e 75 linhas, totalizando 5625 pontos.
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Figura 2.33 — Imagem gerada pelo software LabView® a partir da matriz XY obtida na

varredura.

2.2.1 — Software Laser Scanning Confocal Microscope — LabVIEW

Para controle e aquisicao de dados o MCVL utiliza-se a ferramenta da National

Instruments LabVIEW®. Nesta plataforma foi desenvolvida uma tela de interface com o

usuario, onde se configura os parametros iniciais de varredura e visualiza-se em tempo real

a criacao da imagem virtual da superficie em analise. Pela Figura 2.34 observam-se alguns
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dos principais parametros de entrada: Start Position (Posicao inicial dos eixos X e Y); End
Position (Posicao final dos eixos X e Y); X-Setp: (Valor do passo nos eixos X e Y); Number
of Surface (Numero de superficies a serem construidas); Z-Setp (Valor do passo no eixo 2);

T-Set (Tempo de integracao do espectrometro); Detection WL (Comprimento de onda a ser
detectado).
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Figura 2.34 — Tela principal do software Laser Scanning Confocal Microscope — LabVIEWP.

A Figura 2.35 amostra a tela do Dark Measurement onde se realiza o ajuste fino

do foco sobre a amostra. Nesta tela verifica-se o faixa de ruido e nivel do sinal detectado
pelo espectrémetro.

FAIXA DE RUIDO

NIVEL DO SINAL

Figura 2.35 — Tela do Dark Measurement, sinal em tempo real.
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Neste microscépio confocal o ajuste fino é importante na construcdo de uma
imagem, observe pelo exemplo da Figura 2.36 que a curva de intensidade pelo
deslocamento no eixo Z possui um formato gaussiano, onde o ponto de maximo trata-se do

ponto focal.

INT

AJUSTE
FINO

PONTO FOCAL z

Figura 2.36 — Demonstracao da aproximagao do sinal ao ponto focal.

2.2.2 — Determinacdo do Fundo de Escala do Eixo Vertical

Com a finalidade de determinar o fundo de escala do eixo Z foi implementada a
técnica de deslocamento do eixo vertical com a finalidade de induzir uma variagdo da
intensidade de reflexdo para um ponto XY especifico. Esta variacdo de intensidade é

diretamente proporcional ao deslocamento no eixo Z. (Figura 2.37)

Pontos "XY" para varredura no eixo "Z".

Variagio da
intensidade
com o
deslocamento
no eixo "Z".

Figura 2.37 — Imagem demonstrando a varredura no eixo Zem cinco pontos (X, Y)) da
matriz.
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A Figura 2.38 mostra um exemplo onde é possivel descrever todas as variaveis
utilizadas no calculo do fundo de escala do eixo vertical. Sobre uma amostra padrao foi
realizada varredura na diregao do eixo Z e também na diregao do eixo X, pela vista frontal
verifica-se o formato gaussiano da curva e pela vista lateral verificam-se as estruturas da
amostra.

Pela vista lateral observam-se também os valores de intensidade no ponto de
maximo da superficie (I_MAX), a intensidade no ponto de minimo da superficie (I_MIN) e
valor minimo registrado no detector (DARK).

INT,

R —

VISTA FRONTAL VISTA LATERAL

Figura 2.38 — Demonstracao da variagéo da intensidade de reflexdo na amostra pelo o
deslocamento no eixo Z

O valor do deslocamento no eixo Z é denominado dZ, para os resultados contidos
neste trabalho seu valor é de 10 um. O valor de AZ trata-se do valor procurado para o fundo
de escala do eixo vertical.

Com os valores da variacdo de intensidade e de deslocamento € possivel se
determinar o valor do fundo de escala para o eixo vertical. O algoritmo da Figura 2.39
descreve o fluxo de tratamento de dados até se obter este valor.

O algoritmo determina o fundo de escala a partir da variagdo da intensidade dos
pontos maximos e minimos da superficie da amostra. Para isto a Eq. (2.5) descreve o

calculo aplicado.

AZ= k. % (2.5)

Onde o fator Al € a variagdo entre a intensidade no ponto de maximo da matriz
(_MAX_M) e o valor minimo registrado pelo detector (I_MIN_M ou DARK), o dZ é o valor do



deslocamento real no eixo Z, o valor de di é calculador pela variacao entre a intensidade do
ponto de maximo da superficie (I_MAX) e o valor da intensidade para o ponto minixo da

superficie (/_MIN), o valor de k €& determinado como uma constante de correcédo
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Figura 2.39 — Algoritmo para se determinar o valor do fundo de escala do eixo Z.

Apoés a determinacao do fundo de escala do eixo Z é possivel idealizar investigacdes
voltadas ao estudo da topografia de superficie, ou seja, o calculo de parametros

topograficos de superficie.
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2.3 — Calculo de Parametros Topograficos de Superficie

Para a determinagdo de paréametros topograficos que quantifiquem uma superficie
existem calculos matematicos e estatisticos baseados em normas técnicas que estabelecem
definicdes e procedimentos para a avaliagdo das mesmas.

A International Organization for Standardization (1ISO) é uma organizagéao,
reconhecida e aceita internacionalmente no estabelecimento de normas técnicas
desenvolvidas e avaliadas no ambito de competéncia de suas delegagdes nacionais.

O INMETRO representa o Comité Brasileiro de Certificacdo (CBC) na ISO, ele possui
a responsabilidade de divulgar, avaliar e preservar a aceitagdo, o uso e integridade da
marca I1SO.

A Associagao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) é o organismo de certificacdo
brasileiro, credenciado pelo INMETRO, para atuagdo em certificacdo de sistemas de
garantia de qualidade e de produtos no pais.

Com relacao aos célculos de parametros topogréaficos de superficie, no Brasil existe
a norma equivalente a ISO 4287:1998, a ABNT NBR ISO 4287:2002, intitulada
Especificagbes geométricas do produto (GPS) - Rugosidade: Método do perfil - Termos,
definicbes e parametros da rugosidade. Esta norma especifica termos, definicbes e
parametros para a determinacdo do estado da superficie (rugosidade, ondulagcéao e perfil
primario) pelo método do levantamento do perfil.

Os célculos dos parametros topograficos extraidos dos equipamentos: microscopio de
forca atébmica, interferdmetro a laser e microscopio confocal de varredura laser, tiveram seus
dados tratados pelo software Digital Surf Montains Map Universal 3.0.11. Este software de
andlise de topografia de superficie € compativel com varios instrumentos de medicao de
superficie e tratam os dados provenientes de medigdes de acordo as normas técnicas

internacionais.

2.4 - Configuracoes Utilizadas nas Técnicas Experimentais

As imagens geradas pelo AFM foram varridas em 10 x 10 um utilizando o modo n&o
contato com resolucdo real de 10 nm.

As imagens construidas pelo IL neste trabalho foram varridas com taxa de aquisigcéo
de 5000 pontos/mm, 0 que corresponde a uma resolucao da mesa de 0,2 um.

Para construir as imagens, o microscopio confocal varreu-se 75 pontos por linha em

75 linhas para uma area de 10 x 10 um, o que corresponde a passos de 0,13 um. O tempo
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de integracao ajustado no espectrémetro foi de 100 ms.

Nos resultados apresentados neste trabalho os parametros topograficos foram
calculados sobre superficies onde foram aplicados filtros de forma e rugosidade. Para
subtrair a forma da superficie primaria utilizou-se filtro polinomial de ordem 2 e a partir deste
foi aplicado filtro gaussiano com cut-off de 800 nm.
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CAPITULO Il

RESULTADOS E DISCUSSOES

Com a finalidade de se identificar a capacidade de construcdo de imagens do
microscopio confocal desenvolvido, utilizou-se como amostra uma chapa de aco ABNT 1020
contendo duas regidbes com texturas diferentes, uma regido polida e outra atacada
quimicamente. Os resultados obtidos demonstram que as imagens sao fortemente

dependentes do setor onde se realizou a varredura. (Figura 3.1)

“a- -b-

Figura 3.1 — Imagens de superficies primarias geradas pelo microscépio confocal de regides
com texturas diferentes.
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A Figura 3.1.a mostra uma regido da chapa de aco ABNT 1020 atacada
qguimicamente, a agao do acido promove na superficie da chapa uma textura homogénea. A
Figura 3.1.b mostra uma regiao da chapa que passou por um processo de polimento, pela
imagem gerada pelo microscépio confocal observam-se as marcas provenientes deste
processo.

Até este ponto do desenvolvimento do equipamento ainda ndo se conseguia
determinar o valor para o fundo de escala do eixo Z. Na tentativa de estimar um valor para
este eixo foi realizado uma comparagcdo entre as imagens geradas pelo microscopio
confocal e o interferémetro laser. Nesta comparagéo, utilizou-se uma area especifica, onde
foi realizado um microsulco na superficie da chapa (Figura 3.2). A Figura 3.2.a demonstra a

imagem produzida pelo interferdmetro laser para o microsulco.

Alpha = 45° Beta = 30° pm

um Profile # 1 / 1880 Pt=1.54 ym Scale=3 pm

Figura 3.2 — Imagem gerada pelo interferdmetro laser (a) e demonstracao de todos os perfis
ao longo do microsulco (b).

Pela Figura 53.b verifica-se as linhas maxima, média e minima referente aos perfis
tracados de norte a sul na imagem da Figura 3.2.a, ou seja, na dire¢cdo perpendicular ao
microsulco. Desta forma obtem-se artificialmente através do interferdmetro laser o valor de
fundo de escala para o eixo vertical. A variagdo maxima entre os picos mais altos e os vales

mais profundos é de 1,76 pm.
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A Figura 3.3 mostra a imagem do microsulco construida pelo microscopio confocal,
observa-se os valores para os eixos X e Y, variando de 0 (zero) a 75 volts, que corresponde
a variagao da tensao aplicado no transladador piezoelétrico. Sabe-se que o deslocamento
correspondente a 75 volts € 10 um. O eixo Zinforma os valores referentes a intensidade da

reflexdo da amostra.

Figura 3.3 — Imagem obtida com microscépio confocal e gerada pelo LabVIEW®.

A Figura 3.4 mostra a imagem final gerada pelo microscopio confocal e tratada no
software Mountains Map®, nesta imagem pode-se visualizar o valor do fundo de escala para

os trés eixos.

Alpha=45°  Beta=30° um

L]

0.5

0.4

03

0.2
0.1

Figura 3.4 — Resultado da imagem gerada pelo microscopio confocal, com valores de fundo
de escala para os trés eixos.
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Na busca de um padrdo de comparagdo entre os resultados obtidos pelo
interferdbmetro laser e microscopio confocal, procurou-se por uma superficie simples, ou
seja, uma superficie livre de eventos particulares.

A superficie de um disco rigido utilizado para armazenamento de dados em
computadores possui uma superficie quase livre de imperfeicdes superficiais, contendo
estruturas da ordem de 100 um de altura. (Figura 3.5)

-a- b-
Figura 3.5 — Imagens da superficie de um disco rigido geradas por microscopia confocal (a)
e interferometria laser (b).

A Figura 3.5 mostra que para uma superficie simples, sem grandes imperfeicoes,
como a superficie do disco rigido, as imagens geradas pelas técnicas de IL e MCVL séao
comparaveis, porém € evidente a necessidade de se determinar o fundo de escala para o
eixo vertical do microscopio confocal de forma a possibilitar andlises também em nivel
quantitativo.

No intuito de se confirmar a faixa de deslocamento dos eixos horizontais, utilizou-se
como padrédo de referéncia uma rede de difragdo com distancia nominal de 0,5 um. (Figura
3.6.a)

A Figura 3.6.b demonstra através de uma imagem gerada pelo microscopio confocal,
um distanciamento médio entre as grades da rede de difragdo de 0,55 um, confirmando o
valor de referéncia da rede.

Neste ponto do trabalho se verificou a necessidade de analisar amostras com
caracteristicas submicrométricas, compativeis com a faixa de operagdo do microscopio

confocal. PadrGes utilizados na calibragdo do microscépio de forca atbmica possuem tais
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caracteristicas, desta forma, foram utilizadas amostras padrdo com estruturas nos formatos

de bolsos e trilhas.

331 pm
Figura 3.6 — Imagem da rede de difracao gerada pelo microscépio confocal.

O AFM passa a ser utilizado nas comparagdes, pois trata-se de uma técnica com
resolugao cinquenta vezes maior que as técnicas opticas utilizadas. Os resultados obtidos
com estas amostras padrao possibilitaram comparagdes mais precisas que contribuiram
para o aprimoramento do microscépio confocal, em particular dos estudos referentes aos
calculos utilizados na determinacao do fundo de escala vertical.

A Figura 58 mostra as imagens dos padroes submicrométricos utilizados nas
comparacbes as trés técnicas topograficas. Pela Figura 3.7.a visualiza-se a amostra
contendo bolsos com didmetro 3,5 um. O segundo padrdo contém trilhas de 3,0 um de
largura e 2,5 um de espacamento entre elas. (Figura 3.7.b)

WMI[I _ b _

|
Figura 3.7 — Imagem das amostras padrao construida pelo microscopio simples montado na
estrutura do microscopio confocal.



51

As amostras padrdo demonstradas na Figura 3.7 sdo produzidas por processo de
micro litografia e sdo constituidas por um substrato de silicio (Si), parte clara da imagem, e
estrutura de éxido de silicio (SiO,), parte escura da imagem.

Pela Figura 3.8 observa-se a imagem da amostra padrao contendo bolsos, gerada
pelo microscopio de forga atbmica.

nm

400 +

Figura 3.8 — Imagem gerada pelo AFM e visualizada através do software da Park Systems.

A Figura 3.9 mostra a imagem construida pelo AFM convertida pelo software
mountains Map®. Esta imagem da superficie primaria passou por processos de filtragem de
forma e ondulacdo com a finalidade de se obter uma superficie ideal para se realizar as

comparagodes entre as técnicas de IL e MCVL. (Figuras 3.10 e 3.11)

Alpha = 45° Beta = 30° nm

Figura 3.9 — Superficie primaria gerada AFM e pelo software Mountains Map.
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Para se determinar este desvio de forma utilizou-se filtro polinomial de ordem 2, a

Figura 3.10 demonstra as superficies resultantes da aplicacao deste filtro.

Alph Beta = 30° nm
320

280
[ 260
[ 240

220

180 -a-
180

[ 140
120

[ 100

Alpha = 45* Bets = 20° nm

Figura 3.10 — Imagem resultante da aplicacao do filtro polinomial.

Pela Figura 3.10.a, observa-se a inclinacdo subtraida da superficie primaria, que
pode estar relacionada a fixagcdo da amostra no microscopio, pois se observa que mesmo
aplicando um filtro de ordem 2 a imagem possui aspecto planar, indicando um desvio de
forma de ordem 1, este desvio de forma também pode ser inerente da prépria mostra. Para
evitar duvidas como esta ao se comparar as técnicas, todas as imagens geradas para este
trabalho foram submetidas aos mesmos processos de filtragem.

Posteriormente a aplicacdo do filtro polinomial, foi aplicada sobre a imagem da
Figura 3.10.b um filtro passa baixo, para se separar a ondulagdo contida na imagem da
rugosidade. Para isto, aplicou-se filtro gaussiano com cut-off de 800 nm, separando assim
comprimentos de onda superiores a esta faixa. (Figura 3.11)
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Alpha = 45° Beta = 30° nm
130
120
110
I 100
20

a0

Alpha = 45° Beta = 30* nm

Figura 3.11 — Resultados da aplicacao de filtro de gaussiano de cut-offigual a 800nm.

A Figura 3.11.a representa a rugosidade presente na superficie amostra, ja a Figura
3.11.b representa a imagem da ondulagdo contida na mesma, ou seja, uma imagem
contendo comprimentos de onda acima de 800 nm.

A superficie que carrega os comprimentos acima de 800 nm possui as principais
caracteristicas da amostra padrao e por isto serao utilizadas nas comparagées por meio de
parametros topograficos.

Geradas as imagens pelo AFM utilizou-se o IL e o MCVL (Figura 3.12) para realizar
as imagens das mesmas amostras padrao.

Para se determinar o valor do fundo de escala vertical para a imagem gerada pelo
MCVL foram realizadas seis varreduras na mesma amostra, a Tabela 3.1 mostra os valores
obtidos e calculados. O valor calculado para o fundo de escala para do eixo vertical para a
amostra contendo bolsos é de 281 nm. A Figura 3.13 demonstra os resultados finais para a
amostra contendo bolsos para as trés técnicas.
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Figura 3.12 — Imagem da amostra padrao contendo bolsos gerada pelo microscopio confocal
(a) e convertida para software Mountains Map (b).

Tabela 3.1 — Determinacao do valor do fundo escala para o eixo vertical para a amostra
contendo bolsos. (Valores de intensidade na forma de poténcia 10%

Superficies |_Max [_Min di Al AZ (um)
SURACE_00 1,30 1,20 1,15 0,10 0,27
SURACE_01 1,25 1,00 1,10 0,25 0,72
SURACE_02 1,00 0,90 0,85 0,10 0,37
SURACE_03 1,00 0,95 0,85 0,05 0,19
SURACE_04 1,35 1,30 1,20 0,05 0,13
SURACE_05 1,25 1,15 1,10 0,10 0,28

Pelas imagens mostradas na Figura 3.13 verifica-se que os aspectos finais das
imagens geradas pelo IL e pelo MCVL sado consideravelmente diferentes das imagens
obtidas pelo AFM, isto se deve a diferenca da faixa de resolucdo entre os equipamentos.
Para os equipamentos Opticos a resolugéo € da ordem de 400 nm, enquanto para o AFM a
resolugcdo é de 10nm. Porém, é possivel realizar comparagdes dimensionais para imagens
geradas pelas técnicas.

Em um primeiro momento, pode se interpretar que as imagens nao representam a
mesma amostra, pois foram varridas em posi¢cdes diferentes, porém em uma andlise mais
detalhada, observando o padrdao de forma dimensional, conclui-se sobre a equivaléncia de
representatividade das trés técnicas.

A Figura 3.14 mostra vistas superiores e cortes longitudinais dos bolsos, para as trés
técnicas topograficas.



Alpha = 45° Beta = 30°

Alpha = 45° Bata = 30"

Alpha = 48% Bata = 30°

Figura 3.13 — Imagens da amostra padrao contendo bolsos. AFM (a), IL (b) e MCVL (c).
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Figura 3.14 — Comparagao por vista superior e perfil entre as trés técnicas, amostra padrao
bolsos em cortes de 10 um. AFM (a), IL (b) e MCVL (c).

A imagem da Figura 3.14.a, construida pelo AFM, os bolsos possuem 3,5 um de
didmetro. Para o perfil construido por interferometria (Figura 3.14.b), observa-se uma
variagao de 2 a 3,5 um para os didametros dos bolsos.

Ja a técnica confocal, mostrada na Figura 3.14.c, apesar do perfil com aspecto
ondulado em comparagdao com o perfil construido pelo AFM, a representabilidade do
diametro dos bolsos é compativel com o didmetro real, onde seus valores entédo entre 3,0 e
4,0 pm.

O fenbmeno de difragdo da luz esta presente nas técnicas confocal e de
interferometria, porém é mais acentuado nas imagens construidas pelo primeiro, pois o
microscopio confocal utiliza-se do valor da intensidade para se referenciar e montar a matriz
de dados, o interferébmetro utiliza-se da diferengca de fase entre as ondas originais e
refletidas na amostra para se referenciar e o registro em sua matriz de dados é baseado no
deslocamento do PZT que ajusta o foco sobre a amostra.

A Tabela 3.2 mostra os resultados obtidos para os parametros topograficos de
amplitude, parametro hibrido e parametro funcional para a amostra contendo bolsos

construidos pelas trés técnicas.
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Tabela 3.2 — Resultados dos parametros topograficos para amostra padrdo contendo
Bolsos. Comparacao entre AFM, Interferometria e Confocal.

Parametro Topografico AFM Interferometria Confocal
Sq (nm) 59,9 + 3,33 73,46 £4,73 72,50 + 3,18
Sdq (um/pm) 0,126 £ 0,007 0,139 £0,014 0,120 + 0,008
Sbi 2,62 0,02 1,35+ 0,07 4,08 + 0,09

O parametro topografico de amplitude Sq informa que os desvios quadraticos médios

das superficies varridas pelas trés técnicas topograficas possuem variacao minima. (Figura

3.15)

O resultado de uma Andlise de Variancia (ANOVA) fornece o valor estatistico para a

variancia entre as trés técnicas para os parametros topograficos calculados. (Anexo |)

Com uma significancia de 82% pode-se afirma que ndo existe diferengca entre os

valores apresentados pelas técnicas de IL e MCVL para o parametro topografico Sq na

amostra contendo bolsos. Porém, com uma significancia de 99% pode-se afirmar que existe

diferenga entre os resultados apresentados pelo AFM e as ténicas Opticas.
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Figura 3.15 — Comparacao entre as trés técnicas pelo parametro topografico de amplitude
Sq para a amostra contendo bolsos.

O parametro hibrido Sdq informa o desvio quadratico médio para a inclinagdo da

superficie. Pela Figura 3.16, pode-se visualizar que os valores deste parametro para as

técnicas AFM, IL e MCVL estao dentro da faixa do desvio padrdo. A variagcdo observada



58

para o resultado mostrado para o MCVL pode ser explicada pela posicdo na qual foi
realizada a varredura na amostra contendo bolsos, uma vez que esta apresenta um total de
cinco bolsos, enquanto as outras duas técnicas apresentam areas com um volume de quatro
bolsos. Este fato pode ter influenciados o resultado do Sdgq na técnica confocal, pois
parametros hibridos entdo fortemente relacionados com a variancia das amplitudes com
relacdo a area varrida. Com uma significancia de 83% a analise de variancia mostra que nao

héa diferencga siginificativa entre as técnicas para os resultados referentes ao parametro Sdq.

0,18

DAFM
B Interferometria

0,16 ——

O Confocal
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0.1
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Sdg (pm/um)

Figura 3.16 — Comparagéao entre as trés técnicas pelo parametro topografico hibrido (Sdq).

O parametro funcional possui importancia relevante, pois descreve a informagéo
necessaria para se selecionar a funcao do elemento superficie em uma aplicacdo de
engenharia.

Os resultados apresentam diferenca consideraveis para este parémetro. (Figura
3.17)

Os resultados para as técnicas AFM e IL apresentam diferenga de 40% entre seus
valores, que pode ser explicado pela capacidade de resolugdo entre as técnicas. A técnica
confocal apresentou um valor 36% maior que o apresentado pelo AFM. Para se
compreender os resultados apresentados para este parametro € necessario analisar a
Figura 3.13, que demonstra em todas as suas imagens os pontos mais altos da topografica
na com branca e vermelha, verifica-se que a técnica confocal criou uma imagem com
topografia mais uniforme, este efeito foi causado pela difracdo da luz na superficie da

amostra foi preponderante na resposta dada pelo parametro Sbi para esta técnica.



59

Pela aplicacao da ANOVA pode-se afirmar com 99% de confircdo que os resultados
para o parametro Sbi para as comparacdes entre as trés técnicas ndo sdo compativeis para

a amostra contendo bolsdos.

45

o AFM
4 +—— mInterferometria I

O Confocal

35

25
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Figura 3.17 — Comparagéao entre as trés técnicas pelo parametro funcional Sbi.

Para se concretizar as analises para as técnicas topograficas, foram realizados os
mesmos ensaios e tratamentos de imagens para outra amostra submicrométrica. A Figura
3.18 mostra imagens geradas pelo microscopio confocal para a amostra padrdo contendo

trilhas.

0 2 4 e 8 10 pm

-a- -b-
Figura 3.18 — Imagem da amostra padrao trilhas gerada pelo microscopio confocal (a) e
convertida para pelo software Mountains Map (b).
A Figura 3.19 apresenta as imagens para as técnicas AFM, Interferometria e
Confocal. Por estas imagens da amostra padrdo contendo trilhas observa-se grande

semelhanga nos resultados obtidos pelas trés técnicas topograficas. Por uma vista superior
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da topografica das superficies (Figura 3.20) observam-se trilhas e vales por uma observacao

qualitativa e quantitativa.

Alpha = 45° Bets = 20°

-a-
Alpha = 458 Beta = 30°
Alpha = 45° Beta = 20°

-C-

Figura 3.19 — Imagens da amostra padrao contendo trilhas geradas pelas trés técnicas. AFM
(a), IL (b) e MCVL (c).
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Verifica-se pela Figura 3.20 que h& correspondéncia entre os resultados obtidos. A
largura das trilhas para as trés técnicas possui valores proximos a 3,0 um, vales com largura

de aproximadamente 2,5 um.

-
H R Langth = 922 ym Pt=133nm Scate = 200 nm
. L . ) L L

Lengtn = 9.2 pm Pt=0.208 ym Scale =03 ym

T T T T T T T T .
68 1 18 2 25 3 35 4 48 5 85 & 85 T T8 8 88 .g3um

Lengih » 8.9 ym Pte 374 nm Scale » 1000 i

Figura 3.20 — Comparacao por vista superior e perfil das trés técnicas. AFM (a), IL (b) e
MCVL (c).

Para comparagbes quantitativas das superficies, foram utilizados os paréametros
topograficos expostos na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Resultados dos parametros topograficos para amostra padrao contendo trilhas.
Comparacéao entre AFM, Interferometria e Confocal

Parametro Topografico AFM Interferometria Confocal
Sq (nm) 52,62 + 4,82 57,60 +3,12 75,23 £ 6,39
Sdq (um/pm) 0,109 £0,006 0,104 +0,012 0,122 +0,011
Sbi 2,90 £ 0,33 1,65+ 0,21 2,39 +0,43

Os valores para o parametro de amplitude Sqg (Figura 3.21), mostraram
comportamento semelhante entre os resultados apresentados pelo AFM e IL, o resultados
gerado pelo microscopio confocal apresenta variagdo entre 12 e 41% acima dos valores
apresentados pelas outras duas técnicas. A ANOVA aponta a identidade entre os resultados
apresentados para AFM e IL com uma confiabilidade de 93% e uma diferenga entre os
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resultados apresentados por estas técnicas com relacdo ao resultado apresentado pelo
MCVL com um nivel de significancia de 99%.

Assim como para o parametro de amplitude, os valores para os parametros hibridos,
Figura 3.22, demonstram boa aproximagao, porém com uma tendéncia do valor gerado pelo
microscopio confocal, que apresentou valores entre 12 e 33% acima do valor apresentado
pelas técnicas de AFM e IL, que por sua vez apresentaram resultados equivalentes com
94% de significancia.
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Figura 3.21 — Comparacao entre as trés técnicas pelos parametros topograficos de
amplitude.

Os resultados para os parametros de amplitude e hibrido para o microscopio
confocal tiveram seu valor influenciados pelo valor do fundo de escala calculado, AZ = 401
nm. O valor do fundo de escala sofre influencia da difracdo da luz em uma direcéao
especifica, pois a geometria desta amostra propicia este fenébmeno, conforme demonstrado
na Figura 2.12.

A Figura 2.23 apresenta os resultados para o parametro funcional, o fenbmeno de
difracdo que influenciou os resultados dos parametros de amplitude e hibrido para esta
amostra, nao influenciou tanto os resultados para o parametro Sbi. A técnica confocal
apresentou um valor intermediario entre os apresentados pelo AFM e pelo IL. Os resultados
apresentados estao dentro das faixas de desvio padrao apresentadas para este parametro,
porém nao apresentao consisténcia estastisticas para aplicagéo da analise de variancia.
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Pelas imagens da Figura 3.19 observa-se a topografia das imagens geradas pelo AFM
e pelo MCVL contém menos irregularidades, como ocorrido para a amostra contendo bolsos
verifica-se que a técnica confocal criou uma imagem com topografia uniforme e que foi
preponderante na resposta dada pelo parametro Sbi para esta técnica. (Figura 3.23)

Para a amostra contendo trilhas, a analise de varidncia mostra uma correlagao entre

as técnicas com significancia de 60% para o parametro topografico Sbi.
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Figura 3.22 — Comparagéao entre as trés técnicas pelos parametros topograficos de Hibrido.
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Figura 3.23 — Parametro funcional Sbi para a amostra contendo trilhas.
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CAPITULO IV

CONSIDERAGCOES FINAIS

Com base na primeira parte dos resultados, conclui-se pelas imagens geradas pelo
MCVL desenvolvido obteve-se sucesso em seu objetivo de representar qualitativamente as
superficies das amostras.

As imagens geradas pelo MCVL sao representativas e capazes de distinguir
superficies com acabamentos diferentes.

Pelos resultados qualitativos apresentados, conclui-se que as imagens geradas pelo
microscopio confocal de varredura laser sdo compativeis com as imagens geradas pelo
interferdmetro laser.

Pode-se afirmar que as técnicas O6pticas, confocal e interferometria, encontram
equivaléncia com as imagens geradas pelo microscopio de forga atémica, equipamento com
resolucdo cinquenta vezes maior que o limites de difracao da luz.

Pelos resultados quantitativos, conclui-se que o equipamento desenvolvido é preciso
em seus resultados referentes aos eixos horizontais e aceitaveis com relagao aos resultados
provindos de eixo vertical.

Os resultados para o fundo de escala do eixo Z e parametros topograficos
relacionados a este eixo sofrem perturbacdo pelo fenémeno de difracdo da luz e pelo
alinhamento do conjunto éptico, uma vez que seus valores sdo baseados na intensidade da
luz refletida na superficie da amostra.

De forma geral, conclui-se que o equipamento de microscépio confocal de varredura
laser desenvolvido € capaz de criar imagens confiaveis das superficies de materiais opacos
com resolugdo submicrométrica, uma vez que as amostras padrdo empregadas nas

investigacdes possui estruturas com alturas da ordem de um quarto de micrometro.
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4.1 — Trabalhos Futuros

Como demonstrado na Tabela 1.1 a &rea de varredura do microscopio confocal pode
chegar & ordem de 10° mm? (trasladagéo da amostra por meio de motor eletromecanico),
porém o microscopio confocal desenvolvido neste trabalho o transladador é piezoelétrico, o
que limita a sua area de varredura em 10 mm?, o préximo passo no desenvolvimento deste
trabalho sera a substituicdo do transladador piezoelétrico por um conjunto de atuadores
eletromecénicos. (Figura 4.1)

Figura 4.1 — Posicionador Z825B — Serie Motorized DC Servo Actuador adquiridos e apt — dc
serve controller USB.
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ANEXO |

A Andlise de Variancia (ANOVA) é um procedimento utilizado para comparar trés ou
mais tratamentos. Existem muitas variagbes da ANOVA devido aos diferentes tipos de
experimentos que podem ser realizados. Nesse trabalho foi analisada a varidncia com um
fator.

A andlise de variancia baseia-se na decomposicdo da variagao total da variavel
resposta em partes que podem ser atribuidas aos tratamentos e ao erro experimental. Por
esses motivos, os pressupostos da ANOVA devem ser testados ou avaliados em qualquer
analise.

Se F > Fcritico, rejeitamos a hip6tese de nulidade (Ho), ou seja, existem evidéncias
de diferenca significativa entre pelo menos um par de médias de tratamentos, ao nivel a de
significAncia escolhido. Caso contrario, ndo se rejeita a Ho, ou seja, ndo ha evidéncias de
diferenca significativa entre tratamentos, ao nivel a de significancia escolhido.

Outra maneira de avaliar a significancia da estatistica F é utilizando o valor-P. Se o
valor-P < q, rejeita-se a hipétese de nulidade. Caso contrario, ndo se rejeita a hipétese de
nulidade, ou seja, ndo ha evidéncias de diferengas significativas entre os tratamentos, ao
nivel a de significAncia escolhido.

Tabela Al.1 — ANOVA para os resultados dos parametros topograficos Sq para amostra
padrao contendo bolsos. Comparacao entre Interferometria, AFM e Confocal

Fonte davariagdo SQ gl MQ F valor-P___ F critico
Entre grupos 452,40 2 226,20 13,85 0,0056 5,14
Dentro dos grupos 9799 6 16,33
Total 550,39 8

Tabela Al.2 — ANOVA para os resultados dos parametros topograficos Sdq para amostra
padrao contendo bolsos. Comparacao entre Interferometria, AFM e Confocal
Fonte da variacdo SQ gl MQ F Valor-P  F critico
Entre grupos 0,00064 2 0,0003 2,42 0,17 5,14
Dentro dos grupos 0,00079 6  0,0001

Total 0,00143 8
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Tabela Al.3 — ANOVA para os resultados dos parametros topograficos Sbi para amostra
padrao contendo bolsos. Comparagao entre Interferometria, AFM e Confocal
Fonte da variacdo SQ g MQ F

Entre grupos 13,93 2 6,963
Dentro dos grupos 0,041 6 0,006

valor-P F critico
1019,36 2,52E-08 5,14

Total 13,97 8

Tabela Al.4 — ANOVA para os resultados dos parametros topograficos Sq para amostra
padrao contendo trilhas. Comparacao entre Interferometria, AFM e Confocal

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P__ F critico

Entre grupos 919,41 2 459,7 17,16  0,0033 5,14
Dentro dos grupos 160,73 6 26,7

Total 1080,1 8

Tabela ALL5 — ANOVA para os resultados dos parédmetros topograficos Sdq para amostra
padrao contendo trilhas. Comparacao entre Interferometria, AFM e Confocal
Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P__F critico
Entre grupos 0,0009 2 0,0004 5,06 0,06 5,14
Dentro dos grupos 0,0005 6 8E-05

Total 0,0014 8

Tabela Al.6 — ANOVA para os resultados dos parametros topograficos Sbi para amostra
padrao contendo trilhas. Comparacao entre Interferometria, AFM e Confocal

Fonte da variagdo SQ g MQ F valor-P F critico
Entre grupos 2,92 2 1,46 1,04 0,41 5,14
Dentro dos grupos 8,39 6 1,40

Total 11,31 8




