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Resumo

O objetivo deste trabalho é determinar o valor da constante dielétrica de um
sistema biolégico nanoestruturado via Microscopia de Forca Elétrica (EFM) e mostrar como
este método é util para estudar cristais fotdnicos naturais. Mapeamos a constante dielétrica
da secdo transversal da asa posterior da libélula da espécie Chalcopteryx rutilans (Rambur,
1842), Odonata, Polythoridae, com resolugao nanomeétrica e obtivemos ndao apenas informagdes
estruturais sobre suas nanocamadas constitutivas, mas também sobre os valores absolutos da
variagdo da constante dielétrica em escala nanométrica. Ao relacionar o perfil medido da
constante dielétrica estatica com o perfil do indice de refracdo na faixa do visivel, combinado
com medic¢des de refletdncia dptica e simulacdo, pudemos descrever a origem das cores das
asas fortemente iridescentes dessa libélula da floresta amazOnica. O método que

demonstramos aqui deve ser util para o estudo de outros sistemas bioldgicos.

Palavras-chave: constante dielétrica; microscopia de forga elétrica (EFM); cristais fotonicos

naturais; permissividade relativa; cores estruturais



Abstract

The aim of this work is to determine the dielectric constant value of a bio-
nanostructured system via Electrostatic Force Microscopy (EFM) and to show how this
method is useful to study natural photonic crystals. We mapped the dielectric constant of the
cross-section of the posterior hind wing of the damselfly Chalcopteryx rutilans with
nanometric resolution and obtained not only structural information on its constitutive
nanolayers but also on the absolute values of the dielectric constant variation in a nanometric
scale. By relating the measured profile of the static dielectric constant to the profile of the
refractive index in the visible range, combined with optical reflectance measurements and
simulation, we were able to describe the origin of the strongly iridescent wing colors of this
Amazonian rainforest damselfly. The method we demonstrated here may be useful for the

study of other nanostructured biological systems

Keywords: dielectric constant; electrostatic force microscopy (EFM); natural photonic

crystals; relative permittivity; structural colors
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1.Introducao

A constante dielétrica, ou permissividade elétrica relativa, € uma propriedade
fisica fundamental que é crucial para descrever varios fendmenos, sejam biolégicos, quimicos
ou fisicos. Ela modula a interacdo entre as particulas carregadas dentro dos materiais e
também a interagao da radiagdo eletromagnética com a matéria, desempenhando um papel
fundamental em campos tdo diversos como, por exemplo, no desenvolvimento de
dispositivos microeletrénicos [1], dispositivos dticos [2] e até células solares [3].

Cristais fotonicos naturais sdo sistemas nanoestruturados nos quais as
propriedades dielétricas desempenham um papel fundamental [4]. Muitos deles sdo sistemas
biolégicos onde a riqueza de cores, produzida por diferentes estratégias encontradas pela
Natureza, é surpreendente [5,6]. Os estudos sobre a origem das cores fisicas em insetos sdo
numerosos na literatura e as ferramentas mais utilizadas sdo a refletancia éptica nao local,
microscopias eletrénicas e microscopias de varredura por sonda, que ddo suporte a modelos
tedricos com o objetivo de descrever as propriedades épticas medidas [7]. No entanto, todas
essas técnicas revelam diretamente apenas a estrutura com resolugdo nanométrica. A
resposta dielétrica local é usualmente inferida indiretamente através do modelo fisico
considerado [8-10]. Apesar do grande nimero de estudos, as propriedades dielétricas locais
dos cristais fotOnicos naturais permanecem essencialmente indeterminadas, devido as
grandes dificuldades em medir a resposta dielétrica em escala nanométrica [11]. A
permissividade relativa local nanométrica de um cristal fotonico natural ainda ndo havia sido
medida diretamente, antes deste trabalho.

Fumagalli et al. [12-15] e Riedel et al. [16] desenvolveram diversas técnicas de
Microscopia de Forga Elétrica (EFM) para extrair a permissividade elétrica relativa em
nanoescala, permitindo que novos campos sejam explorados. Aqui, usamos Microscopia de
Forca Elétrica (EFM) para mapear a permissividade relativa de nanoestruturas no interior das
asas da libélula Chalcopteryx rutilans [17-19]; nanoestruturas essas que o tornam um cristal
fotonico natural. Obtemos informacdes quantitativas sobre a estrutura da asa e suas
propriedades de permissividade relativa local. Também simulamos a refletancia éptica usando

o perfil espacial extraido da permissividade relativa e comparamos com a refletancia medida
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na faixa do visivel, obtendo um bom ajuste. Dessa forma, podemos fornecer uma descricdo
completa da origem das cores cintilantes das asas posteriores do macho da libélula
Chalcopteryx rutilans. Esta técnica deve ser util no estudo de sistemas semelhantes,
aumentando as possibilidades de investigacdo de cristais fotonicos naturais.

No capitulo 2 apresentaremos a libélula amazonica Chalcopteryx rutilans [19], e
mostraremos que a sua asa posterior & um cristal fotonico natural, sendo a asa posterior do
macho a amostra de estudo dessa tese. Mostraremos relevantes informagdes obtidas em
nossos trabalhos anteriores, no qual utilizamos Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
(Scanning Eletron Microscopy-SEM) [17] e Espectrometria de massa de ions secundarios por
tempo de voo (Time-of-Flight Secondary lon Mass Spectrometry -TOF-SIMS) [18]. Por fim
discutiremos a incognita que buscamos responder, sendo ela a permissividade relativa local
das nanocamadas que compdem essa asa.

A preparacao das amostras sera discutida no capitulo 3. Mostraremos a técnica de
Deposicdo de Camadas Atomicas (Atomic Layer Deposition-ALD) que foi utilizada para
preparar a amostra de referéncia de Oxido de aluminio (Al,03) e os detalhes da técnica de
ultramicrotomia utilizados para a preparacao das amostras da asa para as medidas de EFM.

No capitulo 4 as técnicas de microscopia de forga atomica (Atomic Force
Microscopy- AFM) e microscopia de forca elétrica (Electric Force Microscopy — EFM) serdo
discutidas em detalhes [20]. Serd desenvolvida a aproximacdo tedrica da sonda como um
oscilador harménico amortecido, e também detalhamos o modelo tedrico utilizado para
descrever a interacdo elétrica da sonda com a amostra dielétrica [21,22].

Aprofundaremos os métodos experimentais no capitulo 5, veremos o que uma
imagem de EFM representa e como obtemos os parametros experimentais utilizados no
modelo teorico.

A programacdo utilizada para a construcdo do mapa da permissividade relativa a
partir dos dados experimentais e modelos tedricos serdo abordados no capitulo 6.

Os resultados da topografia obtida por AFM, o mapa da constante alfa e os mapas
da permissividade relativa serdao expostos no capitulo 7, tanto da amostra de referéncia, filme

de Al;03, como da asa posterior da libélula Chalcopterix rutilans.
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No capitulo 8 mostraremos as medidas de refletancia realizadas em cada uma das
regioes coloridas escolhidas. Descreveremos também como a simulacdo foi feita, utilizando
as informacdes dielétricas das nano camadas obtidas por EFM.

A discussdo dos resultados é feita no capitulo 9, onde abordaremos os valores da
permissividade relativa obtidos e como a relacdo de Lyddane-Sachs-Teller nos permite utiliza-
los para simular a refletdncia da asa [23-25]. Com isso comprovaremos através da boa
correcdo da refletancia simulada e a medida que essa técnica é uma ferramenta confiavel para
estudar cristais fotonico naturais.

Por fim no capitulo 10 teremos a conclusdo desta tese.

No Apéndice A mostraremos a técnica de Matriz de Transferéncia, formulagao
matricial utilizada para o célculo de refletancia de sistema de multicamadas [26].

No Apéndice B demonstraremos a relagdao de Lyddane-Sachs-Teller, que conecta

a permissividade relativa estatica com a da faixa espectral no visivel [27].
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2.A asa da libélula Chalcopteryx rutilans

Neste capitulo iremos apresentar o inseto do qual a asa é o objeto de estudo deste
trabalho. Através da microscopia eletronica, veremos a estrutura nanométrica existente na
asa, responsavel por torna-la um cristal fotonico natural. Abordaremos também o resultado
de um dos nossos trabalhos no qual determinamos a composigao quimica local de cada uma
das suas nanocamadas constituintes. Por fim levantaremos a importancia em se determinar

a permissividade relativa local, sendo este o objetivo deste trabalho.

2.1. Cristais fotonicos naturais

Um cristal fotonico € um arranjo regular de meios dielétricos que se repetem no
espaco. As suas propriedades caracteristicas sdo devidas as dimensdes e simetrias de suas
estruturas [4].

O cristal é dito fotdnico pois a sua estrutura é capaz de controlar a propagacao da
luz, escolhendo quais frequéncias serdo transmitidas ou refletidas e também em qual direcao.
Ao controlar a propagacgao da luz, os dispositivos fotonicos sao um complemento a eletronica,
permitindo efeitos com alta eficiéncia energética e baixissima dissipacao térmica [4] .

Ha na natureza uma vasta quantidade de espécimes que apresentam cristais
fotonicos em sua constituicdo [5], sendo essas estruturas relevantes para diversos fins, desde
mimetismo, camuflagem e corte sexual [28].

Em cada espécime essas estruturas fotdnicas apresentam-se de forma unica.
Podemos, contudo, dividi-las em estruturas fotonicas de uma, duas ou trés dimensdes. H3,
em determinados lagartos e camaledes, estruturas fotdnicas de duas dimensdes em suas
peles, primeira e segunda camada, que sdo responsaveis por protecdo térmica. No caso dos
camaledes, essas estruturas sdo também utilizadas para camuflagem dinamica [29]. As asas
de algumas borboletas sdo um outro famoso caso de cristal fotonico em trés dimensées [30].

Uma cor estrutural, também chamada de cor fisica, ndo é uma cor originada de
pigmentos, mas sim da interagdo da luz com uma estrutura nanométrica. Essa estrutura

determinara, através de difragoes, refragdes e interferéncias, quais comprimentos de onda
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chegardo em nossos olhos, com isso gerando a cor vista [31]. Em sua quase totalidade, a cor
azul encontrada na natureza é uma cor estrutural. Praticamente ndo ha pigmentos azuis na
natureza, de forma que praticamente todos os animais que apresentam a cor azul, a possuem
devido a presenca de estruturas fotonicas naturais [32].

Em cada individuo que apresenta cores estruturais, podemos encontrar estruturas
Unicas ja otimizadas pelos processos evolutivos. Isso torna extremamente atraente o estudo
de cristais fotonicos naturais, nos permitindo conhecer estruturas complexas e funcionais,
sem precisar construi-las. Podemos utilizar o mundo natural como um guia para a construgao
de cristais fotonicos entre outros dispositivos, area chamada de bio-mimética [33] .

Cristais fotonicos naturais sdo observados ndo s6 em animais, mas também em
plantas e em rochas, como a opala, que também é fonte de inspiragcdo para criacdo de

estruturas fotonicas [34].

2.2. Libélula Chalcopteryx rutilans

Podemos conhecer o macho e a fémea dessa espécie na Figura 1. O trabalho de
Resende [35], mostra que o espectro de cores apresentada pela libélula macho estd
relacionado com a sua capacidade de atrair fémeas. Os machos disputam entre si os feixes de
luz que atravessam as copas das arvores na selva densa, para exibir suas cores rutilantes.

Os machos apresentam um comportamento territorialista, e sdo normalmente
encontrados em igarapés, uma vez que as fémeas utilizam esses lugares para a postura dos
oVos.

O macho dessa espécie apresenta cores diversas na sua asa posterior, com regides
azuis, vermelhas, amarelas e verdes, com uma predominancia do vermelho. A fémea
apresenta somente tonalidades de vermelho escuro, como podemos ver na Figura 1. Ambos
0s sexos apresentam cores iridescentes, ou seja, de origem fisica. A asa posterior permanece
quase imoével e toda aberta durante a corte. Nesse momento a asa anterior transparente é a

asa responsavel pelo voo.
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Figura 1 - Casal de Libélulas Chalcopteryx rutilans em cépula. O inseto mostrado a
esquerda é a fémea, a direita o macho. A fémea apresenta cores acastanhadas em suas
asas posteriores, jd 0 macho apresenta uma vasta gama de cores.

Foto cedida por: Pablo Martinez-Darve Sanz

As cores da asa possuem uma aparéncia metalica, exibindo alto brilho quando
expostas a luz. Cores com essa caracteristica sdao devidas, geralmente, a efeitos fisicos
estruturais, e sdo ditas cores estruturais, em contraste com cores devidas a pigmentos. Esse
fendmeno ocorre quando a luz sofre difragdo, e interferéncias construtivas e destrutivas em
estruturas nanométricas. Para que ocorra esse fendbmeno as dimensdes de tais estruturas
necessitam ser da ordem do comprimento de onda da luz visivel [31]. Para visualizar tais
estruturas é preciso utilizar técnicas com resolugao sub-micrométrica, tais como microscopias
eletronicas de varredura ou transmissdo, ou microscopias de varredura por sonda.

Essa libélula é encontrada na floresta amazonica, numa regido que se estende pelo
Brasil, Peru, Bolivia, Paraguai e nordeste da Argentina como podemos ver na Figura 2. Os
espécimes utilizados neste trabalho se originaram da ABMM - Colecdo Angelo Barbosa
Monteiro Machado, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil. Essa
colegdo pertencia ao Professor Angelo Machado. Apds seu falecimento em 2020 passou para
a guarda da UFMG [36]. As libélulas foram capturadas em 18/11/1962 préximo ao municipio

de Santarém, Pard, como mostrado na Figura 2.
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Figura 2 - Mapa da regido onde se encontra a libélula demarcado em bege. Também a
localizagdo da captura do inseto, Santarém, Pard. Mapa disponivel no site:
https://www.iucnredlist.org/species/158873/5285853#geographic-range

2.3. A asacomo um cristal fotonico natural

O cristal fotonico natural estudado neste trabalho sdo as asas posteriores da
libélula macho Chalcopteryx Rutilans. Em um trabalho preliminar [17] fizemos uma analise por
microscopia eletronica de varredura, semelhante aos trabalhos ja existentes na literatura ( [7-
10,37]) . Dentre as regioes coloridas da asa posterior do macho, selecionamos para o estudo
3 regibes: Regido Vermelha, Regido Azul e Regido Amarela/Verde, como podemos ver na
Figura 3 abaixo.

Para observar a seccdo da asa por Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV, foi
depositada uma camada fina de carbono para ndo haver acimulo de carga. Em seguida foi
utilizado um feixe focalizado de ions de galio para corte e polimento em secgdo transversal
em cada uma das regides escolhidas, revelando as estruturas nanométricas internas da asa.

Podemos observar nas imagens de MEV (Figuras 4, 5 e 6) que a asa € composta
por camadas de densidade eletronica diferentes, sendo que a espessura e a quantidade de

camadas variam conforme a regido colorida estudada.
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Figura 3 - Imagens Opticas da asa posterior iridescente do macho da libélula Chalcopteryx rutilans
(Rambur) (Odonata, Polythoridae). A superficie dorsal a) exibe cores que abrangem todo o espectro
de comprimento de onda visivel. A imagem b) mostra o lado ventral, que é quase todo vermelho,
notavelmente semelhante a asa iridescente da fémea de C. rutilans.

Podemos ver pela Figura 3(a) que a parte dorsal da asa apresenta uma grande
variacdo de cores, contudo a parte ventral da asa, Figura3(b), apresenta apenas diferentes
tons de vermelho. Nas imagens de MEV dividimos a secdo transversal em duas partes, a parte
superior das imagens, referente a regidao dorsal, apresentando variagdes na espessura e na
guantidade de camadas, e a parte inferior das imagens, referente a regido ventral,
apresentando as mesmas espessuras e quantidades de camadas. Observando as espessuras e
as quantidades de camadas da Figura 6, regiao dorsal vermelha, vermos que ambas as partes,
inferior e superior, sdo iguais. Isso condiz com o fato de a parte ventral da asa ser

avermelhada.
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As diferengas de tom de cinza nas se¢Bes das asas, que vemos nas imagens de
MEV, sdo devidas as diferencas de densidade eletrénica em cada camada. Nos artigos de
Stavenga et al [8,9] os autores relacionam a densidade eletrénica com a densidade dptica e
utilizam essa variacdo do indice de refracdo como os valores de entrada no modelo tedrico
que adotaram para descrever as cores estruturais.

Porem como nao ha medida do valor absoluto do indice de refragao local em cada
camada, os trabalhos na literatura inferem quais sdo esses valores, para que a refletancia
gerada pelo modelo tenha uma boa correlacdo com os espectros de refletancia medidos. Nao
ha na literatura medidas diretas do indice de refragdo, ou da permissividade relativa em escala
nanométrica, em cristais fotonicos naturais, ou seja, os valores usados sao inferidos.

As imagens de microscopia revelam que a asa é constituida de elementos com
densidades eletronicas diferentes. Através das Figuras 4, 5 e 6 podemos identificar dois tipos
de camadas existentes no interior da asa que se alternam repetidamente, e também um
terceiro material, identificado como cera que envolve a asa. Com o objetivo de conhecer a
estrutura quimica de todos os elementos que compdem a asa, utilizamos uma técnica de
espectrometria de massa com alta resolugdo espacial, que sera apresentada a seguir. Desta
forma, determinamos, pela primeira vez, a composicao de todas as estruturas que compdem

a asa dessa espécie.
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Figura 4 - Imagem de MEV da segdo de corte da

regido azul com indica¢des da espessura das camadas
e a divisdo em parte superior e inferior.
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Figura 5 - Imagem de MEV da secdo de corte da

regido amarela/verde com indicagdes da espessura
das camadas e a divisao em parte superior e
inferior.
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Figura 6 - Imagem de MEV da secdo de corte da regido

vermelha com indicagGes da espessura das camadas
e a divisdo em parte superior e inferior.
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2.4. Espectrometria de massa de ions secundarios por tempo de voo

Além da investigacdo das propriedades Opticas e elétricas das camadas da asa da
libélula Chalcopteryx rutilans, buscamos identificar a composi¢cdo quimica de cada camada.
Para isso fizemos uma parceria com David M. Carr e seu grupo de pesquisa da Physical
Electronics Inc, que utilizou a técnica Time-of-Flight Secondary lon Mass Spectrometry (TOF-
SIMS) para investigar a composicdo molecular da asa posterior e da asa transparente (Figura
7). Esse trabalho gerou uma publicacdo na revista Biointerphases, ver Apéndice D.

O TOF-SIMS consiste em bombardear a amostra com ions, ejetando ions
secundarios. Os ions secunddrios possuem informacdo da amostra e sdo ejetados todos com
a mesma energia cinética. A razdo carga/massa é determinada pelo tempo de voo até o
detector, pois possuem a mesma energia cinética. Dessa forma um espectro de massa é

formado.
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Figura 7 - A esquerda, um desenho esquematico sobre o funcionamento do TOF-SIMS e a direita,

uma foto do equipamento utilizado. No esquema podemos ver a trajetdria dos ions até os
detectores.

Analisamos a regido azul da asa do macho da libélula Chalcopteryx rutilans. Um
feixe de fons de Argdnio Araseo* foi utilizado para erodir as camadas e ejetar fragmentos
moleculares ionizados da amostra. O TOF-SIMS somente detecta ions.

Analisando ions positivos nas medidas de TOF-SIMS, encontramos principalmente
trés espécimes, Na*, K* e Y C,HyN™, Figura 8(a). Encontramos também que Na*, K* e
Y. C,HyN* variam de concentra¢cdo de uma camada para outra de maneira intermitente.

Vimos que quando ha uma alta concentracdo das moléculas baseadas em carbonos,
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Y. C,HyN*, hd baixa concentracdo de Na* e K* e 0 oposto também ocorre, quando hd alta
concentracdo de Na* e K*, ha baixa concentracdo de Y. C, HyN ™.
Analisando os ions negativos ndo detectamos Na* nem K*, entretanto detectamos

camadas alternadas contendo CN (cianeto) e CNO (cianato), Figura 8(b).

(@) (b)
SCHN* CNO
Na* CN
200 pm
200 pm
~1.5um

Figura 8 - a) Imagem de isosuperficie 3D reconstruida a partir do perfil de profundidade TOF-SIMS de ion
positivo de uma regido azul. (b) imagem de isosuperficie 3D reconstruida a partir do perfil de profundidade
TOF-SIMS de ion negativo de uma regido azul.

Comparamos o espectro de eumelanina sintética comercial (Sigma-Aldrich), com
os espectros das camadas da asa. Eumelanina é o tipo de melanina mais comum encontrada
em insetos[38]. A Figura 9(a) mostra o espectro de ions negativos da eumelanina sintética,
enquanto as Figura 9(b) e Figura 9 (c) sdo a camada de alto CN e (c) os espectros de alta
camada de CNO extraidos da porcao dorsal da cor azul regido de asa. A Figura 9 mostra que
ha uma concordancia muito boa entre o espectro de eumelanina sintética e o espectro de CN
alto. Os picos proeminentes se correlacionam bem com os picos do espectro de referéncia da
eumelanina usados na literatura [39]. A camada de CN alta também tem niveis elevados de
Na*/K* Isso é consistente com o fato de que a eumelanina é um agente quelante catiénico
eficaz. Os picos do espectro de referéncia da eumelanina também estdo presentes na camada
de CNO, mas em niveis relativos mais baixos.

Assim, Na*/K* e eumelanina variam juntos em concentracdo. Portanto esses
resultados indicam que a variacdao da quantidade de Na, K e eumelanina sdo os responsaveis

pela variacdao da constante dielétrica, gerando o cristal fotonico.
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Figura 9 - Espectros de TOF-SIMS de ion negativo de (a) a eumelanina sintética em comparagédo com (b)
uma camada de alto CN e (c) uma camada de alto CNO extraida da porg¢do dorsal da regido colorida da
asa azul.

Descobrimos uma outra camada, CHgNs*, indetectavel nas atuais medidas de
microscopia eletrénica, que esta nas interfaces das camadas de alta concentracdo de Na*e
alta concentracdo de Y, C,HyN*, ver Figura 10(a). Embora uma estrutura de trés camadas n3o
fosse esperada, esta descoberta sugere que CHgN3* pode estar relacionado a algum efeito
interfacial permitindo que as camadas se molhem ou fusdo na interface entre as unidades de
repeticao, Figura 10(b).

O trabalho utilizando TOF-SIMS revelou a constituicdo das camadas e nos cabe
agora demonstrar se a concentracdo de melanina nas camadas é a responsavel pela
modulagao da permissividade relativa. Em um cristal fotonico natural, além da dimensao das
suas estruturas, é de extrema relevancia o valor da permissividade relativa para a sua
descricdo fisica. Portanto uma determinacdo da permissividade relativa em escala
nanomeétrica nesse sistema se torna muito relevante. O fato de cianeto de potassio e sédio
ser localizado nas camadas da asa sugere que talvez isso seja uma estratégia de protecgao.
Animais muito vistosos precisam de alguma maneira se proteger de predadores, e uma

estratégia comum é serem venenosos.
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Figura 10 - a) Perfis de profundidade TOF-SIMS de ion positivo para uma regido azul em uma asa posterior
colorida de C. rutilans damselfly e (b) imagem de isosuperficie 3D reconstruida a partir do perfil de
profundidade TOF-SIMS de ion positivo de uma regido azul.

2.5. Permissividade relativa como incognita

A constante dielétrica, ou permissividade relativa, € uma propriedade fisica
fundamental que é crucial para descrever varios fendmenos bioldgicos [40], quimicos ou
fisicos. Também descrevem um papel fundamental em areas tecnoldgicas, como por exemplo,
desenvolvimento de dispositivos optoeletronicos, tais como células fotovoltaicas [3]. E uma
propriedade material associada a diminuicdo da forca elétrica entre as cargas de dois pontos
devido ao meio.

Um cristal fotonico é caracterizado pela maneira com que a sua estrutura dielétrica
se repete no espaco. A dimensdo espacial da sua estrutura cristalina determinara a faixa de
frequéncias na qual atuard. Se a sua estrutura cristalina possui um padrao de repeticao na
dimensao de centimetros, ele sera um cristal fotonico de micro-ondas, por exemplo. Para que
os efeitos fotonicos ocorram na faixa visivel do espectro eletromagnético, a sua estrutura
precisa ser da ordem de grandeza do comprimento de onda da luz visivel, ou seja, centenas
de nandémetros [4].

Estudos sobre a origem das cores fisicas em insetos sdo numerosos na literatura e

as ferramentas mais utilizadas sdo a reflectancia dptica ndo local, microscopias eletronicas e
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microscopias de sonda de varredura, que dao suporte a modelos tedricos com o objetivo de
descrever as propriedades dpticas medidas. No entanto, todas essas técnicas revelam
diretamente apenas a estrutura com resolugdo nanométrica, a resposta dielétrica local é
indiretamente inferida a partir do modelo.

Apesar do grande numero de estudos, as propriedades dielétricas locais dos
cristais fotOnicos naturais permanecem essencialmente indeterminadas devido as grandes
dificuldades em medir a resposta dielétrica na escala nanométrica. A permissividade relativa
local nanométrica de um cristal foténico natural ainda ndo havia sido diretamente medida.
Uma técnica que nos revelasse a estrutura de um cristal foténico natural juntamente com a
permissividade relativa em escala nanométrica preencheria essa lacuna.

Neste trabalho utilizamos a técnica de Microscopia de Forga Elétrica para mapear

a permissividade relativa em escala nanométrica da asa da libélula.
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3. Preparacao das amostras

Neste capitulo abordaremos as técnicas utilizadas na preparacdo da amostra de

teste Al,0O3 e da amostra principal, a asa da libélula Chalcopteryx rutilans.

3.1. Preparacao da amostra de teste de Al,Os

Para demonstrar confiabilidade na técnica estudada, primeiramente obtemos a
permissividade relativa de um material ja estudado na literatura. O trabalho de Fumagali [41]
e Riedel [16], utiliza como amostra de teste um filme de 6xido de silicio depositado por feixe
de ions focalizados (FIB) sobre um substrato de ouro. No presente trabalho utilizamos uma
amostra de Al;0s crescida por deposicdo de camadas atébmicas (Atomic Layer Deposition —
ALD) [42] . A amostra precisa ter algumas caracteristicas para que seja possivel utilizar a
técnica de determinacdo da permissividade relativa por EFM utilizada neste trabalho. As
caracteristicas sdo:

1) Ter uma espessura menor que 100 nm.

2) Estar depositada sobre um substrato condutor.

3) O substrato condutor estar acessivel para a sonda. Preferencialmente ambas,
amostra e substrato, acessivel na mesma janela de varredura.

Para obter um substrato condutor e liso, depositamos cromo e ouro sobre silicio
por evaporac¢ao térmica. O cromo é necessario para promover a adesdo do filme de ouro ao
silicio. O substrato utilizado em todas as amostras consiste de silicio coberto por cerca de 5
nm de cromo sob 50 nm de ouro. Obtemos assim um substrato de excelente condutividade e
extremamente liso [43].

A deposicdo de camadas atomicas de Al,03 por ALD [44] é esquematizada na Figura

11.
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Figura 11 - Representacao do processo de deposicao de Al.03 por ALD

O processo de crescimento de Al;Os por ALD ocorre sobre uma superficie inicial
em que a adsorgdo de agua (vapor) do ambiente da origem a terminagdes hidroxila (ex. SiO3).
O substrato é inserido na camara de crescimento do equipamento de ALD, sob um vacuo
primario de ~ 102e 10 mbar apds uma purga com gas inerte. A primeira etapa da deposi¢3o,
consiste em introduzir trimetil-aluminio [AI(CH3)s] em baixa pressdo na camara de
crescimento, diluido em um gas de arraste (argbnio analitico), Figura 11(a). Um dos radicais
metil da molécula de trimetil-aluminio (TMA) reage com um grupo hidroxila adsorvido na

superficie, liberando metano (CHa) como produto da reagdo, Figura 11(b):
Al(CH3)3(g) + :Si—O-H () —— :Si—-O—-Al(CH3s)2 () + CHa

A reacdo acima acontece em todos os grupos hidroxila adsorvidos, até que a
superficie seja completamente passivada. O excesso de TMA ndo reage com as moléculas
agregadas a superficie, limitando a deposi¢do a uma Unica camada, Figura 11(c). A valvula de
controle do reservatério de TMA é entdo fechada, permitindo a evacuacao dos gases restantes
(TMA e CHas), com subsequente realizagdo de uma purga com gas inerte (N2 ou Ar). A etapa
seguinte da deposicdo consiste em introduzir vapor de dgua na camara (também diluido no
gas de arraste). As moléculas de H,O reagem com os grupos metil da superficie, formando
ligacdes Al-O e liberando novas moléculas de metano, Figura 11(d). Apds a satura¢do completa

da superficie com novas terminagdes OH o metano e o excesso de H,0 sdo evacuados e uma
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nova purga realizada. Completa-se assim um ciclo da deposicao, Figura 11(e). Repetindo-se os
ciclos de preenchimento da cdmara com TMA e H,0 alternadamente obtém-se um filme com
a espessura desejada, Figura 11(f).

O processo foi configurado para que a amostra possua 20 nanOmetros de
espessura. Valor que foi confirmado com medidas de AFM, resultando numa espessura de
20,8 £ 0,2 nm. A precisdo do valor e a baixa incerteza é importante pois esta é uma das
variaveis criticas utilizadas no modelo.

Ndo podemos ter o dielétrico cobrindo todo o substrato pois necessitamos ter
acesso a superficie condutora para: aterra-lo, aplicar o potencial elétrico e também realizar as
medidas com a sonda na superficie condutora. Fizemos uma mascara de resina fotosensivel
para conseguir uma forma do dielétrico com dimensGes nanométricas (Figura 12), sendo um
disco de raio 10 um. A resina fotosensivel usada é a S1813, depositada pelo processo de spin
coating e sensibilizada em um equipamento de escrita a laser (laser writer). O Al,O3 foi
crescido em 120°C. Removemos a resina sensibilizada com o revelador MF 32. Temperatura
mais alta foi testada, mas isso impossibilitou a remocao da resina, provavelmente isso mudava
as suas propriedades quimicas tornando-a insensivel ao revelador MF 32 e também a acetona.

Abaixo esta uma imagem da amostras obtida por AFM e tratada no programa

Gwyddion (http://gwyddion.net/) mostrando a forma e a dimensdo da amostra produzida.

-2,63 um

-2,82 uym

Figura 12 - Imagem de AFM da amostra de Al;0s.

Portanto, apds as etapas de crescimento ALD e fotolitografia, obtivemos uma

amostra de Al;03, cujas propriedades sdao bem conhecidas e nas dimensdes necessarias para
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os experimentos de EFM, sobre um substrato liso e condutor — wafer de silicio coberto com

cromo € ouro.

3.2. Preparacdo das amostras da asa da libélula Chalcopteyx rutilans

Um primeiro problema que enfrentamos foi a preparacdo da amostra da asa. Ela
precisa ser fina e sobre um substrato condutor, mas com a sua estrutura e composicao
intactas.

Precisamos acessar as nano camadas no interior da asa, para isso temos que obter

um corte de sua secdo transversal, como podemos ver na Figura 13.

Secao transversal da asa

Asa posterior

Figura 13 - Esquema visualizando a sec¢do transversal da asa posterior da libélula Chalcopterix rutilans

O primeiro passo foi utilizar ultramicrotomia, porem modificamos alguns dos
procedimentos usuais. A técnica usual de ultramicrotomia consiste em incluir a amostra em
um bloco de resina, fatiar o bloco e entdo coletar o fragmento. O método usual de inclusdo
de amostras bioldgicas em resina faz com que a estrutura se conserve, mas a constituicdo
guimica seja modificada. Nos protocolos para inclusdo, usualmente, ha procedimentos para a

inclusdo de resinas poliméricas e metais pesados na amostra. Os metais pesados sdo
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contrastadores necessarios para imagens de MET, e a resina ocupa o lugar da agua
originalmente presente no material, conferindo estabilidade mecanica no corte e
possibilidade de operacdo em vacuo, necessario para microscopia eletronica. Apés a inclusao
e a polimerizacdo da resina, o bloco é entdo talhado para que tenha um formado piramidal,
dessa forma a navalha de diamante produzird cortes com poucos defeitos. O bloco é fixado
em um braco que realiza movimentos elipticos, avancando a cada ciclo a espessura pré-
estabelecida para o corte. A resina encontra a navalha e uma fatia fina é produzida, a qual
flutua sobre agua em um reservatodrio localizado na navalha. A fatia entdao é coletada
diretamente sobre o substrato, ver Figura 14.

Se fosse utilizada a etapa usual de inclusdo da asa da libélula, as camadas que a
compdem teriam sido contaminadas pela resina e por metais pesados, alterando a sua
composicdo e consequentemente as suas propriedades dielétricas. Portanto, essa etapa foi
modificada e a asa foi somente envolvida em resina. Isso dificultou a etapa da
ultramicrotomia, gerando cortes com artefatos, de baixa qualidade, onde muitas vezes a
resina se soltou da asa, fazendo o corte dobrar sobre si mesmo e tornando-se inadequado
para as medidas

Foram inimeras tentativas para obter a amostra desejada. Foi preciso um trabalho
minucioso em ultramicrotomia. Na etapa de construgdo da piramide, utilizou-se uma navalha

de diamante de desbaste, dessa forma, a piramide que usualmente possui dimensdes

Corte com lamina
de diamante

Blocos de
resina com
a amostra

Pesca com grade

Figura 14 - Desenho esquematico mostrando o ultramicrétomo e demais
detalhes.
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milimétricas passou a ter dimensdes micrométricas. Permitindo cortes bem mais precisos e
adequados para as medidas.

Para se obter uma boa precisdo na nossa técnica de obten¢do da permissividade
relativa é muito importante que a amostra, no caso a asa, e o substrato condutor estejam na
mesma janela de varredura. As medidas no substrato condutor sdao necessarias para se obter
o raio efetivo. Se ndo obtivermos essas medidas na mesma janela, o equipamento, sonda e
varias outras configuragdes do sistema serao ligeiramente diferentes, gerando um raio efetivo
Mmenos preciso.

Na Figura 15 vemos uma imagem de microscopia eletrénica de varredura da
amostra pronta. Observando essa imagem vimos que o substrato condutor estd a apenas
alguns micrometros da asa, com isso percebemos que seria possivel com apenas a
ultramicrotomia obter a amostra desejada, requerendo apenas prepara¢des mais minuciosas.
Vemos em cinza mais claro o substrato condutor, e em tons mais escuros vemos a resina. No

meio da resina é possivel observar a secao transversal da asa.

Secao transversal da asa

""HV  spotjmag = Tdet filt| HFW ——
5.00 kV 4.512 500 x 9.9 mm ETD 52 ° 59.7 pm CM_UFMG_DualBeam

Figura 15 - Imagem de microscopia eletrénica da amostra da asa pronta.

Podemos identificar a se¢do transversal da asa no meio da fatia.

Ha um corte feito por feixe de ions nessa amostra, feito como parte de uma das
tentativas de se obter uma amostra no qual o substrato condutor e a amostra estariam em

uma mesma imagem de EFM. Contudo esse método de preparacdo nao foi validado pois ndo
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teriamos a informacdo correta da espessura da amostra. Infelizmente o feixe de ions corroia
ndo somente a resina, mas também a camada de ouro.

Podemos ver na imagem de EDS, Figura 16, que o feixe conseguiu erodir a camada
de ouro e revelar o silicio. A regido da resina também apresenta pontos roseados pois a
mesma é organica e possui uma espessura de aproximadamente 40 nm, permitindo que o
feixe eletrbénico interagisse com o ouro.

Nessa imagem de EDS vemos os principais elementos atdmicos da amostra e que
também ndo ha metais pesados incluidos. Usualmente é utilizado um composto com metal
pesado para favorecer contraste, por exemplo tetréxido de ésmio, que se estivesse presente

seria evidenciado no mapa de EDS.

E10 mAG: 4000 . ‘
Figura 16 - Imagem de EDS da amostra pronta revelando a
sua composigdo. atébmica.
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4. Microscopia de varredura por sonda

Neste capitulo iremos discutir as principais técnicas experimentais utilizadas neste
trabalho. Abordaremos os detalhes técnicos de microscopia de forca atomica (AFM) e
microscopia de forca elétrica (EFM) do microscépio utilizado, Asylum Cypher ES SPM. Por fim,
veremos os modelos tedricos utilizados para interpretar os resultados obtidos por essas

técnicas.

4.1. Microscopia de Forca Atdmica

Em 1986, Gerd Binnig e Heinrich Rohrer receberam o prémio Nobel por
desenvolver uma técnica de microscopia por varredura de sonda denominada Scanning
Tunelling Microscopy (STM) capaz de realizar imagens topograficas em escala atémica,
abrindo uma nova janela de observacdo e intera¢do [20]. Nesse mesmo ano, Gerd Binnig,
Calvin Quate, and Christopher Gerber publicaram o primeiro resultado de Microscopia de
Forca Atomica (AFM). Esse primeiro modelo utilizava um STM para monitorar o movimento

da sonda [45].

Fotodiodo Sinal

(il

Piezoeletrico

Alavanca Ponta

- Amostra

Figura 17 - Esquema simplificado de um microscépio de forca atomica

(AFM), mostrando os principais componentes.
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Atualmente o AFM é composto de uma alavanca com uma ponta muito fina, um
laser e um foto diodo. O laser é direcionado na alavanca, que possui uma superficie reflexiva,
refletindo o feixe de luz num fotodiodo de quadrantes, capaz de distinguir o local de incidéncia
do feixe. Assim qualquer movimento da alavanca é percebido pelo fotodiodo com grande

precisao, ver Figura 17

Amplitude muda e o Feedback restaura, mantendo sempre a mesma altura

da ponta sobre a superficie.

Frequéncia

constante
Amplitude

A >
:

Setpoint

Figura 18 - Sistema de feedback com amplitude constante.

Conforme a ponta é defletida pela amostra, o ponto de onde o laser é refletido é
alterado e essa informacao é convertida em sinal elétrico. Sinal que é interpretado como
variacdo de amplitude e frequéncia. Ha dois principais modos para se obter a topografia da
amostra: modo tapping ou modo contato. Aqui nos restringiremos a explicar o modo tapping.
No modo tapping, a sonda é colocada para oscilar na sua frequéncia de ressonancia pelo
piezoelétrico na base de alavanca. Quando a ponta é aproximada de alguma superficie, sua
oscilacdo é amortecida, alterando a amplitude e a fase, que sdo medidas por um fotodiodo.
Ha um sistema de circuito de controle por realimentacao (feedback loop) que ajusta a posicao
vertical da sonda enquanto faz a varredura para manter a oscilagdo numa amplitude constante
determinada pelo operador. Medindo a distancia vertical que o piezoelétrico precisa se mover

para fazer isso, uma imagem de topografia é construida. Isso é chamado de método de



Microscopia de varredura por sonda

39

modulacdo de amplitude, e foi o modo de operacao que utilizamos, Figura 18. Também ha um

outro modo, chamado modulacdo de frequéncia, no qual o feedback loop usa a frequéncia de

oscilacdo e ndo a amplitude [46].

A ponta esta em
contado com a
superficie
Regime repulsivo

Energia potencial

/

Ponta longe demais da
superficie, sem deflexdo

o

A ponta é puxada
para a superficie

Distancia ponta-amostra

Figura 19 - Energia potencial em relagdo a distancia mostrando as regides de regime repulsivo e

atrativo.

O modo tapping pode ser feito em dois diferentes regimes, atrativo ou repulsivo.

A forca que a ponta “sente” depende da distdncia entre ela e a superficie. A imagem da

topografia serd construida quando a ponta ou é repelida pela superficie (se a ponta esta

préxima) ou é atraida pela superficie (se a ponta esta distante). Se a diferenga de fase for em

media > 90° entdo a varredura estd no regime atrativo, se for <90° entdo esta no regime

repulsivo. O regime repulsivo geralmente gera imagens melhores com alta resolucdo, pois a

sonda interage fortemente com a superficie. O regime de atracdo consegue ser mais gentil

tanto com a ponta quanto com a superficie, pois a sonda interage fracamente com a

superficie. Usando uma alta amplitude de oscilacdo ou um baixo setpoint, a interacdo esta no

regime repulsivo, ver Figura 19.
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Usualmente é escolhida uma diferenga de fase 5% menor para se operar no regime
repulsivo, sendo este o regime escolhido em nossas medidas. As medidas foram feitas com
baixa amplitude de oscilacdo, isso para que a distancia da ponta-amostra nao fosse maior do
gue o modelo tedrico permite. Contudo o ponto de trabalho (setpoint) escolhido era
usualmente baixo para se obter uma boa resolucdo. Escolhemos, nas nossas medidas, uma
velocidade de varredura em torno de 20um/s, permitindo ao sistema de feedback mais tempo

para processar o ajuste, gerando imagens com poucos artefatos e interferéncias.

4.2. Microscopia de Forca Elétrica

Os campos elétricos serdo diferentes conforme varia a regido dielétrica. A frequéncia

varia por sentir forcas diferentes. Com isso uma imagem de frequéncias é formada

Tempo\/\A/\/\/\/v\/\/VV\/ v
/e >

Alta Ampli
, |e| a | | Amplitude
> Frequéncia constante
Baixa
Frequéncia
T T T == I
A I L
Altura de
sobrevoo - z
&1 Erp > Ep1

Superficie condutora

Figura 20 - Formacdo de imagem no modo EFM de dupla passagem.

Microscopia de Forga Elétrica (Electric Force Microscopy -EFM) é uma técnica de
ndo contato no qual se mapeia a variacdo do campo elétrico através da amostra.

EFM é uma técnica de dupla passagem, na primeira passagem a topografia é obtida
pelo modo tapping. Na segunda passagem, a sonda interage com a amostra fazendo uma
varredura a uma altura constante z, reproduzindo a topografia da amostra adquirida na

primeira varredura. Nessa segunda passagem aplica-se uma diferenca de potencial entre a
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ponta e o substrato, ambos condutores. A ponta é posta a oscilar na frequéncia de ressonancia
e aqui ndo ha um feedback alterando a altura para manter a frequéncia constante, pois o que
se mede é a variagdo da frequéncia. Conforme a ponta interage com forgas elétricas
diferentes, a frequéncia de oscilacdo varia. Como a permissividade relativa é a razdo do
suposto campo elétrico no vacuo pelo campo elétrico na matéria, as linhas de campos elétrico
serao diferentes de um material para outro. Portanto para regides dielétricas diferentes,
havera forcas diferentes gerando frequéncias também diferentes, como podemos ver na
Figura 20.

Contudo, essa forca também depende da diferenca de potencial aplicada. A
maneira com que a frequéncia de oscilacdo depende do material dielétrico e da diferenca de
potencial, dentre outros fatores, sera explicada em detalhes na secdo a seguir, na

Fundamentagdo Tedrica.

4.3. Fundamentacdo teorica

Nesta secdo explicaremos os modelos tedricos utilizados para a obtengao da

permissividade relativa com medidas de EFM.

4.3.1. A sonda como um oscilador harmonico amortecido

O modelamento tedrico que usamos considera a alavanca da sonda como um
oscilador harmdnico amortecido forgado. Tornando necessario resolver a equagao diferencial

ndo homogénea de segunda ordem

0%z 0z ift) —
mﬁ+y5+k(2—ae )—FlZ (4-1)
Sendo m a massa da alavanca, k a constante de mola, y o termo de dissipa¢ado, a

a amplitude e f a frequéncia de oscilagcdo da sonda. A forga F; é o primeiro termo de uma

expansado em série de primeira ordem em torno de um ponto de estabilidade,
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OF
F, = —;ZZ") (4-2)

Utilizando a solucdo tentativa para a posi¢do da sonda
Z = Ap(f, F;)eliUt=9l (4-3)
Onda A, (f, F;) é a amplitude de vibragdo da alavanca, com isso chegamos em:
Ay (f, FDIK' — f>m +ify] = ake® (4-4)

onde

k'=k—F, (4-5)

Podemos nomear:
kl
/ sy — -
fi =& (4-6)

Como a nova frequéncia de ressonancia devido a for¢a F;. Podemos associar a
frequéncia de ressonancia livre f;, com a nova frequéncia de ressonancia f,, devido a forga F;

pela equacgao:

== - = 0-5)

A aproximacdo acima é possivel considerando a derivada da forga suficientemente
.. oF .
pequena, bem menor que a constante eldstica da alavanca, F; = % K k. Para atingir tal

condicdo fisicamente, temos que utilizar uma pequena amplitude de oscilacdo, o que geraria

uma variacao de forca suave.
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Usando f, = \/% e Af = fy — fo , temos a equagdo:

o o LoF
fo — 2k oz (4-8)

Eqg. 4-8 relaciona a variacdo da frequéncia com o gradiente da forca sentida pela
ponta. Para maiores detalhes veja o capitulo 2 do livro Scanning Force Microscopy With

Applications to Electric Magnetic and Atomic Forces (Sarid, 1994) [20].

4.3.2. A ponta e substrato como capacitor

Figura 21 - Modelo de capacitancia, com a ponta, amostra e placa condutora. Aamostra é mostrada
no sobre o substrato condutor (placa amarela) que constitui a placa inferior do capacitor.

O modelo tedrico para a capacitancia que utilizamos mostra-se funcional em
diversos trabalhos [13,16]. Pode-se ver mais detalhes do modelo em [21]. A capacitancia entre

a ponta e um plano infinito com uma amostra de permissividade relativa & é dada por
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Capex = 2meoRIn |1 + % (4-9)

Sendo R o raio efetivo da ponta e 8 o angulo conico da ponta. Sendo z a altura da
ponta sobre a amostra, com h e &, a espessura e a permissividade relativa da amostra,
respectivamente, ver Figura 21.

Podemos analisar a equacdo (4-9) como se o sistema fosse composto de dois
capacitores em série:

Vamos analisar dois capacitores de placas paralelas C;e C,, com a mesma area A,

porém com distancia h;e h, e com um meio dielétrico €,1€ &.5:

Ermd EraA
C,=—"=;C, == 4-10
1 hl )y 2 h2 ( )
A capacitancia equivalente dos dois capacitores em serie é:
C,.C
Cog = —= 4-11
€4 ci+c, ( )
Substituindo C; e C, temos:
A
Ceq = hy he (4-12)
&r1 ér2

Comparando a equacdo acima com a equacdo (4-9) podemos destacas algumas
semelhangas.

A area A é o fator geométrico que é descrito por dois outros parametros no
modelo, como raio R e angulo cbénico 8. Podemos observar que o modelo omite o valor da
permissividade relativa que acompanha a altura z, esse valor é a permissividade relativa do ar
considerado como 1.

Dessa forma o modelo pode ser observado como um capacitor equivalente de dois

capacitores em série, porém com uma geomeétrica que se assemelha a ponta da alavanca de
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EFM, sendo composto por uma ponta esférica-cOnica, dois dielétricos, ar e a amostra, e o
substrato condutor.

A energia armazenada pelo capacitor é:

> (4-13)

Estamos interessados na forca na direcdo z, com isso podemos resumir a relagdo
da forga F com a energia W por:

— (4-14)

Substituindo a equacdo (4-13) em (4-14) temos:

2
aw 1 ac 1 ac
F=——~= Qz —y2= (4-15)
dz 2c4dz 2 dz

Portanto a equagdo que relaciona a forga sentida pela ponta com a capacitancia e
a tensdo aplicada é dada por:

F = %Z—z & (4-16)

Assim, colocando a equacdo (4-16) em (4-8) temos:

a%c
Af = B22 (v —1)? (4-17)

Onde V; é a diferenga de potencial de superficie da ponta-amostra devido as suas
diferentes fungdes de trabalho [47].

Definimos o coeficiente alfa como:
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2

)
a

a=L (4-18)
4K

72

QU

Portanto (4-17) fica:

Af = a(V—-1)?2 (4-19)

Derivando duas vezes a equacdo (4-9) em relacdo a altura e inserindo em (4-17)

temos:
4gqmR?(1—senf 2eomR3(1-senb)?
Af = f—"k(V— Ve)? kA SR LA L (4-20)
3 _
(s£+z) 1+M (£+Z)4 1+R(1—sen9)
[ &t o & ) |
Com o coeficiente alfa a sendo:
4gymR%(1—-senf 2eomR3(1-se )?
a(Hz/V?) = f—;’( omR( ) __ ot ( ) 5 (4-21)
3 -
(££+Z) 1+w (£+Z)4 1+R(1—sen9)
| ot o o ) |
A equacdo (4-21) relaciona o coeficiente alfa @ com a permissividade relativa &, da
amostra.

No artigo[12] o modelo é validado por comparagao com simulagdes numéricas
para as seguintes dimensdes: altura z variando de contato até 100 nm, a espessura da amostra
h variando de 1 nm até 100 nm , a permissividade relativa ¢, de 1 a 100, o raio R da ponta de
30 nm a 200 nm e o angulo &de 10° a 45°. Todas as medidas realizadas estdo dentro desses

parametros.
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5. Meétodos experimentais

Neste capitulo iremos abordar os procedimentos experimentais utilizados nas

medidas.

5.1. Imagem de EFM

A forca elétrica entre a ponta e o substrato faz com que a frequéncia de oscilagao,
ou diferenca de fase, varie. Portanto nessa segunda varredura foi medida a frequéncia de
oscilacdo (Hz) ou a diferenca de fase entre a excitacdo realizada na base da alavanca e a
resposta da mesma apds a ponta interagir com a amostra (Radianos). Uma imagem de
frequéncias foi gerada e pode ser vista na Figura 22.

Analisando a equacdo (4-8) abaixo:

Af _ 1 0F

= % 97 (4-18)
Vemos que a variacao de frequéncia de oscilacdo da sonda é sensivel ao gradiente
de forca. Existindo algum material entre os dois condutores, a forca elétrica sentida sera
menor e para cada ponto da amostra teremos um gradiente de forga especifico, gerando uma
variagdo de frequéncia também especifica. Logo, uma imagem de EFM consiste em uma
matriz de frequéncias, com cada termo da matriz correspondendo a um ponto da amostra.
Aproximando teoricamente ponta, amostra e o substrato condutor por um
capacitor, podemos associar as mudancas nas frequéncias de oscilacdo aos diferentes
materiais dielétricos, como podemos ver na equacao (4-20). Pois o que muda na capacitancia
é somente o dielétrico envolvido. Para potenciais elétricos maiores teremos um contraste

maior entre as variacGes de frequéncias como podemos ver pela equacdo (4-17).

d%c
Af = f—;’(g (V = V5)? (4-17)
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Com isso teremos um contraste maior entre os diferentes tipos de materiais
dielétricos em potenciais elétricos maiores, e esse contraste vai caindo conforme diminuimos
os potenciais elétricos aplicados, até o ponto de ndo os distinguirmos mais. Como vemos na

Figura 22(c) a seguir.

Topografia nm kHz
25.0 73.4
20.0
73.4
15.0
73.4
10.0
5.0 73.4
0.0 73.4

Figura 22 - Imagens de AFM e EFM da amostra de Al.0s. Frequéncia de ressonancia f; = 74,267 kHz . Em a)
é mostrada a imagem topografica, em b) a imagem de EFM com potencial aplicado de 10V, e em c) aimagem

de EFM com potencial aplicado de OV.

Para entender o significado dessa imagem de EFM temos que analisar alguns
parametros da medigao.

Primeiro a sonda é posta a oscilar na frequéncia de ressonancia, que no caso da
Figura 22 é f, = 74,267 kHz. A forga de interagdo ponta-amostra diminui a frequéncia de
oscilacdo fazendo com que os valores de frequéncia nas imagens sejam menores. A forca
elétrica entre a ponta e a superficie condutora serd maior se a permissividade relativa da
amostra for maior. Pois com um mesmo potencial aplicado, a ponta ao percorrer a regido com
maior permissividade relativa terd um maior acumulo de cargas gerando uma maior forga
elétrica. Isso causaria uma maior variacdo na frequéncia de oscilacdo, contudo n3o é o que
observamos na Figura 22(b) e (c).

Outro parametro que temos que analisar é a espessura da amostra. Analisando a
distancia entre os condutores teremos uma capacitancia menor ao medir sobre a amostra, a
espessura do dielétrico total € maior pois é a soma da espessura da camada de ar(z) com a
espessura da amostra (h) isso em comparacdo com a medida feita sobre o substrato contador,
no qual o dielétrico é somente a espessura da camada de ar(z). Essa menor capacitancia gera

uma forca menor e com isso também uma menor variacao da frequéncia de oscilacao.
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Analisando a permissividade relativa teriamos uma Af maior, analisando
espessura da amostra seria menor, no balanco geral a imagem mostra uma menor variacdo

da frequéncia na amostra. Vemos que é indispensavel a utilizacdo de uma modelagem tedrica

para se extrair valores quantificaveis.

5.2. Determinacao de parametros

A espessura da amostra h é diretamente determinada pelas imagens de AFM.
Essas imagens de AFM sdo obtidas juntamente com as medidas de EFM.

Utilizando o software IGOR Pro, que controla o microscépio, obtemos a frequéncia
de ressonancia e a constante elastica através do modo Thermal Tune.

O método Thermal Tune, ou ruido térmico, utiliza a teoria de equiparticdao de

energia que aplicada a energia potencial da alavanca gera [48]:
k(ZZ) = KpoitzT (5-1)

Equagdo que conecta a constante elastica da alavanca ao seu movimento. Onde k

é a constante elastica da alavanca, (z2) é a deflex3o quadrada media da alavanca, Kz, € a

constante de Boltzman e T a temperatura absoluta. Esse modelo de ruido térmico nos permite
ajustar os dados da Figura 22 a uma Lorentziana [49] da forma:

f+00 Qo _ Tay

o Gmantra; V& (5-2)

Onde os parametros a, a;e a, estao relacionados com as seguintes propriedades
fisicas:

Frequéncia de ressonancia:  f, = a;

Fator de qualidade Q: Q =a,/2a,
¢ ctica: — Tdo
Constante elastica: k KBoltZT/(\/a_z)
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fo = 74,267 kHz

Meter / sqrt (Hz)

kHz

1
Figura 23 - Grafico de amplitude(m/H zz) por frequéncia (kHz) extraido do programa IGOR Pro. Frequéncia
de ressonancia de74,267 kHz.

Para se obter o grafico da Figura 23, a sonda é posta a oscilar em fungao da
frequéncia de excitacdo dentro de uma janela de frequéncias pré-determinada. Medindo a
amplitude de oscilagdo em cada frequéncia constroi-se um grafico em tempo real. Fazendo
um ajuste pelo modo Thermal Tune chega-se a primeira frequéncia de ressonancia

Outro valor critico é a altura real (distancia sonda-amostra) durante a segunda
passagem. Quando ajustamos um valor para a altura da segunda passagem zy;r; , O
microscopio determina essa altura tendo como referéncia o ponto no qual a sonda tocou a
superficie, contudo a sonda esta oscilando a uma determinada amplitude, z4,,. Portanto a
distancia real entre a sonda e a superficie, z, € a soma do valor ajustado pelo usuario, zy;f,

com a amplitude de oscilagdo da ponta, zg,,, €quagdo (5-2).

Z = ZLift + Zamp (5'3)

Para se determina a amplitude de oscilagdo em nandmetros utilizamos um grafico
de amplitude-distancia. Esse método consiste em aproximar a sonda ainda oscilando da
superficie até toca-la, a aproximac¢do continua até o instante em que a sonda ndo consiga
oscilar mais. Dessa forma construimos um grafico da amplitude de oscilagdo em volts por

distancia em nandmetro, Figura 24. Obtendo a inclinacdo da reta por um ajuste temos o
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quanto de tensao aplicada (setpoint) na oscilagdo da sonda gera em nanémetros. Desta forma

obtemos 0 Zgp,.

0.3

02—

AmpVolts V

0.1+

0.0 —

T T T T T
-70 -80 -90 -100 -110
nm

Figura 24 - Grafico amplitude-distancia extraido do programa IGOR Pro. Inclinagdo da reta é
0.01V/nm.

O angulo conico é 6 = 0,261 rad, informado pelo fabricante da sonda. Usamos
sondas do modelo AC240TM-R3 da Oxford Instrument Asylum Research em todas as

medicdes.

5.3. Determinacao do raio efetivo

Dentre os vdrios parametros necessarios para utilizar o modelo tedrico, o raio
efetivo € um dos mais cruciais. Pois ele é um ajuste do modelo em uma “amostra” ja
conhecida, que no caso é a permissividade relativa do ar. Ao sobrevoar a amostra em um local
onde ndo ha outro dielétrico que ndo o ar entre a ponta e o substrato, o campo elétrico gerado
pela diferenga de potencial atravessa somente o ar. Isso ja esta inserido no modelo, ver
equacdo (4-9), o valor da permissividade relativa do ar estaria dividindo o z, como
consideramos esse valor 1, deixamos somente a varidvel z. Isso torna necessario que o ar nao
esteja Umido, ou seja, é necessario monitorar a umidade do ar no momento das medicdes.
Esse problema foi resolvido ao utilizarmos um desumidificador ligado constantemente no

laboratdrio, mantendo a umidade abaixo de 50%.
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Ao realizar as medigcdes sobre o substrato condutor fazemos as seguintes
aproximacdes, consideramos a espessura do dielétrico tendendo a zero,h — 0, e a
permissividade relativa estatica no condutor tendendo ao infinito, &, — ©o. No processo de
fabricacdo da amostra é inevitavel que haja alguma sujeira sobre o substrato, contudo é
possivel identifica-las através das medidas de AFM, e mesmo havendo algum material externo
depositado na superficie do substrato condutor esse seria extremamente fino, portanto, é
valido considerar que ndo ha um dielétrico na regido condutora exposta do substrato além do
ar. Consideramos a permissividade relativa estatica infinita em um metal, pois ha uma
guantidade extremamente grande de cargas livres. Como a permissividade relativa estatica é
a razao do campo elétrico se estivesse no vacuo pelo campo elétrico resultante dentro da
matéria, qualquer campo aplicado faria as cargas se movimentarem de forma que o campo
elétrico resultante dentro da matéria seja zero. Nao havendo um campo elétrico resultante
dentro do condutor, podemos aproximar a constante dielétrica estatica de um condutor para
infinito. Utilizando essas aproximagdes o termo espessura sobre permissividade relativa tende

azero, h/g, — 0. Com isso a equagdo 12 se torna:

CI(HZ/VZ) = E (2)3(1+R(1—sen ))

4k (2)4(1+R(1—sen9))2

z

wo [ 4eomR?(1—senB) ] wo [ 260mR3(1-send)? ] 5.4)

Por produzirmos a amostra de forma que foi possivel obter numa mesma imagem
de EFM a regido do dielétrico e o substrato, ndo é preciso fazer novas medidas para se obter
o coeficiente alfa do substrato condutor. Como os parametros sdo obtidos nas medicdes,
entdo os parametros utilizados sobre o condutor serao os mesmos utilizados sobre a asa.

Analisando a equacdo (5-4) vemos que apods utilizar as aproximacoes citadas
acima, ela se torna uma equagado de terceiro grau para a variavel R. Pelo nimero de solugdes

ser impar ha pelo menos uma solugao real, e é essa que utilizamos.
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6. Mapa da permissividade relativa

Como foi construido o mapa da permissividade relativa.

6.1. Construcao do mapa do coeficiente alfa

Foi utilizado o software Wolfram Mathematica para o tratamento dos dados
obtidos nas medidas de EFM. A imagem é exportada para o Wolfram Mathematica como uma
matriz.

Para cada tensdo aplicada nas medidas de EFM obtemos uma imagem de
frequéncias. Como vimos no capitulo anterior somente com uma imagem ndo é possivel obter
informacdes quantitativas sobre as propriedades dielétricas da amostra, para isso é
necessario utilizarmos modelos tedricos.

O modelo utilizado necessita de varias medidas da mesma regido com diferentes
tensdes aplicadas. Fizemos varias imagens com tensdes indo de =10 V até 10 V, com passo de
1V, com isso obtemos 21 imagens. Portanto, para cada ponto na amostra teremos 21 pares
de dados. Um comportamento parabdlico é observado, como podemos ver na Figura 25.

Esse comportamento parabdlico pode ser ajustado com a equacgdo (4- 19):
Af = a (V—V,)?

Onde a é o coeficiente quadratico, dado pela equacdo (4-18), vemos que:

d*c
Q(HZ/VZ) = I—; E

Utilizando os elementos correspondentes da mesma posicdo matricial
construimos uma fun¢do quadratica; na Figura 25 vemos isso para a coordenada (1,1).
A esquerda na Figura 25 vemos a representacdo matricial de uma imagem de EFM

ja com o valor da frequéncia de seu elemento (1,1) como também a tensdo associada a essa
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matriz, a tens3o aplicada que gerou essa imagem. A direita temos o ajuste parabdlico feito
utilizando todos os valores (1,1) das 21 imagens de EFM, obtendo o coeficiente alfa a = 4 .
Com isso teremos um coeficiente alfa para o elemento (1,1) representado pela matriz na parte

inferior a direita na Figura 25.

Ajuste dos 21 pares de dados da

Imagens de  Tensdo coordenada (1,1)
EFM aplicada 700 4 ' ' ' ' ' ' ' ' -
‘650 n] - 1® e Pontos da coordenada (1,1)
: n 10V E 600 | \ — Ajuste parabolico, @ = 4 .
lml - nml o 1 e
510 - 1n] < 500- \ /. i
P 400+ 0\ a
(400 - 1n] 300 ] . ./
P 8V 1 il
lm1l -+ nml 1 \. ./
200 \, / |
[ ]
] \ /
100 N o ]
[ ] ]
0 in 1 Ne. e
ml - nm -10 -5 0 5 10
Vpe(V)
(400 - 1n]
oo -8V
lm1l -+ nml
-510 1n 9V Imagem dos coeficientes alfa
lm1l - nml 4 . 1n
(650 - 1n] I ]
: . : 10V ml - nm
lml -+ nml

Figura 25 - Esquema explicando como foi feito a construcdo do mapa dos coeficientes alfa utilizando as 21
imagens de EFM.

Automatizamos esse procedimento através de um algoritmo e com isso o
repetimos para todos os elementos da amostra, indo do (1,1) até o (256,256). Como as nossas
imagens de EFM de Al,O3 possuem 256 por 256 elementos, o0 mapa foi construido obtendo o

coeficiente alfa dos 65.536 elementos, ver Figura 26.
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Figura 26 - Mapa do coeficiente alfa da amostra de Al203.

6.2. Construcao do mapa da permissividade relativa

A equagdo (4-21) relaciona a permissividade relativa & com os demais
parametros. Dentre os parametros, podemos dividi-los em dois grupos: aqueles que sao os
mesmos para todos os pontos da amostra, como a altura de sobrevoo, o raio efetivo R, o
angulo sélido 6, a frequéncia de ressonancia e a constante de mola da alavanca, fy e k ; e os
que mudam de um ponto para outro, sendo eles a constante alfa, , e a espessura da amostra
h. Por isso, é necessario termos um mapa topografico, Figura 27 e um mapa do coeficiente
alfa, Figura 26.

Para construirmos o mapa da permissividade relativa resolvemos a equacao (4-21)
para todos os pontos. Essa equacdo é de quarta ordem para a permissividade relativa e possui
4 raizes, duas imaginarias e duas reais. Escolnemos a raiz real e positiva, pois é a Unica que

possui significado fisico.

a(Hz/V?) = :—‘;{

4gymR?*(1—senh)

2eomR3(1-sen )2

Er LS
&t

(£+Z)3 1+R(1}—lsen )

2

4 _
£+Z) 1_l_R(lhsenB)

—+Z
E'r+

(4-21)
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25.0 nm

20.0

15.0

10.0

_— 5.0

5 um

0.0
Figura 27 - Mapa topogréfico da amostra de Al2Os.

Utilizando o software Wolfram Mathematica construimos um algoritmo que
resolve a equacdo para cada coordenada matricial; com isso temos um valor da
permissividade relativa para cada ponto da amostra, construindo assim o mapa mostrado na

Figura 28.

11.0
10.0

8.0

6.0

4.0

1.0

Figura 28 - Mapa da permissividade relativa da
amostra de Al20s.

Para os locais onde a sonda interage somente com a superficie condutora a
permissividade relativa é 1, pois como visto na sec¢do 4.3.2 sobre o modelo tedrico que

utilizamos, nesse local ar é o Unico dielétrico desse capacitor.
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7. Resultados

Neste capitulo iremos expor os resultados obtidos por AFM e EFM, tanto da

amostra de teste Al,05, como da asa posterior da libélula Chalcopteryx rutilans.

7.1. Mapa da permissividade relativa do Al,O3

Na Figura 29(a) podemos ver a topografia da amostra; o ouro foi ajustado para ter
a altura de 0 nm, com isso a espessura do Al,05 é de (20,8 £0,2) nm.

Analisando o mapa do coeficiente alfa, Figura 29(b), vemos que a superficie de
ouro tem um coeficiente alfa mais alto do que o disco de Al,05. Isso significa que as
mudancas de frequéncia no ouro sdo maiores para todas as tensdes de polarizacdo, de modo
que a interacdo ponta-substrato na superficie do ouro é mais forte do que no disco de éxido
de aluminio.

O raio da ponta obtido, método descrito na se¢do 5.3, foi R = (36,7 £ 0,2) nm. A
distancia ponta-amostra z é 44 nm, determinada pela soma da altura de sobrevoo pré-
ajustada, zp;r; =40nm, com a amplitude de oscilagio da alavanca, Zzgp, = 4nm,
determinada pelo grafico amplitude-distancia [16]. Escolhnemos uma pequena amplitude de
oscilagdao da sonda durante as medigdes de EFM para manter a ponta ndao muito distante da
superficie da amostra, em uma faixa onde esse método é valido [12].

A frequéncia de oscilagdo livre f, = 73,403 kHz e a constante eldstica da sonda
k =2,24 N/m, foram calculadas usando o ajuste térmico, ver se¢do 5.2.

Resolvendo a equagdo (4-16) para &, construimos o mapa da permissividade
relativa como mostrado na Figura 29(c). Na imagem dielétrica reconstruida, a regido
correspondente ao substrato foi definida como &, = 1, uma vez que essa regiao corresponde
a permissividade relativa do ar [50].

Obtivemos &.(Al,03) = 9,3 £ 0,2, que estd de acordo com o valor encontrado
por Yotaetal., . =9,2 [51], e Biercuk et al., £,= 9 [52], ambos os resultados sdao para filmes
de Al,0; produzidos por ALD, e também com o valor de referéncia para a permissividade

relativa de Al,0; relatado em vérios manuais[53].
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7.2. Mapa da permissividade relativa da asa da libélula

Nesta subsecdo veremos os dados e resultados das medidas de EFM na asa da
libélula. Veremos os mapas topograficos da amostra e os seus mapas da constante alfa, e
discutiremos os principais aspectos de cada um. Por fim estudaremos o mapa da
permissividade relativa construido e suas implicagcOes.

Todos os mapas sdo apresentados juntamente com um perfil. Esse perfil é a média
de todos os 128 perfis que compdem os mapas. Em vermelho estd a incerteza desse perfil,

extraido através do desvio padrdao da média.

7.2.1. Mapa topografico da seccdo da asa

Podemos ver nas Figuras 30, 31 e 32 a seguir os mapas topograficos das regides
coloridas escolhidas, ver Figura 3a. Também representado nas mesmas figuras vemos o perfil
da média, com a respectiva incerteza.

As amostras das regiGes azul e amarela/verde apresentam praticamente as
mesmas espessuras, em torno de 35 a 45 nm com picos de 55 nm, ver Figura 30 e Figura 31
respectivamente. A regidao vermelha apresenta uma espessura levemente mais alta, entre 50
a 60 nm, ver Figura 32.

No proprio mapa topografico ja conseguimos distinguir a composicdo interna da
asa; podemos ver a quantidade de camadas através da diferenga de espessura. Vimos no
trabalho de TOF-SIMS que a composi¢ao quimica das camadas internas é diferente, de
camadas baseadas em quitina com mais ou menos melanina. Pensamos que devido a essa
diferenca na composicao quimica, a espessura das camadas apresenta durezas diferentes, que
resulta em artefato de camadas com espessuras ligeiramente diferentes apds o corte.

Essa caracteristica de durezas diferentes é demonstrada ao analisar a espessura
dos picos e vales numa mesma regido. Podemos ver que os picos das camadas internas
apresentam a mesma espessura, 0 mesmo pode ser dito dos vales. Essa é uma indicagao de
gue os picos (ou os vales) possuem as mesmas durezas. Isso ndo é suficiente para afirmar que

os picos (ou vales) sdo compostos pelos mesmos materiais, mas é uma boa evidéncia.
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A interface asa/resina apresenta uma espessura maior nas amostras amarela e
azul. Isso pode ser devido ao fato de ocorrer acimulos de resina em alguns pontos dessa
interface, ficando, portanto, evidente a diferenca de dureza entre a resina que forma o bloco
e 0s materiais que compdem as camadas internas.

Para cada amostra vemos que as espessuras de cada estrutura sdo diferentes, pois
operamos no limite técnico do ultramicrétomo. Contudo essa diferenga na espessura nao
afetou o resultado final, que é a determinacdo da permissividade relativa, evidenciando assim

replicabilidade da técnica utilizada.

7.2.2. Mapa do coeficiente alfa

Para se obter o mapa da permissividade relativa também é necessario obter o
mapa do coeficiente alfa o, ver equacdo 4-21. Vemos abaixo os mapas das trés regioes
coloridas, obtidos exatamente no mesmo local das imagens de topografia vistas
anteriormente. Vemos também nas mesmas figuras o perfil da média, com a respectiva
incerteza, Figura 33, Figura 34 e Figura 35. Podemos ver que o perfil do coeficiente alfa é
ligeiramente diferente do perfil topografico, mas podemos ver algumas correspondéncias.
Regides muito espessas apresentam uma constante alfa menor, como podemos ver na
intersecdo asa-resina na regiao colorida azul, comparar Figura 30 com Figura 33.

A média do valor da constante alfa da regido vermelha varia entre 5 e 7, valores
proximos da regido azul, que esta entre 4,5 e 7. Ja na regido colorida amarela/verde vemos
valores bem mais altos, variando entre 8 e 14. Essa diferente pode ser atribuida a utilizacdo
de sondas diferentes. O valor da constante elastica K da sonda utilizada na regidao colorida
amarela/verde é k = 2,18 N/m, valor mais alto que das sondas utilizadas nas outras regides.

O raio efetivo é determinado utilizando valores da constante alfa na superficie
condutora juntamente com os outros parametros da sonda e também da altura do sobrevoo.
Portanto mesmo um valor alto da constante alfa na amostra, que também sera mais alto sobre
o substrato condutor, serd balanceado ao se resolver a equacdo (4-16) para a permissividade

relativa, ja que o modelo depende de varios outros fatores.
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Apesar de haver diferenga dos valores da constante alfa nas diferentes amostras,
isso ndo afetou o resultado final, ou seja, a obtencdo da permissividade relativa, evidenciando

a reprodutibilidade da técnica.

7.2.3. Mapa da permissividade relativa

Usando o protocolo descrito anteriormente construimos um mapa da
permissividade relativa das trés regides coloridas: Regido Azul, Figura 36; Regido
Amarela/Verde Figura 37; Regido Vermelha, Figura 38.

Podemos ver que em todas as regides os valores dos picos, e respectivamente dos
vales, sdo os mesmos. Os picostem o valorde8+1eosvales6+1.

Os parametros usados para a regido Azul sdo f, =62,111 kHz, k=1,87 N/meR =
(42,6 £0,2) nm; para a regido Amarela/Verde os parametros sao f; = 67,972 kHz, k = 2,18 N/m
e R=(35,9£0,2) nm; e para a. regido vermelha sdo f, =61,106 kHz, k=1,19 N/m e R = (34,8
+0,2) nm.

Nestes mapas podemos distinguir claramente as camadas internas da asa,
juntamente com a sua permissividade relativa. Vemos que a asa é composta de dois tipos de
camadas, uma com maior e outra com menor permissividade relativa. Apesar das diferengas
nos valores da espessura, principalmente a regidao vermelha que apresenta uma espessura 10
nm maior, Figura 32, como também as diferengas nos valores do coeficiente alfa, destacando
a regido amarela/verde, Figura 35, os outros fatores do modelo compensaram essa variacdo,
ver Equagdo (4-16). Isso demonstra robustez e a reprodutibilidade da técnica.

A resina utilizada na produgao da amostra, dando a sustentagao mecanica para o
corte, também teve a permissividade relativa determinada, &, = 4. Podemos ver que os perfis
da permissividade relativa das regides coloridas possuem semelhangas com a topografia,
como também com o mapa do coeficiente alfa. A topografia interfere no resultado final,
contudo, ndo é um efeito predominante. Se o efeito topografico dominasse o resultado final
a permissividade relativa da resina teria um valor bem maior, dado que possui uma espessura

menor, gerando uma capacitancia mais forte.
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Medidas e simulacdes opticas

Neste capitulo descreveremos os equipamentos utilizados nas medidas dpticas de
refletdncia e também seus resultados. Também abordaremos o método utilizado para simular
a refletancia a partir dos valores da permissividade relativa juntamente com os resultados das

simulacgdes.

7.3. Medidas oOpticas

Para utilizar os valores obtidos da permissividade relativa, para descrever as cores
estruturais da asa, primeiro temos que medir essas cores. Para isso é necessario medirmos a
refletancia dessas regides coloridas.

A cor é uma sensacao. O cérebro interpreta o espectro refletido, nos dando a
sensacdo da cor captada. Contudo o espectro refletido tem a influéncia da fonte luminosa.
Para um estudo da cor estrutural precisamos remover essa influéncia, para isso precisamos
medir a refletancia. A refletdncia é o espectro refletido divido pelo espectro incidente. Dessa

forma o espectro da fonte de iluminacdo ndo afeta o resultado.

70000
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Figura 39 - Grafico do espectro da lampada para varias intensidades. A
poténcia maxima cedida pela lampada é de 760 miliwatts.
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Para extrairmos a refletancia temos que medir o espectro da fonte luminosa
utilizada, ou seja o espectro incidente. Foi utilizada uma lampada halogénica com temperatura
de cor de 3200 K (OLS1 FIBER ILLUMINATOR, Thorlabs), que permite medi¢Ges de reflexdo na
faixa espectral de 350 nm a 1100 nm; o espectro dessa lampada pode ser visto na Figura 39.
Esta ldmpada foi a fonte de luz utilizada em conjunto com a montagem mostrada na Figura 40
para as medidas de refletdncia. A pouca intensidade que a fonte possui entre 350 a 500 nm
gerou espectros de refletdncia ruidosos nessa faixa, ver Figura 41, Figura 43 e Figura 42.

Um conjunto de lentes biconvexas focalizou a luz da fonte na regido colorida
desejada e outro conjunto de lentes biconvexas entregou a luz refletida a uma fibra optica
com abertura numérica de 0,22, ver Figura 40. A luz foi entregue através dessa fibra dptica ao
espectrometro (USB4000, Ocean Optics). Os dados espectrais foram adquiridos com o
software Spectra Suite (Ocean Optics). Neste trabalho estudamos a luz captada a 60° em

relacdo a normal da asa.

Polarizador

e

N /

Suporte para fibra ética

. Suporte para fibra ética
' Leitura do
Lentes Esféricas Biconvexas Suporte angulo

daasa Lentes Esféricas Biconvexas

Figura 40 - Equipamento utilizado para a medi¢do da refletancia.

Medimos os espectros de refletancia das regides Vermelha, Amarela/Verde e Azul
sem filtro de polarizagao.

Podemos ver na Figura 41 vemos o espectro da regido azul com um pico
proeminente em 430 nm. O espectro da regido Amarela/Verde, Figura 43, possui um largo
pico centrado em 530 nm. Na Figura 42 o espectro da regido vermelha; ha dois picos, um

proximo de 600 nm e outro em 700 nm
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Figura 41 - Refletancia da regido azul e sua representac¢do de cor no diagrama de cromaticidade.
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Figura 42 - Refletdncia da regido amarelo/verde e sua representa¢do de cor no diagrama de
cromaticidade
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Figura 43 - Refletancia da regido vermelho e sua representagdo de cor no diagrama de
cromaticidade.
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Juntamente com os espectros de refletancia temos a sua representagdao no espago
de cromaticidade. Podemos ver que hd uma boa correspondéncia com a cor no espaco de

III

cromaticidade e a sua cor “real” vista na Figura 41, 42 e 43. Na dissertacao [17] podemos ver
como foi feita essa analise do espectro de refletdncia para a localizarmos de sua posicdo no

espaco de cor CIE-1931.

7.4. Refletancia Simulada

Estamos interessados em demonstrar que essa técnica de EFM é adequada para
estudar cristais fotonicos naturais. Entdo precisamos simular a refletancia dessa estrutura
fotdnica utilizando os valores determinados pela técnica.

Utilizamos a técnica de matriz de transferéncia para simular a refletancia desse

sistema. No nosso caso a matriz de transferéncia se torna

()= ) ()

Ha somente um feixe incidindo sobre a amostra, dessa forma é trivial perceber

gue a refletancia é calculada como:

2
Mpq

Mqq

R =

(A-16)

Para obter mais detalhes sobre a técnica de matriz de transferéncia, consultar o
Apéndice A.

Para utilizarmos os valores do perfil continuo de permissividade relativa, Figura
36, Figura 37 e Figura 38, temos que transforma-lo em um sistema com N camadas e utilizar
a técnica de matriz de transferéncia. A transformacdo consiste em atribuir para cada camada
um valor do indice de refracdo relacionado a sua posicao, seguindo o valor do perfil, como
podemos ver na Figura 44. Cada camada possui um indice de refragdao e uma determinada

espessura. Quanto menor a espessura dessas camadas mais camadas 0 nosso sistema tera e
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mais préximo do real serd, esse processo é chamado de discretizacdo. Fizemos um algoritmo
qgue discretiza o perfil continuo em 1000 camadas e atribui a cada camada um valor de
permissividade relativa.
Apds a discretizacdo nds escalamos, ou seja, definimos quais sdo os valores
maximos e minimos do indice de refragao, I,;,4x € Lnin , do perfil continuo, ver Figura 44.
Estando o sistema de multicamadas ajustado, nds calculamos a refletancia R para

cada comprimento de onda, dessa forma simulando um espectro de refletancia.

Perfil continuo

N | | ||||||||

Lnim= 1,52

M

Sistema com N camadas

Figura 44 - Esquema exemplificando a discretizagdo de um perfil continuo e transformando em
um sistema com N camadas.

Figura 45, Figura 46 e Figura 47 mostram os perfis utilizados na simulagdo; eles
foram extraidos dos perfis de permissividade relativa dos mapas vistos nas Figuras 36, 37 e
38. Os valores obtidos pela técnica de EFM s3o da permissividade relativa estatica, para se
obter os espectros de refletdncia adequados temos que utilizar os valores da permissividade
relativa na faixa do visivel. Portanto temos que ajustar o indice de refracdo inferior e superior
do perfil. Os valores ajustados que geram uma boa correspondéncia com os espectros de
refletdncia medidos sdao I,4,= 1,72+£0,02 e I,,;, = 1,52 +0,02. Esses valores estdo bem
proximos dos que sdao encontrados na literatura [8—10]. No capitulo seguinte discutiremos

extensivamente a validade desse ajuste.
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Figura 45 - Esses graficos se referem a regido azul. A esquerda temos o perfil utilizado na simulagédo e a
direita o espectro simulado
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Figura 46 - Esses gréficos se referem a regido amarela/verde. A esquerda temos o perfil utilizado na
simulacgdo e a direita o espectro simulado
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Figura 47 - Esses graficos se referem a regido vermelha. A esquerda temos o perfil utilizado na
simulagdo e a direita o espectro simulado.
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8. Discussao dos resultados

Neste capitulo discutiremos o resultado principal deste trabalho —a determinagao
da permissividade relativa, ou constante dielétrica, através de técnicas de EFM. Mostraremos
também a relacdo de Lyddane-Sachs-Teller que busca relacionar o valor da constante
dielétrica estatica com a visivel, e a utilizagao do perfil dielétrico para descrever a origem das
cores estruturais.

Os resultados obtidos neste trabalho foram publicados na revista BEILSTEIN

JOURNAL OF NANOTECHNOLOGY, vide Apéndice C

8.1. Valores da permissividade relativa obtidos

Temos na imagem da Figura 48 o resultado final da técnica apresentada. Podemos
ver o mapa da permissividade relativa local de um sistema biolégico nano estruturado.
Podemos ver a esquerda da imagem em cor purpura a regido do substrato condutor, com a
permissividade relativa definida como um, ou seja, €,=1. A resina polimerizada que envolve a
asa, garantindo o suporte mecanico para o corte, possui o valor de €,~ 4. Entre as linhas
tracejadas em branco conseguimos observar a se¢do transversal da asa, onde identificamos
suas nano camadas. Envolve a asa, em ambos os lados, uma camada de cera. Essa estrutura é
associada as regioes irregulares, pois ela é formada por pilares nanométricos que possuem
fungdo impermeabilizante, como podemos observar nas imagens de MEV das Figuras 4,5 e 6.

O numero de nanocamadas e suas espessuras mudam de uma regido colorida para
outra. No lado dorsal da regido vermelha, Figura 48 (a), as camadas possuem espessura de
(200 £ 9) nm , na regido azul, Figura 48(b), a espessura das camadas é menor, sendo (150 * 5)
nm, ja na regido Amarelo/Verde, Figura 48(c), a espessura € intermediaria as outras com (185
1+ 11) nm. O lado ventral de todas as regides coloridas possui aproximadamente a mesma
espessura, (210 £ 10) nm, que é espessura igual a do lado dorsal da regido vermelhal isso esta

em concordancia com a cor vista em todo lado ventral, ver Figura 3.
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Somente analisando as camadas observamos que as espessuras das regides
coloridas estdo em concordancia com o comprimento de onda de luz de mesma cor dessas
regioes; no espectro visivel, a luz vermelha é a de maior comprimento de onda, ja a luz azul é
a de menor, com a regido amarelo/verde sendo intermediaria as duas, relagdo igualmente

observada na asa da libélula.

Vermelho

c) Amarelo/Verde

2,5

1,0

Figura 48 - Mapa da constante dielétrica das trés regides coloridas da asa posterior da Chalcopterix rutilans,
Regido vermelha (a), Regido vermelha (b), regido Amarelo/Verde. A escala de cores do lado direito fornece
os valores da permissividade relativa. Do lado esquerdo, com a cor purpura, temos a superficie Au/Cr com
€, = 1. As dreas que aparecem azuladas nas imagens (€.~ 4) correspondem a resina polimerizada
envolvendo a asa. A seg¢do transversal da asa fica entre as linhas tracejadas verticais brancas e que também
indicam a regido onde os perfis apresentados na Figura 49 foram feitos

A Figura 49 mostra o valor médio da permissividade relatividade, para cada regido
colorida, ao longo da secdo transversal da asa (a area entre as linhas tracejadas brancas
verticais na figura). Os valores mostrados sdao obtidos a partir de uma média ao longo da
direcao vertical na Figura 48, ou seja, ao longo de cada camada da asa. Os picos e vales indicam
a modulagao da permissividade relativa das diferentes camadas constituintes das asas.

A partir da Figura 49 podemos dizer que a permissividade relativa das camadas
varia de vales valendo 611 a picos com 8+1. As principais diferengas entre as regides coloridas

estdo na espessura e no numero de camadas. Cada estrutura de multiplas camadas é
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envolvida por uma camada de cera que é identificada como a regiao irregular, sendo visto
como um vale de permissividade relativa de €,,~ 4 .

O trabalho de TOF-SIMS [18], ver segao 2.4, conclui que a composigao das camadas
da asa consiste principalmente de quitina com quantidades alternadas de melanina, onde a
quitina compde a estrutura e a melanina modula a permissividade relativa ao longo da segao
transversal. Comparando o mapa da permissividade relativa de nosso trabalho com a
composicdo quimica medida pelo estudo de TOF-SIMS podemos dizer que as camadas com
maior quantidade de melanina possuem uma permissividade relativa em torno de 81,
enguanto as camadas com baixa concentracdo de melanina apresentam um valor de cerca de
6+1.

Observando as figuras dos mapas topograficos, Figura 30 Figura 31 e Figura 32,
mapas do coeficiente alfa, Figura 33, Figura 34 e Figura 35 e mapa da permissividade relativa,
Figura 36, Figura 37 e Figura 38, podemos destacar algumas rela¢cGes importantes. O mapa
topografico e o mapa da permissividade relativa sdo diferentes, mas algumas semelhancas
podem ser identificadas. As camadas com maior espessura correspondem as de maior
permissividade relativa. As regides com maior espessura correspondem aos pontos com
menor valor no mapa de coeficiente alfa.

Contudo, apesar das semelhangas, os valores obtidos da permissividade relativa
possuem pouca contribui¢ao do efeito topografico. Vemos que quanto menor a espessura
maior o sinal EFM (mapa coeficiente alfa), e vice e versa. Se a variagdo topografica fosse a
origem principal do sinal EFM, entdo teriamos um enorme sinal vindo da resina, pois essa
apresenta uma espessura menor em compara¢do com as camadas internas, e esse sinal ndo
é observado. Podemos dizer com seguranca que o efeito da topografia em nosso resultado é
pequeno e que o valor da permissividade relativa obtida vem da amostra.

Outro fato que podemos destacar é que durante a preparagao das amostras, a
amostra da regido vermelha, Figura 32, ficou em média 10 nm mais espessa que as outras
regides, Figura 30 e Figura 31. Contudo essa amostra mais espessa ndo alterou o valor da
permissividade relativa de suas camadas internas, comparativamente as outras regides

coloridas, evidenciando a confiabilidade e reprodutibilidade da técnica.
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Figura 49 - As curvas pretas mostram o perfil da permissividade
relativa das se¢Oes transversais da asa mostrada entre as linhas
tracejadas na Figura 48. Em a) a regido Vermelha, em b) a regido
Azul, e em c) a regido Amarelo / Verde . Os picos e vales
correspondem as camadas nanométricas que constituem a asa. A
constante dielétrica dos picos é 8+1, e os vales 6t1. A sombra
vermelha nas curvas mostra o erro padrao.



Discussdo dos resultados 75

8.2. Relacdo de Lyddane-Sachs-Teller

A constante dielétrica €,,, ou permissividade relativa, é definida como a razao do
campo elétrico no vacuo e o campo elétrico no material. Com isso podemos saber que o

campo elétrico em um meio dielétrico é o campo elétrico no vacuo diminuido por um fator de

Y 1
um sobre a constante dielétrica, -

r

Essa caracteristica é bem relevante em estudos quimicos, pois explica o porqué de
a dgua ser o solvente universal. A permissividade relativa da agua é 80 [54], ou seja, 0 campo
elétrico em seu meio é 80 vezes menor, diminuindo a interacao elétrica entre as moléculas do
soluto desfazendo, portanto, as suas ligacGes quimicas.

Em um meio ético a constante dielétrica é fundamental para descrever a interagao
das ondas eletromagnéticas em interfaces. Contudo, a constante dielétrica é funcdo da
frequéncia de oscilagdo da onda eletromagnética. Nas nossas medidas obtemos a constante
dielétrica estética, ou seja, para &.(w = 0) , contudo para a utilizarmos para descrever as
cores estruturais presentes na asa da libélula precisamos da constante dielétrica na faixa do
visivel, &, (w — ).

A relacdo de Lyddane-Sachs-Teller (LST) [23] estabelece que a razdo da constante
dielétrica estatica e a da faixa visivel do espectro é igual a razdo da frequéncia angular de
vibragao longitudinal da rede (fénons) w;, pela frequéncia angular de vibragdo transversal
W, como podemos ver pela equagdo (B-16). Para maiores detalhes da relagdo favor

consultar o apéndice B.

@i0” _ st (B-16)

wTOo €oti

Para sistemas simples como cristais cubicos essas relagdes sao validas, e.g. cristais
de GaAs, AlAs, ZnSe, entre outros [25,27] Ha uma extensdo para outros sistemas cristalinos e

materiais desordenados [24,25,55].
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Se compararmos os valores da permissividade relativa medidos com os valores na

faixa do visivel inferidos, ver secdo 8.2, chegamos ao valor:

Est = 1,6 (9-1)

€oti

Esse valor é o mesmo para as camadas com baixa e alta concentragao de melanina.
O valor dessa razdo esta dentro da faixa dos valores usualmente encontrados [27]. Contudo
para 0 nosso caso, quitina com variagdes de melanina, a aplicagdo ndo é tdao simples assim.
Utilizamos a relacdo LST para mostrar que realmente ha uma relagdo entre a permissividade
relativa estatica com a visivel, dando suporte para a utilizagao do perfil obtido pelas medidas
de EFM na simulagdo. Na simulagdo como visto na se¢do 8.2, apenas ajustamos os valores de
indice de refracdo superiores e inferiores.

Esta abordagem é similar com os trabalhos feitos por Vukusic and Stavenga [7—
10,37], porem naqueles trabalhos o perfil utilizado na simulacdo é extraido de imagens de
microscopia eletrénica de transmissdo (MET), ajustando o indice de refracdo a escala de cinza
da imagem de MET. Com isso eles assumiram que a densidade otica é diretamente
proporcional a densidade eletrdnica.

Apontamos que na preparagdo das amostras para a microscopia eletronica
daqueles trabalhos foram utilizados os métodos convencionais de contrastagdo com metais
pesados, que inevitavelmente impactam a densidade eletronica das camadas. Neste trabalho
nossas amostras nao sofreram qualquer modificacdo dessa natureza. Portanto consideramos
0 nosso método mais confidvel, pois além de haver realmente uma relagdo direta entra a
permissividade relativa e o indice de refracdo, obtemos os nossos resultados com as amostras

fisicamente e quimicamente inalteradas.
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8.3. Origem das cores estruturais

As cores existentes na asa posterior da libélula Chalcopteryx rutilans possuem um
efeito metalico, comparacao comumente feita a origem das cores estruturais, pois as cores
dependem da fonte de luz, como a luz refletida em um metal. Essas cores ndo se originam de
pigmentos, mas de um complexo sistema nanométrico, no qual inUmeras reflexdes, refragdes
e difracGes determinam quais cores serdo refletidas e quais ndo serdo[31]. As cores dependem
de como é o arranjo espacial dos diferentes meios dielétricos que o compdem. Assim, como
ocorre com as propriedades eletrdnicas dos materiais, as suas propriedades opticas se
originam em suas simetrias espaciais[4].

As simetrias descobertas em nossos resultados revelam que as cores rutilantes
variam obedecendo a espessura e a quantidade de camadas, como visto anteriormente, as
cores vermelhas estao relacionadas as camadas mais espessas, as cores azuis as camadas mais
finas e a cores chamadas de amarelo/verde estdo relacionadas as camadas com espessura
intermediarias entre essas duas. Essa correlagao se mostra relevante pois esta condizente com
os comprimentos de onda da luz associadas a essas cores.

Podemos ver na Figura 50 que utilizando o perfil obtido pela nossa técnica, com o
ajuste na ordenada inferindo o indice de refragao, I,;,;; = 1,52+ 0,02 para o minimo e [;,4,=
1,72 £ 0,02 para o maximo, obtemos uma boa correlacdo da refletdncia simulada com a
medida. Essa boa correlagao para todas as regides coloridas utilizando os mesmos valores
minimos e maximos do indice de refracdo, ver em Figura 50 a) e d) a regido vermelha, em
Figura 50 b) e e) a regido azul, e em Figura 50 c) e f) a regido amarela/ verde, corroboram os
nossos resultados. Vemos que os picos mais proeminentes possuem um bom ajuste, visto que
a amostra é natural e sdo esperadas variagdes.

Medindo a permissividade relativa dessas nanocamadas podemos dizer com
certeza que eles variam da mesma maneira em todas as regides coloridas, indo de um minimo
6+1 até o maximo 8+1. Apds utilizarmos os perfis de permissividade relativa medidos para
simular a refletancia, inferindo o indice de refracdo e ao compararmos com a propria
refletancia mensurada, chegamos a conclusdo que a quantidade de camadas e a espessura
das mesmas, Figuras 36, 37 e 38, sdo os fatores principais para gerar as diferentes cores vistas,

e ndo uma alteragao no indice de refragao de uma regido colorida para outra.



78 Discussao dos resultados

1.8
g |2 d) 1100 _
o 3
@ S
© 174 1075 3
[0) c
© []
3 3
ki 10.50 E
— 169 Medida
—— Simulada loos
1.5
10.00
0 500 1000 1500 2000 400 500 600 700
Profunidade (nm) Comprimento de onda (nm)
1.8
o b) e) 1100 ~
S Medida 3
B —— Simulada =
L 1.7 10.75 '2
3 8
g ?
S 1050 %
£ 164 2
1025
1.5
10.00
0 500 1000 1500 2000 400 500 600 700
Profunidade (nm) Comprimento de onda (nm)
1.8
3 c) f) 1100 —
& Medida 3
= —— Simulad =
 17- meada 1075 3
(0] c
° S
8 2
g 1050 %
£ 1.64 4
10.25
1.5
10.00
0 500 1000 1500 2000 400 500 600 700
Profunidade (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 50 - A esquerda vemos o perfil do indice de refragdo usado na simulagdo e os da direita a respectiva
refletdncia medida e simulada. Em a) e d) vemos a regido Vermelha, em b) e e) a regido Azul, eemc) e f) a
regido Amarelo/ Verde.

Todos os trabalhos que encontramos na literatura também inferem valores de
indice de refracdo para as estruturas nanomeétricas de insetos com cores fisicas, como libélulas
e besouros, e todos utilizaram os mesmos valores de indice de refragdo inferiores e superiores

[8-10,37]. Contudo todos utilizam imagens de microscopia eletrénica para correlacionar a



Discussdo dos resultados 79

densidade eletronica com a densidade éptica, obtendo essa informagao através das escalas
de cinza que sdo puramente arbitrarias.

Em nosso trabalho ha uma relagao direta entre a permissividade relativa medida
e o indice de refracdo inferido, como mostrado pela relagdo de Lyddane-Sachs-Teller. Além
disso nao ha qualquer alteragao fisico-quimica da amostra, em contraste com os trabalhos
anteriores. Por isso consideramos a nossa técnica mais adequada e mais confidvel para o

estudo de cores de sistemas fotonicos.
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9. Conclusao

Nds demonstramos que a técnica de Microscopia de Forca Elétrica (EFM) é uma
ferramenta confidvel e util para medir diretamente a permissividade relativa local de um
cristal fotonico natural. Mostramos como obter mapas de permissividade relativa estatica
com resolugdo nanométrica, obtendo informagdes diretas sobre a estrutura interna de
biossistemas e suas propriedades dielétricas em dimensdGes nanométricas. Aplicamos o
método para mapear a permissividade relativa estatica da se¢do transversal da asa posterior
da libélula amazonica Chalcopteryx rutilans e obtivemos a variacdo da permissividade relativa
ao longo das nanocamadas que compdem a asa. Uma vez que existe uma relagao direta entre
a permissividade relativa estdtica e o indice de refracdo na faixa visivel do espectro
eletromagnético, fomos capazes de reproduzir de forma confidvel a variagao espacial do
indice de refragdo através da asa e, portanto, simular sua refletancia 6ptica. Com isso,
mostramos que as cores vivas exibidas pelas asas do Chalcopteryx rutilans sdo devidas a
mudanca periddica no indice de refracdao ao longo da asa, que, portanto, se mostra ser um
cristal fotonico natural unidimensional. As diferentes cores vistas em diferentes regiGes da asa
sao devidas ao numero e espessuras das nanocamadas constituintes em cada regido de cor
diferente, os indices de refracdo em cada regido de cor mudando entre aproximadamente os
mesmos valores de maximo e minimo.

A relacdo direta entre a permissividade relativa estatica e o indice de refracao
visivel significa que o método demonstrado neste trabalho é uma forma confidvel de mapear

o perfil espacial do indice de refracdo de sistemas bio-nanoestruturados.
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Perspectivas futuras

Microscopia Optica de Varredura de Campo Préximo (SNOM)

Em nosso trabalho utilizamos um microscopio de sonda para avangar além da
resolucdo otica e obter informacbes da permissividade relativa estatica, a qual relacionamos
com a permissividade relativa na faixa do visivel. Visto isso, seria de extrema relevancia utilizar
uma técnica que determine as propriedades 6ticas diretamente em resolugao nanométrica.

Um microscopio dptico convencional possui um limite em sua resolucdo optica,
nao é um limite técnico, mas dada pelo comprimento de onda utilizado. Aproximadamente
Axppin = 200 — 400 nm, onde Ax,,;, é a resolugdo dptica, ou seja, a distancia minima para
que dois pontos sejam vistos distintamente.

Para irmos além da resolucdo permitida de um microscdpio 6ptico podemos
utilizar uma outra técnica de microscopia por sonda, chamada Near-field Scanning Optical
Microscopy (SNOM), microscopia 6ptica de varredura de campo proximo

Campo proximo é o campo das ondas evanescentes. Na solugdo da equagao de onda
para ondas eletromagnéticas, ao incidirem sobre uma interface entre materiais diferentes, ha
uma parte da solugao que se propaga e outra que decai exponencialmente, essa solu¢ao que
decai exponencialmente sao as ondas evanescentes

Estamos interessados na técnica de Microscopia Optica de Varredura de Campo Préximo
no Modo de Espalhamento (Scattering-type Scanning Near-Field Optical Microscopy) - s-
SNOM, na qual é coletada a luz espalhada na interacdo ponta-amostra. Essa é uma variacdo
do SNOM convencional, que utiliza uma abertura na ponta da sonda para transmitir a luz e
capta-la.

A técnica de s-SNOM consiste em aproximar uma ponta metalica de AFM da amostra ja
iluminada pelo laser. A ponta ira realgar a interagdao de campo préximo e funcionara como
uma antena 6ptica, concentrando a luz numa regido da dimensao da ponta, ou seja, alguns

nandmetros. Pela interagdo de campo préximo da ponta-amostra, a luz espalhada tera
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informagdo das propriedades 6pticas locais, (e.g. indice de refragdo). Uma ilustragdo da

técnica pode ser vista na Figura 51.

Amostra

Figura 51 - Esquema experimental de s-SNOM. A ponta metalica é
iluminada E;, pelo laser e a luz espalhada E,, € entdo detectada,
contendo informacdo da interacdo de campo préximo.

A luz espalhada é detectada. Contudo a luz detectada contém informacgdes nao
somente da interagao de campo préximo, mas também da componente retro-espalhada, que
ndo nos interessa. Para isso utilizamos a técnica Deteccdo Interferométrica Pseudo-
Heterddina [56,57](Pseudo-heterodyne Interferometric Detection)

Em trabalhos preliminares a empresa Neaspec (fabricante de espectrometros SNOM)
realizou medidas de s-SNOM nas amostras que preparamos. A preparacdo da amostra é a
mesmas utilizadas nas amostras para EFM, como descrito na se¢ao Preparagdao de amostras.

As medidas foram feitas utilizando um laser He-Ne com comprimento de onda 633 nm.
Isso torna essa medida extremamente relevante pois poderemos responder sem duvidas qual
€ a constante dielétrica das camadas na frequéncia do vermelho, dessa forma ndo
precisaremos inferir esses valores como é atualmente feito na literatura.

Esta é a primeira vez que medidas de SNOM sdo feitas em sistemas de cristais
fotonicos naturais. Com isso poderemos nao apenas descrever melhor o cristal foténico como
também conhecer as propriedades 6pticas dos materiais que compdem as asas desse inseto

na frequéncia do visivel.
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As Figuras 52, 53 e 54 mostram os dados medidos de amplitude, fase do campo
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Figura 52 - Imagem de amplitude de Nearfield da se¢do transversal da asa.
Unidades de amplitude sdo arbitrarias.

proximo, e da topografia respectivamente

Figura 54 - Imagem de topografia da se¢do transversal da asa.

As medidas acima sdo preliminares, mostrando ndo somente a capacidade de resolucao
na frequéncia do vermelho, mas também que existe a possibilidade em utilizarmos essa
técnica para extrair a permissividade relativa na faixa de frequéncia de luz visivel.

Pretendemos realizar esse experimento no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS),
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onde possuem o equipamento necessario e no qual ja realizamos medidas preliminares.

Contudo mais experimentos se fazem necessarios.

Origem do cianeto de sodio e potassio determinado por TOF-SIMS nas

asas da libélula Chalcopteryx rutilans

O resultado obtido por TOF-SIMS, da presenca de cianeto de sédio e potassio nas
camadas das asas da libélula é intrigante. Especula-se que eventualmente possa ser um
mecanismo de defesa contra predadores, que evitariam comer as libélulas em razao da sua
toxicidade.

E importante averiguar se esse achado é exclusivo dessa espécie.
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APENDICE A — Matriz de transferéncia

Neste apéndice mostraremos a formulagdo matricial para o calculo da refletancia
utilizada neste trabalho. Comecamos analisando a passagem de uma onda eletromagnética
entre dois meios dielétricos diferentes, tanto em incidéncia Transversa Elétrica, TE como
Transversa Magnética, TM. Depois mostraremos a facilidade em utilizar a notagdo matricial
para essa analise. Por fim a construiremos a matriz de transferéncia. Para mais informagdes

consultar, Optical Surface Waves in Layered Media [26].
Reflexdo e transmissdao de uma onda eletromagnética

Uma onda plana ao atravessar um espago onde ha uma interface entre dois meios
dielétricos ird se dividir em duas ondas, uma ira ser transmitida, se propagando pelo segundo
meio, e outra ird ser refletida, retornando e se propagando no primeiro meio.

Uma onda plana pode ser escrita como:
E, = Eeli@t=kaD] o — 12 (A-1)

O indice a indica em qual meio a onda se localiza, w é a frequéncia de oscilacdo da
onda e k, o vetor de onda naquele meio.

Na Figura 54 utilizamos E; , E';e E, como sendo a onda incidente, refletida e
transmitida respectivamente. Sendo E’,a onda incidente através do meio 2. Os vetores de
propagacdao compéem um plano, chamado plano incidente.

Podemos separar as ondas eletromagnéticas em duas componentes com
polarizacGes ortogonais, a componente com polarizagdo perpendicular ao plano de incidéncia
(onda TE — Transversa Elétrica) e a componente com polarizacdo paralela ao plano de
incidéncia (e, portanto, com campo magnético perpendicular ao plano de incidéncia, onda TM

— Transversa Magnética).
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Reflexdo e transmissao de uma onda TE

z
€M £2.Hz2

H'1
E1

Figura 55 - Reflexdo e transmissdo de uma onda
TE (também chamada de polarizagdo s).

Para uma onda com polarizacdo TE, todos os campos elétricos sdo perpendiculares

ao plano de incidéncia. Impomos a continuidade de E, e H, na interface x=0, o que nos leva

a:
Eis + E{s = Ep + Eés
(A-2)
€ €
= (Eys — Efg)cos By = = (Ezs — E3s) cos 6,
1 2
Usaremos a notacdo matricial que sera muito util no caso de multicamadas.
As equacdes (A-2) podem ser escritas como:
Eis) _ Ezs
D, (1) (5) = o2 () (a3)
Onde:
1 1
Hi i
Se a luz é incidente através do meio 1, os coeficientes de reflexdo e transmissao
sdo:

- @) - @)
s = (515 ) ts = E. (A-5)
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Reflexdo e transmissao de uma onda TM

z
1,y &5 Hz
Ez
E
H'1
Hz
6,
X
% E:2
E1
Hi HJZ

Figura 56 - Reflexdo e transmissdo de uma onda TM (também
chamada de polarizagdo p).

Utilizando os mesmos procedimentos feitos na se¢do anterior, sé que para uma

onda TM, impomos a continuidade em E, e H,,. Temos:

(E1p + Eip)cosB; = (Epp + Ej5) cos b,

(A-6)

VommY
e
=
ey
=S
=
1]
[\S]
VoY
Iy
N
=
5
=
N—r

Utilizado a mesma formulagdo chegamos a matriz D,, :

cos0; cosb;

Dp(l') = & e ], =12 (A-7)
Hi Hi

Com:

Ej Ep
Eq r_ Eq ro_
P/ E)¢=0 P/ E)¢=0
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Definimos a refletancia R como a razdo do fluxo do feixe refletido pelo fluxo do

feixe incidente.

_ I;Acos0, I,

R= I;Acos 6; - I; (-8)
A transmitancia é definida de maneira similar. A irradiancia é:
I= CzﬂEﬁ (A-9)
Entdo chegamos a:
R = (&)2 =1r? (A-10)
Ey;

A medida da refletancia é o quadrado do coeficiente de reflexao.

Formulacdo matricial para refletancia de filmes de multicamadas

Dado um feixe incidente, pela equacdo matricial (2-14) sabemos a intensidade de
feixe refletido e transmitido. Para filmes de multicamadas, utilizamos uma matriz D para cada

interface e outra matriz P para a regido entre elas. A matriz P é dada por:

_ ei@[ 0
Onde:
@, = nl%cos 0,d, (A-12)

Onde n;é o indice de refragdo da camada e d; a espessura da mesma.
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Para um filme de uma Unica camada temos, Figura 51:

z
ni nz nz
A | A2 A | A
B: | B B: | B
X=0 X=d ¥

Figura 57 - Filme de uma camada

Utilizando a formulacdo matricial chegamos a equacgao abaixo que relaciona o feixe
incidente com o refletido e o transmitido no exemplo acima:

() = Di'D2P.D;'D5 (1) (A-13)

Para um filme de N camadas:

M M ’
A0\ _ (M11 12\ (4%
(50) = <M21 Mzz) (Bs') (A-14)
Com:
Mll MlZ) -1 N -1
=D -, D,P,D7"|D* A-15
<M21 M,, 1'[ITL: DP DT (A-15)

Utilizando a matriz (A-15), a equagdo (A-10) e com a condi¢do B; = 0, chegamos

2
M3,

R=|r|?=
My,

(A-16)
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APENDICE B — Relac3o de Lyddane-Sachs-Teller

Neste apéndice demonstraremos a relacao de Lyddane-Sachs-Teller considerando
a interacdo eletromagnética classica. Para maiores detalhes Optical Properties of Solids [27].

Podemos considerar a onda interagindo com um elétron ligado a uma molécula,
mas livre para oscilar, como se fosse um oscilador harménico amortecido forcado. Dessa

forma podemos escrever:
m[x + yx + xwy?] = —eE(x, t) (B-1)

Onde e é a carga do elétron e m sua massa, y é o fator de amortecimento e wg a
frequéncia de ressonancia. Sendo x o seu deslocamento transversal e sendo o campo elétrico
E(x,t) = Ee®*m= w8 As forcas magnéticas foram negligenciadas.

Resolvendo essa equacdo temos:

e E

X =—— (B-Z)

m (wo?—-w2—iwy)

Temos que a polarizacdo ressonante gerada por N moléculas é:

p __ Ne? E
ressonante — "2 7 iy (B-3)
Utilizando a relagao de deslocamento elétrico temos:
D = EOE + Pexterna + Pressonante (B_4)

Sendo Pyterna = X€oE. Como a permissividade relativa é a relagdo do

deslocamento elétrico com o campo elétrico:
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2
er(a)):i:D =1+)(+Ne ! (B-5)

€, Eeg, €om (wo?—w?—iwy)

Para um sistema com varias frequéncias de oscilacio podemos estender essa

relagao para:

2
e(w)=1+y +2:Lm2ifi - (B-6)

(wi?-w?-iwy;)

Sendo f; a forca dos Z elétrons ligados Z = ;; f;

Podemos ver no grafico abaixo um comportamento esperado dessa equagao:

A
©
o
o
N,
.@ e_Est
©
2 €on;
o oti
i)
(V5]
c /
(@)
U -
A
o
A0
O
S
o
v
o)
< J\ A\ J\
Wy w1 Wy w3 W

Frequéncia de oscilacao

Figura 58 - Grafico da equacdo (B-6) da parte real e imaginaria da constante
dielétrica, mostrando as varias frequéncias de ressonancia.
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Estamos interessados nas faixas de frequéncia estdtica e visivel, para as quais

tomamos os limites w - 0 e w — oo respectivamente, portanto temos:

w—->0; €(0)=c¢€ =1+)(+Ne2 ! (B-7)
T Bst €om (wo?)
e
W -0 ; €.(0)=¢€p;=1+y (B-8)

Utilizando as equacdes (B-7) e (B-8) podemos escrever a equacao (B-6) como:

0)02

er(w) = €p¢i + (€gse — €oti) (@2 (B-9)

—w2—-iwy)

Nesse ponto tempo que utilizar algumas condi¢Ges. Supomos que o
amortecimento para a luz é muito baixo, entao ajustamos y — 0. Em uma determinada

frequéncia w’ a permissividade relativa pode cair a zero, com essa condi¢do temos:

w
€ (0) =0 =€py + (Egse — Eou')m (B-10)

Resolvendo chegamos a:

1

w' = (ﬂ)z W, (B-11)
€oti

O que significa €,, = 0 fisicamente? Em um meio onda n3do ha cargas livre, o total

de densidade de cargas serd zero. Assim a lei de Gauss para a matéria fica:

V-D=V-(c,€,E) =0 (B-12)
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Onde essa equacao relaciona o deslocamento elétrico D com o campo elétrico E

no meio dielétrico. Olhando a solu¢do da onda no meio dielétrico na forma:

E(x,t) = EelkT— D) (B-13)

Substituindo essa equacdo (B-13) em (B-12) nds chegamos a dois condicdes:
Na primeira a constante dielétrica é diferente de zero no qual o campo elétrico
obrigatoriamente serd perpendicular a direcdo de propagacdo, entdo podemos chamar essa

oscilacdo de Transversal, wrg.

€ *0; k-r=0 - wpo (B-14)

Em outra condicdo consideramos que a constante dielétrica é zero; olhando a
equacdo (B-12) ela nos permite ter campo elétrico na direcdo de propagacdo, com isso essa
oscilagao é chamada de Longitudinal, w;,. Fisicamente, ha situagdes em que a oscilagdo de

plasma pode levar €, a ter valor zero; também corresponde a ondas elétricas longitudinais.

€ =0; k-r+#0 - wp (B-15)

Podemos entdo identificar ' como w;, € Wy, como wyy, com isso chegamos na

relacdo de Lyddane-Sachs-Teller:

2
W10 €Est
— = (B-16)
wTo €oti
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Abstract

The aim of this work is to determine the varying dielectric constant of a biological nanostructured system via electrostatic force
microscopy (EFM) and to show how this method is useful to study natural photonic crystals. We mapped the dielectric constant of
the cross section of the posterior wing of the damselfly Chalcopteryx rutilans with nanometric resolution. We obtained structural
information on its constitutive nanolayers and the absolute values of their dielectric constant. By relating the measured profile of the
static dielectric constant to the profile of the refractive index in the visible range, combined with optical reflectance measurements
and simulation, we were able to describe the origin of the strongly iridescent wing colors of this Amazonian rainforest damselfly.
The method we demonstrate here should be useful for the study of other biological nanostructured systems.

Introduction
The dielectric constant, or relative permittivity, is a funda-  modulates the interaction between charged particles within ma-

mental physical property that is crucial for describing various terials and also the interaction of electromagnetic radiation with

biological, chemical, or physical phenomena. It is a material
property associated to the decrease of the electric force be-
tween two point charges due to the medium. Therefore, it

matter. Accordingly, it plays a fundamental role in fields such
as the full understanding of proteins [1,2] or in the develop-
ment of solar cells [3].
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Natural photonic crystals are exciling nanostructured systems in
which the dielectric properties play a fundamental role [4].
Many of them are biological systems where the richness of
colors, produced by different strategies found in nature, is
astonishing [5,6]. Studies of the origin of physical colors in
insects are numerous in the literature and the most commonly
used tools are non-local optical reflectance, electron microsco-
pv, and scanning probe microscopy techniques, which give
support to theoretical models aiming to describe the measured
optical properties [7]. However, all these techniques directly
reveal only the structure with nanometric resolution, the local
diclectric response is indirectly inferred from a model [8-10].
Despite the large number of studies, the local dielectric proper-
ties of natural photonic crystals remain essentially undeter-
mined due to the great difficulties in measuring the dielectric
response at the nanometric scale [11]. The nanometric local
relative permittivity ol a natural photonic crystal has not been
directly measured yet.

Fumagalli et al. [12-15], and Riedel et al. [16] developed
several techniques of electrostatic force microscopy (EFM)
to extract the relative permittivity at the nanoscale, allowing
for new fields to be explored. Here we use EFM to map the
relative permittivity of nanostructures within the wings of the
Chalcopteryx rutilans damselfly [17-19]; nanostructures which
make it a natural photonic crystal. We obtain quantitative infor-
mation aboul the wing structure and its local relative permit-
tivity values. We also simulate the optical reflectance using
the extracted spatial profile of the relative permittivity and
compare it with the measured reflectance in the visible range,
obtaining a good correlation. In this way, we can provide a full
description of the origin of the shimmering colors of the poste-
rior wings of the Chalcopteryx rutilans damselfly male. This
technique should be useful in the study of similar systems
enhancing the investigation possibilities of natural photonic
crystals.

Results and Discussion

In damselllies, color has many [unctions, the most important
being sex recognition, courtship, and territory defense behavior
[19]. In Chalcopteryx rutilans — a damselfly found in the
Amazonian rain forest — those functions are performed by the
male by displaying its strongly iridescent hind wings. The phe-
nomenon of iridescence results from both diffraction and inter-
ference in the damselfly wings, and all observed colors result
from a multilayer structure, that is, these wings are natural one-
dimensional photonic crystals [7-10].

For our measurements, we chose three different color regions of
the iridescent posterior wings of the male Chalcoprervx ruti-
lans to study, that is, the yellow/green, red, and blue regions ob-

Beilstein J. Nanotechnol. 2021, 12, 139-150.

served at the dorsal side, Figure la. The ventral side shows
several shades of red, Figure 1b.

The scanning electron microscopy (SEM) image presented in
Figure 2 shows the nanostructured section of a fragment of the
red region indicated in Figure la. The section was partially
polished using a focused ion beam (FIB) and the multilayered
structure is clearly visible. The corrugated surface is the wax
layer that covers the damselfly wings [20]. Detailed electron
microscopy and mass spectrometry studies of this natural nano-
structured system can be found in Valeriano [17] and Carr et al.
[18].

Relative permittivity determination via EFM
The EFM measurements were performed in the conventional
double-pass mode, which means that the probe executes two
scans. The [irst scan measures the sample lopography in tapping
mode and the second scan mimics the profile at a defined lift
height Zjj5 applying a voltage V¢ between the tip and the
conductive substrate [21].

The tip is mechanically forced to oscillate, during the second
pass, at the resonance frequency of the cantilever, f. Variations
in the local relative permittivity properties of the sample will
lead to different tip—sample force gradients, which promote a
shift Afy in the tip oscillation frequency [21,22] which is,
approximately,

My 1 dF

fo 2K’ i

where dF/dz is the tip-sample force gradient and K is the spring
constant of the cantilever.

The tip—sample-substrate system constitutes a capacitor with the
sample (wing) as part of the relative permittivity region, so the
force between tip and substrate can be modeled as

18C. ;
F=—-""WF, 2
2 g bC (2)

where C is the system capacitance and Vp is the applied
tip—sample bias.

From Equation 1 and Equation 2 we have:

S d°C

Afy = _ i
e 2 be

(3)
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Figure 1: Optical images of the iridescent hind wing of the male damselfly Chalcopteryx rutilans (Rambur) (Odonata, Palythoridae). The dorsal side
(a) displays colors that span all the visible wavelength spectrum. The image in (b) shows the ventral side, which is almost all red, remarkably similar to

the iridescent wing of the female C. rutifans.

This equation relates the frequency shift Afj to the applied bias
voltage Ve and is the measured EFM signal. The bias-indepen-
dent term in Equation 3 is defined as o, given by

fo ¢

o .
4K -2

4

Since f, K and Vp are well determined, local variations of the
measured frequency shift Af are associated with changes in the
second derivative of the capacitance in Equation 3 and Equa-
tion 4. The capacitance depends both on the geometry and on

the relative permittivity of the medium. Hence, we only need to
usc a suitable capacitance model to be able to determine the
local relative permittivity of the sample from the EIFM data.

The capacitance model applied here considers a conical tip and
an infinite flat surface with relative permittivity €, and thick-
ness ki, which has a capacilance expressed as

Gl (z)=2ngyR1In| 1+

R(1-sin(0))
——=h

z4+—
SI'
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Figure 2: SEM image of the cross section of a red region fragment of the Chalcopierix rutilans male rear wing. The smooth region was obtained by

polishing using FIB.

Inserting Equation 5 into Equation 4 leads to an expression
from which the relative permittivity e, can be extracted:

@ 4gynR” (1-sin(0))

- P :

4K (h+2] ]+R(l—sm(9))
€ h

i +z

o

£

(6)
oy 2g4R? (1 —siu((}))2

s [h ”T |, R(1=sin(0))

2 |

h
—+z

&

where R is the tip apex radius, 0 is the tip conical angle, z is the
tip-sample distance, and £ is the sample thickness. Figure 3
shows a scheme of the model, which is commonly applied for
such a configuration [12-16].

This capacitance model is valid under the following conditions:
1) tip-sample distance z between 0 and 100 nm; ii) maximum
sample thickness /2 around 100 nm; iii) relative permitlivity €,
smaller than 100; iv) nominal tip radius R between 30 and
200 nm; v) tip cone angle 0 between 10 and 45° [12].

Determination of the coefficient «

For the experiments we use an alomic [orce microscope in the
EFM mode, which measures the frequency shift for cach bias
voltage at each position of the sample. We varied the bias
voltage from =10 V to +10 V, in steps of 1 V. Plotting the fre-
quency shilt as a function of the bias voltage, we oblain a para-
bolic function, as can be seen in Figure 4, Fitting the data with
the function

Afb:ﬂ(VDC*VSP)Z» &)

where Vyp is the tip-sample surface potential difference due to
their different work functions [21], we obtain the coefficient .
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Figure 3: Capacitance model with tip, sample, conductive plate, and
the parameters used in our calculations. A is the tip apex radius, 8 is
the tip conical angle, z is the tip—sample distance, h is the sample
thickness and &, is the relative permittivity of the sample. The sample is
shown on top of the conductive substrate (yellow plate), which consti-
tutes the bottom plate of the capacitor.
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«2 L] ‘
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- ]
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-10 5 0 = i
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Figure 4: Frequency shift as a function of the bias voltage for the gold
surface that is the conductive substrate in Figure 3, (orange squares)
and for the blue region of the wing (blue circles). The fit using
Equation 7 results in a(gold) = (6.37 + 0.03) Hz/VZ, and

aiblue region) = (5.75 + 0.04) Hz/V2.

Construction of the relative permittivity map
IFrom the topographic image, the local thickness of the sample /1
is determined for each pixel, as we can see in Figure 5a.

Beilstein J. Nanotechnel 2021, 12, 139-150.

EFM measurements were carried out in the same sample region,
varying the bias voltage from =10 V to +10 V. This resulted in
21 images, each one an array of frequency shift values. For the
same pixel element in the sample image, we have 21 pairs of
values, that is, a frequency shift and its respective bias voltage.
Through Equation 7 we obtain the o coetficient for each pixel
element in the sample, Figure 5b.

The parameters in Equation 6, except the a coefficient and the
thickness #, are the same for all pixel elements. Thus, solving
the equation regarding the relative permittivity of cach pixel, we
construct a relative permittivity map as can be seen in Figure 5S¢
and below in Figure 6. In the topographic map and the average
profile, the diflerent layers and their widths can be identified
(Figure 5a). The a coefficient map and its average profile differ
slightly from the topographic information, but some correspon-
dences are identified. Thicker regions have a smaller « coelli-
cient, as can be seen at the wing-resin interface (Figure Sb).
There seems to be a correlation between topography (Figure 5a)
and the relative permittivity &, (Figure 5¢): the lower the topog-
raphy, the larger the e.. However, we observe a small ¢, value in
the lower topography regions adjacent to the wing slab. Hence,
topography crosstalk is small.

Chalcopterix rutilans damselfly wings

Using the protocol described above, we constructed relative
permitlivity maps of the three color regions: red region
(Figure 6a), blue region (Figure 6b), and yellow/green region
(Figure 6¢). The parameters used for the red region are

Jo=061.106 kHz, K = 1.19 N/m and R = (34.8 £ 0.2) nm; [or

the blue region they are f = 62.111 kHz, K = 1.87 N/m
and R = (42.6 + 0.2) nm; and for the yellow/green region
the parameters are fy = 67.972 kHz, K = 2.18 N/m and
R = (359 + 0.2) nm.

Similar to the case of Al,O3 (see Experimental section), the
substrate region was set to g, = 1 since in this region there is
only air between the probe and the gold substrate [15]. The rela-
tive permiftivity of the polymerized resin in which the wing is
embedded (see Experimental section) is g.(resin) = 4. The cross-
sectional cut of the wing lies between the dashed lines, where
the nanomelric layers of the wing can be seen. The wax layers
that cover both sides ol the wings appear as the exlernal discon-
tinuous regions of the multilayered structure. The number of
nanolayers and their thickness values change from one color
region lo another.

The ventral and dorsal sides shown in Figure 1 can be seen in
cross section in the images of Figure 6, where the ventral side is
shown on the right, and the dorsal side on the left. On the left
side of the red region, the blue region, and the yellow/green
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Figure 5: (a) Topographic map; (b) o coefficient map; and (c) relative permittivity map. The average of all line profiles is shown below each image. All

maps refer to the same red colored wing region.
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Figure 6: Relative permittivity image of three color regions of the hind wings of Chalcopterix rutilans: (a) red region, (b) blue region, and (c) yellow/
green region. The color scale on the right side gives the values of the relative permittivity. On the left side, colored in purple, we have the Au/Cr sur-
face. The areas that appear bluish in the images (g; around 4) correspond to the polymerized resin wrapping the wing. The wing slice lies between the
white vertical dashed lines, which indicate the region where the profiles presented below in Figure 7 were measured.

region, the width of each nanolayer is (200 £ 9) nm,
(150 £ 5) nm, and (185 £ 11) nm, respectively. see Figure 2 and
Figure 5a. In all regions, the layers on the right side are about
(210 £ 10) nm wide, matching the reddish color of the whole
ventral side of the wing, as seen in Figure lb.

Figure 7 shows the average value of the relativity permittivity,
for each region, along the cross section of the wing (the arca be-
tween the vertical white dashed lines in the figure). The values

shown are oblained by averaging all ol the profiles that consti-
tute each of the relative permittivity maps of Figure 6. The
peaks and valleys indicate the modulation of the relative permit-
tivity of the different constituent layers of the wing.

During the preparation of the wing samples, there is a variation
of about 10 nm in the thicknesses of the slices. This variation
has not impacted the results, as can be seen in Figure 7, which
demonstrates the reliability of this technique for thin samples.

144



Apéndices

105

10
a)
-
6
€
% Dorsal side Ventral side
Red region
0. L ! |
0 500 1000 1500 2000 2500
nm
s b)
6
3
4 Dorsal side Ventral side
Blue region
0 500 1000 1500 2000 2500
nm
8l C)
6 \/\U
€ :
"4
Dorsal side ' Ventral side
2
Yellow/Green region
0 :
0 500 1000 1500 2000 2500
nm

Figure 7: The black lines show the average profile of the relative

permittivity of the cross sections of the wing between the dashed lines
in Figure 6. These average profiles were obtained by averaging all the
128 profiles that constitute each map shown in Figure 6, that is, in (a)
the red region, in (b) the blue region, and in (c) the yellow/green region.
The peaks and valleys correspond to the nanometric layers that consti-

tute the wing. The dielectric constant of the peaks ranges between 8

and 9, and that of the valleys between 5 and 6. The red shadow on the

black lines shows the standard deviation.

The relative permittivity of the layers ranges from 6 = 1 to
8 +£ 1. The main dillerences between the regions are the
thickness and the number of layers. Each multilayered structure
is wrapped by a wax layer, which is the irregular region at
the boundary of the wings in the maps of Figure 6, and as a
valley in the relative permittivity profile with e(wax) = 4 in

Figure 7.
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Using time-ol-light secondary ion mass spectrometry (TOF-
SIMS), Carr et al. [18] concluded that the wing layers consist of
mostly chitin with an alternating content of melanin. Chitin
forms the structure and melanin modulates the relative permit-
tivity along the cross section. From the results shown in
Figure 7, we can see that, in addition, the number of layers and
their thickness varies from one color region to the other.
Comparing the composition of the layers measured in the TOF-
SIMS study [18] with the relative permittivity maps of this
work, we can say that melanin-rich layers have a relative
permittivity of 8 + 1, while low melanin concentration layers
exhibit a value of 6 £ 1.

The structural color

As shown in Figure 1, the posterior wings of the male Cheal-
copteryx rutilans have a wide range of structural colors that
covers almost the entire visible spectrum. We now seek to
correlate the relative permittivity information obtained via EFM
with the photonic behavior of the wing. The wing has several
layers with thicknesses comparable to the wavelengths of
visible light. Through refraction and diffraction, which depend
on the thicknesses, refractive index, and the number of layers,
light of certain wavelengths is reflected selectively with higher
intensitics, generating the observed colors. As shown in
Figure 6 and Figure 7, the layers vary in quantity and thickness
in each color region. The blue region exhibits the thinnest
layers, the red region the thickest, and the yellow/green region
has layers of intermediate thickness. It is interesting to note that
for the red region the thickness of the layers is about the same at
the dorsal and venlral sides of the wing, consistent with the [act
that the ventral side (Figure Lb) only shows red shades.

The profile of the refractive index in each color region of
the wing could, in principle, be directly obtained from the
measured values of relative permittivity. However, the values
obtained in the measurements of Figure 7 are those of the static
dielectric constant, £,(w = (), while for obtaining the values of
the refractive index in the visible range one needs the values of
the relative permittivity in the visible range, &, (w—=). For
solid-state cubic crystals, the two values are related by
the Lyddane—Sachs-Teller relation [23], which gives the
ratio e0)/e,(=) in terms of the ratio between the squared values
of the long-wavelength longitudinal and (ransverse oplical
phonons in the crystal. The Lyddane—Sachs-Teller relation
has been extended Lo other crystalline systems and disordered
malerials [24-26] but its application for the present case, chitin
with a varying concentration of melanin, is not straightforward.
There is a direct relation between the refractive index and the
measured relative permittivity. Therefore, to simulate the
optical reflectance of the damselfly wing, we consider that the
refractive index varies along the cross section of each region of
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the wing following the continuous profiles shown in Figure 7,
treating the minimum and maximum values of each profile as
fitting parameters. The continuous profiles are discretized in
layers thin enough to give the smoothest possible variation and
then the transfer matrix technique [27] is used to simulate the
reflectance of the structure. This is actually a similar process as
that used by Vukusic and Stavenga |7] and Stavenga et al. [8],
except that in those works the spatial profile of the refractive
index was taken to be proportional to the gray scale in TEM
images. That is, it was assumed that the optical density
is directly proportional to the electronic density. We consider
our method to be more reliable since there is a direct
relation between the relative permittivity and the refractive
index.

Figure 8 shows the results of the simulation. On the left panels,
the profile of the relraction index used to fil the optical reflec-
tance are shown for each color region of the wing. As ex-
plained above, these are the same profiles as obtained from the
measurement of the relative permittivity, shown in Figure 7,
only with the vertical scale changed for values of the refractive
indexes to fit the reflectance measurements. The right panels
show the respective measured reflectance values and the fits ob-
tained with the refraction index profiles shown on the left.

According to the results shown in Figure 8, the refraction index
along the cross section of the damsellly wings varies [rom
1.52 £0.02 to 1.72 £ 0.02. The layers are essentially composed
of chitin with varying melanin concentration from layer to
layer, as discussed above, and these values are in good agree-
ment with other determinations of the refractive indexes of
chitin and melanin [8-10,28].

Conclusion

We have demonstrated that electrostatic force microscopy
(EFM) is a reliable and usetul tool to directly measure the rela-
tive permittivity of a natural photonic crystal. We showed how
to obtain maps of the relative static permittivity with nano-
metric resolution, thus obtaining direct information about the
internal structure of biological systems and their dielectric prop-
erties on the nanoscale. We applied the method to map the static
relative permittivity of the cross section of the posterior wing of
the Amazonian damselfly Chalcopteryx rutilans and obtlained
the variation of the relative permittivily across the nanolayers
that compose the wing. Since there is a direct relation between
the static relative permillivity and the refractive index in the
visible range of the electromagnetic spectrum, we were able to
reliably reproduce the spatial variation of the refractive index
across the wing and therefore simulate its optical reflectance. In
doing so, we showed that the vivid colors displayed by the
Chalcopteryx rutilans wings are due to the periodic change in
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the relractive index across the wing, which is therefore shown
lo be a one-dimensional natural photonic crystal. The different
colors seen in different regions of the wing are due to the
number and thicknesses of the constituent nanolayers in each
different color region. The refractive indexes in each color
region change between approximately the same maximum and
minimum values.

The direct relation between static relative permittivity and the
visible refractive index means that the method demonstrated in
this work is a reliable way of mapping the spatial profile of the
refractive index of biological nanostructured systems.

Experimental
Wing sample preparation for EFM

Damselfly wing samples were produced by ultramicrotomy.
Fragments of the chosen color region were embedded, without
prior cleaning, in epoxy resin. The polymerized resin block was
trimmed in a wedge shape, resulting in an orientation of the
wing fragment perpendicular to the cutting plane. Sections
40 nm thick of the apex wedge were cut using a diamond knife
and placed on 10 mm x 10 mm Au/Cr (60 nm/20 nm)-coated
silicon wafer pieces. A conductive substrate surface is neces-
sary for the proposed ¢, determination method. The sample also
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the stray capacitance [12]. Therefore, samples of three different
color regions of the wing were prepared, namely blue, red and

green/yellow ones.

An essential characteristic ol the experiment is that both the
sample and the conductive substrate need to be present within
the AFM image. This is a key condition since the conductive
substrate establishes a reference level in the analysis. Having
both in the imaged region guarantees that the cantilever ampli-
tude and, consequently, the effective radius of the tip will be the
same for different materials, which is critical for the applied ca-
pacitance model [29]. Also, having the conductive surface and
the sample in the same AI'M image guarantees the precision in
the determination of the thickness of the sample.

Wing sample preparation for SEM

In order to study the layers of the wing a cross-sectional image
of the fragment of the Chalcopterix rutilans male rear wing was
obtained by SEM. Before preparing and polishing the cross
section with a FIB, the wing was inserted in an evaporator (o
cover the surface with a thin Pt layer in order to make it
conductive and reduce the curtain effect during FIB polishing.
The Ga* beam of the FIB was adjusted to 30 kV and 1 nA to
mill a cross section of the wing while polishing was carried out
under 30 kV, 16 kV and 5 kV, all of them with a beam current
of 50 pA.
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Figure 8: Panels on the left show the refractive index profile used in the simulation and those on the right the respective measured and simulated re-
flectance. In (a) and (d) we see the red region, in (b) and (e) the blue region, and in (c) and (f) the yellow/green region.

Determination of the SPM parameters

The sample thickness # is directly determined via AFM
imaging. The microscope control software also determines the
resonance frequency f; and the elastic constant K of the cantile-

ver using the thermal tune method [30,31].

A critical parameter is the tip-sample distance z, that consists of
the height Hyjq plus the cantilever amplitude Z,,,. The value of
Hjp, is adjusted and presented by the microscope with remark-
ably high accuracy and precision. The value of 7, is obtained
using the standard amplitude—distance curve method.
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Another critical parameter is the elfective radius R. To obtain it,
we carry out EFM measurements on a gold surface and deter-
mine the coefficient a. Over the gold surface, the effective
thickness of the sample 4 goes to zero, thus /e, = 0 [13,32], and
Equation 6 can be seen as a function of R.

The coefficient o depends on z and to obtain the correct value of
R. it is necessary to perform the EFM measurements of the sam-
ple and the substrate with the same height reference. EFM mea-
surements with both substrate and sample in the same image
solve this issue.

The conical angle is 8 = 0.261 rad, as informed by the tip
producer. To avoid the side effects ol natural wear and contami-
nation, different probes, with slightly different K values, were
used for each region of the wing, in order to always have a new,
clean probe in each measurement. We used the platinum-coated
AC240TM-R3 probe model by Oxford Instruments Asylum
Research in all measurements. The EFM mode used in this
work is the standard one present in the Asylum Cypher ES
SPM.

AlxOg reference sample

We made reference samples of a material with a well-known
relative permittivity. Applying our method to this reference
sample, we validated the technique presented in this paper. Our
relerence samples were photolithographically delined disks of
Al>O4 films with a radius of 5 pm deposited by ALD on Auw/Cr
(60 nm/20 nm)-coated silicon wafer pieces. The topographic
image ol an Al,O3 disk measured with AFM is shown in
Figure 9a. The sample thickness was (21.0 £ 0.2) nm, relative to
the gold surface.

In the EFM mode, the microscope measures the frequency shift
for each bias voltage at each position on the sample. We varied
the bias voltage from —10 V to +10 V. in steps of 1 V. Plotting
the frequency shift as a function of the bias voltage, we obtain a
parabolic function. Fitting the data with Equation 7 we obtain
the a coefficient. Doing this operation for each pixel we build
the image of a coefficients as we can sec in Figure 9b. The gold
surface has a higher a coefficient than the Al,O5 disk
(Figure 9b). This means that the frequency shifts on gold are
larger for all bias voltages, so the tip—substrate interaction on
the gold surface is stronger than on the alumina disk. The tip
radius was obtained using the a coelficient for measurements on
the gold surface for # = 0, and was R = (36.7 = 0.2) nm
(Figure 9b). The tip—sample distance z is 44 nm, determined by
the sum of 40 nm of the lift height of the setup and the 4 nm of
the cantilever oscillation amplitude [16]. We choose a small
cantilever oscillation amplitude during the EFM measurements
in order to keep the tip close to the sample surface, in a range

fo =
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Figure 9: Thickness measurement of (a) the Al,Og disk, (b) map of the
o coefficient, and (c) dielectric constant map of the alumina film disk on
gold.

where this method is valid [12]. The free oscillating frequency
73.403 kHz and the cantilever elastic constant
k = 2.24 N/m, were calculated using the thermal tune method.

The height 4 (Figure 9a) and the a coefficient (Figure 9b) are
different for each pixel in the sample, the other parameters
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menlioned above and seen in Equalion 6 are the same [or all
pixels. Solving Equation 6 for £, we constructed the map of the
dielectric constant as shown in Figure 9¢c. In the reconstructed
dielectric image, the region corresponding to the substrate was
set to g, = 1 since this region corresponds to the relativity

permittivity of air [15].

We obtained £.(Al;03) = 9.3 £ 0.2, which is in agreement with
the values obtained by Yota et al., e, = 9.2 [33], and Biercuk et
al., &, = 9 [34], both results being from Al,O3 produced by
ALD, and also with the reference value for the dielectric con-
stant of Al,O5 [35].

Reflectance measurements

For measurements of the refleclance spectra, a halogen lamp
with a color temperature of 3200 K (OLS1 FIBER ILLUMI-
NATOR, Thorlabs) was used, which allows for rellection mea-
surements in the spectral range from 350 to 1100 nm. A set of
biconvex lenses focused the source light on the desired color
region and another set of biconvex lenses delivered the re-
flected light to an optical fiber with 0.22 numerical aperture.
The light was delivered through this optical fiber to the spec-
trometer (USB4000, Ocean Optics). Spectral data were acquired
with the Spectra Suite software (Ocean Optics). Spectral mea-
surements were made in three different color regions of male
damselfly hind wings, namely yellow/green, red, and blue
regions. In this work we study the light captured at 60° in rela-
tion to the normal of the wing.
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The iridescent wings of the Chalcopterix rutilans damselfly (Rambur) (Odonata, Polythoridae) are
investigated with focused ion beam/scanning electron microscopy, transmission electron microscopy,
and time-of-flight secondary ion mass spectrometry. The electron microscopy images reveal a natural
photonic crystal as the source of the varying colors. The photonic crystal has a consistent number and
thickness (~195 nm) of the repeat units on the ventral side of the wing, which is consistent with the
red color visible from the bottom side of the wing in all regions. The dorsal side of the wing shows
strong color variations ranging from red to blue depending on the region. In the electron microscopy
images, the dorsal side of the wing exhibits varied number and thicknesses of the repeat units. The
repeat unit spacings for the red, yellow/green, and blue regions are approximately 195, 180, and
145 nm, respectively. Three-dimensional analysis of the natural photonic crystals by time-of-flight
secondary ion mass spectrometry reveals that changes in the relative levels of Na, K, and eumelanin
are responsible for the varying dielectric constant needed to generate the photonic crystal. The pho-
tonic crystal also appears to be assembled with a chemical tricomponent layer structure due to the
enhancement of the CHgN; " species at every other interface between the high/low dielectric constant

layers. Published by the AVS. https://doi.org/10.1116/1.5019725

I. INTRODUCTION

Many biological systems present periodic variations of
the refractive index in the submicron range, which results in
strong and diverse optical effects."™ Since these effects are
generated from physical variations instead of pigments, they
are referred to as structural colors. The optical effects
include bright colors and light polarization as well as angle
dependent reflectance. Natural systems presenting structural
colors can show different strategies for producing the optical
effects such as multilayered systems, regular arrangements
of scales, and tunable photonic crystals. The study of struc-
tural colors serves the dual motivation of understanding
interesting natural phenomena and biomimetic inspiration to
solve challenging engineering problems.

The damselfly Chalcopteryx rutilans (Rambur) (Odonata,
Polythoridae) is an Amazonian rain forest species with
brightly colored iridescent wings. The wings play an impor-
tant role in their reproductive behavior.” C. rutilans has

*'Electronic mail: dearr@ phi.com

03B406-1 Biointerphases 13(3), May/June 2018

1934-8630/2018/13(3)/03B406/8/$30.00

transparent anterior wings and brightly colored posterior
wings, which give rise to its common name—the glitterwing.
Female individual wings have a reddish color seen on both
the dorsal (top) and ventral (bottom) sides of the wing. For
the male, the ventral side of the wing shows a similar reddish
color as that seen in the female. The dorsal side of the male
wing, however, displays colors that span the visible wave-
length spectrum, including red, blue, and yellow/green
regions.

The first study on the origin of the colors observed in this
species was performed by Valeriano,'® who studied the opti-
cal and structural properties of the iridescent wings of C. ruti-
lans damselfly. However, the chemical constitution of the
multilayered wings of that damselfly has not been studied yet.
Valeriano'® hypothesized that the observed periodic layer
structure involved chitin with varying levels of melanin.

Melanin is a generic term for a variety of naturally
occurring polymeric pigments widely found in nature. A
very general definition of melanin is “heterogencous poly-
mer derived by the oxidation of phenols and subsequent
polymerization of intermediate phenols and their resulting

Published by the AVS. 03B406-1
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quinones.”"" The most common melanin in invertebrates is C. TOF-SIMS

eumelanin.'? Melanins do not have fixed compositions due The TOF-SIMS experiments were conducted on a PHI

to the random polymerization of the various phenol and nanoTOF 11 TOF-SIMS with Parallel Imaging MS/MS
quinone units. Strong carbon—carbon bonds linking the

melanin monomer units are nonhydrolyzable and resist
chemical analysis due to the insolubility of the resulting
polymers."? Melanins are effective cation chelating agents
due to the favorable energetics for them to exist in a nega-
tively charged state.'

Previous time-of-flight secondary ion mass spectrometry
(TOF-SIMS) analyses of eumelanin have failed to show dis-
tinct characteristic monomer ion peaks for eumelanin,'>™*
This is not surprising given the strong carbon—carbon bonds
between the monomer units. The previous studies used a
series of negative ion peaks as a fingerprint to indicate the
presence of eumelanin.

In this work, the multilayered structure of the C. rutilans
wing was investigated through focused ion beam (FIB)/scan-
ning electron microscopy (SEM) and transmission electron
microscopy (TEM) and correlated with chemical identifica-
tion achieved by TOF-SIMS.

Il. EXPERIMENT
A. FIB/SEM

The FIB/SEM experiments were conducted on a FEI Dual
Beam Microscope Quanta 3D FEG (FEI Company,
Hillsboro, OR). The wing was attached to the aluminum
sample holder with a ribbon of conductive carbon tape. To
reduce charging due to the electron beam under SEM analy-
sis, the wing surface was carbon coated.

The FIB cross-sections were polished using a 30keV Ga
ion beam and 1 nA ion beam current. The angle of incidence
of the beam was +3° (the bottom edge was exposed). The
scanning line of the ion beam was moved manually toward
the wing from the edge. For each polishing step, the quality
of the cross-section polishing was verified by taking electron
micrographs. The procedure was followed until the cross-
section was judged as smooth enough to show the different
layers clearly. At this point the angle of the beam was set
to+5°, the current reduced to 0.1 nA, and a final polishing
run was performed.

The SEM secondary electron images were taken with
2keV beam energy, 10mm working distance, and 35000 x
magnification.

B. TEM

The wing was prepared for TEM analyses after removal
of its natural wax coating by immersion in chloroform. It
was immersed in a Karnovsky modified cacodylate buffered
solution followed by 2% osmium tetroxide. The wing was
then dehydrated and embedded in EPON resin. Thirty nano-
n‘.le[er s secnqns e pnfepared by ul[ramwmtomy Wlt!’l a Fia. 1. () Optical image of male C. rutilans wing with representative areas where
diamond blade and analyzed on a Tecnal G2-12 Spirit FIB cross sections were performed. (b) FIB-SEM cross section for yellow/green
BioTwin (FEI Company, H.iUSbOI'O, OR) at 80kV. region. TEM cross sections for (¢) red, (d) yellow/green, and (e) blue regions.
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using the structural information from the electron micros-
copy images. It could be demonstrated that the layered struc-
ture of the wing produces the observed colors, suggesting
that the iridescent wings of the C. rutilans damselfly are nat-
ural photonic crystals.

B. TOF-SIMS chemical analysis of wings

While the electron microscopy images were useful in the
clucidation of the physical structure of the natural photonic
crystals responsible for the varying colors, they were unable
to give clues about the chemistry of the different layers.
FTIR and Raman measurements were not able to identify
any chemistry variations to explain the layered structure
observed in the electron microscopy experiments due to the
lack of the necessary spatial resolution. Therefore, 3D depth
profiling of the wings was performed using TOF-SIMS to
gain an understanding of the wing chemistry. Only ionized
species are detected in TOF-SIMS. Therefore, the following
data will present separate positive ion and negative ion results
since they must be acquired in sequential experiments.

03B406-4

The positive ion depth profile from a blue region of the
colored wing is shown in Fig. 2(a). The wing was analyzed
from the dorsal (top) surface down into the wing. The col-
ored wing profile shows periodic oscillations in ion intensi-
ties that vary between the dorsal and ventral regions of the
wing. The periodic oscillations are consistent with the elec-
tron microscopy results. Three species are shown in the
depth profile graphs: Na*, K", and > C,H,N". > C;H,N"
is the summation of CH,N', CH,N", C,H,N*, C.HN ™,
C,HgN™, and C4H (N, These ion species were selected for
plotting due to their large variations in intensity between
layers. The slow rise in signal levels at the beginnings of the
profiles is due to the natural hydrocarbon wax present on the
surface of the wings. For simplicity, no characteristic peaks
for the wax were plotted.

In TOF-SIMS, complete mass spectra are recorded at
every pixel at every sputter depth. Spectra and images can
be extracted from any depth in the profile. Figures 2(b)-2(e)
show the spectra extracted from two different layers in both
the dorsal and ventral regions of the profile as indicated by
the dashed black lines. Figure 2(b) is the extracted spectrum
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Fic. 3. Negative ion TOF-SIMS depth profile for a blue region on a colored posterior wing. Extracted negative ion spectra from the dorsal portion of the wing
for (b) a high CN layer and (c) a high CNO layer and from the ventral portion of the wing for (d) a high CN layer and (e) a high CNO layer.
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from a layer in the dorsal region where the relative Na* and
K" signals are high and the relative >"CH,N" signal is
low. For the purposes of this discussion, this will be referred
to as a “high Na” layer. Figure 2(c) is the extracted spectrum
from a layer in the dorsal region where the relative
3"C.H,N" signal is high and the relative Na* and K* sig-
nals are low and will be referred to as a “high C,H,N" layer.
Figures 2(d) and 2(e) show similar high Na and high C,H,N
layer spectra extracted from the ventral region in the profile.

As seen in Figs. 2(c) and 2(e), the high C;H,N layers
have stronger relative signal level for many organic peaks
when compared to the high Na layers. This is most clearly
seen in the amine peaks highlighted in red that were used to
generate the > C,H,N" profile. The high Na layers in Figs.
2(c) and 2(e) also have higher mass Na/K adduct peaks with
CN. While the depth profiles are only shown for Na*, K,
and 3"C,H,N", the profiles show very similar periodic
behavior for most of the characteristic peaks stronger in one
layer compared to the other. The high Na and high C;H,N
extracted layer spectra are consistent between the dorsal/
blue and ventral/red regions of the profile. The amplitude of
the oscillations decreases through the profile, which may be
due to sample roughening during sputtering.

To make sure any chemistry variation detected by TOF-
SIMS was truly indicative of the layer structure, the clear
anterior wing of the C. rutilans damselfly was also analyzed
as a control sample. See supplementary material for the pro-
file and spectral data from the clear wing.”* To summarize
that data, the clear wing is substantially thinner than the col-
ored wing, it has no periodic oscillating repeat layers, and
the chemistry is similar to the colored wing, but with less
enhancement of the Na and K peaks and no strong higher
mass Na/K adduct peaks with CN.

The same profile experiments on colored and clear wings
were performed in the negative polarity to get a more com-
plete view of the chemistry. Similar periodic variations in
chemical composition were also detected in the negative ion
depth profiles as seen in Fig. 3(a) for a second blue region on
the colored wing. In this polarity, strong variation in the rela-
tive CN~ and CNO  signals are clearly observed between
layers. Figures 3(b)-3(e) again show the spectra extracted
from two different layers in both the dorsal and ventral
regions of the profile as indicated by the dashed black lines.
Figure 3(b) is the extracted spectrum from a layer in the dor-
sal region where the relative CN™ signal was high and the
relative CNO™ signal was low. For the purposes of this dis-
cussion, this will be referred to as a “high CN” layer. Figure
3(c) is the extracted spectrum from a layer in the dorsal
region where the relative CNO™ signal was high and the rel-
ative CN™ signal was low and will be referred to as a “high
CNO” layer. Figures 3(d) and 3(e) show similar high CN
and high CNO layer spectra extracted from the ventral
region in the profile. The high CN layer corresponds with the
high Na layer seen in the positive ion depth profile, while the
high CNO layer corresponds with the high C,H/N layer
from the positive depth profile. Although the high Na/CN
layers have elevated Na'/K" levels, the high C,H,N/CNO
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layers have elevated relative signal levels for ClI™ and
HSO,  compared to the high CN layer. Therefore, the ele-
vated Na'/K " does not appear to be present as a simple ionic
salt.

The negative ion results of the clear wing are also avail-
able in the supplementary material. The data are consistent
with the positive ion results and show less enhancement of
the CN peak when compared to the colored wing.

Since complete mass spectra are recorded at every pixel
at every depth, 3D images can be generated in addition to
spectra and 2D images. Figure 4(a) shows the 3D isosurface
image for Na™ and }_C,H,N. Figure 4(b) shows the 3D iso-
surface image for CN~, CNO™, and m/z 4237 The peak pre-
sent at m/z 423 was a characteristic high mass peak on the

(a)

>CHN*
Na*

200 pm

200 pm

~1.5um

CNO-

CN-

500 nm

Fig. 4. (a) 3D isosurface image reconstructed from the positive ion TOF-
SIMS depth profile of a blue region. (b) 3D isosurface image reconstructed
from the negative ion TOF-SIMS depth profile of a blue region. (¢) TEM
image for a similar blue area.
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surface which can be attributed to the surface hydrocarbon
wax. Figure 4(c) shows the TEM image obtained from the
cross section of a blue region of the wing, and indicates that
the layered structure observed in both TOF-SIMS 3D ion
imaging and TEM imaging correlate strongly. One differ-
ence worth noting, however, is the length scales. The scale
bar marker in the TEM image is 500 nm. The x-y dimensions
in the TOF-SIMS 3D images are 200 x 200 gan, while the
z-dimension is ~1.5 um. If the z-dimension was similarly
scaled, the layer structure would be too compacted to see.
This data, stretched in the z-dimension, show that the wing
layers have uniform thicknesses over large distances
(>200 pum).

C. Photonic crystal chemistry—The role of melanin

The TOF-SIMS data in Sec. II1 B clearly correlated with
the physical structure observed by FIB/SEM and TEM. To
investigate the hypothesis by Valeriano'® that varying lev-
els of melanin are responsible for the photonic crystal
layers, a reference sample of commercially available syn-
thetic melanin (Sigma-Aldrich) was analyzed. Although the
catalog lists it simply as melanin, this is synthetic eumela-
nin which is the most common melanin found in insects.
Figure 5(a) shows the negative ion spectrum from the syn-
thetic eumelanin while Figs. 5(b) and 5(c) show the high
CN layer and the high CNO layer spectra extracted from
the dorsal portion of the blue colored wing region. Figure 5
shows that there is a very good agreement between the syn-
thetic eumelanin spectrum and the high CN spectrum. The
prominent peaks correlate well with the peaks used to fin-
gerprint eumelanin in the literature.’> ' The eumelanin fin-
gerprint peaks are also present in the CNO layer, but at
lower relative levels.

03B406-6

Other factors also correlate well with the presence of
eumelanin in the high CN layer. The high CN layer has ele-
vated Na'/K" levels. This is consistent with the fact that
eumelanin is an effective cation chelating agent. Additionally,
osmium tetroxide is routinely used in electron microscopy as
a contrast enhancing agent due to its affinity to unsaturated
bonds and strong electron scauering.20 In the TEM images,
the dark areas correspond to the high Na/CN layers. The dark-
ness is likely due to increased electron scattering by Os along
with increased electron scattering from the higher Na and K
levels. Eumelanin is a highly unsaturated polymer that is
osmiophilic. The TOF-SIMS spectra do not show strong peaks
with unsaturated bonds, but the relative H signal level is lower
in the high Na/CN layers, which is consistent with higher
degrees of unsaturation. As mentioned in Sec. I, the strong
C-C bonds between the monomer units in eumelanin create
highly fragmented spectra with no clear molecular ion mono-
mer peaks, making it more difficult to clearly identify unsatu-
rated fragments in the TOF-SIMS spectra.

Therefore, these results taken together indicate that
changes in the relative level of Na, K, and eumelanin are
responsible for the chemical variation in the natural photonic
crystal layers.

D. Importance of interfaces

As mentioned earlier, the depth profiles for the colored
wing show very similar periodic behavior for most of the
characteristic peaks stronger in one layer compared to the
other layer. The notable exception was the CHgN; " ion
Figure 6(a) shows the depth profiles of CH¢N3", Na*, and
> CHN" for the colored wing blue region. The CHeN;'
curve has been multiplied by 4 to make the profile features
easier to see on the same axes. This figure shows that the
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. Negative ion TOF-SIMS spectra from (a) the synthetic eumelanin compared to (b) a high CN layer and (c) a high CNO layer extracted from the dorsal
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Fi6. 6. (a) Positive ion TOF-SIMS depth profiles for a blue region on a col-
ored posterior wing of C. rutilans damselfly and (b) 3D isosurface image
reconstructed from the positive ion TOF-SIMS depth profile of a blue region
with CHgN; " signal intensity maximum at every other interface. (c)
Correspoending positive ion TOF-SIMS depth profiles for a clear anterior
wing of C. rutilans damselfly where there are no CHgN; " signal intensity
maximums at interfaces.

intensity of the CHgNs" species has a maximum at every
other interface between the high Na and high C,HyN layers.
This behavior is also visible in the 3D image in Fig. 6(b).
This suggests that the structure of the blue region of the
wing which appeared as a bilayer structure in the electron
microscopy images is actually a tricomponent chemical
structure as shown by TOF-SIMS. Figure 6(c) shows the cor-
responding depth profiles of CHgN; ", Na*, and > " C,H,N"
for the clear wing. The CHgN; " curve has again been multi-
plied by 4 to make the profile features easier to see on the
same axes. In the clear wing, this CHN;™ species does not
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peak at the interfaces. This is consistent with the lack of a
well-defined periodic repeating structure in the clear wing.

Mass resolutions on these flexible wings were greater
than 3000 throughout the profiles. The peak assignment of
CHgN;" is the best match to the data both in terms of peak
position and isotopic matching of the surrounding peaks.
Based on the peak exact mass (60.05), the peak is definitely
organic and not a Na or K adduct peak arising as an interfa-
cial artifact.

While a trilayered structure was not expected, it may pro-
vide clues about the thermodynamics of layer growth during
the formation of the wing. It is well known in semiconductor
heteroepitaxy that given two semiconductors A and B, the
formation of an ABAB... superlattice is challenging due to
the fact that if A wets B for smooth two-dimensional growth,
then B will not wet A and will start growing in a three-
dimensional fashion.”' One method to overcome this is
through the use of a surfactant to change the surface energy
of B to aid in the two-dimensional growth of A onto B.
Extending this knowledge to these findings, the CHgN;"
may be present between layers because it could serve as a
wetting layer to aid in the growth of the multilayer natural
photonic crystal. It could also help with adhesion between
the layers. Further investigation could reveal if the CHgN; "
ion is a fragment of a larger molecule present at the
interface.

IV. SUMMARY AND CONCLUSIONS

The combination of FIB/SEM/TEM for structural charac-
terization and TOF-SIMS for chemical characterization
showed that the multilayered structure of the C. rutilans iri-
descent wings contains oscillating levels of Na, K, and
eumelanin that could be responsible for the varying dielec-
tric constant needed to generate a natural photonic crystal.
The repeating unit (dark and light bands) appears to be in
fact a tricomponent assembly as suggested by the enhance-
ment of the CHgN3 " species at every interface between the
high/low dielectric constant layers.

Future experiments will include TOF-SIMS analysis of
the red and yellow/green wing regions to confirm that the
changes in color are only due to the number and thickness of
the repeating units and not due to some additional chemistry
differences. A control sample of a uniformly pigmented
wing could also be instructive.
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