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Resumo

Quando imersas em dgua, muitas superficies apresentam-se carregadas eletricamente.
Por isso, durante o processo de geracao de imagens por microscopia de for¢a atbmica em meio
aquoso, forcas de natureza repulsiva e atrativa entre o tip € a amostra sdo detectadas.
Nas dltimas décadas, as forcas repulsivas tém sido atribuidas as interacdes eletrostiticas,
enquanto as interacdes atrativas, as forcas de van der Waals. Neste trabalho sdo descritos
estudos de espectroscopia de for¢a (curvas de forca em funcdo da distancia) entre tips de
microscopio de for¢a atbmica e substratos carregados eletricamente, imersos em meio liquido.
Em fun¢do dos resultados obtidos, formulou-se um modelo denominado ‘forca de troca
dielétrica’ (FTD) que explica o comportamento das curvas na interface sélido/liquido, com
base na hipdtese de que a forca que age sobre o fip, nessa regido, decorre da troca de
‘constantes dielétricas’ (ou permissividades elétricas) entre o tip e o sistema liquido.
Em 4gua, o tip de nitreto de silicio (Si3N4), com permissividade elétrica €7, = 7.4, ao
aproximar-se da interface carregada — regido denominada ‘dupla camada elétrica’, com
permissividade elétrica epc — substitui uma parte da dgua equivalente ao seu volume.
Essa troca responde pela repulsdo observada longe da interface (iniciando a ~100 nm,
camada difusa, onde €pc = 80), seguida por uma atragdo quando o tip imerge nas camadas
mais internas (¢10 nm). A presenca de substrato carregado determina a reorientacao dipolar
das moléculas de 4gua, a qual, por sua vez, vem ser a causa da baixa permissividade
elétrica nas imediagdes da interface. Suportes para o0 modelo proposto foram obtidos pela
imersdo de fips metdlicos (€7;, U o) em dgua, quando um unico componente atrativo foi
observado, e pela imersdo de fips de SizNs em formamida e DMSO, situacdo em que
somente uma contribuicdo repulsiva foi detectada. O modelo recebeu confirmacao
adicional ao se observar que os tips de SizsNy sofreram atrag@o ao penetrarem nas bicamadas
de uma substancia surfatante (€s= 2-6). Comparado a uma teoria que vem sendo
sistematicamente empregada para explicar as interacdes entre superficies — a teoria DLVO —
o modelo de FTD mostrou-se mais adequado aos resultados experimentais. Esse modelo foi
empregado na identificacdo da intensidade da forca a ser aplicada a amostras frageis, em

processos de geracdo de imagens por microscopia de forca atdmica, em meio liquido.
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Summary

When immersed in water, several surfaces are electrically charged. Therefore,
repulsive and attractive forces between the tip and the sample are detected during image
generation by atomic force microscopy in aqueous medium. In the last decades repulsive
forces have been attributed to electrostatic interactions, while attractive forces have been
ascribed to van der Waals forces. In this research, force spectroscopy studies (force versus
distance curves) are described between atomic force microscope tips and electrically
charged mica immersed in aqueous medium. From the data obtained, a was formulated,
model named ‘dielectric exchange force’ which explains the behavior of the curves in the
solid/liquid interface based on the hypothesis that the force acting on the tip in this region
arises from the ‘dielectric constants’ (or dielectric permittivities) exchanges between the tip
and the liquid system. In water, when the silicon nitride (Si3N4) tip, with electrical
permittivity €7, = 7.4, approaches the charged interface (region named ‘electric double
layer’, with electric permittivity €pc), it replaces a portion of the water corresponding to its
volume. This exchange accounts for the repulsion observed far from the interface (starting
at ~100 nm, diffuse layer, where €pc = 80), followed by an attraction when the tip immerses
in the inner layers (¢10 nm). The presence of a charged mica determines dipolar orientation
of the water molecules, which in turn is the source of the low electric permittivity in the
interface neighborhood. Support for the model proposed was given by immersion of
metallic coated tips (€73, U o0) in water, when a single attractive component was observed,
and by immersion of SisNy tips in formamide and DMSO, where only a repulsive
component was detected. The model was further confirmed by the observation that the
Si3Ny tips underwent attraction when penetrating the bilayers of a surfactant substance (€5 =
2 - 6). When compared to a theory that has been systematically used to explain interactions
between surfaces — DLVO theory —, the FTD model was more adequate to explain the
experimental results. This model was used to identify the magnitude of the force to be
applied to fragile samples, in images generation by atomic force microscopy in aqueous

medium.
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| NTRODUCAO

Introducao

O Microscopio de Forca Atomica (Atomic Force Microscopy — AFM) é um
equipamento de desenvolvimento relativamente recente, utilizado para obter imagens em
escala submicrométrica de diferentes materiais, cujo funcionamento baseia-se na medida de
forgas atrativas ou repulsivas entre a amostra € uma sonda (zip) que a percorre [1,2].
Os equipamentos de AFM vém sendo amplamente utilizados em diversas dreas, porém
existe um consenso, entre especialistas, de que seu potencial € apenas parcialmente
explorado. Tal fato leva a expectativa de que seu emprego venha a se tornar tao extensivo a
ponto de transformd-lo em um instrumento analitico de uso popular, dado o seu custo —
menor do que os microscopios eletronicos de varredura (SEM) e transmissao (TEM) — e

alto poder de resolugdo [1, 3].

A utilizacdo do AFM permite observar materiais ao ar, em vacuo e em meio liquido.
Um dos aspectos mais atrativos do AFM repousa exatamente na capacidade de obtengdo de
imagens de estruturas em solugdes aquosas [4 - 8]. Apesar de a maioria dos experimentos
serem realizados ao ar, os estudos em liquidos apresentam a vantagem de eliminar o
menisco — inconveniente sempre presente nos trabalhos desenvolvidos ao ar — sem a
necessidade da utilizagdo de sistemas de vécuo, possibilitando reduzir de 10 a 100 vezes a

forca aplicada pelo tip a superficie [9].

Entre as aplicacdes do AFM, destaca-se seu potencial de uso para o estudo de
materiais bioldgicos. Uma vez que a maioria desses materiais desnaturam quando ndo
mantidos em solugdes isotdnicas e que organismos vivos dependem do fornecimento de
diversos nutrientes em forma de solutos, fica evidente a importincia do desenvolvimento de
mecanismos de observacdo de processos em sistemas imersos em meios liquidos. Nesse
campo, o AFM apresenta grandes vantagens, em relacdo a outros métodos de microscopia.
No caso particular de observagdes de estruturas microbianas, por exemplo, a microscopia

Otica convencional apresenta limitacOes, pois, além de exigir o uso de substratos
1
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transparentes, a resolucdo fica limitada a aproximadamente metade do comprimento de
onda da luz, ou seja, entre 200 e 400 nm. J4 em microscopia eletrOnica, ainda que o limite
na resolu¢do do microscépio 6tico tenha sido superado, as amostras necessitam de uma
preparacdo especial, que envolve fixagdo quimica, desidratacdo e emprego de contrastes ou
revestimentos, o que leva a visualizacdo de estruturas artificiais. Ao se observar células ou
esporos aderidos em superficies por meio de AFM, ndo hd necessidade de luz, nem de
preparo prévio da amostra e, ainda, podem-se usar substratos opacos, bastando que a

superficie em exame seja plana [10].

Contudo, muitos problemas perduram na geracdo de imagens de materiais
bioldgicos por AFM, o que justifica o esfor¢o de investigar técnicas apropriadas ao preparo
de amostras e interagdo com as mesmas, visando a superagdo das dificuldades advindas da
natureza dinamica dos sistemas e do meio que estdo inseridos. As pesquisas tém
contribuido para o desenvolvimento dos mecanismos de observacdo, por exemplo, em
solucdes salinas tamponadas e caldos de cultivo, ambientes adequados a conservagdo ou

multiplicacdo de células.

Para interpretar imagens de AFM corretamente € necessario identificar as forgas que
atuam entre o fip e a superficie da amostra. Por isso, é importante conhecer os diferentes
componentes da forca total a fim de minimizd-la e, com isso, prevenir possiveis
deformacgdes ou destruicdo da amostra em estudo. Quando trabalhando em meio aquoso,
diferentes forcas (atrativas e repulsivas) agem entre o tip e a superficie [11, 12]. Longe do
substrato, entre 10 e 100 nm, forcas quase sempre repulsivas, supostamente eletrostaticas,

agem entre o tip € a amostra [13-17]. Pr6ximo a interface observa-se uma interacdo

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

Resultados descritos na literatura revelam que, em meio aquoso, a forca repulsiva
atribuida a interacdo eletrostatica € significativa e deveria ser levada em consideracao [11],
j4 que, quando imersas em &4gua, as superficies da maioria dos materiais apresentam-se

carregadas eletricamente [21].
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Devido a importancia das interacOes eletrostaticas, muitas investigacdes tém sido
conduzidas com o intuito de quantificd-las, incluindo os trabalhos pioneiros de Derjaguin e

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

A teoria DLVO ¢ fundamentada na idéia de que as interagdes de curto e longo
alcance entre particulas dispersas em solventes polares (especialmente &dgua) sdo
governadas por duas forcas independentes: a forca de vdW (atrativa) e a forca eletrostética
(repulsiva ou atrativa). De acordo com essa teoria, a forca de interacdo total entre duas
superficies pode ser tratada como a soma do componente atrativo de vdW e o componente
eletrostético, geralmente repulsivo. Enquanto as forcas de vdW estdo sempre presentes, a

forca eletrostética depende da existéncia de componentes superficiais carregados [21,22].

No presente trabalho, com o objetivo de identificar e quantificar corretamente as
forcas que atuam entre o fip e a superficie da amostra, foram realizadas medidas de forca
em funcdo da distancia entre tips diversos e superficies de mica, imersos em meios liquidos

diferentes.

Ao se aproximar tips de nitreto de silicio de uma superficie de mica (o primeiro
eletricamente neutro ou fracamente negativo e o outro carregado negativamente [23]), em
agua, foram observadas contribui¢cdes repulsiva e atrativa. Segundo a teoria DLVO, a
contribuicdo repulsiva seria devida a aproximacdo entre duas superficies com cargas de
mesmo sinal, enquanto a interacao atrativa seria atribuida as forcas de vdW. Assim, a curva
de forca entre um #ip ligeiramente negativo e uma interface positiva, deveria apresentar
exclusivamente componentes atrativos. Entretanto, contrariando a expectativa, interagdes
repulsivas e atrativas também foram observadas em medidas de forca realizadas em solucdo
aquosa sobre bicamadas de surfatante catidnico (carregado positivamente) adsorvidas em

mica [24, 25].

Experimentos realizados com tips de SisN4 imersos nos solventes formamida e
dimetilsulfoxido (DMSO) evidenciaram somente um componente repulsivo para a forga,
contrariando o previsto pela teoria DLVO, de que o componente atrativo de vdW estd

sempre presente. Com base nos resultados obtidos, desenvolveu-se um modelo tedrico, que

3
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foi denominado ‘forca de troca dielétrica’ (FTD), capaz de reproduzir com exatidao os
resultados experimentais, mostrando-se mais adequado que o DLVO. O modelo proposto
explica o comportamento da curva de forca na interface sélido/liquido, fundamentado na
hipétese de que a forca que age sobre o tip nessa regido € uma conseqiiéncia da troca de

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

Com tips de SizNy4 e substratos de mica imersos em dgua pura ou solu¢iao aquosa,
longe da interface (> 10 nm), os valores calculados para a forca eletrostdtica, a luz do
modelo proposto, sd@o similares aos previstos pela teoria DLVO. O modelo de FTD também
ajusta-se com grande exatiddo aos resultados experimentais obtidos com tips de SizsN4 e
superficies de mica modificada (positiva), imersos em solu¢do aquosa. No entanto, préximo
a interface (¢10 nm), enquanto o modelo proposto ajusta-se perfeitamente as curvas de

forca medidas, o termo atrativo de vdW esta longe de fazé-lo.

Suportes para o0 modelo proposto sdo fornecidos pelas curvas de for¢a obtidas com
tips metdlicos (€7;, U o) imersos em &dgua (onde um tUnico componente atrativo foi
observado, sistematicamente, ao longo de cada curva) e tips de SizNs imersos em

formamida e DMSO, onde forgas atrativas de vdW nao foram detectadas.

O modelo recebeu, ainda, confirmacao adicional, ao se observar que os tips de Si3Ny
sofreram atracdo ao penetrarem nas bicamadas de uma substancia surfatante (€s = 2 - 6).
Comparado a teoria DLVO, que hd décadas vem sendo empregada para explicar as
interagdes entre superficies, o modelo de F'7D mostrou-se notoriamente mais coerente com
os dados experimentais. O modelo foi empregado na identificacdo da intensidade da forc¢a a
ser aplicada a amostras frageis, em processos de geracdo de imagens por microscopia de

forca atOmica.
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1. Revisao Bibliografica

1.1. Microscopio de Varredura por Sonda

Ha duas décadas, nascia o microscéopio de tunelamento (STM — Scanning Tunneling
Microscope, 1981-2) [2,26 - 29], cujo desenvolvimento rendeu aos pesquisadores G. Binnig
e H. Rohrer o prémio Nobel de Fisica, em 1986. Gragas a inven¢do do STM tornou-se
possivel observar, medir e manipular dtomos ou moléculas, estimulando indimeros
laboratérios a desenvolver experimentos controlados em escala nanométrica. A invenc¢ao
desencadeou o aparecimento de uma grande variedade de microscOpios de varredura por
sonda (Scanning Probe Microscopy, SPM) entre os quais destacam-se, além do préprio
microscopio de tunelamento, o microscopio de forca atdbmica (AFM - Atomic Force
Microscopy, 1986), o microscopio de forca magnética (MFM - Magnetic Force
Microscopy), o microscopio de forga eletrostatica (EFM — Electrostatic Force Microscopy)
e o microscopio Otico de campo proximo (SNOM - Near-Field Scanning Optical

Microscopy) [2, 30].

Os virios tipos de SPM diferem quanto ao método empregado no monitoramento da
amostra e quanto a forma de interacdo entre a ponta de prova e a superficie.
Os componentes comuns a todos os SPM estdo representados no diagrama a seguir (Figura

1.1).

1.2. Principio de funcionamento dos AFM

Em 1986, Gerd Binnig, Calvin Quate e Christopher Gerber desenvolveram um
dispositivo que chamaram ‘microscopio de forca atdomica’ [1]. Os AFM sondam a
superficie de uma amostra por meio de uma ponteira (tip) muito fina, cuja curvatura da

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

livres de alavancas (cantileveres) com 85 a 320 um e médulo eléstico entre 0,02 e 17 N/m.
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Figura 1.1. Constituintes basicos de um SPM [2].

Figura 1.2. Tip conico (direita) montado na extremidade livre de um
cantilever com formato em V (esquerda) [31].
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Os suportes de amostras sdo colocados sobre um dispositivo de posicionamento
extremamente preciso (scanner), feito de ceramicas piezelétricas, responsdvel pelo ajuste
da distancia entre o tip e a amostra (na dire¢do vertical z) e pelo deslocamento lateral da
mesma (no plano x-y). Sob a acdo de uma diferenca de potencial os materiais piezelétricos
podem sofrer expansdo ou compressdo na dire¢cdo perpendicular ao campo aplicado.
Os microscopios modernos sdo equipados com ceramicas piezelétricas em formato de tubos
ocos segmentados verticalmente em quatro partes (Figura 1.3). Eletrodos posicionados na
face externa do tubo sdo responsdveis pelo movimento lateral da amostra nas direcdes *x e
ty. O eletrodo situado na parede interna do tubo responde pelo movimento na direcdo z,

que resulta na altura observada nas imagens [2].

amostra

sSeEnsar
z

A

o S
scanner

Sensar SEnsor
1) b4

sistema de
contrale

Figura 1.3. Diagrama esquemadtico de um scanner e do sensores de
controle de movimento [2].

As forcas de interacdo entre o fip € a amostra causam deflexdo no cantilever
enquanto o tip percorre a amostra — ou, antes, quando a amostra se desloca sob o tip. Em
geral, os AFM sdo capazes de medir deflexdes do cantilever (d.) de até 0,1 A. Para isso a
maioria dos AFM dispde de um dispositivo 6tico de baixo custo e facil manuseio, capaz de
alcangar uma resolugdo compardvel a de um interferdmetro [32,33]. O dispositivo 6tico
(Figura 1.4) é formado por um laser, um espelho (parte superior do cantilever) e um sensor

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

fotodetector.

Quando o cantilever sofre deflexdo, a posicdo do feixe de laser no detector é
deslocada e a diferenca entre os sinais dos fotodiodos indica o novo ponto de incidéncia e,
assim, a deflexdo angular do cantilever. Uma deflexdo angular (0 ) do cantilever e, portanto,
do angulo de incidéncia do laser, implica em deflexdo angular duas vezes maior (20) no
feixe refletido. Além disso, a distancia do espelho ao detector € suficientemente grande
para que pequenas deflexdes do cantilever resultem em grandes deslocamentos no detector.
Os sinais provenientes do fotodetector, que monitora o posicionamento vertical do tip e do
sistema de controle do piezelétrico, sdao armazenados e processados por um

microcomputador, permitindo-lhe gerar um mapa topografico da superficie em estudo.

detectar

sCanner

Figura 1.4. Dispositivo 6tico de deteccio de deflexdo do cantilever [34].

O AFM funciona medindo forgas atrativas ou repulsivas entre o tip e a amostra [1].
No modo repulsivo (‘repulsive mode’), também chamado modo de contato (‘contact
mode’), o tip “toca” suavemente a superficie da amostra, medindo forcas de repulsdo entre
tip e amostra. Este modo de operacdo fornece informacdo topogrifica com defini¢do

horizontal inferior a 10 A e definic¢do vertical menor do que 1 A. Neste modo de operacgao a
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observagdo de materiais bioldgicos, como células, requer cuidados especiais no preparo das
amostras, a fim de se evitar que materiais viscosos como, por exemplo, meios de cultivo a
base de dgar, mascarem a imagem e sujem o tip. Uma variagdo do modo de contato recebe
a denominacao de ‘microscopia de forca lateral’ (LFM) que produz imagens a partir de
deflexdes laterais (tor¢des) do cantilever. Estudos de LFM sao particularmente adequados a

superficies ndo homogéneas [2].

Outra for¢a geralmente presente durante a operagdo do AFM, ao ar, no modo de
contato, € a forca de capilaridade. Superficies expostas ao ar ambiente geralmente acham-se
cobertas por uma fina camada de dgua. Ao entrar em contato com a superficie, o tip é
envolvido pela dgua e forma-se um menisco entre tip e superficie, responsavel por uma
forca atrativa intensa (~10® N) que os mantém em contato. A forca de capilaridade resulta

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

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

formas distintas.

No primeiro caso, modo de altura-constante, a variacdo espacial da deflexdo do
cantilever pode ser usada diretamente para gerar o conjunto de dados topograficos porque a
altura do scanner é pré-determinada e mantida constante durante todo o processo de
varredura. O modo de altura-constante é freqiientemente usado para capturar imagens em
escala atdmica, de superficies absolutamente planas (vide Figura 1.5), onde as deflexdes do
cantilever e as variacdes na forca aplicada sao pequenas. Este modo de operacdo é também
essencial para o registro em tempo real, de imagens de superficies dinamicas, quando alta

velocidade de varredura é essencial [2].

No outro caso, modo de forca-constante, a deflexdo do cantilever é usada como
entrada de um circuito de retroalimentacdo que move o scanner para cima e para baixo em
Z, em resposta a topografia, mantendo a deflexdo do cantilever constante. Neste caso, a
imagem € gerada a partir do movimento do scanner. Como a deflexdo é mantida constante,
a forga total aplicada a amostra também o €. No modo de for¢a-constante, a velocidade de

exploracdo é limitada pelo tempo de resposta do circuito de retroalimentacio, mas a forca

9
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total exercida na amostra pelo tip € bem controlada. O modo de forca-constante € preferido,

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

53 fi=

0A s34

Figura 1.5. Imagem de uma superficie de mica imersa em dgua, obtida
com velocidade de varredura de 100 nm/s. No destaque, a imagem
transformada de Fourier [35].

2348.28 nm
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3593 um 17.97 um oo

Figura 1.6. Imagem de fungos Colletotrichum graminicola em superficie
de vidro [36].
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No modo atrativo (‘atractive mode’), ou modo de ndo-contato (‘noncontact mode’),
o AFM mantém o tip e a amostra separados por uma distancia previamente ajustada (10 —
20 nm) enquanto monitora efeitos decorrentes de interacdes atrativas atribuidas a forgas de
van der Waals (vdW). Uma das vantagens deste modo de operagdo repousa no fato de o tip
ndo tocar a amostra. Entretanto, a resolu¢do é normalmente pobre, sendo raramente usado

em materiais biologicos [37].

O modo de contato intermitente (‘tapping mode’) é similar ao modo de ndo-contato,
exceto pelo fato de que o cantilever oscila de tal maneira que, ao final de seu curso (~100
nm), o tip toca a amostra. Algumas amostras sao melhor exploradas através do emprego do
modo de contato-intermitente em vez dos modos de contato ou de ndo-contato. O modo de
contato intermitente tem-se consolidado como uma técnica importante de AFM por superar
algumas das limitacdes dos modos de contato e de ndo-contato. Comparado ao modo de
contato, o modo de contato-intermitente elimina os danos provenientes das forcas laterais
(fric¢do ou arrasto) entre o tip e a amostra. Por outro lado, neste modo de operacdo, para
que o tip possa penetrar e sair da camada de 4gua, a forca vertical deve ser grande o
bastante para superar a forca de capilaridade (10® N), podendo danificar e/ou deformar
superficies macias ou materiais eldsticos. Em relagdo ao modo de ndo-contato, o modo de
contato-intermitente tem-se mostrado mais eficaz para varrer amostras que apresentem

grande variagcdo de topografia.

1.3. Curvas de Forc¢a

O AFM também permite a constru¢do de curvas de forca em fun¢do da distancia
entre tip e amostra [2, 13—15,38-42]. Essas medidas sdo essenciais para se definir forcas

verticais que devem ser aplicadas a uma superficie, para a captacao de imagens.

Forgas entre superficies vém sendo estudadas experimentalmente bem antes da
invencdo do AFM, através de SFA (‘Surface Force Apparatus’) [43—-49]. Em SFA, duas
superficies ‘idénticas’ — tanto na geometria como no material que as compde — curvadas

em forma de cilindro, com raios de curvatura de ~1 -2 cm, dispostas transversalmente, sao

11
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aproximadas, primeiramente por meio de um sistema mecanico €, posteriormente, por um
piezelétrico. As forcas (~107 - 107 N) sdo calculadas através da lei de Hooke, a partir das
medidas das deflexdes de uma alavanca, em cuja extremidade uma das superficies
encontra-se instalada. A separacdo entre as superficies ¢ medida com precisao de ~0,1 nm,
por andlise de franjas de interferéncia produzidas a partir de reflexdes multiplas na face

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

Comparado ao SFA, o AFM tem-se revelado mais adequado para medir forcas
interfaciais, pois, além de mapear as superficies em estudo com uma resolu¢do espacial de
poucos angstrons, possibilita, a partir das imagens geradas, escolher onde medir as referidas
forcas. Se um cantilever de baixa constante eléstica for usado — por exemplo, com k. =
0,03 N/m — a resolucdo da forca na direcdo perpendicular a superficie serd F' = k. X d. =
(0,03 Nm'l) X (0,1x 101 m) = 3X 10 N, enquanto em condi¢des favordveis o SFA

alcanca no maximo 10® N.

A representagcdo grafica da forca aplicada ao tip do AFM, enquanto a amostra é
aproximada e afastada, constitui a chamada ‘curva de for¢a’. As curvas de forca sdo
complexas e especificas para diferentes sistemas em estudo. Em principio, esses graficos
evidenciam a forca requerida para atingir uma certa profundidade de deformacdo, o que
possibilita a determinacdo de parametros viscoeldsticos de materiais. Assim se examinam
plaquetas, bactérias e células ou se estudam propriedades micromecénicas de ossos e de

outros materiais.

Apesar das amplas demonstracOes da utilidade do AFM no estudo de materiais
bioldgicos, ha vérias dificuldades experimentais em coletar e analisar dados de curvas de
forca. Um dos problemas € a determinacdo exata do ponto de contato entre fip € amostra.
Uma amostra muito macia (em relagdo a sensibilidade de deteccio do AFM) ird se
deformar, em resposta ao tip, antes de a deflexdo do cantilever ser mensuravel. Assim, o
verdadeiro ponto de contato ndo serda facilmente detectado, o que pode determinar erros
significativos nas medidas de profundidade das deformacgdes, de médulos eldsticos ou de

outros parametros definidos pelo ponto de contato.

12
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A soma das forcas que atuam no tip, responsdveis pelas deflexdes do cantilever,
pode resultar em atragc@o e/ou repulsdo. Na verdade, o sistema ndo mede as forcas e sim as
deflexdes do cantilever. Medidas de deflexdes em fungdo da posi¢do da amostra ao longo
do eixo z sdo obtidas durante o movimento vertical de aproximacdo e afastamento do
piezelétrico em relacdo ao tip. A Figura 1.7a representa uma simplificacdo do que seria
uma curva da deflexdo do cantilever em funcdo do deslocamento da amostra colhida em
vacuo. O eixo vertical representa a deflexdo experimentada pelo cantilever (que €
proporcional a variagdo do sinal de saida do fotodiodo) e o eixo horizontal, o deslocamento
da amostra. No gréfico, o ciclo inicia-se a direita, quando o tip e a amostra encontram-se
afastados (1). A medida que a separacio torna-se pequena o suficiente para que forgas
atrativas de vdW ajam entre ambos, o tip mergulha em direcio a superficie, flexionando o
cantilever para baixo (2). Uma vez estabelecido o contato, o cantilever sofre deflexdo
idéntica a expansdo do piezelétrico. Apds atingir o deslocamento maximo (3) o scanner
inicia o caminho inverso, trazendo o tip aderido a superficie da amostra até finalmente

soltar-se (4), voltando o cantilever a condi¢do iicial de relaxamento.

As forcas podem ser calculadas a partir da deflexdo (Az = d.) do cantilever, de
constante elastica k¢, usando a lei de Hooke: F = k.d.. Como os AFM ndo fornecem uma
medida da distincia absoluta entre tip e amostra, faz-se necessdria a constru¢ao de um novo
gréafico cuja coordenada horizontal (H) € obtida a partir da soma da deflexdo do cantilever
(d:) com o deslocamento da amostra (Z,) [52,53]. A curva corrigida exibida no novo
grifico é chamada ‘curva de forca em fungdo da distancia’ ou, simplesmente, ‘curva de
forca corrigida® (Figura 1.7b). Esta técnica é largamente empregada no estudo de
propriedades viscoelaticas de materiais biologicos [54—65], em medidas de espessura de
filmes [40-42,66-69] e, mais recentemente, de permissividade elétrica em interfaces

[13-15,42].
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deflexao do cantilever

-

deslocamento da amostra

Figura 1.7a. Gréfico da deflexdo do cantilever vs. deslocamento da
amostra para um fip aproximando-se de um substrato rigido. O diagrama
esquemadtico retrata as posigdes relativas do tip e da superficie da amostra.

forca

% separagao

Figura 1.7b. Curva de for¢a em funcio da distancia absoluta (separagdo)

entre um tip e uma superficie rigida.
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1.4. Consideracoes sobre a agua

A dgua apresenta uma infinidade de aplicacdes em ciéncia e tecnologia,
relacionadas a questdes como capacidade de molhagem, limpeza, corrosdo, processos
eletroquimicos, formagdo de emulsdes, conformacdo de membranas e hidratagdo protéica,
para citar algumas [70], tendo sido extensiva e intensivamente estudada por décadas [71].

Todavia, a compreensdo de suas propriedades fisicas e quimicas € ainda limitada.

A 4gua (em estado liquido) € um sistema complexo, com propriedades incomuns, se
ndo unicas. Essa complexidade € devida a uma combina¢do do tamanho pequeno da
molécula e a distribuicdo polar de cargas [72]. Embora a molécula de dgua seja
eletricamente neutra, suas cargas sdo separadas, resultando em um dipolo elétrico. Por
causa dessa separacdo de cargas, duas moléculas de dgua podem se atrair por forcas
eletrostaticas entre a carga negativa do dtomo de oxigénio de uma molécula e a carga
positiva do 4tomo de hidrogénio de outra. Na verdade, a dgua e seus fons (H" ¢ OH)
influenciam profundamente as propriedades de muitos componentes importantes das
células, como as enzimas, as proteinas, os dcidos nucléicos e os lipidios. A grande maioria

das interacdes moleculares em sistemas vivos ocorre em meio aquoso.

A distribuicao de cargas pode ser representada por quatro bracos de um tetraedro, de
forma a permitir que, teoricamente, cada molécula de 4gua possa formar pontes de
hidrogénio com até quatro moléculas vizinhas. A intensa atracdo entre moléculas de dgua
adjacentes confere a dgua liquida grande coesdo interna e, por conseguinte, ponto de fusao,
ponto de ebuli¢do, calor de vaporizacio e tensdo superficial mais altos que a maioria dos
liquidos comuns. Disso resulta, também, sua inadequacdo para dissolver solutos inertes
(apolares ou hidrofébicos), com os quais ndo pode interagir por meio de forgas polares

igualmente fortes [73, 74].

A capacidade de a 4gua ligar-se fortemente a compostos polares e hidrofilicos,

dissolvendo-os, faz com que seja um excelente solvente para uma grande variedade de
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moléculas e ions, para manter em suspensdo particulas coloidais e para viabilizar estruturas

bioldgicas como proteinas, DNA, virus e células [74].

A 4gua € muito melhor solvente que a maioria dos liquidos comuns. Sais cristalinos
— por exemplo, cloreto de s6dio (NaCl) — dissolvem-se facilmente em dgua, mas sdo
praticamente insoliveis em liquidos ndo-polares, como o cloroférmio ou o benzeno. Esta
propriedade é um exemplo do carater dipolar da molécula de 4gua. O mosaico cristalino de
um sal € mantido por forcas de atrag@o eletrostaticas muito fortes entre fons alternadamente
positivos e negativos. Quando o NaCl cristalino € exposto a dgua, suas moléculas dipolares
sdo fortemente atraidas para os dtomos do sal e os retiram do mosaico, formando os ions
Na® e CI hidratados, em solu¢do. A dgua também dissolve muitos compostos organicos
simples que possuem grupos carboxila e amino, os quais tendem a se ionizar pela interacao

com o solvente [74].

Outra classe de substancias que podem ser dispersas pela d4gua sdo as que possuem
simultaneamente grupos hidrofobicos e hidrofilicos, freqiientemente chamados de
compostos anfipdticos. Um exemplo simples sdo os surfatantes (tensoativos), como o
brometo de cetil-trimetil-amdmio ou brometo de hexadecil-trimetil-am6mio,
C16H33(CH3);N"Br~ (CTAB), com vérias aplicagdes em ciéncias bioldgicas e em quimica.
O CTAB ¢ um surfactante catidnico extensivamente estudado e usado industrialmente em
processos de esterilizagdo, amaciamento de produtos téxteis e muitas outras aplicagdes
[75]. Pelo fato de sua longa cadeia hidrocarbonada ser hidrofébica e intrinsecamente
insoluvel em dgua, o CTAB apresenta pouca tendéncia para formar solu¢cdo verdadeira.
Entretanto, o composto facilmente se dispersa em dgua, formando agregados chamados
micelas, em que os grupos hidrofilicos (cabecas polares), carregados positivamente, sio
expostos e interagem com a fase aquosa, enquanto as cadeias hidrocarbonadas (caudas)
ndo-polares e hidrofébicas, voltam-se para o interior da estrutura [76]. As micelas de
CTAB podem conter centenas ou milhares de moléculas, permanecendo uniformemente
suspensas na dgua pelo fato de serem carregadas positivamente e, portanto, com tendéncia a

se repelir.
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1.5. Agua interfacial

As propriedades da 4dgua tém sido estudadas sistematicamente hd mais de um
século. Contudo, os avancos no conhecimento acerca de sua estrutura ainda sao

insuficientes, especialmente no que se refere a 4gua interfacial.

No artigo “Water at Interfaces: A Colloid-Chemical Approach” J. Lyklema [94]
afirma: “It is obvious that water in the immediate surroundings of a solid surface is
different from bulk water. The big questions are: How different is it and how far from the
surface do these differences persist?” Infelizmente, o autor ndo respondeu as questdes e as

ddvidas persistem.

Heniker, apud Drost-Hansen [77], publicou uma revisdo, que se tornou classica,
sobre a orientacdo de liquidos perto de interfaces (“The depth of the surface zone of a
liquid’), em que a é€nfase repousa na existéncia de ordenamento de longo alcance em
muitas interfaces sélido/liquido. Depois disso, argumentos prds e contra o ordenamento da
dgua em interfaces foram apresentados por outros autores. Posteriormente, Derjaguin,
também citado por Drost-Hansen [77], sugeriu a existéncia de alteracdes significativas na
estrutura da dgua nas proximidades de uma interface particular (quartzo), considerando-as
evidéncias de que a dgua pudesse existir em estados outros que ndo aqueles reconhecidos

classicamente (s6lido, liquido e gasoso).

Durante as ultimas décadas, quase toda a informacao a respeito do comportamento
de moléculas de 4gua nas proximidades de interfaces originou-se de estudos tedricos,
especialmente aqueles envolvendo simula¢des numéricas [78—80], enquanto a pesquisa
experimental sobre o assunto esteve limitada. Recentemente, varios estudos vém sendo
desenvolvidos abordando questdes relacionadas a organizacdo em camadas (layering) e a
orientacdo de moléculas de dgua em superficies [81 —84]. Medidas de forcas obtidas entre
duas superficies imersas em solu¢do aquosa, porém separadas por distancias moleculares,
parecem indicar que as moléculas de 4gua proximas a superficies sofrem ordenamento tanto
de translacdo quanto de orientacdo [85,86]. Estudos de ressonancia magnética nuclear

também mostram evidéncias de que moléculas de dgua em superficies comportam-se
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diferentemente daquelas no interior da massa liquida [87]. Experimentos realizados com as
técnicas de SHG (‘optical second harmonic generation’) e SFG (‘optical sum-frequency
generation’) revelaram que moléculas de dgua perto de uma superficie carregada

encontram-se fortemente orientadas [88 —91].

A interacdo entre sitios ativos da superficie de um sélido e moléculas de dgua
induzem alteragcOes na estrutura da dgua, a qual decorre das pontes de hidrogénio. Portanto,
as propriedades da dgua interfacial sdo diferentes daquelas observadas longe das interfaces

[76,92,93].

1.6. Determinacdao da distribuicdo da polarizacao da agua

interfacial

Em d4gua, muitas superficies apresentam-se carregadas [21]. As cargas das
superficies provém da dissociacdo de componentes superficiais ou da adsorcdo de ions
sobre a superficie. Evidentemente, a eletroneutralidade exige que carga idéntica e de sinal
oposto se encontre nas proximidades. A idéia de que essas cargas se distribuem em duas
camadas € muito antiga, tendo sido sugerida por Helmholtz em meados do século XIX.
Uma das camadas de carga encontra-se presente na superficie e a outra, formada por fons
de carga igual e oposta, no liquido adjacente. Dessa imagem simples originou-se a
designacdo ‘dupla camada elétrica’. De acordo com o modelo de Helmholtz, a dupla
camada elétrica deveria comportar-se como um capacitor formado por placas planas e

paralelas.

Posteriormente, o modelo de Helmholtz foi modificado por G. Gouy, em 1910, e
G. Chapman, em 1913 [95,96]. Trabalhando independentemente, estes pesquisadores
propuseram a ‘teoria da camada de difusdo’. Na teoria de Gouy-Chapman, os fons sdo
considerados cargas pontuais sujeitas, simultaneamente, a0 movimento térmico e a atracdo
ou repulsdo pela superficie carregada. A forca eletrostatica decorrente da presenca das
cargas superficiais tende a ordenar os fons, como descreve o modelo de Helmholtz.

A agitagdo térmica, por sua vez, tende a distribuir os fons uniformemente na solucgdo.
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Uma situagdo de compromisso se estabelece entre as duas tendéncias opostas, resultando
em uma camada difusa de ifons. Nas proximidades da superficie, prevalece a forca
eletrostdtica, a qual diminui com a distincia. Portanto, a concentragdo dos fons de carga
oposta a da superficie diminui, também, a medida que dela se afasta, até que, a partir de
certa distancia, a solucdo torna-se perfeitamente homogénea. Desse modo, origina-se uma

camada difusa de cargas na fase liquida.

Para tornar o0 modelo de Guoy-Chapman mais realista, Stern [95,96] abandonou a
aproximacdo de cargas puntiformes. Admitiu, entdo, que, em conseqiiéncia de seu tamanho,
os fons ndo chegam até a interface, mas permanecem distanciados, dispostos em posi¢oes
fixas, num plano de aproximagdo médxima, também chamado ‘plano de Helmholtz externo’.
Assim, o modelo de Stern divide a dupla camada elétrica em duas partes: 1) a dupla camada
compacta, compreendida entre a interface e o plano Helmholtz; e 2) a dupla camada difusa,
que se estende do plano em questdo até o interior da solucdo (bulk) e dentro da qual os ions
se distribuem de acordo com a teoria de Guoy-Chapman. O modelo de Stern, desse modo, é
uma associa¢do dos modelos de Helmholtz e Guoy-Chapman. No modelo de Stern, a dupla

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

Chapman-Stern, embora apresente defici€éncias, conduz a resultados satisfatorios [21].

A formacdo da dupla camada acarreta a presenga de um campo elétrico na interface
que decresce exponencialmente com o aumento da distancia a superficie [13-15,21,97].
As interacOes eletrostaticas na regido da dupla camada elétrica sdo obtidas através da

solucdo da equagdo de Poisson-Boltzmann, para a geometria em questio [16].

A existéncia de repulsdes de longo alcance entre superficies mergulhadas em agua,
devidas ao ordenamento estrutural de moléculas de dgua, € fato hd muito conhecido.
Entretanto, tem havido muita discordancia, ao longo dos anos, sobre a extensdo efetiva
dessa estrutura modificada, se pequena (alguns angstrons) ou grande (alguns milhares de
angstrons) [98]. Palmer et al. [99] descobriram que, quando um determinado volume de
agua estd contido entre duas placas de mica, sua permissividade elétrica decresce com a

espessura da camada liquida. Para espessuras de 5 um e 2 um foram obtidos valores de
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permissividade elétrica iguais a 20 e 10, respectivamente. Metsik et al. [100, 101] mediram
valores de € muito baixos para peliculas de 4gua entre placas de mica, por exemplo: €(H;) =
8 e &(H,) = 4,5, para separacdes H; = 100 nm e H, = 70 nm, respectivamente. Bockris e
Khan [102] e Kaatze [103] sugeriram que o valor da permissividade elétrica da primeira
camada altamente orientada de dgua é em torno de 4, valor bastante reduzido quando
comparado ao do meio liquido (€. = 80). De acordo com Derjaguin [104] e Churaev et al.
[105,106], camadas de 4gua nas quais as moléculas encontram-se altamente orientadas

podem atingir espessuras de até 100 nm.

Virias estimativas t€m sido apresentadas na literatura para a permissividade elétrica
em funcdo da distincia, na regido da dupla camada elétrica de interfaces s6lido/liquido: Gur
et al. [107] propuseram a inclusdo de uma permissividade elétrica varidvel na equacdo de

Poisson-Boltzmann. A expressdo explicita para essa func¢ao é dada por
&(E)=n"+(g,,,; —n*)3/BE)LBE), (1.1)

sendo B = 5u(n”* + 2)2kgT e L(BE) = coth(BE)—1/(BE) a funcdo de Langevin. Assumindo
para a 4gua o momento de dipolo W = 6,18 x 10°° Cm, o indice de refracio 6ptico n= 1,333,
a permissividade elétrica no bulk €, = 78,5, a temperatura absoluta 7 = 298 K, sendo a
constante de Boltzmann kg = 1,38 X 10 J/K, entdo = 1,42 10° m/V. Admitindo, nas
imediacdes da interface, uma distribuicdo de campo elétrico com um decaimento
exponencial E(H) = Epexp(-2H/A) e usando a densidade superficial de carga da mica
Gmica = (1,6 X 10" C)/(4,8 x 10'19) = 0,333 Cm'z, com a permissividade elétrica do vicuo
€)= 8,854 x 1012 Fm'l, entdo £y = 0/2¢y = 1,882 % 10%° NC'I, e a variacdo espacial da
permissividade elétrica a partir da interface apresenta um perfil sigmoidal iniciando em
€(0) = €min = 2,63 (> n = 1,78) e atingindo o valor maximo €max = €pux = 78,5 para um
ponto distante (H > 10 nm). Na Figura 1.8 sdo apresentados aspectos da fun¢do €(H) para

trés valores de coeficiente de decaimento exponencial, # =2, 5 e 10 nm.
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Permissividade Elétrica (g)

40 -

30 -

20 -

£(0) = 2,63

=785

agua

1
0 10 20 30

Distancia (nm)

40

Figura 1.8. Variacdo espacial da permissividade elétrica £(H) nas
proximidades da interface mica/dgua calculada a partir da Equagdo 1.1,

onde 7 = 1,333, €, = 78,5, P = Su(n® +2)/ 2k, T = 1,42x10° mV ",

I =6,18x10"" Cm, kg = 1,38x107> JK™', T = 298 °C,
L(BE) = coth(BE)—1/(BE) é a funcédo de Langevin,

E(H) = Ey exp(-2H/\), e Ey = 1,882x10" NC™, para A, =2 nm, A, = 5 nm,

e A; =10 nm.
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Podgornik et al. [108] propuseram a seguinte expressdo para descrever o
comportamento da permissividade elétrica em fun¢do da distancia:
a

8. (H) = max 1.2
pe (1) 1+(@,, /4, —1)exp(-2H/E) (12)

max

Na Figura 1.9 sao apresentadas duas curvas geradas a partir da Equacdo 1.2 para
€max = 79, A = 5 nm e os seguintes valores para a permissividade elétrica na interface: €y =

n* = 1,78 (linha tracejada) e €min = 6 (linha cheia).

80

70 -

SDC(H) = 8max ! [1 + (Smaxlsmin - 1) exp(-ZHI;\’)]

Permissividade Elétrica ()

40 -
] ; e =g =79 : A=5nm

30 4 ! max agua
' J— e =n"=1,78

20 - n ’
| €. =6

10 - min

0 L I L] I L] I L I L]

0 10 20 30 40 50

Distancia (nm)

Figura 1.9. Variacdo espacial da permissividade elétrica e(H) calculada a
partir da Equacdo 1.2 para €,,x = 79, A = 5 nm e os seguintes valores para
a permissividade elétrica na interface: €, = n’ = 1,78 (linha tracejada) e
€min = 0 (linha cheia).
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No passado foram realizadas muitas experiéncias para medir o indice de refracdo
interfacial da dgua a freqiiéncias Opticas. Recentemente Kékicheff e Spalla [109], utilizando
luz visivel (538,140 nm e 567,433 nm), mediram o indice de refracdo para a 4gua confinada
entre superficies de mica, obtendo, independentemente da separacdo entre elas, sempre o
mesmo valor n= 1,333. Este resultado € esperado quando o experimento € realizado
empregando-se radiacio eletromagnética na faixa do visivel (v = 10'* Hz). A razdo disso é
que, para substancias dielétricas apolares, a menor freqiiéncia vy na qual ocorre absor¢do
aprecidvel situa-se, normalmente, na faixa do visivel, ou na regido do ultra-violeta. Assim,
para V < Vo a permissividade elétrica € deveria ser igual a permissividade estética e,
portanto, satisfazer a relacdo de Maxwell € = n”. Entretanto, substincias polares tanto
exibem polarizacdo no visivel quanto no infra-vermelho, enquanto substancias dipolares

(como a dgua) apresentam, também, polarizacdo devido a orientacao dipolar.

Quando a dgua é submetida A uma freqiiéncia v = 10® Hz ocorre um decréscimo no
valor de €, de ~80 para ~5,9. Para v = 10 Hz, ha uma diminuicdo acentuada para € = n =
1,8. O primeiro declinio corresponde a freqii€ncia em que a inversdo de fase no campo
aplicado € rdpida demais para que as moléculas o sigam, de modo que os movimentos
cooperativos ndo mais ocorrem (as moléculas passam a comportar-se como se estivessem
dissociadas). Para freqiiéncias superiores a 10'* Hz, os ntcleos ndo podem mais seguir as
mudancas de sentido do campo e, assim, a permissividade elétrica residual decorre somente

das distor¢oes das camadas eletronicas, devido a acdo do campo externo alternado

[95,102].

A permissividade elétrica da 4gua pode ser calculada a partir da férmula de

Kirkwood [110]

)& Ny
2e+n? gokpT

€—n

(1.3)

onde pu’ = gu’ e g o fator de correlagdo de orientacdo de Kirkwood. Uma vez que n* << €,

entao,
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7(?12 + 2)2 géguauzNO
€=
S54e,kyT

=78,4, (1.4)

para s = 2,82, L = 6,18x 107" Cm, Ny = (Na p/M) = 3,35x10”®° m” (N4 = 6,02x 10>
mol™ é o nimero de Avogadro, p = 1 g/mL a densidade, M = 18 g/mol o peso molecular),
kg = 1,38 % 102 J/K e T =298 K. Esse resultado (e=78,4>> nz) € praticamente idéntico ao

valor experimental 78,5.

1.7. Observacoes de microrganismos por AFM

Estruturas microbianas podem ser investigadas por AFM, em ar ou em liquido.
Quando estudadas ao ar, a preparacdo das amostras é relativamente féacil e as imagens
obtidas revelam toda a morfologia da superficie das células. Assim, muitas imagens de
amostras bioldgicas tém sido obtidas com sucesso, em trabalhos como os que se seguem
exemplificados. Butt et al. [111] obtiveram imagens de Halobacterium halobium, capazes
de revelar estruturas com dimensdes da ordem de 10 nm, ainda que sem identifica-las.
Gunning et al. [112] estudaram a morfologia de biofilmes de Pseudomonas putida e Kasas
et al. [3] investigaram a morfologia de Escherichia coli e Bacillus subtilis, apOs as células
terem sido tratadas com antibidtico. Johansen et al. [113] investigaram o efeito da
protamina na morfologia das células de E. coli e B. subtilis. Braga e Ricci [114]
examinaram alteracOoes morfoldgicas e superficiais, induzidas por antibidtico, em E. coli.
Mais recentemente, Camesano et al. [115] investigaram alteracOes superficiais causadas por

fixadores quimicos em Pseudomonas stutzeri € Burkholderia cepacia.

J& a obtengdo de imagens em meio liquido requer a firme adesdo dos
microrganismos aos substratos — caso contrdrio, poderdo ser deslocados pelo fip ou
mesmo removidos da regido que se quer visualizar, tdo logo se inicie o processo de

varredura [116—-118].
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1.8. Observacoes de membranas de surfatante, usando AFM

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos, usando AFM, com o intuito de obter
imagens de estruturas maledveis [66,119—-122]. O mapeamento de estruturas com tais
caracteristicas, como surfatantes ou material biol6gico, pode levar a inversdo no contraste
de imagem. De acordo com o contraste padrdo dos AFM, as estruturas altas sdo exibidas
como claras e as estruturas baixas como escuras. Em caso de inversdo, as areas claras
passam a corresponder as estruturas baixas e vice-versa. Recentemente, Teschke et al. [40]
e Ceotto et al. [41] trabalharam com membranas fluidas de surfatante, em meio liquido,
investigando o efeito da for¢ca aplicada pelo tip, durante o processo de varredura, na
formacdo do contraste de imagem. Estruturas auto-organizadas, formadas sobre substratos
de mica imersos em solucdes do tensoativo CTAB (brometo de cetil-trimetil-amdémio —
surfatante catidnico) em concentragdes diversas, foram mapeadas e caracterizadas através

da anélise de curvas de forca.
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2. Metodologia

2.1. Observacoes de estruturas de microrganismos, por AFM

Um breve ensaio do uso AFM para observar materiais biologicos ao ar foi
desenvolvido, usando esporos de Bacillus cereus e células vegetativas de Bacillus subtilis e

Listeria innocua.

Células de B. cereus foram inoculadas em meio s6lido apropriado a esporulagdo e,
ap6s cinco dias, a massa de crescimento foi suspensa em dgua destilada e submetida
repetidamente a centrifugacdo, a 5.000 g, por 20 min a 4°C, para separar e concentrar 0s
esporos. Desta forma, obtiveram-se suspensdes com = 98% de esporos, em populagdes
superiores a 10" por mL. As suspensdes de células de B. subtilis e L. innocua foram

obtidas por cultivo em meio liquido.

As estruturas desses microrganismos foram examinadas aderidas a cupons de mica e
silicio (discos com ~1 cm de raio), e cupons de vidro (quadrados com ~1 cm de lado).
As observacdes foram feitas a temperatura ambiente (entre 22 e 25°C), sendo as imagens
obtidas segundo trés diferentes protocolos de preparacdo das amostras (a, b e c, a seguir).
Em todos os casos, depois dos procedimentos de contaminacdo (por imersdo ou
gotejamento), os cupons eram lavados com dgua destilada e deixados secar em ambiente

asséptico, a temperatura ambiente.

(a) Segundo o primeiro procedimento, com o propdsito de obter superficies limpas e
hifrofilicas, os cupons de mica foram clivados imediatamente antes de receber cada
suspensao. Os cupons de silicio foram mergulhados em solugdo de dcido fluoridrico
por cerca de 1 minuto, para que as superficies se tornassem hidrofébicas e, em
seguida, eram lavados com dgua Milli-Q. Em seguida, os cupons de mica e silicio
foram impregnados por gotejamento com suspensOes de esporos de B. cereus
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(> 10° esporos/mL). As observacdes foram feitas entre um e sete dias, apds o

preparo do material.

(b) No segundo procedimento, cupons esterilizados de vidro e silicio foram
simultaneamente colocados em frascos contendo 100 mL de meio para cultivo
bacteriano, inoculados com células de B. subtilis por tempo suficiente para que
ocorresse multiplicacdo e adesdo do microrganismo (aproximadamente 18 h). Em
seguida, os cupons eram lavados com dgua bi-destilada para remover as células ndo
aderidas. Apds secagem, o material ficou resguardado de contaminagdo até o

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

(c) No terceiro caso, cupons de vidro foram colocados em frascos contendo suspensoes
de células de L. innocua, pré-cultivadas em meio liquido. Apods intervalos
compreendidos entre 12 e 18 h de contato com 0s microrganismos, os cupons foram
retirados e lavados com &dgua bi-destilada, de forma a manter somente as células
bem aderidas. Neste caso, a observacdo deu-se imediatamente apds a secagem dos

cupons.

2.2. Medidas de curvas de forca

As experiéncias foram realizadas utilizando-se um AFM comercial, Topometrix
TMX2000. Foram usados tips diversos, imersos em liquidos, para medir a interacdo entre
tip e substrato. O movimento do cantilever foi monitorado por um sensor de deflexdo
convencional que usa um detector de quatro quadrantes capaz de medir forcas tanto

verticais como laterais.

Uma célula especial foi construida para executar observacdes em meio liquido.
A célula é composta de quatro partes (Figura 2.1): 1) um suporte externo de niquel, 2) um
cilindro de Teflon™, que constitui a parede lateral interna, 3) a parte inferior, que constitui
o préprio substrato, trocado a cada experimento e 4) um anel de vedagcdo de Viton™
colocado entre a lateral de Teflon™ e o substrato. A fim de evitar que o feixe de laser cruze

a interface ar-liquido, geralmente curva, um novo suporte para cantileveres, incorporando
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uma placa de vidro, também foi construido (Figura 2.1). A célula era fixada sobre o ima
localizado na parte superior do scanner que a deslocava nas dire¢des x, y, € z sob o tip

estacionario.

AR

LiQuIDO
TEFLON

"I NIQUEL

ANEL DE
VITON
gl

SUBSTRATO

Figura 2.1. Diagrama esquematico da célula construida para a
observacdo de amostras em meio liquido.

Foram utilizados diversos liquidos:

a) solventes - dgua (Milli-Q, resistividade: 18 MQ-cm a 25°C), dimetilsulféxido
(DMSO) e formamida;

b) solugdes aquosas - formadas com os sais NaCl, KCI, LiCl, MgCl, e surfatante
(tensoativo) catidnico CTAB [C;6H33(CH3);N'Br, brometo de cetil-trimetil-

amOmio, concentragdo micelar critica, cmc = 0.9 mM].

Imediatamente apds a fixacdo de uma superficie de mica recém clivada no interior
da célula, a mesma era montada sobre o scanner e, em seguida, preenchida com um desses

liquidos (~0,41 mL). As experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente (~22 °C).
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Com relagdao ao CTAB, sua adsor¢d@o iniciava-se apds a introdu¢do da solucdo na
célula liquida, ficando o fip e a mica recém-clivada imersos nessa solucdo antes da

operagao.

A estrutura do surfatante foi investigada medindo-se a for¢a que age sobre o tip ao
penetrar a camada adsorvida na interface entre a solu¢do aquosa e o substrato. Para isso,
foram realizadas observacdes topogréficas e obtidas curvas de forga, a fim de caracterizar

camadas estruturalmente diferentes.

Substrato (mica)

O cristal de mica [KAL(Si3Al)O,9(OH),] € freqiientemente usado como substrato,
em AFM. Sua escolha deve-se ao fato de possuir uma superficie altamente lisa, em nivel
molecular, o que possibilita a obtencdo de imagens com boa resolu¢do. Em principio, a
mica representa um substrato ideal para a captura de imagens de moléculas organicas
adsorvidas ou depositadas, isto porque as imagens podem ser interpretadas sem os
inconvenientes decorrentes de rugosidades superficiais. Entretanto, o aproveitamento das
propriedades impares da mica como substrato — especialmente ao se pretender a obtencao
de imagens ndo-destrutivas — requer um conhecimento dos fatores que determinam as

interagdes entre o tip € a mica.

A mica apresenta-se sempre carregada negativamente em dgua e em solugdes
eletroliticas [123]. Quando colocada em dgua, assume-se que o0 mecanismo para a formagao
da dupla camada elétrica é devido tanto 2 dissolucdo de fons K quanto a troca de fons K*
por fons H" ou H30". Quando se adiciona CTAB a 4gua, os fons K' sdo também

substituidos por C;6H33(CH3);N" [40, 41].

Tips (ou sondas, ou ponteiras)

Foram utilizados quatro tipos diferentes de tips: de nitreto de silicio (Si3Na4), de

silicio (Si) e tips metdlicos, cobertos com cobalto (Co) ou platina-iridio (Pt-Ir).
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Os tips de nitreto de silicio (Microlever™, type B) foram adquiridos da
ThermoMicroscopes. Esses tips eram montados em cantileveres bastante flexiveis, com
constante eldstica nominal de 0,03 N/m, apresentando angulo de dpice de 18° ¢ 3 wm de
comprimento (Figura 2.2). As aferi¢cdes das constantes de mola dos cantileveres foram
realizadas segundo método desenvolvido por Sader er al. [124] e revelaram valores

semelhantes (< 3%) aos fornecidos pelo fabricante.

ID.E (sl

2 Hm

"

Tip Piramidal "Sharpened"

Figura 2.2. Tip piramidal ‘Sharpened’ (Microlevers™): (a) Fotografia de
microscopia eletronica [125]; (b) Diagrama esquemadtico.
Em solugdo aquosa, para uma faixa de variacdo de pH razoavelmente extensa (pelo
menos entre 6 e 8,5), a superficie hidrolisada do tip comercial de Si3Ny4 apresenta-se neutra
ou ligeiramente carregada negativamente [23], permitindo supor que, em 4dgua pura, a

densidade da carga superficial do tip € muito menor que a da mica (O7j, << Omica)-

Medidas de forca entre um tip de nitreto de silicio e uma superficie de mica,
realizadas apds 1, 24 e 36 horas de imersdo em &4gua, forneceram resultados idénticos,
permitindo concluir que ndo hé, pelo menos nesse intervalo de tempo, ‘envelhecimento’ do
tip.

Os tips de silicio e os metdlicos apresentavam angulo de dpice de 12° e 4 um de
comprimento (Figura 2.3). Esses tips (Ultralevers, ThermoMicroscopes) eram montados
em cantileveres mais rigidos, com os seguintes valores nominais de constante de mola:

0.26 N/m para os tips de silicio e 3.3 N/m para os tips metélicos.
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=4 am
12"

Tip Cénico

Figura 2.3. Tip conico (Ultralevers™): (a) Fotografia de microscopia
eletronica [125]; (b) Diagrama esquematico.

Os raios dos tips de nitreto de silicio foram caracterizados comparando as
dimensdes das estruturas de silicio poroso medidas por microscopia eletronica de
transmissao (TEM) e AFM [126]. Este procedimento permitiu estimar possiveis distor¢oes
das imagens obtidas com o AFM devidas ao tamanho finito do raio do tip. Os valores
estimados estdo de acordo com os fornecidos nos prospectos do fabricante
(ThermoMicroscopes). Dentre os tips selecionados, os de SizN4 apresentaram raio de

curvatura de ~5 nm, os de Si ~10 nm e os “metdlicos” (Pt-Ir e Co) ~25 nm.
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2.3. Calculo das forcas atrativa e repulsiva resultantes da
interacio entre um fip conico neutro e uma superficie plana
de mica carregada negativamente, imersos em um meio

liquido

2.3.1. Teoria DLVO

De acordo com a teoria DLVO, a forca de interacdo total entre duas superficies
imersas em um meio liquido pode ser considerada como a soma do componente atrativo de

vdW (Fqw) € um componente eletrostatico repulsivo ou atrativo (Fe).

¢ Forca atrativa de vdW

Os célculos para determinacdo da interagdo de vdW devem-se adequar as
combinacdes ‘tip-meio-amostra’, em razdo das diferentes morfologias dos corpos

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

A energia de interacdo entre um fip cOnico com extremidade esférica e uma
superficie plana, associada a atracdo de vdW, foi calculada a partir da expressao:

2A(H,T)

W(H,T)=-—-"2"200 0
(n=2)(n-3)

X (WSE + WTC ) (21)

onde A(H,T) € o coeficiente de Hamaker, H é a distancia a partir da superficie, 7 € a

temperatura absoluta, n € um niimero inteiro, sendo:

z=R (2R )
—2)Z
W = —Hd
0 (H + 2)

z=(31<"—R—H)[R t ) ]2

+ (fan o)z

Wie = ol dz
. (H +2z)
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termos que correspondem as contribuigdes referentes a extremidade inferior (semtesférica

- Wsg) e ao corpo do tip (tronco de cone - Wrc).
A forca atrativa de vdW, n = 6 [17], foi calculada a partir da expressao:

_OW(H,T)

Fog (H.T) ==

(2.2)

¢ O coeficiente de Hamaker

Os célculos para a determinacdo do coeficiente de Hamaker foram baseados na
aproximacdo empreendida por Vassilieff e Ivanov, esbogcada por Nir e Vassilieff [127], que
simplificaram os resultados obtidos a partir da teoria macroscdpica para uma interacdo
efetiva entre dois corpos denotados por 1 e 2, imersos em um terceiro meio dielétrico 3.

O coeficiente de Hamaker foi reduzido, entdo, a

AHT)=A,_,(T)+ AIZ(H) — A13 (H) —A; (H)+ A; (H) 2.3)
onde
3 1 |(e —¢€ |[€,—¢€ "
A_ T :—k T _ 1 3 2 3
v=0(T) 4 B ;n3 Hel+e3 ](82+83 ﬂ
€
. _3n aa; _n2—1
Aij(H)— 7'Cb,-+bjpij(H) a—n2+1
[ omon T b:_lm{l{w&)—l}
Py (H)=1 Lw,j(ﬂ)} & |ale@®)+1
_2<e”>H £(iE) = 1+2B(i€)
1y (H) c(b,+b,) 1-B(i&)
C
<el3’2>=%(n3+1) BE) =——

(%)
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O primeiro termo da Equagdo (2.3), A,_,(T), fornece a energia de interacdo de
vdW a freqiiéncia zero, sendo €, € e €3 as permissividades elétricas dos trés meios.

Os termos seguintes, A (H), fornecem a energia de dispersdo em fungéo dos parametros a

e b, os quais sdo obtidos a partir do indice de refracdo n dos meios.

Os coeficientes obtidos para dgua, dimetilsulféxido e formamida, em funcdo da

distancia, foram calculados a partir da Equagdo (2.3) e sdo apresentados na Figura 2.4.

4,0 4+
] '.‘ ------ mica/agua/nitreto de silicio
354 _ L -
| —-—- mica/formamida/nitreto de silicio
3,0 S \ C e , . ) o
' — mica/dimetilsulféxido/nitreto de silicio

2,5 -

2,0 5

1,5

1,0 4

0,5 1

Coeficiente de Hamaker (10 J)

0 20 40 60 80 100
Distancia (nm)

Figura 2.4. Coeficiente de Hamaker em fungéo da distancia entre uma
superficie de mica e um tip de SizN,, imersos em dgua (linha tracejada),
formamida (linha tracejada e pontilhada) e DMSO (linha cheia).
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e Forca eletrostatica repulsiva

A forcga eletrostitica que age em um tip imerso em uma solu¢do aquosa pode ser
obtida integrando o tensor de Maxwell de campo elétrico e a pressao osmética sobre toda a
interface tip/eletrélito ou usando o método da energia livre [22]. Mas, segundo Butt [128],
o cdlculo numérico exato do tensor do campo elétrico e a pressdo osmdtica sobre a interface
¢ um procedimento longo, complicado e inconveniente de se usar. Para contornar esses
problemas Parsegian e Gingell [129] deduziram uma expressdo analitica simples para a
forca eletrostatica (por unidade de area) entre duas superficies planas semi-infinitas e com
diferentes densidade de carga. Posteriormente, Butt [128] deduziu uma expressdo para
célculo da forga eletrostatica entre tips cOnicos e superficies carregadas de mica obtendo
um resultado proporcional a exp(-2«xH), onde H é a separacdo entre o tip € o substrato ¢ k'

o comprimento de Debye-Hiickel.

A dupla camada elétrica € caracterizada pela distribui¢do de carga de uma superficie

isolada (6 = egokdy') e um comprimento de Debye-Hiickel dado por

(2.4)

onde e € a carga elementar, n;” € a uma densidade i0nica da solu¢do e Z; representa a

valéncia. O somatdrio refere-se a todos os ions presentes.

O termo repulsivo foi calculado a partir da expressdo analitica deduzida por Butt

[128], para um tip cOnico com extremidade esférica, a qual, para G7;, << Omica, € dada por

! Esta equacdo é idéntica 2 de um capacitor de placas paralelas separadas por uma distdncia d = x,
o = egoE = egy(y/d, tendo densidades de carga +¢ e diferenca de potencial ¢. Essa analogia com um capacitor
deu origem ao nome dupla camada difusa para descrever a atmosfera idnica préxima a uma superficie
carregada, cujo comprimento caracteristico ou “espessura” € o comprimento de Debye, 1/x.
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2
— ncMica

F 2
€,EK

€

xe ™ x G (2.5)

2kRsinou

sendo G o fator geométrico dado por G =2kR—1+ e xe x(1+tan’ o), onde R é o

raio da extremidade esférica do tip e o o angulo de dpice. O ajuste da curva (gerada pela

Equacgdo 2.5) aos pontos experimentais foi obtido variando-se 0s parametros K € Owica-

¢ Forca resultante

A combinacdo das Equacoes (2.2) e (2.5) resulta na expressao
F:dew+Fe (26)

que é a esséncia da teoria DLVO. As forcas atrativas, de vdW, e as repulsivas,
eletrostéticas, foram calculadas com o auxilio do programa Mathematica 4 e ajustadas as

curvas experimentais obtidas para a 4gua, o DMSO e a formamida.
2.3.2. For¢a de troca dielétrica (FTD)

Primeiramente, com o objetivo de elucidar qualquer divida que porventura possa
existir, com relacdo a uma possivel interferéncia do cantilever nas medidas, faz-se

necessaria uma andlise das forgas que nele agem.

Nas medidas que serdo apresentadas foram empregados cantileveres de silicio com
as superficies superiores cobertas por uma fina camada de ouro altamente refletiva
(espelho). Em decorréncia disso — lado superior de ouro e inferior de silicio — ha uma
diferenca de carga entre as superficies, que poderia determinar deformacdo ou deflexdo do
cantilever. Contudo, tal deflex@o estaria presente durante todo o processo de aproximacao,
adicionando sempre uma for¢a extra a linha de referéncia (linha de base). Presume-se que a
influéncia da carga do cantilever na variacao da for¢a experimentada pelo tip ao aproximar-
se do substrato seja insignificante, uma vez que a espessura da dupla camada elétrica da

mica imersa em dgua Milli-Q € ~100 nm e o comprimento do tip, que limita a distancia
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entre o substrato e o cantilever, ¢ =3 um. Conseqiientemente, somente uma pequena parte

do tip — e ndo o cantilever — terd penetrado na regido da dupla camada elétrica.

e Modelagem e calculo da FTD

A forga que age sobre o tip na regido da dupla camada elétrica foi tratada como
decorrente da substitui¢do (troca) da permissividade elétrica do liquido interfacial pela do
tip.

E suposto, inicialmente, que o campo elétrico decorrente de uma distribuicio fixa de
cargas, exista em um meio de permissividade elétrica tal que pode ser uma fun¢do do tipo
€pc(H). Supondo constante a distribuicdo de carga, a densidade de energia eletrostatica
pode ser expressa como uma fun¢do do vetor deslocamento elétrico [13,15,39,130].
Assim, por hipdtese, com as fontes fixas nas suas posi¢des, introduz-se um corpo dielétrico
de volume V7, e permissividade elétrica €7, no campo, assumindo, também, que a forma

do tip ndo influencia este campo.

Segundo Born, citado por Butt [128], é energeticamente favordvel para uma
superficie carregada estar cercada por um meio com alta permissividade elétrica como, por
exemplo, dgua. Ao penetrar na regido da dupla camada o tip substitui uma parte de dgua
equivalente ao seu volume e, se o material que o constitui tiver uma permissividade elétrica
inferior a da dgua (E7j, < €40ua), a configuragdo tornar-se-4 energeticamente desfavoravel.
Conseqiientemente, nessa regido, o tip serd repelido. Com base nestes argumentos, fips
condutores, que tém a permissividade estdtica ‘infinita’ (€7;, >> €40ua), serao atraidos pela

superficie carregada.

Com base nos pressupostos acima, foi deduzida uma expressdo analitica simples

para a forca eletrostatica.

Para estimar a intensidade da F7TD supds-se que a troca de energia envolvida na
imersdo do tip na regido da dupla camada € dada pelo produto entre 0o volume submerso do

tip, a variagdo da permissividade elétrica e o quadrado do vetor deslocamento elétrico. Para
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efeito de cadlculos, a extremidade do tip foi definida como tendo a forma de um tronco de
cone cuja drea da extremidade plana é dada por mR®> (vide Figura 2.5). O diagrama
esquematico de um tronco de cone comparado a um cone com extremidade esférica é
mostrado no destaque da Figura 2.5, com a diferenca entre as secdes transversais indicada
pela drea tracejada. Uma vez que a forca experimentada pelo tip estd associada a imersao
do mesmo na regido do campo elétrico gerada pela mica, e sendo a espessura da dupla
camada ~100 nm, o efeito devido a um tip com extremidade esférica com raio de 5 nm é
insignificante, comparado a outro de extremidade plana com o mesmo raio. Calculos

numéricos dao suporte a essa afirmacao.

Figura 2.5. Tip com formato de tronco de cone, com drea da extremidade
inferior plana TR’, imerso na regido da dupla camada elétrica. H
representa a distancia entre o substrato e a extremidade inferior do tip, z a
varidvel de integracdo do elemento de volume Az e o0 0 angulo de 4pice.
No destaque, para efeito de comparacio, € apresentado o diagrama
esquematico da superposicdo de dois tips conicos com extremidades
inferiores plana e esférica. A diferenca € indicada pela regido tracejada.
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Supde-se, também, que o vetor deslocamento elétrico (D) — cuja amplitude (Do) é
determinada pela distribuicdo de carga na superficie de mica, usando a lei de Gauss —
apresente um decaimento exponencial nas imediacdes da interface. O diagrama
esquematico da imersdo do tip na regido dupla camada € exibido na Figura 2.5, onde z € a
variavel de integracdo do volume do tip (tronco de cone) e H € a distancia entre a superficie

de mica e a extremidade inferior do fip. O elemento de volume (dv) do tip imerso na regidao
da dupla camada é dado por dv=m[R+(tana)z]’dz e a variagdo da energia elétrica,

decorrente da troca da permissividade elétrica da dupla camada (epc) pela do tip (€7p), €

calculada integrando-se a expressao da energia

AW = IOKIH[ ! —L:lDz(z)n[R+(tanoc)z]2dz (2.7)

2g, 70 €pc(2) €,

sobre o volume do fip imerso na regido da dupla camada. A for¢a experimentada pelo tip é

obtida calculando-se o gradiente da expressdo da energia, isto €,

F, =—grad AW . (2.8)
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3. Resultados e Discussao

3.1. Observacoes de microrganismos, usando AFM

Uma vez que o propdsito desta etapa do estudo foi realcar as possibilidades
oferecidas pela técnica de AFM, os resultados restringir-se-3o a exibicdo de imagens, sem

dados numéricos.

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

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

B.74 pm

287 pm

0 pm

0 pm 2.87 pm 5,74 pm
(@) (b)

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

“iluminagdo” lateral.
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Nas Figuras 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5 sdo apresentados imagens de c€lulas de B. subtilis

aderidas em cupons de vidro e de silicio.

J133I3..'-"'| rirm
4.05 pm

4.05 pm

0 pm

0 pm

(a)

(b)

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

41



RESULTADOS E DI SCUSSAO

(a)

1756.43 nm

378,22 nm

0 rim

Gk 87522rm  1756.43 nm

(b)

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

0 pm

(b)

Figura 3.4. Imagens de aglomerados de células B. subtilis aderidas em
cupons de vidro, ao ar, obtidas no modo de contato (a) e ndo contato (b).
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2E67.94 nm

[Elnrn

4760 nm

(a)

2380 nm

114.96 hm

0 rm
1E97.73 nm

(b)

848.87 nm

1697.73 nm ] - 1
848.87 nm

0nm

0'rm

Figura 3.5. Imagens de aglomerado de células de B. subtilis aderidas em
cupons de silicio, ao ar, obtidas no modo de contato (a). Em (b), detalhes
da superficie rugosa e da regido de contato entre células.
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As Figuras 3.6 e 3.7 sdo imagens de esporos de B. cereus em cupons de mica e de

silicio.

51581.28 i
8 pm

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

L0 229347 nm

1.7 pm

Figura 3.7. Imagens de esporos de B. cereus em cupons de silicio tratado
com solugdo de acido fluoridrico, obtidas no modo de contato, ao ar.
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A Figura 3.8a exibe detalhes da superficie de uma amostra preparada para ser
visualizada por SEM. Na Figura 3.8b observa-se a superficie de um esporo de B. cereus no
estado natural, condicdo apropriada para visualizacdo por AFM. Tais imagens revelam
diferencas marcantes entre a amostra sem preparagdo prévia e a que foi recoberta pela fina

camada (~15 nm) de ouro.

B85 nm
489,72 nmi

433,72 nirn B . 44 86 nm

244 86 nm

I:lr_"_nlilnm

(b)

Figura 3.8. Imagens de superficies de esporos de B. cereus obtidas no
modo de contato, ao ar: (a) coberto por uma fina camada de ~15 nm de
ouro ¢ (b) in natura.
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3.2. Medidas de curvas de forca

Os gréficos apresentados a seguir consistem em representacdes das curvas mais
representativas das medidas tomadas segundo diferentes velocidades de aproximacgdo, em

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

As curvas de for¢a s@o capturadas medindo-se a deflexdo experimentada pelo
cantilever (d.) enquanto a amostra se desloca em direcdo ao tip. Na Figura 3.9a ¢é
apresentada uma curva de for¢a entre um tip neutro de Si3N4 e uma superficie carregada de
mica mergulhados em dgua. O eixo vertical representa a for¢ca medida pelo tip (F. = k. d.),
e o eixo horizontal representa o deslocamento (vertical, Z,) da amostra. Nesta curva,
quando a separagdo entre o tip € o substrato € grande (> 100 nm) nenhuma deflexdo do
cantilever é observada. A medida que a distancia diminui uma forca repulsiva é detectada e,
a partir de um certo ponto A, o tip € atraido para a superficie. Apds o contato, ponto O,
conforme a amostra se desloca, o cantilever sofre idéntico deslocamento (deflexdo). Como
na curva em questdo ndo € possivel determinar, com a certeza requerida, o ponto de contato
nem a distancia absoluta entre o fip e o substrato, torna-se necessdrio a constru¢do de um
novo grifico com a coordenada horizontal igual a H = Z, + d., onde H corresponde a
separacdo (distancia absoluta) entre o tip e a superficie da amostra [52, 53]. Na Figura 3.9b
¢ apresentada a curva de forca em funcao da distancia absoluta, que corresponde a curva da

Figura 3.9a corrigida.

Ainda em d&gua, outras curvas de forca foram medidas utilizando fips com
permissividade elétrica diferentes. Na Figura 3.10a sdo mostradas as curvas de forca em
fun¢do do deslocamento da amostra para os fips de nitreto de silicio (€ = 7,4) e silicio (€ =
11,6) imersos na dupla camada elétrica da mica. As curvas de forca apresentadas na Figura
3.10b foram medidas com ftips revestidos com platina-iridio e cobalto, ambos com € = oo,

exibindo comportamento apenas atrativo, diferente das curvas da Figura 3.10a.
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Figura 3.9. (a) Curva de forca vs. deslocamento da amostra para um tip
de SizN4 e uma superficie de mica imersos em dgua. Velocidade de
aproximacao igual a 0,1 pm/s. No destaque: escala estendida destacando a
regido proxima a interface. Os pontos experimentais sdo indicados por
(ﬁ). A linha cheia serve de guia para os olhos. (b) Curva corrigida.
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Figura 3.10. Curva de forca vs. deslocamento da amostra para tips com
permissividades elétricas diferentes: (a) tips de nitreto de silicio e silicio e
(b) tips com cobertura de platina-iridio e cobalto.

Nas Figuras 3.11a, 3.11b e 3.11c sdo apresentadas as curvas de forca obtidas com o
tip de nitreto de silicio e o substrato (mica), imersos em solu¢des com concentracdo de 107
M de NaCl, LiCl e KCl, respectivamente. Outras concentragdes dos sais também foram
analisadas. Em solu¢ao mais concentrada de NaCl, por exemplo 0,1 M, as curvas de forca
apresentam-se mais deslocadas em direcdo a origem (mais perto da superficie), porém bem

mais afastadas que as medidas para 1,0 M. A intensidade da forca também diminui com o
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aumento da concentracdo de eletrdlitos. Estes resultados permitem supor que tais forgas sdo

devidas a dupla camada elétrica presente na interface liquido/sélido.
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Figura 3.11. Curva de forga vs. distincia absoluta para um tip de Si;N, e
uma superficie de mica imersos em solu¢des com concentragdes de 10° M
de (a) NaCl, (b) LiCl e (c) KCl.
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Nas Figuras 3.12a e 3.12b s@o apresentadas curvas de forca entre um tip de SizNy e
uma superficie de mica mergulhados em DMSO e formamida, respectivamente.

Diferentemente das figuras anteriores, nenhuma atracdo € observada nas proximidades da

superficie.
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Figura 3.12. Curva de forga vs. distancia absoluta para um tip de SizN4 e uma
superficie de mica imersos em (a) dimetilsulfé6xido (DMSO) e (b) formamida.
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Imagens de CTAB adsorvido em mica revelam que, sob exposicao prolongada, as
moléculas de CTAB agregam-se para formar °‘ilhas’ na superficie da mica [40,41].
A Figura 3.13 exibe diferentes tamanhos de agregados adsorvidos na interface. Com o
objetivo de determinar a espessura da estrutura foram realizadas medidas de curvas de forca

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

0 pm 25 pm Bpm

Figura 3.13. Imagem produzida por AFM de uma camada de CTAB
adsorvida em solucdes de CTAB em mica a 5 x 10 M. As ilhas
(manchas, I) indicam estruturas maiores que o fundo (background, 11).
Na Figura 3.14 sdo apresentadas curvas de forca relativas as regides I e II [curva I
(Ae para velocidades de aproximacdo v = 0,1 um/s e 1 wm/s, respectivamente) e curva II
( el parav =1 pum/s e 5 um/s, respectivamente)] [40,41,119]. A diferenca no perfil de
ambas as curvas, nas imediacdes do substrato (<5 nm), sdo indicativos de que as camadas

adsorvidas sdo formadas por arranjos moleculares diferentes.

Para concentracdes inferiores a cmc as moléculas de CTAB adsorvem sobre
superficies formando, preferencialmente, monocamadas com cabecas polares (hidrofilicas)
voltadas para a mica e caudas (hidrofébicas) voltadas para a solugdo [131]. Ainda que toda
a superficie se encontrasse recoberta por uma tnica camada, persistiria uma carga residual
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negativa na interface mica/cabegas polares, uma vez que a superficie de mica apresenta um
sitio negativo por 0,48 nm® [132], enquanto numa micela a cabeca polar da molécula
(headgroup) ocupa ~0,64 nm® [133]. Para as regides cobertas por bicamadas, a carga
residual a partir da interface cabecas polares/agua, é positiva [24, 25]. Em funcdo dos
resultados obtidos (destaque da Figura 3.14, curvas I e II — mesma intensidade e

decaimento) é possivel supor que ambas as regides apresentam carga residual de mesma

intensidade, porém, com sinais contrarios.
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Figura 3.14. Curvas de forca versus distancia absoluta realizadas em solugdes de
CTAB a 5 x 107 M, sobre camadas de CTAB adsorvidas em mica, para as regioes
mostradas na Figura 3.13 [curval (Aee , parav =1 um/s e 5 pum/s,
respectivamente) e curva Il ( e, parav =0.1 um/s e 1 um/s, respectivamente)].
Destaque do mesmo gréfico revelando, em ambas as curvas, as forcas de atracio e
repulsdo que atuam entre o tip de SizsN4 e a camada de surfatante antes do contato.
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A partir da regido de contato entre o tip e a camada do surfatante, ambas as curvas
apresentam comportamento semelhante ao observado nas Figuras 3.9b, 3.10a e 3.11. O tip
ao aproximar-se da superficie sofre uma pequena repulsdo (~2 vezes inferior a da dgua),
seguida de uma atracdo (vide Figura 3.14), semelhante aos resultados obtidos por Rutland e
Parker [119]. Na Figura 3.14, curvas I e II, os componentes de longo alcance (repulsiva e
atrativa) encontram-se deslocados em relagdo a origem (superficie de mica) pelas
espessuras das camadas de surfatante, indicadas por Wi e Wn. A (2,3 = 0,1) nm da
superficie, regido II (Figura 3.14, curvas e 1 ), hd uma rdpida variagcdo na forga para uma
pequena variagdo na distancia tip-superficie. O valor da espessura desta camada estd de
acordo com a formacdo de monocamadas (vide Figura 3.15a), sendo o comprimento da
molécula ~2,2 nm [135, 136]. Aplicando-se uma forca relativamente grande (~0,8 nN), a

camada de surfatante é removida do espago entre o fip e a superficie.

Uma curva de forga diferente é observada na regido I (curvas Ae  na Figura 3.14).
O grande desvio repulsivo que inicia a (4,4 £ 0,1) nm do contato — que corresponde ao
didmetro minimo de uma micela ou a espessura de uma bicamada ndo intercalada (vide
Figura 3.15b) —, € seguido por um regime atrativo, quando a forca atinge ~0,3 nN, valor
observado quando o tip encontra-se a ~3,2 nm — que corresponde a espessura de uma
bicamada intercalada (vide Figuras 3.14 e 3.15c). O regime atrativo, posterior ao
rompimento da camada, indica que a compressdao € seguida de uma atragdo do tip em
direcdo ao substrato. As moléculas que formam as camadas delgadas deveriam ser mais

faceis de expulsar da zona de contato quando comparadas aquelas que formam as camadas

espessas, mas observou-se exatamente o oposto.

Vale a pena ressaltar que em todas as curvas de forca efetuadas sobre bicamadas,
independente da concentragdo da solucao, observou-se um ‘mergulho’ do tip em dire¢do ao
substrato a 3,2 nm do mesmo, o que sugere a ruptura de uma bicamada bem definida
existente sobre a superficie de mica. Este valor (3,2 nm) estd de acordo com as espessuras
de bicamadas medidas por Pashley er al. (3,3 nm) [75], Kékicheff ef al. (3,2 nm) [50] e
Fragneto et al. (3,2 nm) [137].
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las de CTAB entre o tip e o substrato:

ccu

z

Figura 3.15. Arranjo das mol

(a) monocamada, (b) bicamada nio intercalada e (c) bicamada

intercalada.
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3.3. Modelagem e calculo da forca de troca dielétrica (FTD)

Um ajuste da Equagdo (2.7), simulando a média de um conjunto de medidas
realizadas em &gua, € representado na Figura 3.16 pela linha cheia indicada por FTD.
O ajuste foi obtido em duas etapas: inicialmente, substituindo-se €pc(z) por €y (= 79) na
Equacao (2.7), foi possivel ajustar a parte repulsiva da curva (linha tracejada) e determinar
os pardmetros k' e Dy. Em seguida, manipulando-se os parimetros €mi, € A na expressio

€pc(z), obteve-se o ajuste final.
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Figura 3.16. Curvas de forca vs. distancia absoluta para um zip de SizN4 e
uma superficie de mica imersos em dgua, capturadas com diferentes
velocidades de aproximacdo. A linha tracejada representa o ajuste da forca
repulsiva, obtida substituindo-se €pc(z) por €y (= 79) na Equacdo (2.7).
A linha cheia indicada por FTD, representa o ajuste final.
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3.3.1. Forga de troca dielétrica (FTD) associada a imersao de tips

de Si;N; em meio liquido

Nas Figuras 3.17, 3.18a, 3.18b, 3.18c, 3.19a e 3.19b, sdo apresentados os ajustes
aos pontos experimentais, representados por linhas cheias indicadas por FTD, para a dgua
“pura”, solugdes aquosas de NaCl, LiCl e KCI, e os solventes formamida e
dimetilsulféxido. Para a solug¢do aquosa (concentragio idnica de ~10° M), a espessura
medida para a dupla camada difusa (k') foi ~60 nm, estando de acordo com o valor (56
nm) obtido por Kékicheff er al. [50]. O valor calculado para o comprimento de Debye-
Hiickel para soluc¢des de 10° M de NaCl e KClI foi ~10 nm, enquanto os medidos foram,
respectivamente, ~11 nm e ~13 nm. Os valores de k' medidos para solucdes de LiCl,

MgCl, e os solventes formamida e dimetilsulf6xido encontram-se listados na Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros da dupla camada elétrica medidos com o tip de nitreto de silicio.

Solvente Eoulk k! (nm) €pc (superficie)
H,0 79 60 3,8
MgCl, (107 M) 79 15 2,5

KCI (10° M) 79 13 7,1

NaCl (10° M) 79 11 3,7

LiCl (10° M) 79 10 8,7
DMSO 46 14 46"
Formamida 109 11 109"

* Extraido da referéncia [138].

Sk
€pc(H) = constante
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Figura 3.17. Curva de forga vs. distancia absoluta para um tip de SizNy e
uma superficie de mica imersos em dgua (R). A linha cheia indicada por
FTD corresponde ao ajuste da Equagdo (2.7) a curva experimental. As
linhas cheias indicadas por R e R, correspondem aos ajustes obtidos com
a teoria DLVO usando para o raio do tip os valores 5 e 20 nm,
respectivamente. No destaque: perfil da permissividade elétrica £(H)
correspondente ao ajuste da Equagdo (2.7).
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Figura 3.18. Curvas de forca vs. separaco para tips de SizN, e
superficies de mica imersos em solugdes com de 10° M de (a) NaCl, (b)
LiCl e (c) KCl. As linhas cheias correspondem aos ajustes da Equagdo
(2.7) as curvas experimentais. Em (a), a linha tracejada indicada por FTD-
H,O corresponde ao ajuste da forca de troca dielétrica para a dgua
(Figura 3.17). No destaque: as curvas indicadas por (H,O) e e(NaCl)
correspondem a variacdo espacial da permissividade elétrica da dgua e
solucdo de NaCl, respectivamente, geradas a partir da Equagdo (1.2).
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Figura 3.19. Curva de forga vs. distincia absoluta para um tip de SizNy e
uma superficie de mica imersos em (a) dimetilsulféxido (DMSO) e (b)
formamida. A linha cheia indicada por F7D corresponde ao ajuste da
Equacgdo (2.7) a curva experimental. A linha tracejada indica a regido
onde o tip e o substrato estdo em contato. As linhas cheias indicadas por
Ry (5 nm) e R, (20 nm) correspondem aos ajustes obtidos com a teoria
DLVO.
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Na Figura 3.20 sdo apresentados os ajustes aos pontos experimentais, representados

por linhas cheias, para uma solu¢io de CTAB 10 M e, no destaque, d4gua “pura”. O exame

da Figura 3.20 permite verificar que, distante da camada de surfatante, ha um campo de

forca que diminui exponencialmente com a distdncia, com um comprimento de Debye de

~27 nm, semelhantemente ao medido em mica por McGuiggan e Pashley [139].
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Figura 3.20. Detalhe das curvas apresentadas na Figura 3.13. As linhas
cheias correspondem aos ajustes da Equagdo (2.7) as curvas
experimentais. No destaque € apresentado um detalhe do mesmo gréfico
revelando, em ambas as curvas, as forcas de atracdo e repulsdo que atuam
entre o tip de SizN4 e a camada de surfatante antes do contato; para efeito
de comparacdo, foi introduzida uma curva de forca medida em dgua ().
Longe das interfaces (H >> 1 nm) as curvas exibem decaimento
exponencial. A intensidade médxima da forca medida em dgua é duas
vezes superior a obtida na solugdo de surfatante.
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Para tips de nitreto de silicio (Si3N4) — superficie eletricamente neutra ou
ligeiramente negativa [23] — e mica (superficie carregada negativamente, Owmica>> Orip),
imersos em dgua pura e solucdes salinas, foram observadas contribuicdes repulsiva e
atrativa. Interpretando os resultados a luz da teoria DLVO, é possivel supor que (a) a
contribuicdo repulsiva seja devida a aproximacdo entre duas superficies com cargas de
mesmo sinal — o fip ligeiramente negativo € a mica também negativa — e (b) a intensidade
da interagdo diminui em funcdo do aumento de concentracdo de fons, responsdveis pela
blindagem das cargas superficiais. A interagdo atrativa € atribuida as forcas de vdW.
Comportamento semelhante, e inesperado, foi observado nas medidas de forca realizadas
em solucdo aquosa sobre bicamadas de surfatante catidnico (carregado positivamente)
adsorvidas em mica [24,25]. De acordo com a teoria DLVO, era de se esperar que a curva
de forca entre um tip ligeiramente negativo e uma interface positiva, apresentasse

unicamente componentes atrativos.

O presente modelo (FTD) fornece uma descri¢do consistente para as curvas de forca
quando tips de Si3N4, sdo inseridos na regido da dupla camada elétrica formada a partir de

interfaces positivas e negativas.

3.2.2. Forga de troca dielétrica (FTD) associada a imersao de tips

de Si;N; em camadas de CTAB adsorvidas em mica

Para explicar o resultado inesperado, segundo o qual as camadas delgadas de
surfatante (regido II) apresentam forcas de ruptura superiores as observadas em camadas
espessas (regido I), foi proposto que um componente extra da forca esta presente quando o
tip imerge nas camadas delgadas ou espessas, € seu valor estd associado com a

permissividade elétrica das mesmas.

Para sustentar tais afirmacdes, esse componente foi calculado usando a Equacdo
(2.7), assumindo um formato semi-esférico para a extremidade inferior do fip, j4 que

~ s 2 2 s -
somente sua por¢ao esférica, com volume elementar dv =7t [R” - (R - z)°] dz, € imersa nas
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camadas de surfatante com permissividade elétrica €. O efeito da forca de troca dielétrica

quando o fip penetra na regido coberta pela camada menos espessa serd discutida a seguir.

A energia gasta para aproximar o fip do substrato corresponde a drea coberta pelo
triangulo (0-1-2) na Figura 3.21a; parte desta energia foi atribuida a imersdo do #ip numa
regido com permissividade elétrica € > €7;,. O resultado € mostrado na Figura 3.21a pela
linha pontilhada, identificada como “FTD repulsiva”. Este componente foi subtraido da
curva experimental, e o resultado estd indicado pela linha cheia 3-4. O ajuste foi obtido
substituindo €pc na Equacgdo 2.7 por € = 36. Este valor estd de acordo com os publicados

para permissividade elétrica de solu¢des de CTAB a cmc [140].
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Figura 3.21. Detalhe das curvas apresentadas nas Figuras 3.14 e 3.20.
Célculo da forca de troca dielétrica que atua sobre o tip com extremidade
inferior esférica (R = 5 nm), quando imerso em camadas de CTAB,
indicado pela linha tracejada. (a) Regido Il e (b) regido 1.
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A energia associada a imersao do tip na camada espessa estd representada na Figura
3.21b, correspondendo a drea limitada pela linha pontilhada, apontada como ‘“FTD
atrativa”. A permissividade elétrica no interior da bicamada € suposta homogénea,
caracterizada por 2 < g <6 [139]. O valor da permissividade elétrica que possibilitou tal
ajuste foi € = 4. Subtraindo este componente da curva original, obtém-se uma curva similar
aquela obtida quando da imersdo do #zip na camada delgada. O presente modelo (FTD)
fornece uma descri¢c@o consistente para as curvas de forca distintas, medidas quando o tip

imerge numa camada de surfatante, assumindo a camada espessa com uma permissividade

elétrica € = 4 e a camada delgada com € = 36.

Assim, como em estudos anteriores [40,41], verificou-se que superficies de mica
imersas em solu¢des de CTAB 2 concentracio de 10° M ndo apresentam cobertura
homogénea, dando suporte a idéia de que a adsorsdo ocorre na forma de agregados [40,41].
Estes agregados ou ilhas t€ém uma espessura total de 3,2 nm e assemelham-se muito a
fragmentos de bicamada, como registrado previamente [137]. O fato de que a regido I €
constituida por bicamadas ficou evidente, uma vez que a espessura medida antes da ruptura
foi de 3,2 nm e o valor da permissividade elétrica medido foi € = 4. Portanto, na regido I, a
pelicula adsorvida € formada por um arranjo molecular compacto. Estes agregados

fundiram-se o suficiente para formar uma estrutura constituida por duas camadas de

moléculas (bicamadas) intercaladas.

O valor da permissividade elétrica medido na regido delgada (que corresponde a
monocamada), €q= 36, sugere a existéncia de uma fracdo significativa de dgua nessa
regido, conforme reportado por Fragneto et al. [137]. Essa fracdo seria responsavel,
provavelmente, pelo fato de €y ser maior do que €. As curvas de for¢a sdo, portanto,
especialmente uteis para discriminar entre formagcdo de monocamada e bicamada, ja que
tanto a espessura quanto a permissividade elétrica da estrutura sdao medidas

simultaneamente.

Quando a forca aplicada € suficientemente grande, a camada de surfatante é

comprimida e expulsa da regido entre o tip e a mica. Este valor é definido como a forca de
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ruptura da pelicula, e é aproximadamente igual a ~0,8 nN para a regido II e ~0,3 nN para a
regido I. Os resultados apresentados demonstram que a forca de troca dielétrica responde
pela diferenca na forca de ruptura das duas camadas com diferentes espessuras e

permissividades elétricas.

3.3.3. Forca de troca dielétrica (FTD) associada com tips

metalicos

Tips revestidos com platina e cobalto foram empregados para testar a hipotese de
que a forca repulsiva observada a distancias superiores a 10 nm esta diretamente associada
com a diferenca de permissividade elétrica entre a solucdo e o tip. As curvas de forca
obtidas com tais tips (Figura 3.10b) mostram comportamento diferente, em comparacio
aquelas medidas com tips de silicio e nitreto de silicio (Figura 3.10a). Estes resultados
devem-se ao fato de os condutores apresentarem permissividade estitica infinita, que
implica num campo elétrico nulo no interior do fip e, conseqiientemente, numa energia
elétrica interna também nula. Assim, a forca medida € atrativa, uma vez que a imersdao do
tip no campo elétrico da dupla camada minimiza a energia total da configuragdo.
A variacdo da energia decorrente da imersdo do tip metélico nessa regido é obtida pela
Equagdo (2.7) para l/er;, = 0. O ajuste da Equagdo (2.7) aos pontos experimentais,

mostrado na Figura 3.22, foi obtido usando os valores €pc € k! listados na Tabela 1.

3.3.4. Forca de troca dielétrica (FTD) associada a variacao da

permissividade elétrica da agua interfacial

O componente da forca de troca dielétrica também estd presente quando o tip
imerge na camada de dgua mais interna que se forma junto a interface solucdo/mica.
O valor da permissividade elétrica da camada de dgua mais interna que resulta nos
melhores ajustes da Equagdo (2.7) as curvas experimentais (vide Figuras 3.17, 3.22 e 3.23)
€ ~4, bem préximo aos valores 4,2 e 3,48 reportados por Kaatze [103] e Kindt e

Schmuttenmaer [141], respectivamente.
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Figura 3.22. Curva de forga vs. distancia absoluta para um tip de platina-
iridio e uma superficie de mica imersos em dgua. A linha cheia indicada
por FTD corresponde ao ajuste da Equagdo (2.7) a curva experimental,

utilizando a funcio epc(H), Equagdo (1.2), cuja variacio espacial é
apresentada no destaque.

A diminui¢do da permissividade elétrica da dupla camada em relagdo ao meio

[¢N

associada a atragdo sofrida pelo tip perto da superficie. Essa for¢ca de curto alcance

[¢N

atribuida 2 mudancga na permissividade elétrica da dgua, induzida pela carga superficial da
mica, capaz de ordenar as moléculas de dgua, e explica os resultados experimentais

mostrados no presente trabalho.

O modelo formulado prediz uma forca atrativa (ou menos repulsiva, quando
comparada a repulsdo da dupla camada) que é determinada pelo grau de polarizacdo da
camada de moléculas de dgua na interface liquido/sélido, responsavel pela diminui¢do da
permissividade elétrica da dgua de ~80 para um valor ~4. A diferenca entre a

permissividade elétrica da porcdo da dupla camada imersa pelo tip e a permissividade
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elétrica do tip determina o sinal da forca [vide Equagdo (2.7)]. O perfil da permissividade

elétrica medido para cada uma das solucdes estudadas € apresentado na Figura 3.23.

80

f-N »
o o
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0 10 20 30 40
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Figura 3.23. As curvas correspondem a variacéo espacial da
permissividade elétrica resultantes dos ajustes da Equagdo (2.7) as curvas
de forca experimentais.

O presente modelo apresenta bons ajustes mesmo para distancias inferiores a 10 nm.
O comportamento atrativo do tip quando imerso na camada interna € associado a
reorientacao parcial dos dipolos de dgua na interface e ndo a atracdo de vdW, que tem uma

faixa de atuacdo muito curta, ~1 nm [127].

Uma possivel influéncia da forga atrativa de vdW na forma da curva da forca
também foi investigada. A forca de vdW entre uma superficie plana e um fip cénico com
extremidade inferior esférica € dada pelas Equacgoes (2.1) e (2.2). O coeficiente de Hamaker
para um substrato de mica e um ¢ip de nitreto de silicio € calculada pela expressao A(H,T) =

Ao + A, exp(-H/H)), onde, para a dgua, Ap = 6,81 x 107" J, A1 =3,44x 102 J, e H1 = 19,95
67



RESULTADOS E DI SCUSSAO

nm. As curvas de forca calculadas, indicadas por DLVO, sdo mostradas na Figura 3.17 para
agua pura, Figura 3.19a para 0 DMSO e Figura 3.19b para a formamida. Tais resultados
evidenciam claramente que a atragdo de vdW, cujo decaimento é proporcional a 1/H", é
inadequada para explicar a forca atrativa observada proximo a interface (€ 10 nm), pelo

menos para a dgua pura, DMSO e formamida.

Um ponto que merece atengdo € o baixo valor calculado para a permissividade
elétrica da dgua para distancias de até ~10 nm da superficie. Na literatura, entretanto,
baixos valores de € s3o mencionados para distincias menores, até ~6 didmetros

moleculares.

Alguns pontos devem ser considerados a fim de explicar os valores medidos neste
trabalho. A descricdo cldssica da dupla camada interna da 4dgua é baseada em medidas de
capacitancia da camada interna de Helmholtz [21,83,98]. A camada de saturacdo ¢é
determinada a partir de medidas de capacitancia nas interfaces, em solucdes altamente
concentradas, com valores k"' pequenos. Uma capacitincia de aproximadamente 10 uF/cm®
estd associada com uma camada hidratada de espessura de ~1 nm e € = 6. Nestas medidas
somente a relacdo entre a permissividade e a largura da camada € determinada, enquanto no
presente trabalho, tanto a espessura da regido de atracdo, equivalente a largura da camada, e
a permissividade elétrica, sdo determinadas, simultaneamente. Assumindo, arbitrariamente,
que a espessura da camada de saturacdo corresponde a distdncia na qual a permissividade
elétrica atinge a metade de seu valor maximo (vide Figura 3.23), obtém-se, para a
orientacdo de dipolos, os valores ~8 nm para dgua Milli-Q e ~3 nm para a solu¢do de NaCl
10~ M. Para solucdes altamente concentradas (~10"1 M), o valor determinado por medidas

de capacitancia é ~1 nm [83, 98].

Um outro ponto que deve ser considerado € que a energia de dissolu¢do, calculada
usando a expressdao de Born, é proporcional a (1/e; — 1/€;) [107, 142]. Assim, 0s 4tomos se
dissociam como fons em solu¢do, numa taxa proporcional a diferenca dos inversos das
permissividades elétricas. Esta € a primeira etapa no processo dindmico. Na etapa seguinte,

as moléculas de 4gua orientam-se em torno dos ions, formando uma camada de hidratacao.
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Esse processo promove uma diminui¢do acentuada da energia do sistema. Um

procedimento semelhante ocorre na superficie da mica.

Medidas da permissividade elétrica em solu¢des muito diluidas sugerem a existéncia
de uma camada — formada pelo ordenamento consecutivo de moléculas (dipolos) de dgua
— muito mais espessa que a esperada em solugdes concentradas. Os dipolos podem ser
parcialmente orientados em uma regido préxima a interface cuja espessura pode ser
estimada como se segue. O campo elétrico da mica imersa em solucdes com baixas
concentragdes i0nicas pode orientar os dipolos até uma distancia H = L, obtida a partir da

expressao

_fi-D)

T~ E(L ,
kyT = - E(L) e o)

(3.1)
onde kgT =~ 4,11 x 10*' T é a energia responsdvel pela distribuicdo aleatéria das moléculas.
O médulo do vetor deslocamento elétrico gerado pela mica, supondo que todos os fons K*
estejam dissociados, é Dy = 0,17 C/m?. Em tais circunstancias os dipolos poderiam manter-

se orientados até uma distancia L = 7 nm da interface, a qual corresponde a (L) = 27.
3.3.5. Observacoes de membranas de CTAB, usando AFM

A interagdo com os grupos que seriam responsaveis pelo preparo das amostras de
microrganismos apresentou algumas dificuldades logisticas — resultado das distincias e
eventuais incompatibilidades de cronogramas. Tais dificuldades acabaram por orientar a
investigacdo e mapeamento de estruturas ndo-biolégicas, porém igualmente frigeis e
maledveis, de forma que, ao invés de prosseguir na obtencdo de imagens de
microrganismos em meio liquido, passou-se a observacdo de membranas formadas por

moléculas do surfatante CTAB, adsorvidas na interface entre a solu¢do aquosa e o substrato

(mica) [40,41].
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0 prin

0 pm

Figura 3.24. Imagem de uma estrutura formada por moléculas de CTAB
adsorvida em mica, obtida por AFM, em uma solu¢@o com concentragdao
de 5x10° M. As regides mais claras indicam estruturas mais altas.

Na primeira imagem obtida (Figura 3.24), em que se usou uma solu¢io 5x 10° M
de CTAB, observou-se uma regido clara intercalada por manchas escuras. Uma vez que o
contraste de imagens em microscopia de forca atdmica diferencia estruturas altas e
estruturas baixas como regides claras e escuras, respectivamente, concluiu-se que o
substrato encontrava-se recoberto por saliéncias entremeadas por algumas depressoes. Em
imagem obtida com velocidade de varredura de 15 um/s, mediu-se uma diferenca de altura
aparente entre as duas estruturas (regides escuras e claras) de ~0,5 nm. Com o intuito de
determinar a altura real de cada estrutura, foram realizadas medidas de for¢ca em funcio da
distancia em ambas as regides (Figuras 3.14, 3.20 e 3.21). Desta forma, as curvas de forca
revelaram que a regido escura, apresentada como mais baixa na imagem da Figura 3.24 era,
na realidade, mais alta que a regido clara, ou seja, um caso tipico de inversdao no contraste

de imagem [40,41].

Objetivando entender a razdo da inversdo no contraste apresentado na Figura 3.24,
amostras com diferentes padrdes de adsor¢do em mica foram investigadas em funcdo da
concentracdo de surfatante, da velocidade de varredura e da forca exercida pelo tip sobre a

amostra durante o processo de varredura (‘forca de varredura’), verificando-se que:
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* Em solucdes de CTAB a 10'4, 10° e 107 M, as superficies de mica apresentavam-se
totalmente cobertas por uma tnica camada, cuja ruptura ocorria a 3,2 nm do substrato.
Em tais concentragdes, esta dimensdo corresponde a espessura da bicamada de CTAB

[50, 119, 136, 137].

* Imagens obtidas com velocidades de varredura entre 15 e 50 um/s apresentaram-se
praticamente idénticas e de boa qualidade. Para velocidades superiores a 50 um/s, a
imagem perdia nitidez, perdendo definicdo de contornos, apresentando mudancas a cada

varredura.

e Apenas a ‘forca de varredura’ exerce papel determinante sobre o contraste da imagem,
sendo o contraste padrdo restabelecido quando se ajusta o valor da forca de varredura

para valores inferiores a forca de ruptura da camada mais espessa.

Na Figura 3.25 sao apresentadas as imagens real (Figura 3.25a) e invertida (Figura
3.25b) de uma mesma regido, obtidas a uma concentracio de 5x 10° M, com forcas de

varredura de 0,012 nN para 2.56 nN, respectivamente.

0 pm 1.25 um 25 um

Figura 3.25. Imagens da interface solu¢do/surfatante/mica, exibindo
contrastes de imagens (a) padrdo e (b) invertido, obtidas com for¢a de
varredura de 0,012 nN e 2,56 nN, respectivamente.
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As imagens apresentadas na Figura 3.26, capturadas apds 25, 45, 60 e 105 min de
imersdao em solugdo 1X 10° M de CTAB, evidenciam estruturas auto-organizadas,
decorrentes da adsor¢do de moléculas do surfatante sobre a mica, apresentando coeficientes
de crescimento diferenciados. Essas imagens exibem o contraste padrao de AFM e foram

tomadas mediante o devido ajuste na ‘for¢ca de varredura’.

0 pm 25 pum 5 um 0pm 25 pm B pm

Figura 3.25. Imagens do padrio de adsor¢do das moléculas do surfatante
CTAB na superficie de mica, obtidas ap6s 25, 45, 60 e 105 min de
imersdo em solucdo 107 M.

72



CONCLUSOES

4. Conclusoes

Segundo os resultados aqui apresentados, quando um tip € mergulhado em solucdo
aquosa e desloca-se em dire¢do a uma superficie de mica, sofre a acdo de forgas, atrativas
ou repulsivas, ao penetrar na regido da dupla camada elétrica. Analisados a luz da teoria
DLVO e do modelo FTD (forca de troca dielétrica), esses resultados sao fortes indicios de
que os componentes dessas forcas experimentadas pelo tip — inicialmente repulsivas e
posteriormente atrativas — estdo associados com a substituicdo de uma porcao da regido da

dupla camada com €pc(H), pelo tip com €7;p.

O efeito da troca dielétrica descreve de forma consistente a forca que age sobre o
tip, supondo a existéncia de uma regido da dupla camada, a partir da superficie, que
apresente uma polarizacdo de perfil varidvel (decrescendo em funcdo da distncia a

superficie).

Com base nas curvas de forca medidas por AFM e no modelo proposto, foi possivel
determinar, pela primeira vez, a variacdo espacial da permissividade elétrica em interfaces

s6lido/liquido.

A observacdo de apenas um componente atrativo da forca, quando tips com
revestimento metdlico (€7, U o) penetram a dupla camada da interface dgua/mica, oferece
suporte para o modelo proposto. Outra evidéncia decorre da observacdo de que fips de
Si3Ny4 (€75, = 7) s@o repelidos ou atraidos ao penetrarem em monocamadas (& = 36) ou
bicamadas (e = 4) de CTAB, respectivamente. Suporte adicional € fornecido pela medida
de somente um componente repulsivo, quando um tip de nitreto de silicio mergulha num
solvente que ndo interage com a mica e, conseqiientemente, ndo apresenta ordenamento na

interface.
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A investigacdo e compreensdo de mecanismos de adsorcdo de moléculas
representam uma contribui¢do para diversos setores da industria, em especial aqueles para

os quais os filmes surfatantes sdo de grande importancia tecnoldgica.

Paralelamente, investigou-se o efeito da forca aplicada pelo tip durante o processo
de varredura sobre o contraste de imagem em AFM. Durante o mapeamento de estruturas
maledveis como surfatantes ou material bioldgico, imagens invertidas podem ser
observadas quando o tip penetra as camadas varridas. Membranas fluidas — estruturas
formadas por sistemas solvente-surfatante-substrato em superficies de mica em solucdes a
1x107, 3x10° e 5x10° M de CTAB — foram mapeadas e caracterizadas por medidas de
forca versus distancia. Por meio de ajuste da forca aplicada e da velocidade de varredura, o
contraste convencional pode ser obtido. No processo de obten¢do de imagem da fragil
camada adsorvida, a intensidade da forca aplicada pelo tip, durante a varredura, é de
fundamental importancia. Quando forcas intensas sdo aplicadas, ocorre a remocdo da
estrutura. Sendo aplicadas forcas médias, sdo geradas imagens de contraste invertido.

Somente o emprego de forcas de baixa intensidade resulta na obten¢@o do contraste real.

Também as imagens de estruturas microbianas obtidas, de excelente qualidade,
confirmaram o potencial do AFM para visualizar e estudar materiais bioldgicos. Entre uma
grande diversidade de aplicag¢des, citam-se a investigacdo de mecanismos de adesdo de
esporos e formacao de biofilmes, de grande interesse para as ciéncias agrarias e diversos

campos das ciéncias bioldgicas, incluindo a drea médica.
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