ADRIANA FREIRE LUBAMBO

ARRANJOS AUTO-ORGANIZADOS

DA PROTEINA GInB de Herbaspirilum seropedicae

EM SILICIO

Tese apresentada como requisito parcial a
obtencdo do grau de Doutor: Curso de P6s-
graduacdo em Fisica, Setor de Ciéncias
Exatas, Universidade Federal do Parana.

Orientador:
Prof. Dr. Paulo César de Camargo.

CURITIBA

2005



Dedico este trabalho 2 memoéria de meu pai-avd Henrique Freire de Barros,
Ao meu filho Gabriel (luz da minha vida), ao meu marido Jean ,
A minha mae Licia e meu irmao Manoel,

e a uma “pessoinha” chamada Herbaspirilum Seropedicae.



ii
Agradecimentos

Gostaria de agradecer a vdrias pessoas com as quais eu tive a sorte e a honra de ter convivido
durante o meu doutorado e também as pessoas que direta ou indiretamente contribuiram ao
longo da minha vida na realiza¢do do meu sonho em “aprender” a Fisica.
Ao meu orientador Paulo César de Camargo pela proposta deste tema de trabalho. Sua visdao
inovadora me abriu um mundo de perspectivas novas e estimulantes. Obrigada pela sorte que
eu tive de um dia ter te cruzado nos corredores da fisica e de ter recebido este maravilhoso
convite.
A Elaine Benelli que me faz ter esperancas na pesquisa, pelos seus conhecimentos de
Bioquimica e por ter me iniciado nesse “mundo novo” que € a cristalografia de proteinas, pelo
amor que ela dedica a suas proteinas e pela grande amizade demonstrada durante as horas de
incerteza.
Ao Marcelo Honnicke e ao Edson Kakuno pela grande aventura que foi ter convivido com
vocés dois durante os meus anos de Raios-X, obrigada por ter me ensinado tudo o que eu sei
de Raios-X e por ter demonstrado o valor da amizade.
Ao Fabiano Yokaichyia, pela amizade, pela ajuda, pela grande contribui¢do ao trabalho
devido a sua visdo global, ndo s6 na drea de Raios-X, pelo seu amor ao que faz e a fisica.
Ao Professor Edilson, pelo apoio e desprendimento, sempre disposto a me escutar e ajudar,
pelo o que aprendi com ele sobre infravermelho e pelas horas que passamos divertidas durante
as medicoes no LACTEC.
Ao Prof. Mazzaro, pela amizade, por acreditar no meu trabalho, pela dedicacio ao ensino da
fisica .
Ao Giiinther Kelermann pela colaboracao e ajuda na XRD2.
Ao “Seu Rubens”, pelo apoio, pela amizade, pela disposicdo de sempre me ajudar e pela

generosidade demonstrada nao s6 comigo, mas por todas as pessoas ao seu redor.



iii
Ao Douglas e ao Ilton pelo trabalho e dedicacdo na confec¢do das minhas pecas sempre em
“cardter de urgéncia”.
Ao Prof. Carlos Giles pela colaboracao.
Ao Prof. César Cusatis, pelo generoso apoio me deixando usar as instalagdes e o material do
LORXI (me fazendo sentir como se estivesse na minha casa), pelo inicio do aprendizado de
Raios-X, me confiando o monocromador de quatro-cristais sem piscar, € pelo aprendizado da
autonomia.
Ao Lactec e Ricardo Ferracin ao por me deixar utilizar o espectrometro Bomem.
Ao LSI e ao Prof. Wido Schreiner pela utiliza¢do do espectrometro ESCA e também ao Jorge
Klein pelo apoio nas medidas.
Ao Prof. Gerad Kirill por ter me dado a oportunidade de estudar em Paris 11 e a Annie Pape,
uma grande pessoa.
A Anaides, a ultima pessoa da lista, mas ndo a menos importante, pela amizade, pelo apoio e

por ter me escutado e me compreendido.



iv

Sumario
TITOAUGAO . ..ttt ettt e h e s a bt e s bt e s ab e e sat e e s ab e e bt e e s ab e e bt e e s abe e bt e e sabeenbteesabeenbteesabeenateas 1
OrganiZaCao da TESE.....cc.eeruiiriiiiiiie ittt ettt ettt sb et e et e st e at e sb b e s bt e bt e bt e bt et e sbeesbeenbeenbeenee 5
L07:10) 1111 (o 3 E OO OO OO OO O OO OO O OSSO O SR PSP TUPRPSRRPRRRPPROP 8
PIOEINAS ...ttt st st st b e sttt a e s h e b sae e e e 8
L1 INEEOAUGAO . ... et etieeiie ettt ettt ettt et e et e e st e e teesabaeesbeessbbeesseesabaeesseesasaesnseeansaeenseesnsaesnseesnseesnsaesnsaennseenns 8
OU-HETICE ..ttt e b ettt e b e e bt e bt e bt e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bte e be e e bt e eabes 9
FOTRA Pttt ettt ettt s et s etk n et R sttt en s s e ettt e st s nene s esenenenas 10
1.2 A proteina GINB-HS.......cooiiiiiiiiieieee ettt et st st s bttt et et esbaens 11
1.3 Descrico da superficie de SIIICIO. ........eiuiriiriiiriieieeteete sttt ettt sttt e bt 15
1.4 Correlagdo do estado de carga superficiais da proteina GInB-Hs e o estado de hidrofilicidade da superficie
O STHCIO .ttt sttt et e s bt e et e s bt e e bt e s bt e e bt e s bt e e bt e e bt e e be e e b et e bt e e b e e ebeeeabee 17
CAPTIULOZ ...ttt et e et e e s s ae e et et e an e et e e b e bt e e ne s s e sae e e eane 18
Adsorcdo de proteinas em SuperfiCies SOIAAS ........ccccooieiiiiiiiiiiiiiie e e 18
2.1 INEFOAUGAO. ...ttt et et a et et e e e b e b e et e s e e s e sanesaeesaeesneenneeaneeanesanens 18
2.2 Visdo geral das interacdes que promovem a adsor¢ao em meio Hquido.........ccceeceeeiriiniiniiniininccnienens 19
Interac@o proteiNa-SUPETTICIE .......coceeruiiiiiiiiiiirieeee ettt et e 19
ProteiNas TADEIS ......cc.ecuiriiiiiiiiiiicietetee ettt st 20
ProteiNas TIZIAAS ...cc.eevviiiiiieiieiie ettt sttt ettt e b e bt e bt et et st sbe e bt et ettt eanenbeens 20
INtEragao ProteiNA—SOLVEILE .....c.uerutiriieiieiieiteeitert ettt sttt ettt ettt s bt e bt e bt et e satesbeesbeebe et e eatesanenbeens 20
INteragao ProteiNa—PIOEING .....c.cueriirtiirtieieeteet ettt sttt ettt et sb e e bt e bt et satesaeesbee bt enteeateeanenbeens 21
2.3 Estabilidade conformacional da ProteiNa..........c..ceveeruerrierierieniienieeieeteeitesteete ettt e et et senesieens 21
2.4 Estrutura da camada adSOrvida..........coeeiiiiiiiiiiiiiicieeeteecee et 21
Protefnas flexiveis do tipO POITMETO .......eiiuiiiiiiiiiiiiiieee ettt ettt et et e s e saee s 21
Protefnas com comportamento de particulas COlOIAAIS.........eevieiriieriiiniierieeeeeecee e 22
ProteiNas A TADEIS ....ceouveiiiiiiieeieee et ettt ettt e st esat e st e bt e st e e at e sabeennteas 22
2.5. Formagao da camada adSOrVIAA........cc.cocuiviiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e 23
2.6 Formacdo do filme de proteina durante a deposi¢ao por "Spin-coating" ...........ccccceeceeveerveenienienreeceenineneens 23
2.7 Simulacdo para proteina GInB-Hs

ConCIUSAO dO CAPTEUIIO 2 ...ttt ettt sttt ettt et et e bt e bt et e e bt saeesaeenbeenaeenee

L7 10) 1111 [0 JIC TR OO O OO OO O OO ST O O PSP TP OUPRUPRUPOTRRRPR
Microscopia de Forca Atdmica da Proteina GInB-Hs SObIe SiliCio .........cocueviinienieniininiiiiieiieneececeieeeenene 39
3.1 INLrOAUGAO & LECTICA. .. veeuvrieeereeiiieeie et este et e st e ettt e ste ettt essbeesseesaseesseessseessseessseessseessseensseensseensseensseenssenn 39
IMOAO COMEALO ...ttt sttt et sttt st ettt a e b s et eb et e e s et e b sa e e bt eatesse s esaenesaenes 41
IMOAO INAIMICO. ...eeuetteiteeiit ettt ettt et ettt e st e sttt e sabeesbteesabeesbteesubeesbteesabeesbteesabeesbteesabeenbbeesabeenseeesaseanseeas 41
TMAZEIMN A FASE ...couiiiiiiiie ettt et e st e st esat e st e e bt e e s abe e at e e sabeenaeeas 41
3.2 Preparac@o das amostras BIOLOZICAS. ........coueruiiriiiiiieiiiieeeee e 42
3.3 Resultados EXPErIMENtais. ........ccueeuiiiiiiiiiiieniieiieii ettt ettt ettt et e s s 43
3.4 Protocolo de Limpeza de Pontas de AFM ..........ccccooiiiiiiiiiiioiiiiieeeeeeeet et e 43
3.5 Deposic¢ao da proteina GInB-HS em substrato de SIHCIO........cceevviiiiiriiiniiniiiiiieiccceeceeeee 46
PriMEIra FASE .....coeouiiiiiiiiiicce et sttt s a e st 47
Si (111)- 100 pMol, hidrofilico, 30 segundos de INCUDAGAOD........cevuerruerriiriiriiniieiieie ettt 48
Si (111)-100 pMol, hidrofilico, 1 minuto de iNCUDACAOD .......cccueeiiriiriiniiiieieeeeccec e 49
Si (111)-100 pMol, hidrofilico, 5 minutos de INCUDACAO.......cc.eeuiriiriirieriieieeieee ettt 51
Si (111)-100 pMol, hidrofilico, 10 minutos de iNCUDAGAOD........cecueruvirieriieniierieeieeie ettt 53
Si (111)-10 nMol, hidrofilico, 30 minutos de INCUDACAO.........eeevuiiriiiiiiiiiiiiieie ettt 55
Si (100)-100 pMol, hidrofilico, 10 minutos de INCUDAGAO..........cceeevieierieriieiieiieie e 57
Vidro-100 pMol, hidrofilico, 10minutos de iINCUbACAO ...........cccoeeriieiiieiiiiiiiceccce e 59
Proteina desnaturada 100 pmol sobre Si (111) hidrofilico, 10minutos de incubac@o..........c..cccceeevveuienences 62
SEGUNAA FASE ...ttt et ettt et e e s s ae e 64
Velocidade de 500rpm, substrato hidroffliCo..........cccceiiiiiiiiiiiiiniiiiiieeee e 65
Velocidade 1000rpm, substrato hidrofiliCo ..........cceoeiriiriiiiiiiiniiieet e 66
Velocidade 1500rpm, substrato hidrofiliCo ........c.cceoeiriiriiiiiiiiniiiecteeeee e 69
Velocidade 2500rpm, substrato hidrofiliCo ..........ccoeererriiiiiiiiniiiieieeeeteteeeeee et 70
Velocidade 2500 rpm, substrato hidrofObICO. ........ccoeireiriiiiiiiiriiiiieieeetet ettt 71
Conclusfo dO CAPTEUIIO 3 .....oiiiiiiiieiece ettt ettt sbe ettt et e b e b e e bt et e et saeesaeesbeeneeenee 74
CAPTIULOA ..ttt et e a e e b e bt e bt et et e s bt sb e e s bt et e e st eat e e b b e bt e bt et et satesheesbeeneeenee 76
Espectroscopia de Fotoelétrons (XPS) da Proteina GInB-Hs sobre SiliCio..........ccccecvieiiiiiiiinienienieieiceienees 76
4.1 INtrodUGAO & LECIICA. c..cuvieutieiiiiieiieieete ettt ettt et ettt et e b e ne s ane st e s et e aeess e easeeaaesanesaee s e eneeaneeanes 76

4.2 Descrigao de um eXperimento DASICO ........cocuiiiiiiiriiiiiiiiieieeiee ettt 78



4.3 TNSIIUMENEACAO ...vveeuvierurreeereesteeettesteessseesseessseesseessseessseessseessseensseessseessseesssesnsssenssesnssesnssesssseenssesnsseensaesses 78
Fator de inStrumentagao Fs......cooiiiiiiiiiiecieeieceese ettt ettt ettt ettt e st e et e e e nbe e nbaeenbeennreas 79
Secdo de choque diferencial de fotoioNIZACAO Fy ..c.eeiviiiiiiiiiiiiiiiiiic e 80
Caracteristicas da amMOSIIA Fl.oouuuuiiiiiiiiiiiic e e e e et e e e e et e e e e e eeaaas 81
Livre caminho médio do fOtOEIEIION .......c..coiiriiiiiiiiiiiiiiii ettt 82
Intensidade de uma linha do espectro de XPS........cocoiiiiiiiiiiieeteee et 83

4.4 Resultados EXPETIMENTALS .......occueriieriieiiieiieieeeeetertt ettt ettt e eae e s ne st e s et eae e e e e s e esaesanesbeesreenneenesanes 86
Protocolo de adsorc¢do da proteina GInB-Hs no substrato de SiliCio.........ccceeeerieniieniiiiinicneeniciieieeeeneens 86
Procedimento de MEAIAAS ........covuuiirieiiiierieee ettt ettt e sab et e s bbbt e st e st esareenateas 87
Comparacio € diSCuSSA0 de TESULLAAOS .......coueieuiiriiiiiiiiiie ettt e 90
Q. PIIMICITA SETIC ..c.ueiiiuiiiiiii ettt ettt ettt s bt e et e s bt e e bt e s bt e sabeesabteeabeesabaeebeesas 90
DL SEGUIAA SEIIC ...ttt et s sttt e 91

4.5 Programa de simulac@o da espessura de camada em func¢do da fragdo de cobertura do substrato............... 99

ConClUSAO dO CAPTEULO 4 ...ttt ettt et st st bt ettt e st e bt e sbaesb e bt ebeeaaeenees 101
L7 10) 1111 (o 15 T O OO OO O OO OO OO OO O O TP PP TP USRRPRRPROO 102
Espectroscopia de Infravermelho da Proteina GInB-Hs s0bre SiliCio .......c.cceceeviiriiniinieniiniiieiicnieeenceenn 102

5.1 INrOAUGCAO A LECTHICA. .e.uveeeureeririeiteeeieeeteeettesteeeteesteessteessteeesseessaessseesnsaessseesssaeasseesnsaessseesnseesssessnseensseeans 102
Infravermelho em atenuUACAO tOTAL ......ccvieriieriieriieiiterie et ere ettt et et e et e e seaeetbeesareesaeesaneenseeensneensns 103
DiStANcia de PENEIIACAO ....c..eeuiiuiiiiiriieiiett ettt ettt ettt et e st ettt ese e e e e s e s bt e b e e s e enesanesaeesneenneenne 104
Angulo de iNCIdBNCIA EFELIVO ...........veeeeeeceeeee e 106
Numero de reflexdes efetuadas dentro do cristal analiSador ..........ceecveevieerieinieenieeiieeeee e 106

5.2 Anilise da conformacio estrutural da proteina através do infravermelho..............cccooceeiiiiiiiininnnnnn. 106
AIIAA Lottt et b e b b e h e bt et ettt bbbttt e e et nnenaen 107
Amida IT e Amida IIL....c.ooiiiiiiiiiieieeee ettt sttt ettt sb et e b et st bt e sbe e e 108
ANIAA TIT ..ottt ettt st s ht e s bt ettt e bt e bt s bt e bt e bt et et et bt e nbe et e 108

5.3 ReSultadOs EXPEIIIMEIITALS ..c...eouverueerieentieiieitieiteettesttente et et st satesbtesbee bt e st e eateebeesbeenbe e bt esbesasesatesbeenbeenseenee 109
Procedimento de MEdidas. .......cooueiiiriiniiniiiieieetete ettt et 109

5.3 Protocolo de adsor¢do da proteina GInB-Hs e da solu¢@o tamp@o no substrato de silicio.........c..cceeeneeeee. 110
Protocolo de deposi¢@o da proteina GINB-HS.........cccoeiiiiiiiiiiiiiiiiinieieeeeeeeeee e 110
Protocolo de desnaturago da Proteina ............cceeueeierieiiieiiiiie ettt s 110
Protocolo de deposi¢do do tampdo da proteina GInB-HS ...........cccocoiiiiiiiiiiiiiececece, 111

5.5 Espectro de Absor¢ao do SIliCIo PUIO ..........cocuiiiiiiiiiiiiii e 111

5.6 Espectros do infravermelho obtidos para Si (111) com a proteina adsorvida...........cccceeeeeeirciinicncennenne. 112
Regido da Amida ITT (1000 cm™ & 1450 CIM™) c.voiviiviieiceeeeeeeeeeeeee e 114
Regido da amida IT (1450 cm™ = 1600 CIT)...oovovoeoceeeeeeeeeeeeee e 114
Regido da amida I (1600 CIN = 1700 I 1ot s e s eenaees 115

5.7 Espectros do infravermelho obtidos para Si (100) com a proteina adsorvida...........cceceeveeverieneencenenn 116
Regido da amida III (1000 CINT @ 1450 I 1ottt e et eee e 117
Regido da amida IT (1450 cm™ = 1600 CI')....ovovoeiieeeeeeeeeeeeee e 118
Regido da amida I (1600 CIN = 1700 I 1ottt e e seeneees 118

5.8 Comparagdo entre espectros de substratos com orientag@o cristalina diferentes ...........ccocceveveeereencenncnne 119
Si (100) hidrofilico € Si (111) hidrofiliCO.....ccueuiriiririinirieieectecee ettt 119
Si (100) hidrofobico € Si (111) hidrofObICo ........ccueviriiririiririeieienee ettt e 120

Concluso dO CAPIIULO 5 .....ioiiiiiiiee ettt st sttt et et 122
CAPTIULO 6 .ttt et ettt ettt e s st sae e bt n ettt a e a e eneeneeanes 123
Raios-X em incidéncia rasante da Proteina GInB-HS sobre SiliCio..........coviiriiiiiiiiiiiiniiiiiieecciiceeceeeeeee 123

6.1 INIrOAUGCAOD A LECTHICA. 1. veeeureeeirieeteeeteeeteeetteeteeeteesbeeesteessteeesseesasaeasseesssaeasseesssaessseesnsaessseessseessseesseennsesans 123
A difracdo de Raios-X em iNCIAENCIA TASANLE. .......eeruvieriieeriierieerieerieertteesreesireesereesereesareessreessneensseenseesnsns 124

6.2 ReSUItadOS EXPETIIMEIITALS ..c...eouvirueerieertieiieitieiteettesttet et et e st satesbeesteebe e st e eateebaesbee bt e bt esbesasesatesbeenseenseenne 127
Protocolo de adsorcdo da proteina GInB-Hs no substrato de SiliCio.........ccceecuevienienieneencnncnicnieniceenn 129
Pardmetros da coleta de dados.........ooeiriiriiiiiiiiieieeee ettt 130
Perfis de refletividade do silicio(100) e de silicio(111) usados como referéncia ...........c.ccceeevveeeecneeeenneenn. 131
Tratamento dOS AAOS . ...cocuuiiruiiiiiiiie ettt ettt e sb e e a e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e sbbeebeeenaneenee 131
RESUILAAOS .ttt b e et e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e baeesbteenbeeenseeennee 131
Perfis de refletividade da proteina GInB-Hs sobre Si(111) hidrofflico..........coooveeviiiiiiinieniiiiniciiceeceee 132
Perfis de Refletividade da proteina GInB-Hs sobre Si(100) hidrofflico ........cccceeveieniiiniennieinieiieeeeene 133
Perfis de refletividade do tampao, Tris-HCI e EDTA sobre Si(100) hidrofflico ..........ccoceeviirnieiniennnennne. 135

ConclusAo dO CAPTIULO 6 .....ooueieiiiieiieieeee ettt sttt e ene e 144
L7103 1111 (o 1 A OO OO OO OO PO OOOOO OSOOO R OU PO PP UOUPRRPRRPRO 146

Conclusao final € Traballos FULUIOS .........ooiiiiiiieiiiee e e e et e e e e eetaareee e e e e eeaaareeeeeeean 146



RETEIENCIAS ...ttt st ettt s b et e s 151
Al APENAICE dO CAPITULIO 1.ttt st sttt ettt et sb e b e b e e b eaaeeaees 162
A2, APENAICE O CAPITULIO 2 ...ttt ettt st st st e bt e bt e st e bt e sbaesbee bt eaeeaaeeaees 163
Programa para a simulacio do potencial de interacio (DLVO) ......ccccceviiiiiiiiiniiiniinienieeniecceecee e 163
Ad. APENAICE O CAPITULIO 4 ...ttt ettt et sttt ettt eat e et sbte bt e beebeeaaeeaees 164
SIHCIO 111 PaAAIB0: .ottt st s st 164
ATNOSITA 1 ettt ettt e b e at e e bt e bt e e bt e e bt e e bt e e b be e bt e ebte e bt e e bt e e baeenbte e beeenaeeennee 166
AATNOSITA 2 ettt ettt ettt et e bt e s ab e e bt e bt e e bt e e st e e bt e e st e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e ba e e bt e e beeenaaeeanee 168
ATNOSITA 3 -ttt ettt ettt et e bt e e at e e bt e e bt e e bt e e st e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e baeenaeeenbee 170
ATNOSITA 4 ..ttt ettt ettt e s at e e bt e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e beeenaeeennee 172
ATNOSITA S ettt ettt ettt et e bt e s at e e bt e e bt e e be e e st e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e enbteeabb e e bt e e beeenbte e beeenaeeennee 174
Programa escrito para simular a equacao £ (Y,t)= N/Si.....ccccooiriiiiininiiiieeeeeeee e 176

A6, APENAICE CAPTEUIO ...ttt ettt et sttt st et e bt e st e et e sb e e bt e b e ebeenaeeaees 177



vii
Sumario de Figuras

Figura 1.1: Unidade bésica da proteina formando a estrutura primdria. Esta unidade se repete ao longo da cadeia

primdria. R é o stmbolo para radical (Branden, et al., 1998)........c.cccoiiiiiiiiiiiiiiiceeeeee 9
Figura 1.2. Estrutura da proteina Glnb-Hs, folhas § em amarelo e a-hélices em pirpura (RASMOL)................. 10
Figura 1.3: Diagrama da proteina GINB-HS. .......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeestetetee ettt 12
Figura 1.4: Estado de cargas e potencial eletrostitico da proteina GInB-Hs respectivamente. (a). e (d). Face..... 13
inferior, (b). e (e). Face Lateral. (c). e (f). Face superior. (Imagem e convengdo de cores (RASMOL). .............. 13
Figura 1.5: Aminodcidos hidrofébicos. (a). Face inferior (b). Face lateral (c). Face superior. .........cccccccevuene. 14
Figura 1.6: Aminodcidos polares superficiais: (a). Face inferior (b). Lateral (c¢). Face superior. ..........cccccecueee. 15
Figura 1.7: Modelo cléssico estrutural proposto para a camada formada de Si0, no silicio (111). (Hirose et al.,

TOOT) ettt ettt h bt h e ettt h e h e bt he et bbbt bbbt eat et et e b e eaes 16
Figura 2.1: Diagrama do processo de “spin-coating” mostrando o perfil da velocidade radial e da concentracao

durante a fase 2 (Lawrence, 1988)........uuii ittt e ettt e et e e e steeeesstbaeeessaeeennsaeeeensseaeanes 24

Figura 2.2: Caracteristicas principais do potencial de interagdo total V(x) expresso em (0,62V(x) eV) da
particula coloidal carregada (proteina GInB-Hs) em funcio da distincia a superficie do substrato x expressa
em nm. 1.Barreira de potencial que as particulas devem vencer para atingir o equilibrio termodinamico mais
estavel em 3. minimo primadrio, se ndo, elas poderdo permanecer no 2. minimo secundario (mais instavel),
ou se dispersar na solugdo. Simulagio para o caso de pH=11 e carga superficial da proteina de -30,11x 10"

et et h et b a et a b s h e a et be s h e bt e aeea e n et be st enes 28
Figura 2.3: Diagrama de formacao do filme secunddrio (virtual) de altura hn. O tempo de vida deste filme virtual
estaria relacionado com arranjos 2D ordenados de proteinas (Adachi et al., 1997). .......c.cccocveiieiiiiinnennn, 29
Figura 2.4: Carga superficial da proteina em funcdo do pH da solugdo tampao, ponto isoelétrico correspondendo
A0 PH = 5.0 ettt ettt et e e sttt e n e 30
Figura 2.5: Diagrama esquemdtico mostrando a geometria do filme fino depositado e os parametros principais da
simulag@o. (Adachi, €t al., 1997). cc..ei ittt ettt sttt sttt s et 31

Figura 2.6: (a). Grafico do potencial de interagdo expresso em (0,62 V(x) eV) contra a distdncia expressa em nm
para a interacdo DLVO no caso da deposi¢do usual utilizada no trabalho, a densidade de {ons inicial € de
1=0,05n, estimando uma camada de filme eletrolitico de 100 nm. (b). Forca de interagdo eletrostatica
expressa em (1070 F(X) N ) COMTESPONACILE. ............co.vvieverreeeeeeeeeeseeseeeesseeeseeseessessees s esesssseesse s 32

Figura 2.7.: Caso (A):(a'"). Grafico do potencial de interacdo expresso em (0,62 V(x) eV) contra distancia em
nm para a interagdo DLVO no caso em que a densidade de fons é de [=0,01n, camada estimada de filme
eletrolitico de 100 nm. (b'). Forc¢a de interag@o eletrostatica expressa em (10’10 F(x) N) correspondente. ... 33

Figura 2.8: Caso (B): (a'). Grafico do potencial de interagdo expresso em (0,62V(x) eV) contra distdncia em nm
para a interagdo DLVO no caso em que a densidade de ions é de I=0,02n, com uma camada estimada de
filme eletrolitico de 100 nm. (b'). Forca de interacgdo eletrostatica expressa em (F(X)IO'ION )
COTTESPOMACIILE. .....c.eenieniieuteeite ettt ettt et ettt et et et eaae s saee st ess e est e easeeaae s e e b e enseesnesanesaee st enneenseenneennennnens 33

Figura 2.9: Caso (C): (a'). Grafico do potencial de interagdo em (0,62 V (x) eV) contra distincia em nm para a
interacdo DLVO no caso em que a densidade de fons é de I = 0,03n, camada estimada de filme eletrolitico
de 100 nm. (b'). Forc¢a de interago eletrostitica em (F(X)IO’IO N) correspondente. ..........cocceveeeeereeneennennn 34

Figura 2.10: Casos (D, E) respectivamente: (a'). Grafico do potencial de interacao expresso em (0,62 V(x) eV)
contra distancia em nm para a interacdo DLVO no caso em que a densidade de fons é de I = 0,04n, camada
estimada de filme eletrolitico de 100 nm. (b'). Forca de interagdo eletrostatica expressa em (F(x)lO'10 N)
correspondente. (¢'). Grafico do potencial de interagdo expresso em (0,62V(x) eV) contra distdncia nm no
caso em que a densidade de fons € de I = 0,05n. (d'). Forca de interagéo eletrostatica expressa em (F(x)10
1ON) COITESPONACIUE. ..o e e s 34

Figura 2.11: Caso (A): (a'). Grafico do potencial de interagdo rxpressa em (0,62 V(x) eV) contra distancia em
nm para a interagdo DLVO no caso em que densidade de fons € de I = 0,01n, carga superficial da proteina -
30,11x 10" C, camada estimada de filme eletrolitico de 100 nm. (b"). Forca de interacio eletrostatica
expressa em (F(x) 10" IN) COTTESPONAEILE. ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt e st e e sateesabeenaeees 35

Figura 2.12: Casos (B, C) respectivamente: (a'). Grafico do potencial de interacao expresso em (0,62 V(x) eV)
contra distancia em nm para a interacdo DLVO no caso em que a densidade de fons é de I = 0,05n, carga
superficial da proteina igual -30,11x 10" C, camada estimada de filme eletrolitico de 100 nm. (b"). Forca
de interacdo eletrostatica expressa em (F(x) 10710 N) correspondente (c¢'). Grafico do potencial de interacio
expresso em (0,62V(x) eV) contra distancia no caso em que a densidade de ions é de I = 0,2n. (d'). Forga
de interacdo eletrostatica expressa em (F(X)IO’IO N) cOrrespondente. ...........coceeveerieenieeienienieneenieeneeeeeanes 36

Figura 2.13: Casos (D, F) respectivamente: (a'). Grafico do potencial de interagdo expresso em ( 0,62V (x) eV)
contra distdncia em nm para a interacdo DLVO no caso em que a densidade de fons é de I = 0,3n, carga
superficial da proteina igual a -30,11x 10" C, camada estimada de filme eletrolitico de 100 nm. (b'). For¢a
de interacdo eletrostatica expressa em (F(x) 10" N) correspondente (¢'). Gréafico do potencial de interacio



expresso em (0,62V(x) eV) contra distdncia nm no caso em que a densidade de fons é de I = 0,5n. (d").
Forca de interagdo eletrostatica correspondente expressa em (F(x) 10" N)........cccoovviivoeroeoeeieereeeeens 37
Figura 3.1: Forca de interacdo de Van der Waals entre os dtomos da amostra e da ponta de prova. .........c...c...... 40
Figura 3.2: Imagem AFM, modo contato(a, b, ¢, d), dimensdes 25 pm”. (a). Imagem adquirida com a ponta nova.
(b). Imagem adquirida com a ponta contaminada. (¢). Imagem adquirida com a ponta limpa com o
polimero. (d). Imagem adquirida com a ponta limpa com a celulose. Imagem AFM modo dinamico, (e, f, g,
h), dimensdes 25 um”. (e). Imagem adquirida com a ponta nova. (f). Imagem adquirida com a ponta
contaminada. (€). IMaem.........ccociiiiiiiiiiiii ettt e sttt e 45
adquirida com a ponta limpa com o polimero. (h). Imagem adquirida com a ponta limpa com a celulose. ......... 45
Figura 3.3: Imagem AFM modo contato, dimensdes 25 um® (a). Imagem com a ponta suja. (b). Imagem com a
ponta limpa com polimero e curvas de forga. (¢). Imagem com a ponta limpa com polimero, dlcool e curvas
de forca. (d). Imagem com a ponta limpa com polimero, dlcool, curvas de forcae U.V..........cccceceeenie, 46
Figura 3.4: Imagem AFM da deposicdo da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (111). Incubag@do de 30s.
(a). Imagem de dimensdes (3,75x 3,75) um . (b). Imagem de fase da imagem a. c. Zoom da imagem a ,
dimensdes de (938, 00 x 938, 00) nm (d). Imagem de fase da iMagem C.........ccceeveeveererniineineeneeneeieenene 48
Figura 3.5: Imagem AFM da deposicdo da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (111). Incubagéo de
Iminuto. (a). Imagem de dimensdes ( 3,75 x 3,75 ) um . (b). Imagem de fase da imagem a. (c). Zoom da

imagem a , dimensodes de (938, 00 x 938, 00 ) nm (d). Imagem de fase da imagem C. ........ccocceveevueenennnen. 49
Figura 3.6: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.5. Imagem de dimensdes ( 1, 87 x 1, 87) um. A altura é
relativa a camada inferior de ProteiNas. .........ccocuiriiriiriiiiiieii ettt 50

Figura 3.7: Imagem AFM da deposicdo da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (111). Incubagdo de 5
minutos. (a). Imagem de dimesdes (1,25 x 1,25) um . (b). imagem de fase da imagem a. (c¢). Zoom da

imagem a, de dimensdes ( 625, 0 x 625, 00) nm. (d). Imagem de fase da imagem C. .........ccoceeevveereennnnen. 51
Figura 3.8: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.7a., Imagem de dimensdes ( 1, 25 x 1, 25) um. A altura é
relativa a camada inferior de ProteiNas. .........ccocuiiiiriiriiiiieie et 52

Figura 3.9: Imagem AFM da deposicdo da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (111). Incubagéo de 10
minutos. (a). Imagem de dimensdes (7,50 x 7, 50) um . (b). Imagem de fase da imagem a. (¢). Zoom da

imagem a , de dimensdes (938, 00 x 938, 00) nm (d). Imagem de fase da imagem C. ........coceeveereeneeeuennnene 53
Figura 3.10: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.9 (c). Imagem de dimensdes (938, 00 x 938, 00) nm. A
altura € relativa a camada Inferior de ProteiNas. ........c.cceveerieriieiiriiinienteree ettt sieens 54

Figura 3.11: Imagem AFM da deposicdo da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (111). Incubacdo de 10
minutos, concentracdo 10 nMol. (a). Imagem de dimensdes (3, 75 x 3, 75)um . (b). Imagem de fase da
imagem a. (c¢). Zoom da imagem a , de dimensoes (1, 87 x 1,87) um. (d). Imagem de fase da imagem c.... 55

Figura 3.12: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.11(c). Imagem de dimensdes (1, 87 x 1,87) um. A
altura € relativa a camada inferior de Protefnas. ...........ccoccevuieriiiiiiiiiniieneee e 56

Figura 3.13: Imagem AFM da deposi¢do da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (100). Incubacdo de 10
minutos. (a). Imagem de dimensdes ( 3,75 x 3, 75) um . (b). Imagem de fase da imagem a. (¢). Zoom da

imagem a , de dimensdes (938, 00 x 938, 00) nm. (d). Imagem de fase da imagem C. .......cccccoceereevueenennnen. 57
Figura 3.14: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.13©. Imagem de dimensdes (938, 00 x 938, 00) nm. A
altura € relativa a camada Inferior de ProteiNas .........c.cceveerieriieiiiriiiniert ettt 58

Figura 3.15: Imagem AFM da deposi¢do da proteina GInB-Hs em substrato de vidro. Incubagdo de 10 minutos.
(a). Imagem de dimensdes (938, 00 x 938, 00) nm. (b). Imagem de fase da imagem a. (¢). Zoom da imagem
a , de dimensdes (234, 00 x 234, 00) nm. (d). Imagem de fase da imagem b. (e). Zoom da imagem c, de
dimensdes ( 117,00 x 117, 00) nm . (f). Imagem de fase da imagem €. ..........ccceeeeverrrierieneenieieeieee e 60
Figura 3.16: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.15(a). Imagem de dimensdes (938, 00 x 938, 00) nm. A
altura € relativa a camada inferior de Protefnas. ..........ccoccevieriieiiiiiiiniieneee e 61
Figura 3.17: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.15. Imagem de dimensdes (234,00 x 234,00) nm. A
altura € relativa a camada inferior de Protefnas. ...........ccoccevuieriieiiiiiiiniieneeecee et 61
Figura 3.18: Imagem AFM da deposicdo da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (111). Incubacdo de 10
minutos. (a). Imagem de dimensdes (2, 50 x 2,50) um . (b). Imagem de fase da imagem a. (¢). Zoom da

imagem a , de dimensdes (1,25 x 1,25) pm (d). Imagem de fase da imagem C. ......ccccceceereereencenieniennennnene 62
Figura 3.19: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.18. Imagem de dimensdes (1,25 x 1,25) um. A altura é
relativa & camada inferior de ProteiNas. ..........couerieriireriiiie ettt ettt st sbe ettt sanesbeens 63

Figura 3.20: Imagem de AFM, modo dinamico, da amostra de proteina em silicio (111) hidrofilico a 500rpm. A
adsorcdo ocorreu nas bordas e regido central, mas € visivel a superficie do substrato. (a). Imagem de
dimensdes (1, 00 x 1, 00) um da regido central da amostra. (b). Imagem de fase da fig.a (c). Imagem de
dimensdes (2, 00 x 2, 00) um da borda (d). Imagem de fase da figura C..........ccceevervirreriinienieeeeeeee, 65

Figura 3.21: Imagem de AFM, modo dindmico, da amostra de proteina em silicio (111) hidrofilico a 1000rpm. A
adsor¢do ocorreu regularmente na regido central e bordas (a). Imagem de dimensées (1,00 x 1, 00) um da



ix

regido central da amostra. (b). Imagem de fase da fig.a. (¢). Imagem de dimensdes (1, 00 x 1, 00) um da

borda (d). Imagem de fase da fIGUIa C......cccovuiriiiiiiiiniiiieiteeee ettt 66
Figura 3.22: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.21(a). Imagem de dimensdes ( 1, 00 x 1, 00) ............. 67
pm. A altura é relativa a camada inferior de protefnas. ...........ccceeeeeriiiiiiiinienie e 67
Figura 3.23: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.21. Imagem de dimensdes (500, 00 x 500, 00) nm. A

altura € relativa a camada Inferior de ProteiNas .........c.cceveerieriieiiiriiniente ettt sieens 68

Figura 3.24: Imagem de AFM, modo dindmico, da amostra de proteina em silicio (111) hidrofilico a 1500rpm. A
adsor¢@o ocorreu nos centros e quase pouco nas bordas do substrato (a). Imagem de dimensdes (2,00 x 2,
00) um da regido central da amostra. (b). Imagem de fase da fig.a (¢). Imagem de dimensées (1,00 x 1,00°
um da borda (d). Imagem de fase da figura C.........c..ccceeviiiiiiniiiiieece e 69

Figura 3.25: Imagem de AFM, modo dinamico, da amostra de proteina em silicio (111) hidrofilico a 2500rpm.
Absorc¢do nas bordas nio ocorreu homogeneamente (a). Imagem de dimensdes (1, 00 x 1, 00) um da regido
central da amostra. (b). Imagem de fase da fig.a (¢). Imagem de dimensdes ( 1, 00 x 1, 00) um da borda (d).
Imagem de fase da fIGUIA C..coveruiiriiiniiiiieieeee ettt ettt st st ettt et sanesbeens 70

Figura 3.26: Imagem de AFM modo dinamico da amostra de proteina em silicio (111) hidrofébico. Os fios sdo
formados com a configuragdo face-lateral. (a). Imagem de dimensdes ( 4,00 x 4, 00) um , da borda da
amostra. (b). Imagem de fase da fig.a (¢). Imagem de dimensdes (2,00 x 2, 00) um, de outra regidio da borda
(d). Imagem de fase da fIZUIA C......coeeriiriiiiiiiiieie ettt sttt ettt sbeens 71

Figura 3.27: Imagem de AFM modo dinamico da amostra de proteina em silicio (111) hidrofébico. Os fios sdo
formados com a configuragéo face-lateral (a). Imagem de dimensdes (2,00 x 2, 00) um. (b). Imagem de fase
da fig.a c. Imagem de dimensdes (1, 00 x 1, 00) um zoom da fig.a. (d). Imagem de fase da figura c. (e).

Imagem de dimensdes ( 500, 00 x 500, 00) nm zoom da fig.c. (f). Imagem de fase da fig.e. .......ccccceuennenne. 72
Figura 3.28: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.27©. Imagem de dimensdes ( 1,00 x 1, 00) pm. A
altura € relativa a camada inferior de Protefnas. ...........ccoccevuieriieiiiiiiiniieneeeee e 73

A regido central do silicio hidrofébico adsorveu poucas proteinas como pode ser visto pela figura 3.29 abaixo: 73
Figura 3.29: Imagem AFM, modo dinamico, (a). Regido central do substrato de silicio hidrofébico (111),

imagem de dimensdes ( 2, 00 x 2, 00) um. (b). Imagem de fase da fig.a, mesmas dimensdes. .................... 73
Figura 4.1: Diagrama da interacdo do f6ton de energia hv com a matéria criando um fotoelétron de energia

cinética Ex=hv- Ey (ANdArade, 1985). ....uvii ittt et e e e e s tee e e e seb e e e esnseeeesnsaeeeensseaennes 77
Figura 4.2: Desenho esquematico mostrando os principais parametros da geometria de um espectrometro XPS

(NELEAOV, 1988 .. et ettt ettt e e et e e e e tte e e e etaa e e e etaeseeasaeeesateaeeeatseseessaeeeaasseeeensseeennnnes 79

Figura 4.3: (a). Panorama da amostra 1 (500 rpm), mostrando os principais picos analisados e silicio (111)
padrdo. (b). Espectro dos fotoelétrons caracteristicos do Si 2p e Si 2p -SiO, da amostra 1 na primeira
varredura e apds 40 minutos, para investigagcdo da estabilidade da amostra. (¢). Panorama correspondente ao

CASO Dl ettt e e st h et et e ea e h e bt e b e et s e saeesa e e n e et e eaneeaneeaeens 88
Figura 4.4: Espectro dos fotoelétrons provenientes do substrato de Si (111) Si2p e da camada de 6xido Si 2p-
Si0, para as concentragdes de 10 pMol, 100 pMol, 1000 PMOL. .........cocveriiiiiiiiiiiiiieeeece e 90

Figura 4.5: Imagens topograficas de AFM em modo dindmico da amostra de 1000 rpm (melhor fracdo de
recobrimento): (a). Centro da amostra. (b). Borda da amostra.Imagens de dimensdes (2,00 x 2, 00) um. ... 94
Figura 4.6: Imagens topograficas de AFM em modo dindmico da amostra de 1000 rpm (melhor fracdo de

recobrimento): Zoom da imagem 4.3b,dimensdes (500, 00 x 500, 00) M. .....cceererrerrieriineenieienieereneene 94
Figura 4.7:(a). Espectro normalizado de fotoelétrons Si2p Si (111) e da camada de 6xido Si 2p-SiO, de todas as
amostras reunidas. (b). Espectro normalizado no caso anterior exceto para as amostras 4 € 5. .........cecceue. 95

Figura 4.8: Imagens topograficas de AFM em modo dindmico da amostra de Si (100) hidrofébico, 2500 rpm (a).
Borda da amostra, imagem de dimensdes (4, 00 x 4, 00) um. (b). Borda da amostra, outra regidio diferente

do caso a. Dimensdes da imagem de ( 1, 00 X 1,00) JM. ..cccooooiiniiiiiiiiiiiiieeeeee e 96
Figura 4.9: Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes da emissao Si2p-Si e da camada de 6xido Si2p-
Si0, das amostras com proteina em substrato hidrofilico e substrato hidrofébico a 2500 rpm..................... 97

Figura 4.10: (a). Espectro normalizado de fotoelétrons N1s de proteinas depositadas no substrato hidrofilico e
hidrofébico de Si (111). O sinal de N1s protonado € mais intenso para a amostra com substrato hidrofébico.
(b). Espectro normalizado de fotoelétrons N1s da série de substratos hidrofilicos: amostra 2 (1000 rpm,
maior cobertura) possui o sinal mais atenuado de N1s protonado...........ccecuereerienerneinieniinieeneeieeieeeenens 98

Figura 5.1: Simulagado da profundidade de penetracao expressa em micrometros da onda eletromagnética em um
cristal de ZnSe com uma camada de proteina de indice de refracdo de 1,5 em fun¢do do nimero de onda

EXPIESSO CII | ..ottt 105
Figura 5.2: Diagrama das reflexdes multiplas dentro do cristal analisador da onda eletromagnética, onde 3 é o
angulo das faces do cristal, ¢ € o angulo de incidéncia 6ptico e 0 o angulo de incidéncia efetivo.............. 106

Figura 5.3: Diagrama simplificado dos modos de vibragdo da trans-amida. No caso da amida I, existird
deformag@o axial na ligacdo carbono-oxigénio e deformacdo angular no plano do radical N-H. ............... 107



Figura 5.4: Diagrama simplificado dos modos de vibragdo da trans-amida. No caso da amida II, existird
deformagdo axial na ligacdo carbono= oxigénio-nitrogénio e deformag@o angular no plano do radical N-H.
..................................................................................................................................................................... 108

Figura 5.5: Diagrama simplificado dos modos de vibragdo da trans-amida. No caso da amida III, existird
deformagdo axial na ligagcdo carbono= oxigénio-nitrogénio e deformag@o angular no plano do radical N-H.

Além de contribuicOes de C-C € C-N. ....ccociiiiiiiiieiiierieecieerte ettt et sre et eesereestbeesaseessaeesasessseenssesnses 108
Figura 5.6: Detalhe da célula de medida em ATR do espectrometro Bomem DA8 FT com o cristal analisador
ZnSe N0 CENLIO da CEIULA. ....eovuiiiiiiiiiiiiieeee ettt et st e et e st e sate e sabeesabeesabeesbee e 109

Figura 5.7: Gréfico dos espectros de absorbancia do Si (111) e Si (100), apresentando as principais bandas
caracteristicas dos dois substratos. O silicio apresenta uma janela de absorcdo entre 1500 cm™ e 4000 cm™.
..................................................................................................................................................................... 112

Figura 5.8: Gréfico do espectro de absorbancia da proteina GInB-Hs sobre silicio (111), hidrofébico e
hidrofilico, apresentando as principais bandas caracteristicas nos dois casos. O espectro do silicio limpo
pode ser utilizado Para COMPATACOES. .....ceoveeurirrirrertientierieerte et etenite st ente et eateettesbeesbeesbeesbesaesaeesbeenbeenseenne 113

Figura 5.9: Detalhes do espectro de absor¢@o da proteina GInB-Hs sobre silicio (111) na regido de absorcdo da
banda da amida III ( 1100 cm a 1200 cm’l). (a). Silicio hidrofilico. (b). Silicio hidrofébico. .................. 114

Figura 5.10: Detalhes do espectro de absorc¢do da proteina GInB-Hs sobre silicio (111) na regido de absorcdo da
banda da amida IT ( 1450 cm™ a 1600 cm'l). (a). Silicio hidrofilico. (b). Silicio hidrofébico..................... 115

Figura 5.11: Detalhes do espectro de absor¢do da proteina GInB-Hs sobre silicio (111) na regido de absor¢do da
banda da amida I ( 1600 cm™ a 1700 cm'l). (a). Silicio hidrofilico. (b). Silicio hidrofébico. ..................... 116

Figura 5.12: Gréfico do espectro de absorbancia da proteina GInB-Hs sobre Si (100), hidrofébico e hidrofilico,
apresentando as principais bandas caracteristicas N0S dOIS CASOS. ....c..cccuervuiruireerieriieiieieeeeneee e eenes 116

Figura 5.13: Detalhes do espectro de absor¢do da proteina GInB-Hs sobre silicio (100) na regido de absor¢do da
banda da amida III ( 1000 cm’ a 1450 cm’l). (a). Silicio hidrofilico.(b). Silicio hidrofébico. ................... 118

Figura 5.14: Detalhes do espectro de absorc¢do da proteina GlnB-Hs sobre silicio (100) na regido de absor¢do da
banda da amida IT ( 1450 cm™ a 1600 cm’l). (a). Silicio hidrofilico. (b). Silicio hidrofébico..................... 118

Figura 5.15: Detalhes do espectro de absorc¢do da proteina GlnB-Hs sobre silicio (100) na regido de absor¢ao da
banda da amida I ( 1600 cm™ a 1700 cm’l). (a). Silicio hidrofilico. (b). Silicio hidrofébico. ..................... 119

Figura 5.16: (a). Vista geral do espectro de absor¢do do silicio (100) e silicio (111) hidrofilico, ambos
apresentando caracteristicas semelhantes. (b). Detalhes do espectro de absor¢do da proteina GlnB-Hs sobre
silicio (100) e silicio (111) hidrofilicos na regido de absor¢do da banda da amida I ( 1600cm™ a 1700 cm'l).

..................................................................................................................................................................... 120
Figura 5.17: Gréfico do espectro de absorbancia da proteina GInB-Hs sobre Si (111) e Si (100) hidrofébicos,

apresentando as principais bandas caracteristicas N0S dOiS CASOS. .....eevueerrueerieeriieerieerieenieesreenieenreenaeees 121
Figura 6.1: Geometria 1, mostrando os vetores de incidéncia e espalhamento (0= o, =0 € 26,,=0), (Jensen et al.,

200 L) e ittte ettt ettt ettt e e et e e e ae e et e e e ae e bee e —a e tbeaaaba e tbeaaabeetbe e taeetbeasbeetbeataeetbeesaeetaeeasaeentaeensreentes 126
Figura 6.2: Geometria 2, mostrando os vetores de incidéncia e espalhamento formando o tridngulo de

espalhamento no espago reciproco, (26,, #20) e 0,z=0 (Jensen et al., 2001). .......ccoviviiiiiiiiniiiiiics 127
Figura 6.3: Desenho esquematico do raio de exclusdo efetuado pela proteina devido ao fendmeno de exclusio

LT 1<) o Lo DR ORI 128
Figura 6.4: Perfis de refletividade (a). silicio (100) de referéncia. (b). Si (111) de referéncia. Notar a auséncia de

OINIDTOS. 1eueteeuttesiteeeuteesteestteessteessreessseessseessse e sseenssaessseensseensseensseensseensseensseensseensseenssesnssesnssesnssesnssesnsseenssesnsns 131

Figura 6.5 (a). Imagem AFM em modo dindmico da Proteina GInB-Hs (10 nMol), depositada a 1000 rpm, lavada
3x com Tris/Hcl a 2500 rpm. (b). imagem de fase da figura a. (c). Solugdo tampao (50 mM Tris/HCI pH 8,
50 mM NaCl, 0,1 mMol EDTA e 10% glicerol) depositado em Si (100). (d). Imagem de fase da figura c.
Dimensdes das imagens (4, 00 x 4, 00 ) um,a e b; (1,00 x 1,00 ) um € € d...eevvveeiieniiiiiiiiniieieeieeeeeene 132
Figura 6.6: Perfis de Refletividade (a). Si (111) em fungéo da deposicdo e Si (111) de referéncia. (b). Si (111) L,
apresentando um pico de difracdo em 0,194 Ald=32A4, provavelmente estd relacionado com a proteina
GINBHS. oottt ettt et ettt estbe e taeeeabe e tbeeaabe e tbe e tae e tbeeabe e tbe e taeetbeeaae e tbeearaeetaeensaeentes 133
Figura 6.7: Perfis de refletividade (a). Silicio (100) em fun¢do da deposi¢do e Si (100) de referéncia. (b). Si
(100) amostra 1, apresentando um pico de difracdo a 0,157 A’l, d=39,97 10\, Ele esta relacionado com a
Proteina GINB-HS. ...co.oiiiiiiiiiii ettt ettt et et st bt 134
Figura 6.8: (a). Perfil de refletividade de 50 mMol Tris-HCI sobre Si(100),(preto) e Si(111),(vermelho)com
analisador de grafite (002). (b). Perfil de refletividade da solug¢do tampao sobre Si (100) com analisador de
grafite (002). (c). Perfil de refletividade de 0,1mMol de EDTA sobre Si (100) com analisador de grafite
(002). (d). Perfil de refletividade da Proteina GInB-Hs sobre Si (100), (vermelho) e de Si(100), (preto) de
1S (1 (11T £ FOR USRS 138
Figura 6.9: Imagem por microscopia 6tica da deposi¢ao de Tris-HCI 50 mMol sobre silicio. As dentritas
caracteristicas de cristaliza¢do sdo visiveis a0 centro da Imagem. ........c...cceecueeierienieneeneennene e 138



xi

Figura 6.10: (a). Perfil de refletividade para a amostra Si (111)b e a mesma varredura efetuada pela segunda vez.
(b) Perfil de refletividade para a amostra Si(100) 3 e varredura correspondente efetuada pela segunda vez.
..................................................................................................................................................................... 139

Figura 6.11: (a). Varredura inicial (¢=0°) e final (0=360°) do pico de difracao situado a q =0, 31 A'l.(b).
Posicio angular de todas as varreduras azimutais. (c). Area integrada relacionada com as varreduras
azimutais. (d). Largura a meia altura COrreSPONAENntes @ C. ......coeerueeriernierrierieniienieenieeieeteeiresieesieenieeve e 140

Figura 6.12: Simulacdo do programa Casino da trajetéria de um fotoelétron dentro de um cristal de proteina
GInB-HS com duas dimensdes (a). Dimensdes de (24,6 x 24,6) nm (b). Dimensdes de (1,00 x 1,00) um.
(¢). Energia transmitida (KeV)do fotoelétron para caso a. (d). Energia transmitida (KeV) do fotolétron para

CASO Peee ettt et et et e s st ae e 143
Al.Diagrama esquemadtico da cascata de detecdo e controle de nitrogénio na bactéria Herbaspirilum seropedicae.
..................................................................................................................................................................... 162

Figura A4.1 : Imagem AFM em modo dindmico do centro e bordas do silicio (111) padrdo. a. Centro da mostra.
b. Imagem de fase da imagem a. Dimensdes: 1um” ¢. Borda da amostra. d. Imagem de fase da borda da

AMOSIIA 1. DIMENSOES: AUIMNT. ..ot s s s s s s e eee s ees e see e esees e 164
Figura A4.2: a. Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes Si2p Si (111) e da camada de 6xido Si2p-
Si0, para o silicio (111) padrdo. b. Panorama do espectro de fotoelétrons do Si (111) padrio. ................. 165

Figura A4.3: 500 rpm. Imagem AFM em modo dindmico do centro e bordas da amostra 1. a. Centro da mostra.
b. Imagem de fase da imagem a. Dimensdes: 4um”. ¢. Borda da amostra. d. Imagem de fase da borda da

amOStra 1. DIMENSTES: LUIMN®. ..........ovioeeeeeeeeeeeeee e 166
Figura A.4.4: a. Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes Si2p Si (111) e da camada de 6xido Si 2p-
Si0, para a amostra 1. b. Espectro de fotoelétrons do N 1s para a amostra 1. ........cc.ccccoeciiiiniiniencnncnnn. 167

Figura A4.5: 1000 rpm. Imagem AFM em modo dindmico do centro e bordas da amostra 2. a. Centro da mostra.
b. Imagem de fase da imagem a. Dimensdes: 4um”. ¢. Borda da amostra. d. Imagem de fase da borda da

AMOSra 1. DIMENSTES: AUIN". ........oeocvoeeeeeoceeeeeeeee e s e e s s s eese e saeeaae 168
Figura A4.6: a. Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes Si2p Si (111) e da camada de 6xido Si2p-
Si0, para a amostra 2. b. Espectro de fotoelétrons do N 1s para a amostra 2. .......ccccceceeeverveneeneencnneennne. 169

Figura A4.7: 1500 rpm. Imagem AFM em modo dinamico do centro e bordas da amostra 3. a. Centro da mostra.
b. Imagem de fase. Dimensdes: 4um’. ¢. Borda da amostra. d. Imagem de fase da borda da amostra 1.

DIIMENSTES: LI, ...oooevoeeeeeeeeee s seeeee s ee s ee e e s s e ee s eess e s s s e e se s ssese s se s eeeeens 170
Figura A4.8: 1500 rpm. a. Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes Si2p Si (111) e da camada de
6xido Si2p- SiO, para a amostra 3. b. Espectro de fotoelétrons do N 1s para a amostra 3. ............c...c....... 171

Figura A4.9: 2500 rpm. Imagem AFM em modo dindmico do centro e bordas da amostra 4. a. Centro da mostra.
b. Imagem de fase da imagem a. Dimensdes: 4um”. ¢. Borda da amostra. d. Imagem de fase da borda da

AMOSIIA 1. DIMENSOES: AU, .. .ooeeeeeeeeeeeeeeee e senean 172
Figura A4.10: a. Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes Si2p Si (111) e da camada de 6xido Si 2p-
Si02 para a amostra 4. b. Espectro de fotoelétrons do N 1s para a amostra 4.........c..cecceecvevveneeneenennnennne. 173

Figura A4.11 : Imagem AFM em modo dinamico do centro e bordas da amostra 5. a. Borda da mostra. b.
Imagem de fase da imagem a. Dimensdes: 4um?2. ¢. Centro da amostra. d. Imagem de fase do centro da
amoStra 5. DIMENSOES: TIM2 .....oiiiuieeiiieiiieeitiesieeeitesteeeteesteeeteesbeeesseessbeessseessseessseessseessseesseesssesssseensses 174

Saida do programa Estar: cdlculo do "collison stopping power" em func¢do da energia incidente para a proteina
GINB-HS. .ot et sttt sae b 177



Xii
Sumario de Tabelas

Tabela 3.1: Resultados do programa IQM do protocolo de limpeza de pontas para imagens em modo dindmico e
contato. Se IQrazao>1 imagem A possui melhor qualidade que imagem B. Se IQrazao<1 imagem B

possui qualidade melhor qUE @ IMAZEIM A .....cc.eoiiiiiiiiiiiiiie ettt st e sttt sanesbeens 45
Tabela 3.2: Resultados do programa IQM para imagens em modo contato durante as diversas etapas do protocolo
de lIMPEZA AE PONLAS. ..eeuveeuiiriiiriiiriteieeie ettt ettt ettt et sh e bt et et ea b e bt e bt e bt e beeaeeeatesbeesbeebeenbeeanesanenbeens 46
Tabela 3.3: Resumo dos tipos de deposi¢do da proteina GInB-HS sobre substrato sélido em funcio da orientacio
do substrato, tempo de incubacio, concentrac@o € do tipo de SUbSIIato. .........coeevervierierieneeneeieeieeeenieene 47
Tabela 3.4: Resumo dos tipos de deposi¢do da proteina GInB-Hs em substrato de Si(111) em funcdo da rotacdo
O "SPIN-COALET" . ...ttt et et st e bt et e e et esa e bt e bt et e saeesaeenn e et e eaneeaneeneens 64

Tabela 4.1: (a). Primeira série: variagcdo de concentragdo de proteina emfuncio da velocidade do “spin-coater”
fixa. (b). Segunda série: variagdo da velocidade de deposi¢do emfuncdo concentracio de proteina fixa. ...87

Tabela 4.2: Linhas de emissdo do espectro de XPS analisadas contra energias de ligagdo correspondentes. ....... 89
Tabela 4.3: Indica a espessura limite minima calculada pelo modelo 2 e a fracdo de cobertura superficial
calculada pelo modelo 1 considerando 3nm de espessura (monocamada). ..........cccceeueeerereeneeneeniieiueereeninens 93
Tabela 4.4: Energia de ligacdo dos fotoelétrons emitidos pelas amostras para Cls, N1s, Ols . Informacdo
extraida dos espectros experimentais. (VEr aPENAICE). ....c..eevueruerueirieeniieriieieniienitenieenteeie sttt estee i eareeanen 99
Tabela 5.1 Resumo das principais bandas de absor¢do da proteina GInB-Hs, por categoria de absor¢do da amida
para silicio ( 111) hidrofilico € hidrofObDICO. ..........coieriiiriiiiiiiiiirreeeeee e 113
Tabela 5.2: Resumo das principais bandas de absor¢@o da Proteina GInB-Hs por categoria de absor¢do de amida
para o substrato de silicio ( 100) hidrofilico € hidrofObiCo..........ceeevueiriiiiriiiiiiiniiiic e 117
Tabela 6.1: Tipos de depdsitos efetUAAOS ........cc.oecuiriiriiriieiieic e s 129
Tabela 6.2. Lista da posi¢ao dos picos de difracdo e os pardmetros de rede correspondentes. ...........c.cccoeeueeee. 134
Tabela 6.3: Tabela de depdsitos efetuados para tris-HCI, EDTA, solu¢io tampdo e proteina sobre Si(100) para
COMETOLL. ...eiiiie ettt ettt et s et et e e s esae e s et e st eat e eaa e eaaesas e be e beeaneemnesanesaeenneenneenne 135
Tabela A4.1: Resumo dos resultados experimentais (energias de ligacdo caracteristicas) extraidos dos espectros
da amostra de Silicio (111) PAAIA0. ....cooueeriiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt ettt s 165
Tabela A4.2: Resumo dos resultados experimentais (energias de ligacdo caracteristicas) extraidos dos espectros
A AMOSITA L...eiiiiiiiiiiiiiie ettt st sttt a e sae bt et snesa e e 167
Tabela A4.3: Resumo dos resultados experimentais (energias de ligagdo caracteristicas) extraidos dos espectros
A AMOSITA 2.ttt sttt ettt sae bttt n et nae e 169
Tabela A4.4: Resumo dos resultados experimentais (energias de ligacdo caracteristicas) extraidos dos espectros
A AIMOSTIA 3.ttt b et e a et e bt e e at e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e b bt e shte e ba e e bt e e beeenaeeeanee 171
Tabela A4.5: Resumo dos resultados experimentais (energias de ligagdo caracteristicas) extraidos dos espectros
A AMOSIIA Aottt et e s st ettt et h et e e s st sae e 173

Tabela A4.6: Resumo dos resultados experimentais (energias de ligagdo caracteristicas) extraidos dos espectros
A AMOSIIA 5.ttt et e st s et et ettt e et h e bt e e ne s st sne e eane 175



Xiii

Resumo

Adsor¢do de proteinas em suportes sélidos € um tema importante para uma grande
gama de dominios. Proteinas, além de possuirem dimensdes nanometricas, sao capazes de se
auto-arranjarem formando arquiteturas supra-moleculares espacialmente e funcionalmente
controldveis. Estas propriedades podem ser exploradas para diversas aplicacdes que incluem
biocompatibilidade, biosensores, nanofilmes para cristalizacdo de proteinas e nanofios. Por
estas razodes, a qualidade do filme fino, tais como homogeneidade e ordenamento, formado
durante o processo de adsorcao, deve ser monitorada por experimentos sensiveis a estrutura.

Este trabalho investiga a agregacdo da proteina globular GInB-Hs de
Herbaspirilum seropedicae em suportes solidos de silicio. Esta proteina foi purificada no
departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parand e participa da cadeia
complexa de fixacdo, controle e deteccao de nitrogénio.

Além das implicacdes agrotécnologicas, o estudo da adsorcdo dessa proteina tem
como o objetivo a investigacdo da conformacao estrutural dos arranjos 2D auto-organizados,
formados durante a deposicdo do filme fino de proteina por "spin-coating". Devido a
complexidade das proteinas e do processo de adsorcdo, este estudo necessitou de vdarias
técnicas para investigacdo: microscopia de for¢a atdmica, XPS, Infravermelho e Raios-X. A
técnica de AFM permitiu a determinacdo da geometria dos arranjos adsorvidos auto-
organizados. A adsorcdo preferencial em silicio hidrofilico leva a formagao de arranjos do
tipo rosquinha, com a proteina com face para cima. Para o Si (111) hidrofébico observa-se a
formacdo de filamentos que podem alcangar comprimentos micrométricos, com evidéncias
que neste caso a proteina € adsorvida lateralmente.

Os resultados de XPS permitiram a determinac¢do da melhor condi¢ao de deposicao
do filme e uma estimativa da espessura destes, além de fornecer informacgdes sobre a relacao
de nitrogénios protonados e desprotonados. Apresenta-se uma interpretacdo para formacao
destes arranjos auto-organizados com base nas polaridades superficiais proteina-silicio e na
desprotonagdo de residuos superficiais carregados da proteina. Os filmes finos depositados no
silicio hidrofébico apresentam espectro de absor¢do no infravermelho substancialmente
diferente quando se compara a superficie Si (100) e Si (111). A técnica de Raios-X fornecem
indicacdes de ordenamento na dire¢do vertical fora do plano do filme fino, apontando para

dominios ordenados de alguns angstrons, estaveis sob o feixe de Raios-X.
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Abstract

The investigation of self-assembled protein adsorption on solid surfaces is relevant for both,
understanding protein properties and its applications. In addition to the nanometric
dimensions, proteins naturally self-assemble building functional and spatially controllable
supramolecular architectures. These aspects have been explored for applications such as
biocompatibility, biosensor design, nanobiofilm templates for protein crystallization and also
nanowire formation, however, for these developments the quality of the thin film has to be
monitored by nanometric sensitive experiments.

This work consists on the investigation of the adsorption of globular protein GInB-Hs of
Herbaspirilum seropedicae on silicon. GInB-Hs is a signal transduction protein involved in
the nitrogen detection and fixation control, and was purified at the department of
Biochemistry and Molecular Biology of "Universidade Federal do Parand".

Despite of the technological possibilities for applications on agriculture, this study examines
the structural conformation of the 2D protein thin film self-assembled deposited by "spin-
coating".

Protein adsorption is a complex phenomenon and no single experimental or theoretical
approach is enough to depict an overview of this area of interest. This study combined various
techniques to draw from experimental methods a picture of GInB-Hs adsorption on silicon
using atomic force microscopy, XPS, FTIR-IR and X-Ray grazing incidence. AFM technique
showed the geometry and topography of self-organized aggregates. The adsorption on
hydrophilic substrates led to the formation of donuts shapes, with evidences of face-up protein
adsorption. In the case of hydrophobic Si (111), one can find micrometric long filaments
which are likely to be formed of proteins on side-on adsorption. XPS results allowed an
estimation of film thickness and contain information on the ratio between protonaded and un-
protonaded nitrogen. It is proposed a mechanism for the self- assembly of the protein, based
on protein-silicon surface polarity and on the de-protonation of nitrogen from the charged
surface residues of the protein.

Thin films deposited on hydrophobic silicon present an infrared adsorption spectra that is
quite different when Si(100) is compared to Si(111) which is expected, due to the exposure of
the bare silicon surface. X-ray technique provides information on ordering along out of plane
vertical direction, pointing to ordered domains with dimensions of a few angstroms that are
stable under irradiation.



Introducao

Proteinas estdo na base da vida. O corpo humano € formado por 80% de proteinas,
sem considerarmos o volume de dgua (Nagayama, 1996). Existe uma enorme variedade de
proteinas diferentes na natureza, e cada uma delas possui a habilidade de executar uma tarefa
altamente especifica (Larserricsdotter, 2004). Este material inovador, disponivel em grande
escala na natureza, tem a vantagem de ter evoluido durante bilhdes de anos. A desvantagem
de deteriorar-se facilmente e os grandes custos de producdo vém sendo suplantados pela
infinidade de aplica¢des potenciais e pelo desenvolvimento da biotecnologia.

Proteinas possuem a propriedade de se acumular nas interfaces (Hlady, et al., 1996)
e a adsorcdo em superficies sdlidas € muito importante para uma grande gama de dominios:
Esta propriedade pode ser explorada de uma forma positiva para o desenvolvimento de
biosensores (Gray, 2004), implantes (Hlady, et al., 1996), determinag¢do de estruturas de
proteinas (Li, et al., 1999), membranas para filtracdo (Sleytr, et al., 2003), formagao de
nanofios (Scheibel, et al., 2003), (Lowe, 2000), moldes para cristalizagdo de proteinas
(Pechkova, et al., 2004), testes imunoldgicos, sistemas de transporte de drogas (Hlady, 1996),
“microarrays’ (Mirzabekov, et al., 2001).

Em adicdo a suas dimensdes nanométricas, proteinas possuem a grande vantagem
de se auto-associarem e este processo € importante durante a adsor¢do. Ele permite a criacao e
a concep¢do de arquiteturas supramoleculares controldveis tanto funcionalmente como
espacialmente (Yates, et al., 2002), (Padillla, et al., 2001).

A adsor¢do em suportes s6lidos pode também ter um papel significativo no
processo de cristalizacdo e na determinacdo da estrutura de proteinas (Li, et al., 1999). O
conhecimento da estrutura 3-D da proteina € essencial para o entendimento dos mecanismos
moleculares que levam a conseqiiente criacdo de novas drogas, a um melhor entendimento de

novas doencas emergentes, assim como o conhecimento de seus mecanismos de acdo. No
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entanto, este campo € dominado por protocolos empiricos onde, até agora, a cristalizacdo de
proteinas € uma tarefa dificil e laboriosa que depende de encontrar a composicao ideal da
solucdo que permitird a cristalizacdo. Os resultados s@o sempre imprevisiveis e as vezes
irreprodutiveis. A formacdo e o crescimento do cristal € um processo longo e fragil, devido as
interacdes fracas entre as moléculas de proteinas na malha cristalina, que devem manter-se
embebidas em solugdo para evitar a fissura do cristal (Giege, et al., 1995), (McPherson, et al.,
1995). Além do mais, existem proteinas que sdo relutantes em cristalizar. Por exemplo, é bem
conhecida a dificuldade de preparar cristais 3-D de proteinas de membranas (Jap, et al., 1992).
Portanto, o rédpido desenvolvimento da biologia estrutural e da cristalografia de proteinas
(Pechkova, et al., 2005) esbarra na necessidade de novas metodologias e protocolos
sofisticados para cristalizacdo e preparacdo de amostras de qualidade envolvendo o
crescimento de cristais com dimensdes micrométricas. Recentemente, encontrou-se boa
correlacdo entre estudos estruturais de cristais de membrana investigados de duas formas:
estudos de filmes depositados em substratos solidos e secos em condicdes normais
atmosféricas de um lado e, do outro, dados coletados de estruturas de cristais por Raios-X
obtidos por métodos convencionais (Kim, et al., 2000).

O processo de adsor¢@o de proteinas em interfaces s6lidas tem mostrado sua grande
importancia estratégica na formagdo de moldes para cristalizacdo de proteinas. A deposi¢ao
de um filme fino de proteina em um suporte sélido como vidro siliconado antes de proceder-
se o método da “gota pendurada” cldssico de cristalizacdo, induz o crescimento rapido de
cristais (Pechkova, et al., 2001) e pode ajudar na cristalizacdo e determinacdo de estruturas de
proteinas que nunca foram cristalizadas (Pechkova, et al., 2004). Uma possivel razdo para este
fendmeno € a criagdo de ilhas (2D) de filmes nanométricos ordenados de proteina no substrato
que agiriam como centros de nucleacdo (Pechkova, et al., 2005).0 cristal formado por

“nanomolde” € mais estdvel a danos causados por radiacdo (Pechkova, 2005), e o
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empacotamento cristalino ¢ bem maior quando comparado com cristais crescidos pelo método
classico produzindo também, um cristal de melhor qualidade (Pechkova, et al., 2005).

Este trabalho se propde a estudar a agregacdo da proteina GIlnB-Hs, uma proteina globular,
em suportes solidos de silicio. Esta proteina, proveniente da bactéria Herbaspirilum
seropedicae, é encontrada em caules de abacaxi, arroz, feijao, etc., e foi purificada no
departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parand. Esta proteina participa da
cadeia complexa de fixacdo, controle e detec¢do de nitrogénio.

Além das aplicagdes agrotécnologicas, o estudo da adsor¢do dessa proteina em
substratos s6lidos tem como objetivo a investigagdo da conformacao estrutural do arranjo 2D
auto-organizado, formado durante a deposicao do filme fino de proteina. O ordenamento de
proteinas em um suporte solido tem o imenso potencial de poder ser usado como um novo
tipo de material, onde serd possivel aproveitar as funcdes individuais de cada proteina em
novas funcdes globais devido ao ordenamento. A criacdo de dispositivos nanoeletronicos
baseados na auto-agregacdo de metalo-proteinas demonstra que a corrente elétrica através do
dispositivo € 10 vezes maior quando existe uma camada ordenada (Rinaldi, et al., 2004).

Assim, nas décadas de 90, trabalhos de engenharia de arranjos de proteinas
comecaram a se desenvolver. Primeiro estudos de agregacdo de filmes finos de particulas
coloidais micrométricas de latex em substrato de vidro foram realizados (Denkov, et al.,
1992). Neste trabalho evidenciou-se que as principais forcas governando o arranjo ordenado
seriam as forcas atrativas de capilaridade e o transporte convectivo de particulas em direcio a
regido ordenada. Em seguida, dentro do projeto ERATO ("Protein Array Project" 1990-1995),
(Nagayama, 1996), realizaram-se experimentos de ordenamento de proteinas em filmes
liquidos de glucose, mercurio e dgua (Adachi, et al., 1997). Ainda dentro deste mesmo

projeto, foram utilizados substratos sélidos (Adachi, 1996) para a determinac¢do do
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mecanismo principal de formagdo de arranjos ordenados, relacionando-os com o tempo de
formacdo e duracdo de um filme virtual secundério e com as for¢as de capilaridade.

Neste trabalho o substrato escolhido foi o silicio comercial monocristalino nas
orientagdes cristalograficas (111) e (100), com polimento de qualidade 6tica e planicidade
Otimas. As razdes principais desta escolha foram: a possibilidade de investigar influéncia da
orientacdo cristalina do substrato nos arranjos protéicos de filmes finos (Haggerty, 1991), ja
que a simetria e orientacdo cristalina do suporte podem influenciar na auto-organizagdao da
proteina; baixo custo e disponibilidade de silicio de excelente qualidade (Nagayama, 1996),
pois € um material de amplo uso na industria eletronica, além de ter uma superficie bem
caracterizada e de possuir uma planicidade a nivel atdmico. Por outro lado, o silicio tem
afinidade suficiente para permitir a adsor¢do e formacdo de um filme fino da molécula a ser
estudada mantendo-as, no minimo, parcialmente funcionais (Santos, et al., 2004). A facilidade
em eliminar-se a camada de 6xido de silicio, modificando-se sua superficie de hidrofilica para
hidrofébica, € um fator determinante para a escolha deste material como substrato. De fato,
durante a adsor¢do, a imobilizacdo da proteina é um fator relevante para a sua estrutura.
Dependendo da natureza da proteina e da forca de interacdo com o substrato sélido, a
imobilizacdo pode causar mudangas na estrutura e, conseqiientemente, na funcionalidade da
molécula. Por esta razdo, a qualidade do filme fino formado durante a adsor¢do deve ser
monitorado por experimentos sensiveis a estrutura (Losche, 1997).

Dada a complexidade das proteinas, nenhuma técnica ou aproximacdo tedrica
possui respostas exaustivas para as questdes relativas a auto-organizacdo da proteina
adsorvida em substratos solidos, pois o processo de adsor¢do de proteinas depende de muitas
variaveis. Assim, faz-se necessario combinar resultados e conclusdes extraidas de varias

técnicas. Cada método experimental fornece informacdes sobre diferentes aspectos do estado
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da proteina adsorvida, lembrando-se que estamos tratando de poucas camadas atdmicas e que
as técnicas de investigacdo sdo aquelas adaptadas para filmes finos e superficies.

A microscopia de forca atdmica (Atomic Force M icroscopy-AFM) € especialmente
util na identificacdo dos arranjos preferenciais de agregados em fungdo das caracteristicas do
substrato, fornecendo informacdo da organizacdo no plano e da topografia dos agregados. A
homogeneidade e porcentagem de cobertura do substrato podem ser determinadas pelas
imagens de AFM e sdo complementadas com informacdes de espectroscopia de fotoelétrons
(X-Ray Photoelectron Spectroscopy-XPS).

As técnicas de difracdo a baixo angulo e refletometria de Raios-X fornecem
informagdo da organizacdo estrutural, regularidade e espessura dos filmes de proteina. A
interagdo com radiacdo infravermelha fornece informacdes sobre a estabilidade da proteina
GInB-Hs quando adsorvida em um substrato sélido, e eventuais diferencas de conformacao na
estrutura secunddaria segundo o estado de hidrofilicidade do substrato e tipo de orientacdo
cristalina. Estas diferentes técnicas utilizadas serdo abordadas e discutidas nos préximos
capitulos e as conclusdes resultantes apresentadas de cada aspecto por capitulo pelas diversas
técnicas serdo combinadas para se construir um quadro geral no dltimo capitulo do estado de

absor¢do da proteina GInB-HS sobre o substrato sélido de Si(111) e Si (100).

Organizacao da Tese
A tese esté dividida em 7 capitulos:

O capitulo 1 traz uma visdo geral do que s@o proteinas, como elas se estruturam e
em particular aborda informagdes sobre as caracteristicas da proteina GInB-Hs, tais como
estrutura secunddria encontrada nesta proteina, estado de cargas superficiais, residuos
hidrofébicos, potencial eletrostatico da proteina e aspectos da fun¢@o da proteina GInB-Hs na

bactéria Herbaspirilum seropedicae. Uma descri¢do do estado superficial das superficies de
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silicio e estado de hidrofilicidade sdo correlacionadas com as caracteristicas superficiais da
proteina GInB-Hs durante a adsor¢@o.

O capitulo 2 introduz o fendmeno de adsorcdo de proteinas em interfaces sélido-
liquido como base para a compreensdo de um fendmeno mais complexo que € a adsor¢cdo de
proteinas em interfaces que mudam com o tempo. Em seguida, descrevem-se as forgas fisicas
envolvidas no processo de formacdo do filme fino de proteina por substrato girante ("spin-
coating") que foi utilizado para recobrimento do substrato s6lido. Uma breve abordagem da
teoria DLVO (Derjaguin- Landau, Verwey-Overbeek) que prevé a interagdo entre interfaces e
particulas carregadas € aplicada ao caso especifico da formagdo do filme de GInB-Hs e a
provavel formacdo de arranjos ordenados de proteinas em substratos de silicio.

Os capitulos 3, 4, 5 e 6 abordam as diversas técnicas utilizadas para a compreensao
do fendmeno de adsorc@o por "spin-coating" da proteina GInB-Hs sobre os substratos de
silicio e estdo organizados da seguinte maneira: uma visdo compreensiva da técnica
conjuntamente com os resultados experimentais e conclusoes.

No capitulo 3 descreve-se o método desenvolvido para a limpeza de pontas quando
se investiga materiais biolégicos com microscopia de for¢a atdmica (AFM). Apresenta-se
ainda resultados da investigacdo por microscopia de for¢ca atdmica das diversas formas de
agregacdo da proteina GInB-Hs em substrato de Si(111) e Si(100), tanto hidrofilico como
hidrofébico e vidro. As deposi¢cdes foram realizadas usando a técnica de "spin-coating"
(substrato girante) e deposicdo em um substrato imével. Correlagdes dos arranjos formados na
deposicao nas condi¢des de substrato movel e imdvel sdo também discutidas.

O capitulo 4 € dedicado aos resultados obtidos com a técnica XPS para avaliacdo da
regularidade das camadas de filmes finos de proteina obtidas por "spin-coating", bem como a
investigacdo dos provaveis sitios preferenciais de adsor¢do da proteina GInB-Hs em

substratos hidrofilicos e hidrofébicos.
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A técnica de infravermelho (Fourier Transform Infrared Attenuated Total
Reflectance-FTIR-ATR) é o tema do quinto capitulo que aborda a investigacdo da
estabilidade da proteina GInB-Hs em substratos hidrofilicos e hidrofébicos de Si(100) e
Si(111). O espectro de absor¢cdo da proteina GInB-HS desnaturada é utilizado como
referéncia.

O sexto capitulo tenta elucidar a estrutura do filme fino de GInB-Hs produzido por
"spin-coating". Neste capitulo utiliza-se perfis de difracdo em incidéncia rasante procurando
demonstrar a formacdo de arranjos auto-organizados ordenados de proteina GInB-Hs em
silicio. O sétimo, e dltimo capitulo é dedicado a andlise conjunta dos resultados obtidos com

as diversas técnicas, as conclusdes e as sugestdes dos possiveis trabalhos futuros.



Capitulol

Proteinas

Aborda-se inicialmente os conceitos bdsicos sobre estrutura de proteinas para
compreensdo das caracteristicas principais da estrutura da proteina GlnB-Hs, bem como as
suas propriedades elétricas e seu estado superficial de cargas. Inclui-se, também, uma breve
descricdo da funcdo desta proteina no organismo da bactéria Herbaspirillum seropedicae. Em
seguida, serd apresentada uma descri¢ao da superficie de Si (111) e Si (100) e seu estado de
hidrofilicidade buscando correlacdes com as caracteristicas superficiais de carga da proteina

GInB-Hs durante a adsorcao.

1.1 Introducao

Proteinas sdo macromoléculas nitrogenadas de peso moleculares varidveis,
formadas por aminodcidos. Existem cerca de 20 aminodcidos diferentes que podem fazer
parte da constituicdo das proteinas (Branden, 1988; Lehninger, 1993). Macromoléculas com
massa molécular abaixo de 5000 Dalton (1 Da igual a 1,66E'27kg, massa de um atomo de
hidrogénio) ndo sdo consideradas proteinas. Todos os aminodcidos naturais isolados dos
produtos exceto a glicina, s@o opticamente ativos e na mesma configuracdo levogira
(Branden, 1988). A conformacio levégira é aquela em que os grupamentos ligados ao Cq
aparecem na seguinte ordem: grupamento COOH, o radical R e o grupamento NH3", quando a
rotacao € realizada no sentido horério, tendo o C, ligado ao hidrogénio, posicionado no centro
do tetraedro. Na proteina, os aminodcidos ligam-se por ligagdes peptidicas formando a cadeia
polipeptidica. Na ligacao peptidica, o grupo carboxilico de um aminoacido condensa-se ao
grupo amina do outro aminodcido, formando a cadeia principal primdria. O grupo amina do
primeiro aminodcido e o grupo carboxilico do dltimo aminoédcido permanece inalterado. Dai a
denominacdo de N terminal e de C terminal. A unidade bdsica repetida ao longo da cadeia

principal serd: NH-C,H-C'=0, como esbog¢ado na figura 1.1:



Ligacao peptidica

n n+1

Figura 1.1: Unidade basica da proteina formando a estrutura primdria. Esta unidade se repete ao longo da cadeia
primadria. R € o simbolo para radical (Branden, et al., 1998).

A ligacdo covalente de aminodcidos formando a cadeia polipeptidica caracteriza a
estrutura primadria da proteina que € definida pela sua seqiiéncia de aminodacidos.

A estrutura secunddria € conseqiiéncia da interacdo de aminodcidos préximos da
cadeia polipeptidica. As estruturas secunddrias mais estdveis e, portanto, mais freqiientes em
proteinas sdo as o-hélices e as folhas B-pregueadas. Estas estruturas sdo estabilizadas por

pontes de hidrogénio, interacdes eletrostéticas e hidrofébicas.

a-Hélice

No arranjo em hélice, (figura 1.2), a cadeia principal enrola-se na forma de uma
espiral. Cada volta desta espiral apresenta 3,6 aminodcidos. Esta estrutura € estabilizada por
pontes de hidrogénio intracadeia entre o grupo amina de um aminodcido e o oxigénio da
carbonila de um aminoécido distante quatro residuos. A carbonila (C=0) € paralela ao eixo da

hélice e quase em linha direta com o grupamento NH ligado por pontes de hidrogénio.
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Helice Alfa

P

‘ Folha Beta

Figura 1.2. Estrutura da proteina Glnb-Hs, folhas § em amarelo e a-hélices em pirpura (RASMOL).

Folha 3

Neste tipo de estrutura secunddria as cadeias laterais de aminoécidos distantes dois
residuos interagem, pois estardo voltados do mesmo lado da fita B-pregueada. Neste caso, a
cadeia principal assume uma conformacéo em zig-zag. Vdrias fitas 3 podem interagir através
de pontes de hidrogénio intracadeia formando a folha B. Quando as fitas 3 nesta folha estdo
orientadas no mesmo sentido sdo ditas paralelas e quando os sentidos sdo contrarios sao
antiparalelas. As folhas  da proteina GLnB-Hs podem ser vistas na figura 1.2, em amarelo.

Na estrutura tercidria ocorre interacdo entre aminodcidos distantes na cadeia
polipeptidica podendo formar dominios funcionais. Estas interacdes podem ser fracas (pontes
de hidrogénio, interacdes eletrostiticas e interagdes hidrofébicas) ou fortes (pontes de
sulfeto).

Uma molécula de proteina pode conter uma unica cadeia monomérica ou possuir
varias cadeias polipeptidicas que se associam formando uma estrutura polimérica. A interagao

entre cadeias polipeptidicas caracteriza a estrutura quaternaria da proteina. Esta estrutura é
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estabilizada por interacdes fortes ou fracas entre aminodcidos de cadeias polipeptidicas

diferentes.

1.2 A proteina GInB-Hs

A proteina GInB-Hs é uma proteina globular pertencente a familia das proteinas
tipo PII (Ninfa, 2000). GInB é uma proteina transdutora de sinal e participa de uma complexa
cascata que controla o metabolismo de nitrogénio em muitas bactérias incluindo a
Herbaspirillum seropedicae, um microrganismo diazotrofo (Benelli et al., 1997); Souza et
al.,1999). Esta bactéria é encontrada em arroz, milho, sorgo, cana de acicar e abacaxi
(Baldani et al, 1986,1992); (Weber et al, 1999); (Pimentel et al,1991).

O mecanismo que regula os padrdes de expressdo de genes e de enzimas que sao
necessdrias a fixacdo de nitrogénio em organismos diazotrofos apresenta algumas pequenas
variacOes. Em geral, a proteina NifA é responsével pela transcri¢cdo do genes que codificam a
nitrogenase, enzima responsavel pela conversio de nitrogénio atmosférico em amonia
(fixac@o do nitrogénio) (Postgate, 1982). Por sua vez, a expressdo dos genes NifA é regulada
pelo sistema Ntr que controla o metabolismo geral de nitrogénio nesses organismos. A
proteina GInB atua controlando a atividade das proteinas do sistema Ntr que depende dos
niveis de carbono e nitrogénio do meio externo (Merrick et al., 1995).

Quando ha excesso de nitrogénio, GInB interage com NtrB que catalisa a
desfosforilagdo do ativador de transcricdo de genes NtrC-P. Como conseqii€éncia, ocorre a
diminui¢do da expressdao de NifA. Quando os niveis de nitrogé€nio sdo baixos, a proteina GInB
¢ uridililada pela proteina GInD. GInB-UMP ndo interage com NtrB, que nesta forma
catalizard a fosforilacdo de NtrC ( ver apéndice A1l para diagrama esquemaético), (Ninfa, et al.,
1986).

A proteina GInB-Hs foi purificada e sua estrutura foi determinada por difracao de

Raios-X (Benelli et al., 2001, 2002). Esta proteina € um trimero de 36 kDa em solu¢do. Um
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dos cristais obtidos foi do grupo espacial ortorrombico (P212121) e a estrutura foi

determinada com 2.1A de resolugio.

Figura 1.3: Diagrama da proteina GInB-Hs.

Como ocorre para as demais proteinas tipo PII, os mondmeros conservam um duplo
motivo: Boff com uma pequena volta B, (figura 1.3). As maiores diferencas estruturais
encontram-se na volta T e C (Benelli et al., 2002). As folhas B do motivo Baf estdo alinhadas
no interior da cavidade central formada pela unido dos mondmeros e as hélices situam-se na
periferia da proteina. O interior da cavidade central € hidrofébico. Entre os mondmeros
formam-se trés cavidades laterais que sao constituidas majoritariamente por aminodcidos
hidrofilicos.

A face inferior do trimero, por convencao, é a face que possui a volta C. Ela contém
principalmente residuos negativamente carregados. A outra face da proteina também ¢&
negativamente carregada, porém menos que a face inferior. As cargas positivas sao
localizadas na face lateral da proteina, ao redor da volta B.

Como pode ser visto pela figura 1.4(a), a face inferior estd mais negativamente
carregada (laranja escuro) do que a face superior, figura 1.4(c). A convengdo para as cores das

z

cargas € a seguinte: cargas de valor mais baixo (negativa) passariam do vermelho até as
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cargas de valor mais alto azul (positiva). As laterais sdo predominantemente amarelas. O azul

corresponde a volta B, onde estdo concentradas as cargas positivas.

Figura 1.4: Estado de cargas e potencial eletrostitico da proteina GInB-Hs respectivamente. (a). e (d). Face
inferior, (b). e (e). Face Lateral. (c). e (f). Face superior. (Imagem e convencio de cores (RASMOL).

V<25 Branco 55 v 10 I Pirpura -10<V<-3 I Azul 3<V<0 Azul claro
0<V<3 I VmCérgieo 3<V<10 Amarelo 10<V<25 I Laranja 25¢<V I Vermelho

O potencial eletrostatico é calculado usando a lei de Coulomb, levando em
conta a carga associada a cada dtomo armazenada no arquivo IHWU pdb da proteina GInB-
Hs depositado no Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/). O cédigo de cores para o
potencial dessa vez associa o azul/ branco para valores baixos de potencial (negativo) e
vermelho € associado aos valores mais altos de potencial (positivo). A cor predominante € o
branco que € associado a valores predominantemente negativos de potencial.

Os residuos hidrofébicos alanina (verde médio), valina (pdrpura claro), prolina

(cinza escuro), glicina (branco), metionina (marrom claro), leucina (verde oliva), estdo
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situados preferencialmente no interior da proteina, nas folhas § e nas o-hélices, como pode

ser observado na figura 1.5.

Figura 1.5: Aminodcidos hidrofébicos. (a). Face inferior (b). Face lateral (¢). Face superior.

ALA Veirc?e VAL Pdrpura PRO Cinza
médio claro escuro
GLY Branco MET Marron I LEy Yerde I
claro oliva

Os residuos polares situados na superficie da proteina sdo: tirosina (marrom médio),
treonina (laranja escuro), glutamina (salmdo escuro), serina (laranja médio), dcido aspartico
(rosa escuro), 4dcido glutamico (marrom escuro), arginina (azul escuro), lisina (azul real). A
figura 1.6(a) mostra que a face inferior possui predominantemente arginina e lisina e a face
superior, (figura 1.6(c)), predominantemente dcido glutdmico e glutamina. Estes residuos
polares sdo responsdveis pela interacdo da proteina GInB-Hs com a superficie de silicio,

durante a adsorcao.
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Figura 1.6: Aminodcidos polares superficiais: (a). Face inferior (b). Lateral (c¢). Face superior.

M L j 1ma L j
— a,rr'om THR aranja GLN Salmao SER ar,ar')ja
médio escuro escuro médio
R M Azul Azul
ASP osa gLy orrem ARG 2 LYS 2
escuro escuro escuro real

1.3 Descricao da superficie de Silicio

A necessidade de produzir superficies de silicio livres de 6xido para a industria
eletronica levou ao estudo do comportamento da cinética de oxidagdo da camada de 6xido e
tratamentos quimicos adequados para se obter superficies de silicio terminadas com
hidrogénio (Hirose et al., 1991).

O tratamento quimico usando HF (4cido fluoridrico) remove a camada de 6xido
natural das bolachas de silicio. Apds este tratamento, a superficie de silicio € terminada em
uma ligacdo Si-H, que é mais estdvel do que a superficie terminada em Si-Si, sendo
responsavel pela passivacdo da superficie (Higashi et al., 1989).

A remocdo da camada de 6xido do silicio torna a superficie hidrofébica. Uma

pequena quantidade de flior permanece apds o tratamento quimico. Esta quantidade vai

depender da concentracdo de HF e do tempo de lavagem (Hirose et al., 1991). Uma superficie
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de silicio limpa, livre de contaminacdo orginica, mas preservando a camada de 6xido, pode
ser obtida mergulhando o silicio em uma solu¢do fervente de caréter dcido por 10 minutos de
H,0:H,0,:HCI (86:11:3) e depois em uma solu¢do de cardter bisico H,O:H,0,:NH,OH
(4:1:1) por outros 10 minutos (Hirose et al., 1991). Como a camada de 6xido ndo € retirada, a
superficie de silicio consiste em ligacdes de siloxano (Si-O-Si) que rapidamente sao
transformadas em (Si-OH) ao contato com a &dgua ou atmosfera. Esta superficie assim

terminada é naturalmente hidrofilica (Marsh, 2002; Okorn-Schimidt, 1999).

Silicio
volumétrico

Figura 1.7: Modelo cléssico estrutural proposto para a camada formada de Si0, no silicio (111). (Hirose et al.,
1991)

A espessura da camada de 6xido de silicio ndo depende da dopagem e é formada
paralela a superficie de silicio (Hirose et al., 1991). O modelo estrutural proposto para a
camada saturada de 6xido para Si (100) € visto na figura 1.7. A oxidacdo preferencialmente
comega em terracos nos sitios ativos e se propaga ao longo da superficie. A taxa de
crescimento da camada de 6xido depende da orientacdo cristalografica (Hirose et al., 1991).
Ela é mais rdpida em silicio (100), provavelmente devido a uma probabilidade maior de
penetracdo do oxigénio, pois a vacancia entre atomos de silicio nesta orientacdo é igual a

3,08A e 0 &tomo de oxigénio possui um raio atdmico de 2,71A (Hirose et al., 1991).
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A velocidade de formagdo da camada de 6xido depende da rugosidade final da
superficie e da concentracdo de flior. Superficies rugosas se oxidam mais facilmente do que
superficies lisas. Diminuicdo da cobertura de flior favorece a oxidag¢do. Aparentemente,
somente a taxa de oxidacdo e a espessura da camada final estdo correlacionadas com
orientaco cristalografica. A espessura é menor para o Si (111) e estd em torno de 3 A, sendo
que no Si (100) ela vale aproximadamente 8 A (Hirose et al., 1991). A estrutura amorfa da

camada de 6xido final € a mesma, para ambas as orientagoes.

1.4 Correlacao do estado de carga superficiais da proteina GInB-Hs e o estado de
hidrofilicidade da superficie do silicio

Durante a adsor¢do, quando a proteina GInB-Hs entra em contato com a superficie
de silicio oxidado hidrofilico, a interacdo ocorrera preferencialmente entre as superficies
hidrofilicas da proteina que se situam na sua superficie (face superior ou face inferior) e o
oxido de silicio. Se a superficie de silicio € hidrofébica, a proteina tenderd a interagir com
suas faces laterais (menos hidrofilicas) ou com a face menos eletronegativa, no caso a face

superior (ver figuras 1.4 e 1.6).
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Capitulo2
Adsorcao de proteinas em superficies solidas
Este capitulo estabelece alguns parametros que permitem a andlise da adsorcdo de
camadas no método "spin-coating", e finaliza com uma aplicagdo para a proteina GInB
adsorvida sobre silicio utilizada neste trabalho. No entanto, o modelo utilizado nao € um
modelo completo para explicar as diversas formas observadas como anéis e filamentos que

serdo vistos no proximo capitulo.

2.1 Introducao

O fenomeno de adsorcdo de proteinas em superficies sélidas vem atraindo atenc¢ao
por vérias décadas. Diferentemente dos estudos de adsor¢do de polimeros que progrediram
bastante, o processo de adsor¢do de proteinas permanece ainda um campo aberto, onde
existem muito mais questdes do que respostas (Hlady, 1996). O motivo deste quadro é que a
adsor¢do de proteinas em interfaces é um fendmeno complexo que depende de varios fatores:
efeitos de interacdo da proteina com a superficie, efeitos de interacdo da proteina com a
proteina, efeitos de estabilidade conformacional da proteina, efeitos de interagdo da proteina
com o solvente. Apesar da complexidade, o estudo do comportamento das proteinas durante a
adsor¢do pode ser simplificado em certos casos. Proteinas freqiientemente podem se
comportar como copolimeros ou como particulas coloidais e, por isso, deveriam estar sujeitas

a mesma termodindmica (Malmsten, 1998).

A maioria das investigagdes estd fundada em interfaces sélido-liquido. O motivo
principal é o fato de, em geral, considerar-se adsor¢do da proteina em seu meio fisiol6gico
normal. Estas investigagdes permitiram o desenvolvimento de biosensores, testes
imunolégicos e sistemas de transporte de medicamentos (Hlady, 1996). O processo de

adsor¢do da proteina GInB-Hs por "spin-coating" € um processo complexo que envolve a
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adsor¢do em interfaces que mudam com o tempo. A interface liquida tende a desaparecer
(evaporagdo) e interface solido-ar serd a interface final. Naturalmente, intimeros fatores que
influenciam a adsorcdo de proteina em interface sélido-liquido estardo presentes. No entanto,
devido ao processo de evaporacdo da camada liquida, outros fatores mais complexos
contribuirdo para a formacao da camada de proteina. Nos proximos pardgrafos serdo descritos
primeiramente os fatores que promovem a adsorcao de proteinas em solucdo, seguidos dos
fatores que influenciam a formacdo da camada de proteina e sua estrutura. Com o objetivo de
possibilitar uma andlise fenomenoldgica, serd utilizado um modelo de formacdo para a
camada de proteinas depositadas por "spin-coating" (Adachi, et al., 1977,1996), (Nagayama,
1996). Este modelo € baseado nas forgas eletrostaticas, de Van der Waals conjuntamente com

as forgas de capilaridade e o processo de evaporagdo.

2.2 Visao geral das interacées que promovem a adsor¢io em meio liquido
Interacao proteina-superficie

A interagdo da proteina com a superficie depende principalmente dos seguintes
fatores: a carga liquida da proteina, a ocorréncia de dominios hidrofébicos na superficie da
proteina, sua distribuicdo de cargas, tamanho da proteina e dominio de influéncia das
interacoes eletrostaticas. Em regra geral, mas com indmeras excegdes, as proteinas tendem a
ser adsorvidas mais fortemente em superficies hidrofébicas (Norde, 1986). Esta interacao
pode provocar mudancas conformacionais na proteina dependendo se ela estd sendo adsorvida

em uma superficie hidrofilica ou hidrofébica.

Os efeitos eletrostiticos também exercem um papel importante na interacao
proteina-superficie levando as proteinas a se dividirem, de uma forma simplificada, em duas
categorias de acordo com o seu comportamento eletrostatico: proteinas labeis, menos estdveis

e rigidas, mais estdveis.
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Proteinas labeis
As proteinas macias apresentam mudancgas conformacionais grandes durante a
adsor¢do. A adsorcdo destas proteinas € governada por forcas ndo eletrostéticas: ganho

entropico com a mudanca estrutural. Elas tendem a se adsorver em qualquer tipo de superficie

(Nakanishi, et al., 2001).

Proteinas rigidas
Estas proteinas ndo apresentam mudancas conformacionais durante a adsorcio ou,
se apresentarem, elas serdo negligencidveis. Neste caso, a adsor¢ao tende a ser governada por

forcas eletrostdticas com o comportamento semelhante a sistemas coloidais (Malmsten, 1998).

Interacao proteina—solvente

Quando em solugdo, o balango delicado de intimeras interacdes entre a proteina e a
solucdo determinard sua estrutura. Assim, alteracdes nas condi¢des do solvente podem alterar
a estrutura da proteina. Em geral, efetuando-se uma mudanca drédstica na solugdo, por

exemplo, introduzindo uréia ou hidrocloreto de guanidino a proteina sofrerd desnaturacgao.

A desnaturacdo é um processo onde as moléculas de proteinas que estio em um
estado biologicamente ativo, passam para um estado inativo devido a alteracdo de sua

estrutura tridimensional(Branden et al., 1998).

A adsorc¢do também varia com o pH da solu¢do. Por exemplo, a adsor¢do € méxima
perto do ponto isoelétrico. Se a carga liquida da proteina € diminuida, a interacdo proteina -
proteina se torna mais favordvel, diminuindo a interacdo proteina-solugdo, e favorecendo a
adsor¢do. Por outro lado, para proteinas moderadamente estdveis, o decréscimo de carga

provocard instabilidade estruturais ou mesmo mudancas estruturais.
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Interacao proteina—proteina

Para homopolimeros e copolimeros a quantidade adsorvida aumenta com o aumento
do peso molecular. No entanto, no caso das proteinas, esta propriedade € dificil de se
verificar, pois além de ser dificil mudar o peso molecular de uma proteina, também € dificil

isolar este fendmeno de influéncias superficiais (Malmsten, 1998).

2.3 Estabilidade conformacional da proteina

A estabilidade estrutural da proteina influencia a estrutura da camada formada
durante a adsor¢do, a for¢ca com que a proteina se liga ao substrato e o estado de adsorc¢ao.
Esta influéncia estd relacionada com o fato da proteina em solu¢@o possuir uma estrutura
restrita. Durante a adsorcao, pode haver perda de uma fracdo de sua estrutura ordenada e o
conseqiiente ganho conformacional entrépico, fato que influenciard diretamente a estrutura

da camada adsorvida e a for¢a de adsorc¢ao.

2.4 Estrutura da camada adsorvida

A estrutura formada durante a adsor¢do varia consideravelmente para sistemas
diferentes e pode ser classificada de acordo com a forma da estrutura e com a estabilidade em
estrutura tipo polimero, estrutura de particulas rigidas coloidais e hastes rigidas. Dependendo

da estrutura e da estabilidade, camadas diferentes podem ser formadas.

Proteinas flexiveis do tipo polimero

Proteinas com comportamento do tipo polimero possuem cadeias longas e grande
peso molecular e costumam se comportar como sistemas simples de polimeros durante a
adsor¢do: a estrutura das camadas formadas sofre variagdes continuas e se as condig¢des
eletrostdticas da solu¢do sao modificadas, variagdes estruturais importantes podem ocorrer

(Malmsten, 1998).
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Proteinas com comportamento de particulas coloidais

Estas proteinas t€m um comportamento parecido com particulas coloidais, ou seja,
em muitos estudos ja efetuados (Malmsten, 1998), particulas coloidais se depositam
influenciadas por duas interagdes principais: interacoes eletrostéticas e de Van der Waals.Elas
apresentam uma taxa de deposi¢do crescente, quando a interacdo eletrostatica atrativa
aumenta ou a repulsiva diminui. No entanto, diferentemente das particulas coloidais, no caso

das proteinas, as interacdes hidrofébicas devem ser levadas em conta (Malmsten, 1998).

Se a proteina for considerada como particula coloidal, a adsor¢cao poderd provocar
pouca ou nenhuma alteracdo conformacional. Neste caso, as orientagdes interfaciais e a
informacdo da quantidade de proteina adsorvida, dependendo do tipo, da densidade de
empacotamento e da forma da proteina, podem ser extraidas e preditas através do

espacamento interplanar (Haggerty, et al., 1993).

Proteinas de labeis

As proteinas nesta categoria terdo a adsorc¢ao e o rearranjo estrutural dependente de
varios parametros tais como temperatura, estabilidade estrutural, intera¢do interfacial,
concentracdo e da interacdo com as vizinhas mais proximas. Na verdade, cada proteina tera
um comportamento similar dentro destas categorias descritas, mas com especificidades a cada
uma delas. Mesmo em sistemas simples como o de proteinas que apresentam um carater
coloidal, existem peculiaridades no comportamento de adsor¢do, como por exemplo:
transi¢des no tipo de conformacgdo sobre a interface de adsor¢do preferencialmente com a face
lateral para face para cima, agregacdao dependendo do pH, adsor¢cdo de multicamadas
dependente da concentracdo, perda de atividade das camadas mais proximas da interface

(Malmsten, 1998).
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2.5. Formacao da camada adsorvida

Se ndao houver nenhum efeito de ordem orientacional e também nenhuma mudanca
estrutural relacionada com a interacao com a superficie, o processo de formacdo da camada de
proteina serd semelhante ao de um sistema coloidal com um perfil de distribui¢do radial

dependendo das forcas de interag@o entre particulas (Johnson, et al., 1996).

O modelo geralmente utilizado é o RSA (Random sequential adsorption- adsor¢ao
seqiiencial aleatéria). Neste modelo, que descreve a adsor¢do de particulas coloidais, o
processo de adsorcdo € irreversivel e as particulas ndo se interpenetram (Adamczyk, et al.
1990). Este modelo, portanto, prevé somente a configuracdo de monocamadas de proteinas
lado a lado sem interpenetracdo. Existem modificacdes desse modelo que levam em conta
rearranjos da camada de proteina, ou seja, o rolamento de particulas para acessar posicoes
inocupadas (Schaaf, et al., 1989), interacdo entre particulas, etc. No entanto, este modelo s6 é
satisfatorio para alguns sistemas de proteinas. A formagdo da camada adsorvida na verdade,
também envolve fatores muito mais complexos tais como, interagdes repulsivas de longo

alcance, aglomeracdo, formacdo de multicamadas (Malmsten, 1998).

2.6 Formacao do filme de proteina durante a deposicao por ''spin-coating"

A formacdo do filme de proteina no substrato s6lido sofrerd a influéncia de diversas
forcas que, em conjunto, favorecerdo a formagdo de um filme fino organizado. As forcas que
governam a formacdo de arranjos de proteina revelam que o mecanismo de ordenamento
dependerd do compromisso entre a velocidade de rotacdo do substrato, do processo de
evaporacdo, da polaridade da proteina e do substrato. A velocidade de rotacdo do substrato € a
taxa de evaporagdo governardao o tempo de vida do filme fino “secundério” previsto pela

teoria DLVO(Derjaguin-Landau, Verwey-Overbeeek), que € essencial ao processo de

organizacdo do arranjo de proteina (Adachi, et al., 1996). Por outro lado, as interagdes
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proteina-substrato e proteina-proteina também influenciardo o tipo de deposi¢cdo (face para

cima, face de lado).

"Spin-coating" € uma técnica usada para a preparacdo de filmes finos uniformes.
Ela possui indmeras aplicacdes na industria de polimeros, na preparacdo de filmes para
pintura, verniz, fabricacdo das telas de televisdo (Acrivos, et al., 1960), camadas refletoras em
instrumentos 6ticos (Britten, 1991), na industria microeletronica, na fabricacdo de camadas de
polimeros em bolachas de silicio, na preparacdo de filmes finos supercondutores (Lawrence,

etal., 1991), etc.

Atmosfera
Q (P Concentracao C (z2) Velocidade radial u(z)
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Figura 2.1: Diagrama do processo de “spin-coating” mostrando o perfil da velocidade radial e da concentracao
durante a fase 2 (Lawrence, 1988).

A formacdo da camada de filme fino durante a deposi¢do por "spin coating" é

descrita a seguir (Lawrence, et al., 1991).

O material que formard a camada final sobre o substrato estd dissolvido em um
solvente (solu¢do). Uma gota com volume pré-determindado desta solugdo é depositada no
centro do substrato e este € levado a girar em alta velocidade. O fluxo da solu¢do possui uma
direcdo radial do centro para as bordas do substrato formando uma camada de solugdo
uniforme da qual o solvente evaporard até desaparecer, a partir da regido mais proxima da
superficie livre. A medida que a espessura de fluido diminui, tornando-se compardvel a
camada de proteina, hd um aumento da viscosidade e nas regides onde ndo h4 mais solvente

suficiente, o fluxo de liquido cessa. A partir dai, a evaporagdo do solvente residual serd o
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principal efeito até que o filme atinja um estado uniforme, onde ndo existirdi mais nem

solvente, nem fluxo.

Este processo pode entdo ser resumido em trés fases (Lawrence, 1988): a primeira
fase transiente é dominada por efeitos inerciais, tensdo superficial e formac¢do de uma fina
camada concentrada na superficie livre. Em geral, esta fase dura em torno de lou 2 segundos.
Na segunda fase, o fluido € considerado newtoniano, a concentragdo da camada perto da
superficie livre gradualmente aumenta. Esta variacdo de concentracdo ocorre devido a
evaporacdo do solvente. A terceira fase se inicia devido a variacdo da concentracdo de soluto,
o fluxo cessa e a evaporacdo € o processo dominante. O processo termina quando a
concentracdo € uniforme em todo o filme e a viscosidade € suficientemente alta para impedir
o fluxo. O tempo total requerido para as trés fases € rapido. Porém, no presente trabalho,
foram necessdrias tipicamente 24h para que o solvente residual evaporasse possibilitando a
analise das amostras com o microscépio de forca atdmica depois de efetuado o depdsito.
Aparentemente, as amostras ndo se estabilizam em tempos menores, tornando impossivel a

aquisicdo de imagens antes desse tempo de espera.

O modelo proposto por (Lawrence, 1998) para "spin coating” prevé uma camada

final hg, tempo final T e taxa de evaporacdo e do solvente para o processo dada pelas relagdes

respectivas:
h, = KC,(Dy,)" Q™" (2.6.1).
T ,.19-1(&)% (2.6.2)
'~ D, 6.2).

. D, !
e =Qhje’ (—L)? (2.6.3).
14

0
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A camada dependerd da velocidade angular de rotacdo do substrato Q e da
concentracdo inicial do polimero Cy, do coeficiente de difusdo inicial do polimero Dy e da
. . . s *® A ~ . . z
viscosidade cinematica vy, onde e € um parametro de evaporacdo adimensional, hy € a altura
da camada inicial de fluido. K € um parametro adimensional que possui ordem de grandeza
unitd; o valor dependera do modelo adotado para difusividade e viscosidade do soluto

(Lawrence, 1988)

A taxa de evaporacdo é determinada pela difusividade da solucdo, de forma a
manter uma concentragdo constante C de equilibrio na camada livre. Ela € proporcional a Q e

decai monotonicamente com o tempo.

Considerando que o comportamento da proteina seja semelhante ao de particulas
coloidais, o arranjo de proteinas serd formado durante a evaporagdo do filme eletrolitico, ou
seja, durante a terceira fase do processo de "spin-coating". Nesta fase, a evaporacdo € o
processo dominante e o filme eletrolitico terd a sua condi¢do variando com o tempo durante a
deposicdo. Este fendmeno € conseqii€éncia da anisotropia criada pela distribuicao eletrolitica
da solucdo e é causada pela eletronegatividade de dois materiais na interface, pois as duas

superficies que contém a solugdo eletrolitica estdo carregadas.

Se por exemplo, as proteinas sdo negativamente carregadas, elas serdo repelidas das
duas superficies e buscarao uma posicao estavel, favorecendo a formacdo de uma camada fina

de proteinas aprisionadas perto da interface liquido-substrato ou liquido-ar.

Para o sistema descrito acima, a teoria DLVO (Derjaguin-Landau, Verwey-
Overbeek) prevé a criagdo de um potencial eletrostatico e de Van der Waals de interagdo entre
a interface e as particulas carregadas na direcao vertical (Israelachvili, 1992), (Adachi, et al.

1997), (Adachi, 1996). Este potencial, caracterizado por um minimo secunddrio, sempre
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estard presente na interface ar-liquido de um filme fino sobre substrato sélido e também na

interface ar-liquido, de liquidos.

Durante o processo de evaporagdo, o perfil do potencial resultante se modificard de
acordo com a concentragdo do eletrélito. E provédvel que o arranjo ordenado de protefnas
esteja ligado ao "tempo de vida" deste minimo secunddrio. Quando a concentracdo de
eletrlito aumenta durante a evaporacdo do solvente e a secagem do filme de proteina, o
potencial conseqiientemente variard nessa situagdo. O tempo de vida deste minimo

secunddrio, portanto, estd intimamente ligado a taxa de evaporagdo.

Ao contrdrio da interacdo de duas camadas, a interacdo de Van der Waals ndo é
sensivel nem a variacdo da concentracdo de eletrdlitos, nem ao pH (Israelachvili, 1992). Ela
pode ser, portanto, considerada em uma primeira aproxima¢do como sendo fixa, devendo
sempre exceder a repuls@o da dupla-camada a distincias pequenas. Ela é uma interacdo
proporcional -1/DY, ao contrdrio da interacio da dupla-camada que é finita ou aumenta

lentamente quando D tende para 0, onde D € a distancia proteina- superficie.

O potencial total de interacdo da particula carregada serd dado pelo potencial

eletrostético e pelo potencial de Van der Waals (Adachi, et al., 1997), (Adachi, 1996):
V(x)=¢(x)+W(x) (2.6.4).

onde ¢(x) ¢ W(x) sdo o potencial eletrostitico e o potencial de Van der Waals,

respectivamente, descritos pelas seguintes relagdes (Adachi, et al., 1997), ( Adachi, 1996):

¢(X) = |:€ £ K(e(g) _ e(—nh))[(cle(m) -0, k(_“) + (Gle(_nh) -0, k(m)]i| (2.6.5).

o ()]
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onde o; é a densidade de carga por unidade de drea e A; € a constante de Hamaker na
interface. A particula possui uma carga q e diametro R. A espessura do filme € h. x é o

parametro de Debye dado pela seguinte expressao:

(2.6.7).

onde n € a densidade de nimeros de ions longe da interface, Z € a carga i0nica, e € a carga
elétrica, € permissividade do vacuo, € € a constante dielétrica relativa da dgua, kp é a

constante de Boltzmann e T € a temperatura.

Quando se deriva a equacao do potencial total de interagdo da particula carregada, a
derivada do potencial serd caracterizada por dois minimos: o primdrio, (figura 2.2},
responsdvel pelo contato entre a particula coloidal e a superficie, € o minimo secundario,
(figura 2.2}, caracteristico de um filme fino eletrolitico virtual (filme secundério de altura h,, ,

figura 2.3), que apareceria no inicio do processo de evaporacao e desapareceria no final.

V(%) 1. Barreira de energia
1.5 /
. 2. Minimo secundario

0.5 /

Z 4 & g 10 12 14

Diztédncia (nm)

-1 ¥—_ | 3, Minimo primério

Figura 2.2: Caracterfsticas principais do potencial de interacdo total V(x) expresso em (0,62V(x) eV) da
particula coloidal carregada (proteina GInB-Hs) em funcio da distincia a superficie do substrato x expressa em
nm. 1.Barreira de potencial que as particulas devem vencer para atingir o equilibrio termodindmico mais estdvel

em 3. minimo primdrio, se ndo, elas poderdo permanecer no 2. minimo secundério (mais instdvel), ou se

dispersar na solugdo. Simulagdo para o caso de pH=11 e carga superficial da proteina de -30,11x 10"°C.
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Em sistemas coloidais, mesmo que o minimo primdrio seja aquele que fornece ao
sistema um equilibrio termodindmico mais estdvel, para atingi-lo € necessirio que as
particulas vengcam uma barreira de potencial. Esta barreira, mostrada na figura 2.2, pode ser

muito alta para que as particulas consigam vencé-la durante um periodo de tempo finito. Se

isso acontece, duas possibilidades poderiam ocorrer: as particulas se posicionariam no
minimo secundério (mais fraco e instdvel) ou permaneceriam totalmente dispersas na solucdo

(Israelachvili, 1992).

Filme secundario

h Filme primario
( Filme eletrolitico)

hN<hR

Figura 2.3: Diagrama de formacao do filme secunddrio (virtual) de altura hn. O tempo de vida deste filme virtual
estaria relacionado com arranjos 2D ordenados de proteinas (Adachi et al., 1997).

Quanto maior o tempo de vida do minimo secunddrio, maior a probabilidade do
ordenamento das particulas de proteinas durante a evaporagdo do filme fino (Adachi, et al.,
1997), (Adachi, 1996). O tempo de vida deste minimo estaria relacionado com a carga
superficial da proteina, com o pH da solu¢do e com a umidade do ambiente. Quanto mais
lento o processo de evaporacdo, quanto maior o pH e maior a carga superficial da proteina,
maior o "tempo de vida" do minimo secundario e maior a probabilidade de ordem. O gréfico
da figura 2.2 mostra uma simulacdo do potencial de interacao da particula carregada (proteina

GInB-Hs) em func¢ao da densidade de ions longe da interface.
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2.7 Simulacao para proteina GInB-Hs
O ponto isoelétrico da proteina foi determinado usando os valores de pK da
seqiiencia de aminodcidos da proteina GInB-Hs com o programa IEP (ponto isoelétrico)

disponivel na pagina web: http://bioweb.pasteur.fr. O resultado é apresentado na figura 2.4 em

funcdo do pH e da carga da proteina. A simulacdo indica um ponto isoelétrico correspondente

ao pH 5,9.

60 —=—Proteina GInB-Hs .

o] N |

Carga x 10™°(C)

pH

Figura 2.4: Carga superficial da proteina em fun¢@o do pH da solu¢do tampao, ponto isoelétrico correspondendo
ao pH=509.

Caso 1: Considera-se o pH = 8 da solu¢do normalmente utilizada durante a deposi¢ao. Os
valores de entrada da simulag¢do foram: 6y e G, iguais a -0,16 C/mz, Aje A;iguais a 1x10J ,
R =5 nm, € = 80, &= 8,85x10"? E.m™, Z=1, e = 1,6x10"° C e K, T igual a 4,1x 10%' J, ¢ =
0,05 Mol de NaCl, densidade de fons I € igual al=nc, n = 6x10%° é fator de conversio para
se obter a densidade de fons em Mol/m’ de fons de valéncia Z. A carga superficial da
proteina Glnb-Hs vale q =-3,2x10"° C para pH = 8. A altura adotada para o filme eletrolitico

foi 100 nm, (figura 2.5).
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Figura 2.5: Diagrama esquematico mostrando a geometria do filme fino depositado e os parametros principais da
simula¢do. (Adachi, et al., 1997).

Esta situagao simula o potencial em condi¢des normais de trabalho. A deposicdo da
proteina é realizada em condi¢des onde ha adesdo da proteina na superficie de silicio devido a
este minimo primério (Israelachvili, 1992). O fator preponderante para isto ocorrer € a
diminui¢do do potencial da superficie devido a concentracio de NaCl, que promove a

diminui¢ao da repulsiao da dupla-camada de fons.

Como pode ser visto na figuras 2.6.(a) e 2.6(b), o minimo primdrio ocorre perto da

superficie do silicio.
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Figura 2.6: (a). Grafico do potencial de interagdo expresso em (0,62 V(x) eV) contra a distdncia expressa em nm
para a interacdo DLVO no caso da deposicdo usual utilizada no trabalho, a densidade de {ons inicial é de
1=0,05n, estimando uma camada de filme eletrolitico de 100 nm. (b). For¢a de interag@o eletrostatica expressa
em (10"°F(x) N ) correspondente.

Caso 2: Consideram-se as mesmas condi¢des do caso 1, exceto que a solugdo tampao inicial
terd uma densidade de fons igual a I= 0,01n e esta variard até uma concentragdo final, devido

a evaporacao de I= 0,05n.

No inicio do processo de evaporacao, com a densidade de fons igual a I=0,01n, caso
(A), (figuras 2.7 (a') e 2.7 (b)), as particulas estariam em 'equilibrio cinético' devido ao

minimo secundario (Israelachvili,1992).
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Figura 2.7.: Caso (A):(a"). Gréfico do potencial de interacdo expresso em (0,62 V(x) eV) contra distdncia em
nm para a intera¢do DLVO no caso em que a densidade de fons é de 1=0,01n, camada estimada de filme
eletrolitico de 100 nm. (b'). Forg¢a de interag@o eletrostdtica expressa em (10’10 F(x) N) correspondente.

Com o aumento da densidade de ions para I = 0,02n, caso (B), como mostra figuras
2.8 (a") e 2.8 (b"), devido ao minimo secunddrio as particulas coloidais estariam aglutinando

lentamente.

Vix) al. Fix) l)ﬂ

0.1
tlge o.0s
a.

Distancis (nm) 5 10 15 20 25 30

[y

Distdncia (nm)

-0.1 5 20 25 30 -0.05
-0.2 -0.1
-0.3

-0.15
-0.4 I=0,02n
- -0.2

Figura 2.8: Caso (B): (a'). Grafico do potencial de interagdo expresso em (0,62V(x) eV) contra distdncia em nm
para a interacdo DLVO no caso em que a densidade de fons € de I=0,02n, com uma camada estimada de filme
eletrolitico de 100 nm. (b'). Forca de interacdo eletrostatica expressa em (F(x)lO'lO N ) correspondente.

No caso (C), I=0,03n, (figuras 2.9 (a') e (b’)), terifamos a 'concentracao critica' de aglutinagao.

Nesta concentracao, as particulas coloidais aglutinariam rapidamente.
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Figura 2.9: Caso (C): (a'). Grafico do potencial de interagdo em (0,62 V (x) eV) contra distincia em nm para a
interacdo DLVO no caso em que a densidade de fons € de I = 0,03n, camada estimada de filme eletrolitico de
100 nm. (b"). Forga de interagdo eletrosttica em (F(x)10"°N) correspondente.

A partir da concentrag@o dos casos (D e E), [ =0,04n e I = 0,05n, (figuras 2.10 (a"), 2.10 (b"),

2.10 (c") e 2.10 (d")), as particulas coloidais e superficies coalesceriam:
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Figura 2.10: Casos (D, E) respectivamente: (a'). Grafico do potencial de interacdo expresso em (0,62 V(x) eV)
contra distancia em nm para a interacdo DLVO no caso em que a densidade de fons é de I = 0,04n, camada
estimada de filme eletrolitico de 100 nm. (b'). Forca de interacdo eletrostatica expressa em (F(x)lO’lO N)
correspondente. (¢'). Grafico do potencial de interagdo expresso em (0,62V(x) eV) contra distadncia nm no caso
em que a densidade de fons € de I = 0,05n. (d'). Forca de interacdo eletrostitica expressa em (F(x)lO'lON)
correspondente.

O minimo secunddrio com a carga liquida da proteina de -3,2 x 10™"° C persistiu até
uma densidade de fons de I = 0,045n. Com o aumento da densidade de fons, o perfil do

potencial tende a se modificar com o tempo, a barreira de potencial tende a decrescer, como
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pode ser visto pelas figuras 2.10(b) e 2.10(d). A existéncia desse minimo promoveria 0

ordenamento na vertical de particulas que interagem repulsivamente.

Caso 3: Consideram-se as mesmas condi¢des do caso 1, exceto que a solucdo tampao inicial
terd uma densidade de fons I = 0,01n, e esta variard até uma concentragdo final de I = 0,5n,

devido a evaporagdo. Considera-se o pH da solu¢do igual a 11, maior do que o utilizado

durante a deposi¢do, o que corresponde a uma carga superficial da proteina de -30,11 x10"C.

No inicio do processo de evaporaciao, com a densidade de fons igual a I = 0,01n e
até o estado de densidade de fons igual a I = 0,05n, as superficies se repelem fortemente e
particulas coloidais (proteinas) estariam 'estdveis'. Caso (A), (figuras 2.11(a") e 2.11(b"))

(Israelachvili, 1992).

Tl vixy b,
B 15
. 12.5
10
Disténcia(nm Uot
5 10 15 20 25 30 5
2 2.5
i Disténcia (nm)
—4 I=0,01n 5 10 15 20 25 30

Figura 2.11: Caso (A): (a'). Grafico do potencial de interag@o rxpressa em (0,62 V(x) eV) contra distancia em
nm para a intera¢gdo DLVO no caso em que densidade de fons € de I = 0,01n, carga superficial da proteina -
30,11x 1077 C, camada estimada de filme eletrolitico de 100 nm. (b'). For¢a de interag@o eletrostética expressa
em (F(x) 10'1°N) correspondente.

Quando a solugdo atinge a concentracao I = 0,05n até a concentracio I = 0,2n, casos
(B e C), durante a evaporacdo, (figuras 2.12 (a'), 2.12 (b'"), 2.12 (c'),e 2.12(d")), as superficies
entram em equilibrio cinético no minimo secunddrio, se este for profundo o suficiente. Nesta

situacdo, as particulas coloidais permaneceriam "cineticamente" estaveis.
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Figura 2.12: Casos (B, C) respectivamente: (a'). Grafico do potencial de interacdo expresso em (0,62 V(x) eV)

contra distancia em nm para a interacdo DLVO no caso em que a densidade de fons € de I = 0,05n, carga

superficial da proteina igual -30,11x 10" C, camada estimada de filme eletrolitico de 100 nm. (b"). Forca de
interacdo eletrostatica expressa em (F(x) 10"'°N) correspondente (c'). Grifico do potencial de interacio expresso

em (0,62V(x) eV) contra distancia no caso em que a densidade de fons é de I = 0,2n. (d'). Forca de interacio
eletrostatica expressa em (F(x)10"°N) correspondente.

Os casos (D, E),  =0,3n e I = 0,5n, nas figuras (2.13, 2.13(a"), 2.13(b"), 2.13(c) e

2.13(d")), mostram as condi¢des em que a concentragdo critica de aglutinacdo foi ultrapassada.

Nesta situacgdo, as superficies e coldides coalescem rapidamente.
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Figura 2.13: Casos (D, F) respectivamente: (a'). Grafico do potencial de interagio expresso em ( 0,62V (x) eV)
contra distdncia em nm para a interagdo DLVO no caso em que a densidade de fons é de I = 0,3n, carga
superficial da proteina igual a -30,11x 10" C, camada estimada de filme eletrolitico de 100 nm. (b'). For¢a de
interacdo eletrostatica expressa em (F(x) 10'° N) correspondente (¢'). Gréfico do potencial de interagdo expresso
em (0,62V(x) eV) contra distancia nm no caso em que a densidade de fons é de I = 0,5n. (d'). Forca de interacéo
eletrostatica correspondente expressa em (F(x) 10710 N).

Nesta ultima simulag@o, observa-se que o minimo secunddrio persistiria até uma densidade de
ions de I = 0,3n, ou seja, o "tempo de vida" do minimo secundario aumentaria com o aumento

da carga liquida superficial da proteina.

O processo de formacdo de filme fino € um processo em duas dimensdes. Na
direcdo horizontal, além das forgas atrativas de capilaridade lateral de longo alcance, que sdo
forcas de imersdo devido a molhabilidade das particulas (Kralchevsky, et al., 2001), existiria
também uma transicao de fase do tipo Alder (Alder, et al., 1968), (Takano, et al., 1977). Este
tipo de transi¢do ocorreria em sistemas de particulas que interagem repulsivamente em um
reservatorio bi-dimensional, numa transi¢ao liquido — sélido. O processo de ordenamento do
filme com proteinas de forma dura, de mesma carga liquida, interagindo repulsivamente, onde
o 'reservatdrio' seria o minimo secunddrio, poderd ser considerado um sistema deste tipo

(Adachi, 1996).
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Conclusao do capitulo 2

Quando a umidade é constante, durante a deposicdo da proteina, a taxa de
evaporacdo estd diretamente relacionada com a velocidade de rotacdo do substrato. Portanto, a
variacdo da concentracdo de fons € diretamente proporcional a velocidade do substrato.
Portanto, se a taxa de evaporagdo for muito alta, o ordenamento do filme de proteina seria
prejudicado, dificultando também o processo de formagdo da camada uniforme do filme fino
promovida pelo processo de "spin-coating". Existe, portanto, uma velocidade ideal para o
processo de ordenamento e uniformidade do filme fino. A investigacdo dessa velocidade serd
vista na se¢do 3.5 (segunda fase) do capitulo 3 (Microscopia de forca atdmica) e na se¢do
4.4(segunda fase) no capitulo 4 (XPS). Portanto, seria interessante modificar os outros
parametros identificados como susceptiveis de melhorar o ordenamento do filme protéico. As
simulacdes demonstram que o aumento de carga superficial geraria um 'tempo de vida' do
minimo secundério maior. O aumento do pH da solucdo tampao da proteina GInB-Hs para
valores mais altos também seria uma outra alternativa. Deve-se, porém, ser cuidadoso na
variacdo deste parametro, pois pH maior significa que a proteina pode desnaturar. Outra
opc¢do seria efetuar a deposicdo e a manuten¢do dos substratos depositados em atmosferas
mais umidas, diminuindo, dessa forma, a taxa de evaporacdo do solvente, tendo como
conseqiiéncia uma mudanca mais lenta do pH da solucdo. A variacdo da densidade de ions da

solucdo tampao também poderia ser explorada.
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Capitulo 3

Microscopia de Forca Atomica da Proteina GInB-Hs sobre Silicio

Neste capitulo serd descrito a utilizacdo da técnica de microscopia de for¢a atdmica
para investigacdo de arranjos formados pela proteina GInB-Hs em interfaces sélidas. Foram
utilizadas duas técnicas de deposi¢do da proteina sobre o substrato e dois tipos de substratos:
vidro e as faces (111) e (100) do silicio. Considerando que a aquisi¢ao de imagens bioldgicas
necessita de trocas freqiientes de pontas devido a contamina¢cdo com o material biolégico, foi

desenvolvido um protocolo de limpeza de pontas de AFM.
3.1 Introducio a técnica

O microscépio de forca atdmica pertence a familia de microscopios que possui a
capacidade de medir a topografia superficial de uma amostra com resolu¢do atdomica
(Lillehei, 2000). O principio fisico de funcionamento desse microscopio sdo as forcas de Van
der Waals (Binning, 1986). Quando a ponta de prova, com raio nanométrico, se aproxima da
amostra, a interacdo entre os &tomos da amostra e a ponta vai ser inicialmente atrativa, (figura
3.1.). A medida que as distdncias vdo diminuindo, esta interacio torna-se repulsiva. A
deflexdo causada por esta interacao é medida através de uma haste flexivel (cantilever), de um
feixe de laser e de um fotodiodo. O feixe de laser reflete no extremo da haste, onde se localiza
a ponta de prova e € detectado pelo fotodiodo. A deflexdo do cantilever é diretamente
proporcional a forca entre a ponta e a amostra. Um servo-mecanismo procede a varredura da

amostra mantendo a forca de interagdo constante, revelando assim a topografia da superficie.
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Figura 3.1: Forca de interacdo de Van der Waals entre os 4tomos da amostra e da ponta de prova.

O potencial de interagdo pode ser descrito pelo potencial de Lennard-Jones entre

dois atomos:

-A B
Ur)= +— 3.1.1

A forca derivada deste potencial seria dada pela expressdo abaixo e cujo grafico

estd na figura 3.1:

6A 12B
Fr)==—"5+-5 (3.12)

onde r € a distancia de separacdo entre os dois dtomos e A e B sdo constantes de interacao
empiricas cuja ordem de grandeza é A em torno de 10 *' Jm® e B em torno de 10™* Jm'?
(Kittel, 1983).

A forga entre os dois dtomos interagindo serd dada pela derivada do potencial em
relacdo a distancia. O gréfico da figura 3.1 mostra que a forca atrativa méxima € atingida a
uma distancia de 0,12 nm. Com a diminui¢do da distancia, forcas repulsivas dominardo.

Existem dois modos principais de varredura: o modo contato € 0 modo dinamico.
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Modo contato

No modo contato, a forca atrativa quando a ponta e a superficie da amostra entram
em contado € usada como alimenta¢cdo para manter a altura da amostra constante durante a
aquisi¢do da imagem. Neste modo, a ponta da AFM estard sempre em contato com a amostra.
No modo contato, vdrias propriedades superficiais podem ser medidas, entre elas pode-se
obter a distribuicdo de forcas de fric¢do e elasticidade.
Geralmente se usa uma ponta de prova macia de silicio com constante de mola baixa em torno

de 0,15 N/m.

Modo dindmico

O modo dindmico foi desenvolvido para amostras frigeis tais como amostras
bioldgicas. Neste modo, durante a aquisicdo da imagem, a ponta de prova oscila em torno de
sua freqiiéncia de ressonancia. Quando a ponta se aproxima da superficie da amostra, a
amplitude de oscilacdo e a freqiiéncia de oscilacdo decrescem. A variacdo na amplitude da
oscilagdo durante a interacdo com a superficie € usada como alimentacdo para manter a
distancia da amostra constante durante a varredura. Uma das grandes vantagens deste modo é
a reducdo de forcas laterais durante a varredura, limitando uma eventual degradacdo da
amostra.

A constante de mola da ponta para este modo geralmente se situa em torno de 40

N/m. No caso de amostras bioldgicas, constantes de molas menores sdo mais adequadas.

Imagem de Fase
Quando um cantilever oscila, a diferenca de fase deste com a fonte excitadora esté
relacionada com as propriedades viscoeldsticas resultantes da interacdo ponta-amostra. Este

modo € uma extensdo do modo dindmico e € complementar a outras técnicas.
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3.2 Preparacao das amostras biologicas

Uma das grandes limitagdes do uso da microscopia de for¢a atdmica aplicada a
materiais biolégicos € a fragilidade desses, o que resulta em baixa resolucdo. (Santos et al.,
2004).

Como a amostra pode se soltar do substrato, a contamina¢do da ponta de prova é
freqiiente ou mesmo inevitavel, podendo vir também do ambiente (DeSouza et al., 2002).
Assim, esta contamina¢cdo pode ser responsdvel pela criacdo de imagens com artefatos
levando a necessidade da trocas freqiientes de pontas. O alto custo de trocas de pontas
freqiientes levou ao desenvolvimento de um protocolo de limpeza e controle de qualidade
(Lubambo et al., 2005). Na maioria das vezes, estas pontas podem ser reutilizadas, evitando
assim o descarte prematuro de pontas ainda em condi¢des de realizar imagens com qualidade.
Este método serd descrito na secdo experimental deste capitulo.

Outro parametro importante para realizar imagens de amostras bioldgicas com um
microscopio de forca atdmica € a necessidade de utilizacdo de um substrato sélido. Em regra
geral este substrato deve ser bem plano, ou seja, a rugosidade do substrato ndao deve interferir
com a amostra, (ela deve ser menor do que o tamanho da molécula que se quer visualizar
(Santos et al., 2004)). Estes substratos devem ser escolhidos levando-se em conta o
conhecimento de suas superficies, pois a interacdo da molécula com o substrato pode ser
através de interacdes polares, eletrostdticas ou de Van der Waals. E necessdrio, portanto, um
conhecimento destas superficies de forma que estas ndo interfiram (a menos que se queira
estudar esta interferéncia) com a amostra a ser estudada. A interacao deve permitir a adsor¢ao,
mas ndo deve degradar a amostra. Os substratos mais utilizados sdo mica, silicio (por suas
caracteristicas e possiveis aplicacdes na industria eletronica), vidro, polimeros, ouro, grafite,

etc.
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3.3 Resultados Experimentais

As imagens de AFM foram realizadas usando um microscépio comercial de forca
atbmica Shimadzu SPM-9500J3 em modo dindmico (“Dynamic tapping mode", TM) a
temperatura ambiente. Utilizou-se uma ponta de prova “Olympus” de silicio, com constante
de mola de 42 N/m e raio de curvatura de 10 nm. A freqiiéncia de varredura das imagens foi
de 1 Hz e foram adquiridas com 256x256 pixels. Todas imagens foram tratadas corrigindo-se
o movimento do piezo e eliminando-se eventuais ruidos quando esse procedimento ndo

prejudicava a resolugdo final.

3.4 Protocolo de Limpeza de Pontas de AFM

Imagens topograficas realizadas por AFM correspondem a convolu¢do da geometria
da ponta com as caracteristicas topograficas proprias da amostra. Portanto, se uma particula
aderir a ponta durante a aquisicdo da imagem, surgirdo artefatos (DeSouza et al., 2002).
Particulas orgénicas ou inorganicas quando estdo aderidas a ponta podem alterar a geometria
desta resultando em imagens com baixa qualidade. Esta situagdo € ainda muito mais critica
quando biomateriais como proteinas cujas dimensdes sdo da ordem do raio de curvatura da
ponta sdo investigadas. Neste caso, o conhecimento do exato perfil da ponta nao € possivel, e
informacdes de estrutura e determinacdo de simetrias cristalinas s@o informacdes cujo acesso
nao € direto, necessitando tratamento das imagens (Li et al., 1999).

Para se evitar incertezas provenientes deste fator, um protocolo de limpeza e
controle de imagem confidvel, simples e econdmico foi desenvolvido para remover a
contaminacdo organica e detectar também uma possivel deterioragdo da ponta. Neste processo
de limpeza foram utilizados dois materiais: filme de celulose produzida por fermentacdo da

bactéria Acetobacter xylinum (Fontana et al., 1990) e um filme de polipropileno.



44

O protocolo de limpeza consiste nos seguintes passos: primeiro, a ponta € irradiada
no suporte proprio com uma lampada de merctrio emitindo no ultravioleta por 15 minutos.
Em seguida, imagens do filme de polipropileno e de celulose embebidos em dlcool
isopropilico sdo adquiridas. O processo de limpeza € melhorado varrendo trés diferentes
regides das amostras de limpeza e a utilizagc@o de curvas de for¢a também melhora o processo.

Para se quantificar a qualidade da imagem, o programa IQM (Nill, 1992) de
medidas de qualidade de imagem foi utilizado.

O controle de qualidade de imagens usa como referéncia uma imagem da celulose
adquirida com uma ponta nova. Em seguida, esta ponta é contaminada com material
bioldgico. Uma segunda imagem da amostra de celulose € adquirida com a ponta contaminada
para comparacdes. Finalmente, uma terceira imagem € adquirida seguindo o protocolo de
limpeza descrito no pardgrafo anterior, e a imagem obtida com a ponta que sofreu limpeza é
comparada com as anteriores para o teste de eficiéncia do processo de limpeza.

O programa IQM ¢ baseado no espectro de poténcia da imagem que € o quadrado
da intensidade da transformada de Fourier. O resultado IQ fornece informacdes sobre
contraste e definicdo da imagem. O fator IQ € uma soma ponderada e normalizada do
espectro de poténcia da imagem permitindo comparagdes com outras imagens. Se o fator
IQ razio for maior que 1 quando duas imagens A e B sdo comparadas na mesma regido, isto
significa que a qualidade da imagem A € melhor que a da imagem B, sendo B serd a de
melhor qualidade. O fator IQyazz para uma série de imagens adquiridas em modo contato e
modo dindmico € mostrado na tabela 3.1 a seguir.

Estes resultados demonstram a superioridade do uso da celulose na limpeza pois a
qualidade das imagens calculada pelo fator I1Qyaz:0 € maior do que 1 nos dois modos quando

o procedimento de limpeza usa a celulose. O resultado obtido na terceira linha IQyaz, ~1
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correspondendo ao processo por limpeza com celulose sugere que a ponta pode ter recuperado

sua qualidade original.

MODO DINAMICO MODO CONTATO
PONTA 1Qraxa 1Qraxa
(A/B) (IMAGEM A/IMAGEM B) (IMAGEM A/IMAGEM B)
Nova / contaminada 2,17 1,69
Nova / limpa com polimero 1,57 1,47
Nova / limpa com celulose 0,98 1,05
Limpa com celulose /limpa com polimero 3,37 1,42

Tabela 3.1: Resultados do programa IQM do protocolo de limpeza de pontas para imagens em modo dindmico e
contato. Se IQrazao>1 imagem A possui melhor qualidade que imagem B. Se IQraziao<1 imagem B
possui qualidade melhor que a imagem A.

[ —— [ [ —
5.00 x 5.00 um 5.00 x 5.00 um 5.00 x 5.00 um 5.00 x 5.00 um

2.00um 500x500um  200um 500x500um  200um 500x500un  200um 5.00 X 5.00 um
Figura 3.2: Imagem AFM, modo contato(a, b, ¢, d), dimensdes 25 pmz. (a). Imagem adquirida com a ponta nova.
(b). Imagem adquirida com a ponta contaminada. (c). Imagem adquirida com a ponta limpa com o polimero. (d).
Imagem adquirida com a ponta limpa com a celulose. Imagem AFM modo dinamico, (e, f, g, h), dimensdes 25
um’. (e). Imagem adquirida com a ponta nova. (f). Imagem adquirida com a ponta contaminada. (g). Imagem
adquirida com a ponta limpa com o polimero. (h). Imagem adquirida com a ponta limpa com a celulose.

As imagens, (figuras 3.2 (b) e 3.2 (f)), foram obtidas com a ponta contaminada. Elas
mostram uma perda de defini¢do nas bordas das fibras de celulose, resultando em uma
imagem de m4 qualidade. As imagens adquiridas com as pontas limpas, (figuras 3.2 (c) e 3.2
(g)), tendem a recuperar as defini¢des originais das bordas das fibras. As etapas do processo
de limpeza também foram comparadas entre si com o objetivo de verificar que elas eram

efetivas, (figura 3.3). A tabela 3.2 abaixo mostra os resultados em modo contato.
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PONTA MODO CONTATO (IQ)
Contaminada 1,74 x 107
Limpa com polimero + Curvas de for¢a 1,45x 107
Limpa com polimero + alcool +Curvas de forca 2,32x 107
Limpa com polimero + alcool+ curvas de forca+ U.V. 3,11 x 107

Tabela 3.2: Resultados do programa IQM para imagens em modo contato durante as diversas etapas do protocolo
de limpeza de pontas.

0.00 000 ————— 0.00

—_— [ —
2.00 um 5.00x500um 2.00um 5.00x5.00um 2.00 um 5.00 x 5.00 um 2.00um 5.00 x 5.00 um 0.00

Figura 3.3: Imagem AFM modo contato, dimensdes 25 pm® (a). Imagem com a ponta suja. (b). Imagem com a
ponta limpa com polimero e curvas de forga. (¢). Imagem com a ponta limpa com polimero, dlcool e curvas de
forca. (d). Imagem com a ponta limpa com polimero, dlcool, curvas de for¢a e U.V.

Observando o resultado da segunda linha, tabela 3.2, quando a ponta foi limpa com
polimero e curvas de forca, vemos que a qualidade da imagem € pior se comparada com a
ponta contaminada. Este tipo de limpeza proposto por (Nie et al., 2001) parece indicar que a
limpeza sé com o polimero e curvas de forca sem adicao de um solvente tende a sujar a ponta.
O método desenvolvido com a celulose ou com o polimero tem a grande vantagem de ndo
precisar manipular a ponta durante todo o processo de limpeza. Isto evita a quebra da ponta
por manipulagcdo indevida necessdria no método de limpeza por banho (DeSouza, 2002). O
uso de alcool isopropilico, ao invés de acetona, é recomendado pois ndo deixa residuo. A
grande vantagem de materiais como a celulose e o polipropileno é que eles sdo macios se
comparados com a ponta de prova, e isto previne possiveis quebras durante o processo de

limpeza.

3.5 Deposicao da proteina GInB-HS em substrato de silicio
A proteina GInB-Hs foi depositada no substrato de silicio (111) e (100) com o

objetivo de investigar a conformagdo dos agregados e a influéncia da orientacdo cristalina do
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substrato na agregacao. Investigou-se também os efeitos da mudanga da superficie do silicio
do estado hidrofilico para hidrofébico na agregacdo da proteina.
A proteina foi diluida em uma solu¢do tampao contendo SOmM de Tris/HCI pH 8,

50 mM de NaCl, 0.1 mM de EDTA e 10% de glicerol.

Na primeira fase da investigacdo, depositou-se uma gota de 10 uL de solucdo de
proteina no centro do substrato previamente limpo segundo o protocolo do capitulo 1.
Deixou-se a gota incubar, ou seja, imével para que as moléculas de proteina pudessem ser
adorvidas pelo substrato, por tempos varidveis, ver tabela 3.3. Logo em seguida, a superficie
foi lavada com uma solucdo de 10 mMol de Tris/HCI pH 8 por trés vezes para eliminar o
excesso de proteina ndo adsorvida. Deixou-se o substrato com a proteina em um ambiente
com temperatura (24°C) e umidade controlada (40%) por 24 h antes de se visualizar com a

AFM.

Primeira Fase

Os parametros investigados nesta primeira fase foram: concentracio da proteina na
gota, mudanca do tempo de incubacdo, estudo da influéncia da orientacdo cristalina do
substrato através do deposito em duas orientacdes diferentes de silicio e uso de substrato
amorfo (uma laminula de vidro para microscopia Otica) para comparagdes. Um resumo dos

tipos de deposito da proteina GlnB-Hs no substrato de silicio e vidro pode ser visto na tabela

3.3 a seguir:
Substrato Estado de Concentraciao Tempo de incubacao
hidrofilicidade

Si (111) hidrofilico 100 pMol 30"

Si (111) hidrofilico 100 pMol 1

Si (111) hidrofilico 100 pMol 5

Si (111) hidrofilico 100 pMol 10’

Si (111) hidrofilico 10 nMol 30

Si (100) hidrofilico 100 pMol 10'

Vidro hidrofilico 100 pMol 10'
Proteina desnaturada hidrofilico 100 pMol 10’

sobre si (111)

Tabela 3.3: Resumo dos tipos de deposi¢do da proteina GInB-HS sobre substrato sélido em funcio da orientacio
do substrato, tempo de incubacao, concentracdo e do tipo de substrato.
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Si (111)- 100 pMol, hidrofilico, 30 segundos de incubacao

Observa-se, pelas figuras 3.4(a) e 3.4(c) que a superficie do silicio ji estd
completamente preenchida para uma drea de aproximadamente 1 um?, com um tempo de
incubacdo de 30 segundos. Os agregados de proteina estdo dispostos de uma forma aleatdria,
(figura 3.4c). Pelas imagens de fase correspondentes, (figuras 3.4 (b) e 3.4 (d)), vé-se que os
nicleos dos agregados globulares apresentam uma cor mais escura indicando que

possivelmente o nicleo pode conter material menos aderido ou diferente.

Y 7
12.00 } 2.78

[nm]

—e )
1.00 um 3.75x3.75um el 1.00 um 3.75x3.75 um 0.00

0.00

200.00 nm 938.00 x 938.00 nm e 200.00 nm 938.00 x 938.00 nm
Figura 3.4: Imagem AFM da deposicdo da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (111). Incubacdo de 30s.
(a). Imagem de dimensdes (3,75x 3,75) um . (b). Imagem de fase da imagem a. c. Zoom da imagem a ,
dimensdes de (938, 00 x 938, 00) nm (d). Imagem de fase da imagem c.
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Si (111)-100 pMol, hidrofilico, 1 minuto de incubac¢ao

Com o tempo de incubacdo de 1 minuto observa-se, na figura 3.5, que a superficie
de silicio (111) estd recoberta com agregados de geometria globular dispersos aleatoriamente
para uma drea de aproximadamente 1 pmz. As dimensdes desses agregados sdo em torno de
55 nm de didmetro e 1.65 nm de altura em relagdo a camada inferior de proteinas, como

mostra a figura 3.6.

3.12 ' 3 ~ Vhadi & 0,44

0.00
1.00 um 3.75x 3.75 um 7,00 um 375x375um 000
256 0.41
[nm] vl
' 0.00 — 1 0.00
200.00 nm 938.00 x 938.00 nm 200.00 nm 9358.00 x 938.00 nm

Figura 3.5: Imagem AFM da deposicdo da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (111). Incubagéo de
Iminuto. (a). Imagem de dimensdes ( 3,75 x 3,75 ) um . (b). Imagem de fase da imagem a. (¢). Zoom da
imagem a , dimensodes de (938, 00 x 938, 00 ) nm (d). Imagem de fase da imagem c.
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Figura 3.6: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.5. Imagem de dimensdes ( 1, 87 x 1, 87) um. A altura é
relativa a camada inferior de proteinas.
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Si (111)-100 pMol, hidrofilico, 5 minutos de incubac¢ao
Com o tempo de incubagdo de 5 minutos, nota-se, pela figura 3.7, a tendéncia destas
unidades protéicas a se alinharem. A dimensao desses anéis € em torno de 70 nm de didmetro

e 1 nm de altura como € visto pela figura 3.8, na préxima pédgina.

) o . 7.47
500.00 nm 0.0 1.25x1.25 um

_ 6.86

0.00 -
200.00 nm 625.00 x 625.00 nm 200.00 nm 625.00 x 625.00 nm

Figura 3.7: Imagem AFM da deposicdo da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (111). Incubagéo de 5
minutos. (a). Imagem de dimesdes (1, 25 x 1,25) um . (b). imagem de fase da imagem a. (¢). Zoom da imagem
a, de dimensdes ( 625, 0 x 625, 00) nm. (d). Imagem de fase da imagem c.
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Figura 3.8: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.7a., Imagem de dimensoes ( 1, 25 x 1, 25) um. A altura é
relativa a camada inferior de proteinas.
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Si (111)-100 pMol, hidrofilico, 10 minutos de incubaciao

A agregacdo da proteina, para este tempo de incubacdo, apresentou uma estrutura
com tendéncia a formar linhas, (figura 3.9), compostas de unidades globulares cujo didmetro
varia em torno de 30 nm a 40 nm com 2,13 nm de altura, como mostra a figura 3.10. A
superficie estd totalmente preenchida com estas unidades protéicas que apresentam uma

tendéncia ao empacotamento.

11,55
o [nm]

e—— it
2.00 um 7.50 x 7.50 um 0.00 2.00 um 7.50 x 7.50 um

5.55

5.57

——— 0.00———— -
200.00 nm 938.00 x 938.00 nm 200.00 nm 938.00 x 938.00 nm

Figura 3.9: Imagem AFM da deposi¢do da proteina GlnB-Hs em substrato de silicio (111). Incubacao de 10
minutos. (a). Imagem de dimensdes (7,50 x 7, 50) um . (b). Imagem de fase da imagem a. (¢). Zoom da imagem
a , de dimensdes (938, 00 x 938, 00) nm (d). Imagem de fase da imagem c.
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Figura 3.10: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.9 (c). Imagem de dimensdes (938, 00 x 938, 00) nm. A
altura é relativa a camada inferior de proteinas.
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Si (111)-10 nMol, hidrofilico, 30 minutos de incubacao

A adsor¢do da proteina GInB-Hs no substrato de silicio em fun¢do do tempo de
incubagdo parece ser um evento rdpido, pois com 30 segundos a superficie do silicio
apresenta-se totalmente coberta para uma drea de aproximadamente 4 pmz, (figura 3.4).
Quando o tempo de incubagdo € de 30 minutos e concentracdo de 10 nmol, (figura 3.11), a
superficie do substrato estd preenchida com anéis de largura em torno de 100 a 130 nm e
altura de 3 nm, como mostra a figura 3.12. Esta proteina no substrato de Si (111) hidrofilico,

com este tipo de deposi¢do por gotas incubadas, tem tendéncia a formar estruturas complexas

1.00 um 3.75x3.75 um 0.00 1.00 um 3.75x3.75um -5:58

= ger
500.00 nm 1.87 x 1.87 um 0.00 500.00 nm 1.87 x 1.87 um
Figura 3.11: Imagem AFM da deposi¢do da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (111). Incubacdo de 10
minutos, concentragdo 10 nMol. (a). Imagem de dimensdes (3, 75 x 3, 75)um . (b). Imagem de fase da imagem
a. (¢). Zoom da imagem a , de dimensdes (1, 87 x 1,87) um. (d). Imagem de fase da imagem c.

555



56

onde as proteinas preferem se alinhar. Estas estruturas formam circulos e linhas fechadas ou
abertas. O tamanho destas linhas podem atingir a ordem do micrometro. Esta tendéncia é

favorecida pelo tempo de incubacdo e concentragdo da proteina em solucao.
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Figura 3.12: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.11(c). Imagem de dimensdes (1, 87 x 1,87) um. A
altura € relativa a camada inferior de proteinas.
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Si (100)-100 pMol, hidrofilico, 10 minutos de incubacio

Nota-se que para o caso onde o substrato € Si (100), o arranjo da proteina GlnB-Hs
tem a configuracdo de discos de dimensdes em torno de 140 nm de diametro e 1,6 nm de
altura como mostra a figura 3.14. Estes discos recobrem a superficie completamente. Pela
configuragdo vista na imagem da figura 3.13, a posicdo de cada disco em relagdo ao outro ndo

€ lado a lado, mas eles se superpdoem e formam pilhas aleatorias.

0.00 -6.32

1.00 um 3.75x3.75um 1.00 um 3.75x3.75um

511 ~-5.79
[nm] [Vl
— 000 55000 -6.24
200.00 hm 938.00 x 938.00 nm 200.00 nm 938.00 x 938.00 nm

Figura 3.13: Imagem AFM da deposicéo da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (100). Incubagédo de 10
minutos. (a). Imagem de dimensdes ( 3,75 x 3, 75) um . (b). Imagem de fase da imagem a. (c). Zoom da
imagem a , de dimensdes (938, 00 x 938, 00) nm. (d). Imagem de fase da imagem c.
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Figura 3.14: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.13©. Imagem de dimensdes (938, 00 x 938, 00) nm. A



59

Vidro-100 pMol, hidrofilico, 10minutos de incubacao

No substrato de vidro, que € amorfo e hidrofilico, observa-se que ele esta totalmente
coberto com proteinas para uma area de aproximadamente 1 pmz, (figura 3.15 (a)), para uma
concentracdo de 100 pMol e para 10 minutos de incubacdo. As proteinas se agregam em
unidades floculares com geometria losangular de dimensdes 70 nm na maior largura por 2,18
nm de altura, (figura 3.16). Estas unidades floculares tendem a se agrupar em flocos e por sua
vez cada unidade flocular possui uma estrutura interna que € composta de 4 unidades
agrupadas com dimensdes de 30 nm, (figura 3.17). Este tipo de arranjo é diferente do que
ocorre nos substratos de silicio hidrofilico (111) e (100). Além do mais, esta proteina ndo
formou fios no substrato de vidro nem linhas. Provavelmente, o arranjo em fios e linhas é uma
particularidade do substrato de silicio e deve estar relacionado com a influéncia da interacdo

da orientacdo cristalina, juntamente com a polaridade da proteina dirigindo a deposicdo

durante a adsorcao.
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Figura 3.15: Imagem AFM da deposi¢do da proteina GInB-Hs em substrato de vidro. Incubag@o de 10 minutos.
(a). Imagem de dimensdes (938, 00 x 938, 00) nm. (b). Imagem de fase da imagem a. (¢). Zoom da imagem a ,
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de dimensdes (234, 00 x 234, 00) nm. (d). Imagem de fase da imagem b. (e). Zoom da imagem c, de dimensdes

(117,00x 117, 00) nm . (f). Imagem de fase da imagem e.
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Figura 3.16: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.15(a). Imagem de dimensdes (938, 00 x 938, 00) nm. A
altura é relativa a camada inferior de proteinas.
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Figura 3.17: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.15. Imagem de dimensdes (234,00 x 234,00) nm. A
altura € relativa a camada inferior de proteinas.
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Proteina desnaturada 100 pmol sobre Si (111) hidrofilico, 10minutos de incubac¢ao

A proteina GInB-Hs foi mantida a 100°C durante 15 minutos, em seguida ela foi
depositada na superficie do Si(111), de acordo com o procedimento descrito na secao 3.5. As
imagens mostram fios da ordem de 30 nm de didmetro e comprimento da ordem do
micrometro. Estes fios devem estar relacionados com a estrutura primdria da proteina GlnB-

Hs. As imagens de AFM, (figuras 3.18 e 3.19), sugerem que estes fios, ao se desenrolarem,

interagem

) 0.00 0.00
1.00 um 2.50 x 2.50 um

; 00 ' ' ' 0.00
500.00 nm 1.25 % 1.25 um 0.00 500.00 nm 1.25x1.25 um

Figura 3.18: Imagem AFM da deposicéo da proteina GInB-Hs em substrato de silicio (111). Incubagédo de 10
minutos. (a). Imagem de dimensdes (2, 50 x 2,50) um . (b). Imagem de fase da imagem a. (¢). Zoom da imagem
a , de dimensdes (1,25 x 1,25) pm (d). Imagem de fase da imagem c.



entre si, coalescendo lateralmente e formando uma massa compacta como resultado final.
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Figura 3.19: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.18. Imagem de dimensdes (1,25 x 1,25) um. A altura é
relativa a camada inferior de proteinas.
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Segunda Fase

Na segunda fase da investiga¢do, a deposicdo da gota de proteina foi feita usando a
técnica "spin-coating”, para obtencdo de um filme fino e uniforme com o objetivo de
investigar a estrutura do filme formado de proteina através do uso das técnicas de Raios-X em
incidéncia rasante e infravermelho. Um aspecto deste estudo foi a otimizacdo da velocidade
do "spin-coater" para se obter o melhor recobrimento (maior drea, mais regular) possivel da
superficie do substrato. Foram investigados os padrdes de agregacao com a mudanga no tipo
de deposi¢do (substrato movel). A proteina foi diluida como descrito na secao primeira fase e
ela foi pipetada no centro do substrato que estava girando a uma velocidade pré-estabelecida.
Logo em seguida, a gota de proteina foi lavada com uma solu¢do de Tris-HCI por trés vezes
para eliminar o excesso de proteina ndo adsorvida no substrato ainda girando. Deixou-se o
substrato com a proteina em um ambiente com temperatura € umidade controlada por 24h
antes de se visualizar com a AFM. A visualizacdo foi executada nas bordas e centro do
substrato.

Um resumo dos tipos de depdsitos da proteina GlnB-Hs no substrato de silicio (111)

pode ser visto na tabela 3.4:

Substrato Estado de Concentracao Velocidade de rotacao
hidrofilicidade (pMol) do spin-coater (rpm)
Si (111) Hidrofilico 1000 500
Si (111) Hidrofilico 1000 1000
Si (111) Hidrofilico 1000 1500
Si (111) Hidrofilico 1000 2500
Si (111) Hidrofébico 1000 2500

Tabela 3.4: Resumo dos tipos de deposi¢do da proteina GInB-Hs em substrato de Si(111) em funcdo da rotacio
do "spin-coater".
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Velocidade de 500rpm, substrato hidrofilico

A proteina, nessas condi¢des de rotagdo do substrato,como mostra a figura 3.20, foi
adsorvida na regido central e nas bordas, mas ndo recobriu completamente o substrato, como

pode ser visto na figura 3.20 ¢ de dimensdes 4um®. Sua configuracio é toroidal.

. -:P"

500.00 nm 1.00x1.00um 500.00 nm 1.00 x 1.00 um 539

1.28
[hm]

. b ! 0.0
1.00 um 2.00 x 2.00 um Rl 1.00 um 2.00 x 2.00 um

Figura 3.20: Imagem de AFM, modo dinamico, da amostra de proteina em silicio (111) hidrofilico a 500rpm. A

adsor¢do ocorreu nas bordas e regido central, mas € visivel a superficie do substrato. (a). Imagem de dimensdes

(1,00 x 1, 00) pm da regido central da amostra. (b). Imagem de fase da fig.a (¢). Imagem de dimensdes (2, 00 x
2, 00) um da borda (d). Imagem de fase da figura c.
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Velocidade 1000rpm, substrato hidrofilico
Com esta velocidade de rotacdo, a proteina recobriu completamente o substrato de

o . . . 2
silicio na regido central e bordas para uma area de aproximadamente 1 pm”, como mostra a
figura 3.21. Sua configuragdo € circular formando anéis na regido central de dimensdes em

torno de 68 nm de diametro e 1nm de altura relativa a camada inferior de proteinas.

) 00 . ; g
500.00 nm 1.00 % 1.00 um 500,00 i Ot dgum o0

1.45 -3.29
[nm] vl
) L ’ -3.56
500.00 nm 1.00 % 1.00 um 0.00 500.00 nm 1.00 x 1.00 um

Figura 3.21: Imagem de AFM, modo dinidmico, da amostra de proteina em silicio (111) hidrofilico a 1000rpm. A
adsor¢do ocorreu regularmente na regido central e bordas (a). Imagem de dimensdes (1,00 x 1, 00) um da regido
central da amostra. (b). Imagem de fase da fig.a. (¢). Imagem de dimensdes (1, 00 x 1, 00) um da borda (d).
Imagem de fase da figura c.
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Na regido da borda, provavelmente pela forca radial ser maior, os anéis possuem
um didmetro em torno de 130 nm e altura em torno de 1 nm e espessura de 40 nm, (figura
3.22). Nesta amostra uma unidade protéica com didmetro aparente em torno de 10 a 28 nm foi
medida, (figura 3.23). Vale salientar que nao foram descontados dessas medidas os efeitos de
convolu¢do da ponta nem foi levada em conta a distorcdo proveniente do tratamento de

imagem efetuado.
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Figura 3.22: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.21(a). Imagem de dimensdes ( 1, 00 x 1, 00)
pm. A altura é relativa a camada inferior de proteinas.
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Figura 3.23: Dimensoes dos agregados vistos na figura 3.21. Imagem de dimensdes (500, 00 x 500, 00) nm. A
altura € relativa a camada inferior de proteinas
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Velocidade 1500rpm, substrato hidrofilico
A proteina para esta velocidade se adsorveu minimamante nas bordas do substrato,

(figura 3.24), e se adsorveu no centro do substrato formando anéis como pode ser visto na

figura 3.24 (a).

1.00 um 2.00x 2.00 um 0.00 1.00 um 2.00 x 2.00 um

; ' ' . : 4310
500.00 nm 1.00 % 1.00 um 500.00 nm 1.00 % 1.00 um

Figura 3.24: Imagem de AFM, modo dinamico, da amostra de proteina em silicio (111) hidrofilico a 1500rpm. A
adsor¢@o ocorreu nos centros e quase pouco nas bordas do substrato (a). Imagem de dimensdes (2,00 x 2, 00) pm
da regido central da amostra. (b). Imagem de fase da fig.a (c). Imagem de dimensdes (1,00 x 1,00° um da borda
(d). Imagem de fase da figura c.
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Velocidade 2500rpm, substrato hidrofilico

A proteina nessas condi¢Oes, pela investigacdo visual das bordas e centro da
amostra, (figura 3.25), quase ndo se adsorveu no centro do substrato onde ela foi inicialmente
pipetada. A adsor¢cdo aconteceu nas bordas e de modo ndo homogéneo, formando
aglomerados. Esta velocidade parece inadequada aos objetivos de formagdo de um filme fino

de proteina homogéneo e uniforme.

500,00 nm 1.00%1.00um 009 ; : 0.00
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Figura 3.25: Imagem de AFM, modo dindmico, da amostra de proteina em silicio (111) hidrofilico a 2500rpm.
Absorcdo nas bordas ndo ocorreu homogeneamente (a). Imagem de dimensdes (1, 00 x 1, 00) um da regido
central da amostra. (b). Imagem de fase da fig.a (c). Imagem de dimensdes ( 1, 00 x 1, 00) um da borda (d).

Imagem de fase da figura c.
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Velocidade 2500 rpm, substrato hidrofébico

A proteina GInB-Hs durante a interagdo com o substrato hidrofébico foi adsorvida
preferencialmente em uma sé regido do substrato: em uma das bordas e formando fios, como
mostram as figuras 3.26 e 3.27. A provavel razio para este tipo de agregacdo é que a proteina
superficialmente, como foi visto no capitulo 1, possui as faces superiores e inferiores
hidrofilicas e as laterais menos hidrofilicas. Portanto, ela adotou uma configuracdo onde as

regides mais hidrofilicas ndo entrariam em contato

39.55 1-2.83
[nm] [v]
H X 4
o < . LR | : 44 -
0.00 ¢+ 4 -4.22
2.00 um 4.00 x 4.00 um

1.00 um 2.00 x 2.00 um 0.00 1.00 um 2.00 x 2.00 um 0.00

Figura 3.26: Imagem de AFM modo dinamico da amostra de proteina em silicio (111) hidrofébico. Os fios sdo

formados com a configuragdo face-lateral. (a). Imagem de dimensdes ( 4,00 x 4, 00) um , da borda da amostra.

(b). Imagem de fase da fig.a (c). Imagem de dimensdes (2,00 x 2, 00) um, de outra regido da borda (d). Imagem
de fase da figura c.
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com a superficie hidrofébica, ou seja, formando fios com sua superficie lateral tocando o
substrato. Estes fios ndo estdo desnaturados, pois a largura dos fios mais finos como mostra a
figura 3.27 € em torno de 56 nm e altura de 27 nm. Vé-se também, (figuras 3.26 e 3.27) que
sdo unidades independentes que estdo se agregando e ndo um fio continuo, diferentemente de
como foi visto no caso da proteina desnaturada, (figura 3.18) que possui de largura em torno

de 30 nm.

4.26

44.21

500.00 nm 1.00x1.00um 500.00 nm 1.00x1.00 um

LS — _— 48.04
200.00 nm 500.00 x 500.00 nm pi0 200.00 nm 500.00 x 500.00 nm

Figura 3.27: Imagem de AFM modo dinamico da amostra de proteina em silicio (111) hidrotébico. Os fios sdo

formados com a configuragéo face-lateral (a). Imagem de dimensdes (2,00 x 2, 00) um. (b). Imagem de fase da

fig.a c. Imagem de dimensdes (1, 00 x 1, 00) um zoom da fig.a. (d). Imagem de fase da figura c. (e). Imagem de
dimensdes ( 500, 00 x 500, 00) nm zoom da fig.c. (f). Imagem de fase da fig.e.
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Figura 3.28: Dimensdes dos agregados vistos na figura 3.27©. Imagem de dimensdes ( 1,00 x 1, 00) um. A
altura é relativa a camada inferior de proteinas.

A regido central do silicio hidrofébico adsorveu poucas proteinas como pode ser

visto pela figura 3.29 abaixo:
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Figura 3.29: Imagem AFM, modo dinamico, (a). Regido central do substrato de silicio hidrofébico (111),
imagem de dimensdes ( 2, 00 x 2, 00) um. (b). Imagem de fase da fig.a, mesmas dimensdes.
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Conclusao do capitulo 3

A adsorcdo da proteina GInB-Hs no substrato de silicio (111) é um processo
continuo com formagdo de algumas camadas. Alguns padrdes repetitivos aparecem como
resultado do processo de adsor¢do. Eles sdo formados por arranjos circulares, lineares e outros
arranjos complexos de proteinas com forma de anéis ("donuts"). Estes anéis parecem ser o
motivo bdasico dos agregados circulares que variam entre 85 nm a 180 nm de largura e com
alturas até 3 nm. E importante observar que as diferencas em altura estdo relacionadas com a
camada inferior de proteina. A adsor¢cdo no Si (111) hidrofilico é suposta ser controlada
basicamente pela configuracdo da proteina com a face para cima. As formacgdes destes
padrdes repetitivos sdo favorecidas por dois fatores: grande concentracdo de proteina e
tempos longos de adsorcdo. Embora a proteina GInB-Hs tenha sido depositada
randomicamente durante a adsor¢do, € provdvel que o seu arranjo na superficie de Si (111)
apresente uma tendéncia ao empacotamento. Este arranjo parece ser favorecido pelo substrato
que possui um empacotamento fechado (Mcpherson, 1998), (Haggerty, 1991) e também a
adsor¢do parece ser influenciada pela propria configuragdo polar ponta-cabeca que ela adota
durante o processo de adsorcao (Yetes, 2002).

A proteina apresentou uma configuracdo de agregacao totalmente diferente em um
substrato amorfo (vidro). Ela demonstrou a tendéncia a formagdo de flécos com geometria
losangular. Estes flocos possuem dimensdes em torno de 70 nm no didmetro maior e 2,18 nm
de altura. Por sua vez, eles parecem ser formados por uma estrutura interna composta de 4
unidades de proteina com 30 nm de largura. Neste substrato a proteina ndo apresentou a
formacdo de linhas, nem de formas circulares, tipicas do substrato de silicio.

Quando a proteina € desnaturada pelo uso de temperatura, ela apresenta a formacao
de fios que provavelmente estdo relacionados com a estrutura primaria da proteina. Estes fios

parecem coalescer preferencialmente pelos lados formando uma massa compacta.
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A proteina GInB-Hs no Si (100) apresentou uma agregacao em formas de discos de
140 nm que se superpdem parcialmente. Nao foi observada a formagdo de linhas no caso
desta superficie. A proteina parece recobrir a superficie de forma bastante regular ndo se
notando uma conformacdo preferencial em uma direcdo. Se existirem mudangas
conformacionais devido a este fator, estas devem ser minimas € o uso do infravermelho ou
Raios-X poderdo elucidar este ponto.

O uso da técnica de "spin-coating" e da investigacdo da velocidade mais adequada
para recobrir o substrato o mais regularmente possivel demonstraram que a velocidade de
1000 rpm parece ser a mais adequada, pois a inspecdo pela visualizacdo das bordas e centro
da amostra mostra que a camada de proteina estd distribuida regularmente, esta investigacdo
foi feita concomitantemente com XPS (préximo capitulo). O padrdo de circulos se repetiu
como no caso do substrato estaciondrio (figuras 3.11 e 3.21) o que indica que este processo
nao deve interferir de forma aprecidvel na auto-agregacdo da proteina. Por outro lado, o uso
do substrato hidrofébico influenciou na maneira com a proteina se depositou sobre ele, a
inspecdo das imagens de outras deposi¢des indica que a proteina ndo estd desnaturada, figuras
(3.18, 3.19 e 3.27), e que ndo recobre homogeneamente o substrato (figuras 3.21, 3.28 e 3.25).
Ela parece adotar uma configuragdo com sua face menos eletronegativa (lateral) voltada para

o substrato.
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Capitulo4

Espectroscopia de Fotoelétrons (XPS) da Proteina GInB-Hs sobre Silicio

N

Inicialmente serd apresentada uma introducdo a técnica XPS com as equagdes
necessarias para a compreensao dos resultados experimentais. Em seguida, € apresentada uma
discussao dos espectros XPS obtidos da proteina GInB-Hs depositada por "spin-coating"
sobre silicio (111) baseada nas nocdes da eletronegatividade superficial e da estrutura da
proteina do capitulo 1. Os resultados dos picos de fotoelétrons do Si2p provenientes do
substrato de silicio e do N1s da proteina fornecerdo uma estimativa da fracao de cobertura do
substrato em fun¢do da velocidade de rotacdo deste. Um possivel mecanismo de adsor¢ao da
proteina no substrato de silicio serd também discutido, baseado na varia¢do em intensidade do

pico do fotoelétron proveniente do nitrogénio N1s protonado.

4.1 Introducio a técnica

XPS € uma técnica de andlise e caracterizacdo de superficies bastante utilizada e
difundida. Dentre as vantagens da técnica pode-se citar: produz informagao sobre ligacdes
quimicas, é sensivel a superficie, € uma técnica quantitativa e a interpretacdo e teoria sao
relativamente faceis e rapidas. Porém, existem alguns inconvenientes: a amostra deve ser
estavel sob alto vicuo, a drea iluminada ndo pode ser focalizada, a resolu¢do em energia em
torno de 0.1 e 1eV e o carregamento da amostra pode ser um problema para poder se obter as

energias de ligacdo de referéncia (Andrade, 1985).

Esta técnica € baseada no efeito fotoelétrico. Algumas interacdes bésicas possiveis
do féton com os elétrons da matéria, sem contar o efeito Auger e fluorescéncia sdo as

seguintes:
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Fotoelétron
emitido

Figura 4.1: Diagrama da interacao do f6ton de energia hv com a matéria criando um fotoelétron de energia
cinética E,= hv- E, (Andrade, 1985).

° O f6ton atravessa o d&tomo sem interagir nem com o nicleo, nem com o
orbital atdmico significantemente.
. Efeito Compton : o féton pode atravessar o orbital atbmico e interagir
com um elétron perdendo energia de forma parcial (espalhamento ineldstico).
° O f6ton interage com o elétron, no orbital atdmico e transfere toda a sua
energia para o elétron (espalhamento eldstico). Um fotoelétron é emitido. Este processo é
o que governa o XPS, a interacdo que da origem ao efeito fotoelétrico estd esquematizada
na figura 4.1.
Usualmente, a energia do féton € maior do que a energia de ligagdao do elétron no
atomo. A emissao do fotoelétron, entdo, € produzida com uma energia cinética Ex igual a

diferenca entre a energia do féton e a energia de ligacdo, Ey:

Ep = hv- E-@y, 4.1.1).

onde E, € a energia de ligacdo do elétron emitido no orbital atdmico, Ex € a energia cinética
medida no detector, hv € a energia do féton incidente, h é a constante de Planck , v € a

freqiiéncia da radiacdoe @y € a fun¢do trabalho do material.
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Através da medida da energia cinética pode-se calcular a energia de ligacdo e

relaciond-la com o d&tomo emissor e suas ligacdes quimicas.

4.2 Descri¢cao de um experimento basico

A amostra sélida é fixada em um porta-amostra de aluminio por meio de uma fita
adesiva condutora e transferida para uma camara de ultra alto-véacuo (10'9 milibar). Uma fonte
de Raios-X moles, geralmente de magnésio (1253,6 eV) ou aluminio (1486,7 eV), emitindo
na raia Ky, banha a amostra com a radiagdo. Os fétons interagem com a amostra € 0s

fotoelétrons emitidos s@o coletados por um analisador de energia.

O analisador tem o papel de discriminar o nimero de elétrons emitidos em funcao
de sua energia cinética. Fazendo uso da eq. 4.1.1, a energia dos fotoelétrons € relacionada ao
elemento quimico e suas ligagdes quimicas. A drea integrada sob os picos caracteristicos,
quando aplicados os fatores de corre¢ao necessarios, fornecerd a fracdo molar deste elemento

quimico presente na amostra.

4.3 Instrumentacao
O numero de fétons (I) chegando ao detector por unidade de tempo das linhas de
emissdo do espectro XPS depende de trés fatores principais (Nefedov, 1988): caracteristicas

da amostra (Fy), se¢ao de choque de fotoionizagao (F5) e fator instrumental (F3), isto é,

I =FFF; (4.3.1.).

A andlise quantitativa dos compostos quimicos presentes pode ser realizada
utilizando as linhas de emissao do espectro fotoelétrico, se levarmos em conta estes fatores.

Estes trés fatores principais serdo descritos nos proximos paragrafos.
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O fator de instrumentacdo é geralmente fornecido pelo fabricante do aparelho. Ele é

definido como sendo (Nefedov, 1988):

J[QO(Ek F(E,)] (4.3.2).

(4.3.3).

onde S € a drea efetiva da amostra vista pelo detector, o € o angulo entre a superficie da

amostra e a direcdo de deteccdo dos fotoelétrons, Iy € a densidade de radiagdo incidindo por

area da amostra, Ay € a area de entrada no detector definida pelas fendas de recepgao, Qg é o

angulo s6lido de emissao dos fotoelétrons na dire¢do do detector (este angulo depende do tipo

de detector), F(Ey) € a eficiéncia do detector.

t- Espessura da amostra.

dz -Espessura da camada
analisada.

z-Profundidade da camada
analisada.

Iy-Feixe de Raios-X incidente de
divergéncia A¢ e energia E=hv.
¢- Angulo entre a diregdo do
feixe de Raios-X e a superficie
da amostra.

a- Angulo entre a superficie da
amostra e a dire¢do do detector.
Aa- Divergéncia do feixe de
fotoelétrons.

8-Angulo entre a dire¢io do
feixe de Raios-X e a direcao do
detector.

0-Angulo entre a normal a
superficie da amostra e a dire¢do
do detector.

Ao~ Area de entrada do detector
definida pelas fendas.
Q,-Angulo sélido de coleta dos
fotoelétrons pelo detector.

Figura 4.2: Desenho esquemdtico mostrando os principais parametros da geometria de um espectrometro XPS

(Nefedov, 1988).
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Secao de choque diferencial de fotoionizacao F»

A secdo de choque diferencial de fotoionizacdo, que determina o fluxo de
fotoelétrons por unidade de tempo e de angulo sélido como resultado da transi¢do de N-
elétrons do estado inicial ao estado final sob o impacto de um féton hv pode ser definida pela

seguinte relagao:

(4.3.5).

‘2

Z_.g - (hcl'/); é<le (Nk Xzﬁk‘wt (NK )>

¢ ¢ uma combinacdo de constantes, h é a constante de Planck, v é a freqiiéncia da onda
eletromagnética incidente, € é o vetor unitario paralelo ao campo elétrico E, k € o indice do
somatério dos elétrons, e o elemento de matriz € a probabilidade de transi¢ao do fotoelétron

do estado i (inicial) ao estado f (final).

Realizando os célculos para esta matriz de transicao, chegaremos a expressao final

para a secao de choque diferencial (Nefedov, 1988):

do (o} 1 (3
F,.—=K |- |1+=8| =sen’6-1 4.3.6).
=00 e(47;)[ +2,B(2sen 0 Ji| (4.3.6)

onde 8 é a direcdo entre os fotons de Raios-X e os fotoelétrons, B é o pardmetro de
assimetria caracteristico do orbital atdbmico, 6y € a se¢do de choque total de fotoionizacdo de
Scofield, a qual € tabulada, K, € uma constante que leva em conta o rendimento da linha de

emissao nl.

Vale salientar que, para o cdlculo dos elementos dessa matriz, utiliza-se o teorema
e -16 -14
de Koopman. Como o evento de foto-emissdo € muito rdpido, ocorrendo entre 10" e 10" s,

durante este periodo os elétrons do dtomo estdo fixos em suas posi¢des e o fendmeno de
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relaxacdo pode ser em principio desconsiderado Na prética, existem dois mecanismos de

relaxacgdo: fluorescéncia e Auger (Andrade, 1985).

Caracteristicas da amostra Fy

Seja dN o nimero de fotoelétrons que sofrem interacdes ineldsticas quando
percorrem o caminho dL no sélido. No caso de uma amostra homogénea, este nimero €
proporcional a NdL e inversamente proporcional a A, que € livre caminho médio do

fotoelétron no sélido sem experimentar colisdes ineldsticas (Nefedov, 1988).

Neste caso, podemos modelar o nimero de elétrons como sendo dado pela seguinte

expressao:

aN == NdL _ _ Nz 4.3.7).
A Asena
Se integrarmos essa expressao, chegaremos a seguinte relacao:
()
N. =N Aseno
, =Npe (4.3.8).

onde N,/Ny é a fracdo de elétrons que sairam da amostra depois de percorrer uma distancia

L=z/ seno na amostra.

Esta relagdo, (4.3.8), também € vélida, desde que z seja da ordem de A, em um

volume Sd, a uma distancia z para a superficie da amostra, onde S € drea efetiva da amostra:

Do ndmero total de dNy fotoelétrons somente dNz chegam a superficie sem sofrer

colisOes inelasticas:

dN, = De("“’““ dz (4.3.9).
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do
D=3| —=* |Q,nS
dQ

onde Sd, € o volume analisado da amostra sob o feixe de Raios-X, Q, € o angulo sélido de

emissao dos fotoelétrons, n € o nimero de d&tomos A por unidade de volume, é a secdo

diferencial de choque de fotoionizagdo, 3 € nimero de fétons incidentes por segundo e por
unidade de érea.

z

(- )
dN, =De Aseno gy (4.3.10).

Livre caminho médio do fotoelétron
Quando o fotoelétron passa através da matéria, ele pode interagir elasticamente e ou
inelasticamente. Se definirmos a secdo de choque ineléstica de espalhamento como sendo E;,

entdo o livre caminho médio ineléstico serd definido pela expressao (Nefedov, 1988):

A =L (4.3.11).

n
-1
ze
i
onde A, é o nimero de Avogadro, M € a massa atdbmica molecular, E € a secdo de choque

inelastica do 4tomo correspondente e p € a densidade.

A equacdo TPP-2M proposta por (Tanuma et al., 1993) para o cédlculo do livre
caminho médio do fotoelétron (A) em angstrons em fun¢do da energia E do elétron em (eV) e

das caracteristicas do material.

A= E (4.3.12).

e e~ |+( 2)

E?

onde os fatores da férmula sdo definidos como:
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0,944

B=-01+ —+0,069p""
(2 +E2):
E=0,191p7%°
C =1,97-0,91U
D =53,4-20,8U (4.3.13).
U = NVp
M

1
>
E, = 28,8(vaj
M

2 . . 2 . , . 3
E, € a energia de um plasmon criado por um elétron livre em eV, p € a densidade em (g/cm °),
Ny € o ndmero de elétrons de valéncia por dtomo, no caso de um elemento, e de uma
molécula, no caso de um composto, M € o peso atobmico molecular, E; € a energia da banda

proibida (eV).

Intensidade de uma linha do espectro de XPS

A intensidade experimental de uma linha de emissdo para uma amostra semi-
infinita medida num espectro XPS € determinada levando-se em conta os trés fatores descritos
anteriormente (caracteristica da amostra, fator instrumental e se¢do de choque diferencial de

ionizagao):

I =FF,F3; onde, F, = %n (4.3.14).

senao 4z

I= IO(LJQO(E,{ )F(E, K, ﬂ[l +% ﬂ(%senzé'— 1)(%}1] 4.3.15).

onde F3 é o fator caracteristico da amostra e serd dado pela integracdo da equacao(4.3.10) de

acordo com as caracteristicas do filme fino.
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No caso em que se tem uma camada de proteina ndo-homogénea com uma fragcdo de
cobertura superficial Y e espessura t, sobre um substrato de silicio, podemos modelar o

numero n de elétrons provenientes do orbital N1s que foram ejetados da seguinte forma.

Integra-se a equacgao 4.3.10 com respeito a z/sena de zero até t/seno, dando como resultado:

—t }
P
(%) = APNIS 1- exp(Alesena senol (4.3.16).

onde APN 1s € 0 livre caminho médio ineléstico do fotoelétron N1s com respeito a camada de

proteina.

O numero de elétrons provenientes do orbital Si 2p do silicio serd modelado por sua

vez da seguinte forma:

-t

P
N o A |1-Y +Ye (Ampse““} sen, (43.17).

A intensidade I, portanto destes dois termos serd entdo para os dois casos:

—t
1(Si5,)=1 0( Ao )QO(EK)F(Ek) “"“' [1+ B(senZS 1)] ASizp 1—Y+Ye(Al;‘"se"a] senon (-3 18):

-t

1Ny )= 10( a)QO(EK)F(Ek)Ke Snl [1+ ﬁ(senZS 1)] YAR 1 1—[ M~S‘*““] senon (4.3.19).

Para compactar estas equacdes podemos definir os seguintes fatores:

ia, fator de sensibilidade para o elemento atdmico A, definido pela expressao:
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is=1,A,Q,(E)F(E, )f; [1 +% ,BG sen’d — 1)] (4.3.20).

Esta expressdo € composta da funcdo de transmissdo instrumental, a qual depende
da energia cinética, e também € composta das caracteristicas de fotoemissdo do elemento
atémico. O pardmetro P é caracteristico do orbital atbmico e do nimero atdmico. O termo
angular € constante para cada aparelho, mas pode variar de um espectrémetro a outro, ele € o
angulo entre os fétons de Raios-X incidentes e os fétoelétrons (Andrade, 1985). Estes valores

sao tabulados e fornecidos pelo fabricante do equipamento.

As equacdes para a intensidade das linhas de emissao dos fotoelétrons para o Si e N

Serao escritas como:

¢ J
P
I(le)=YiN°'leA11:115 1_e(Alesen(x ny (4.3.21).
-t
S A%, seno
1(Si 5 )=isiapOsizgASipp| 1= Y +Ye' o ng; (4.3.22).

Para determinar a concentracao relativa destes elementos, utiliza-se entdo o método
de medida da intensidade integral que € uma informagao extraida dos espectros experimentais.
Dividindo-se as intensidades integradas pelos fatores de sensibilidade correspondentes vamos

chegar a expressao final:
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—t )
P
iSiGleYAII:nS l_e(Alecose ny

I
ON _ N%\J _ Inasisi _ (4.3.22).

ng ISiz% Igizpin
igi

~ }
(1-Y)+ Ye(AS”" cos®

. S
IN GsinASizp ngij

Devido a geometria do espectrometro do LSI, sena=cosO , pois o feixe incidente de

Raios-X sobre a amostra faz um angulo de 90° com o detector de fotoelétrons.

4.4 Resultados experimentais

Esta investigacdo teve como objetivos o estudo da influéncia da concentracido de
proteina em solucdo e o estudo da velocidade adequada do substrato para se ter uma camada
regular de proteina e com a melhor fracdo possivel de recobrimento. Esta investigacao foi

monitorada a0 mesmo tempo por microscopia de for¢ca atdmica.

Protocolo de adsorc¢iao da proteina GInB-Hs no substrato de silicio

Utilizaram-se bolachas de silicio do tipo p, dopadas com boro e de 450 um de
espessura na orientacdo (111). As bolachas de foram clivadas em pecas de 1 cm”. Depois da
clivagem, os substratos foram limpos segundo o protocolo descrito no capitulo 1. Para tornar
o substrato hidrofébico, mergulhou-se o substrato em HF (4cido fluoridrico) por alguns
minutos (Higashi et al., 1990). Agua Millipore (MilliQ, 18,2 MQ.cm) foi utilizada nas

solucdes de limpeza e também na lavagem dos substratos depois do procedimento de limpeza.

A solucdo de proteina foi diluida como descrita no capitulo 3. Uma gota de 10 uL
de solucdo de proteina foi pipetada centralmente no substrato girando a velocidades pré-

determinadas. Apds a deposi¢do, procedeu-se a lavagem.
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Procedimento de medidas

As medidas de XPS foram executadas em um espectrometro ESCA 3000 V.G.
Microtech, no laboratério de Superficies e Interfaces(LSI)-UFPR, usando a radiagcdo
monocromdtica AlK, (1486,7 eV). Os espectros foram obtidos em passos de 100 eV. As
concentracoes dos elementos atdmicos foram quantificadas apds a subtragao do “background”
utilizando uma funcdo Shirley. O védcuo na cimara foi em torno de 10° miliBar. Os
experimentos XPS foram executados em duas séries. Na primeira série fez-se um estudo de
concentracdo a uma velocidade fixa (3000 rpm). Neste estdgio ainda nao se sabia que a
velocidade de 1000 rpm seria a velocidade mais conveniente para se ter o melhor
recobrimento. O objetivo preliminar era ver se a camada de proteina seria detectada pelo
aparelho e qual seria a concentra¢do mais adequada para se ter o sinal do N 1s. Trés amostras
foram analisadas em concentracdes diferentes, e os dados s@o apresentados na tabela 4.1a.
Uma quarta amostra de silicio sem proteina foi utilizada como referéncia. Na segunda série,
fez-se um estudo com a concentracdo de proteina fixa (1000 pmol) para diferentes
velocidades de rotac@o do substrato, os dados estdo na tabela 4.1b. Uma amostra adicional de

silicio sem proteina tabém foi analisada como referéncia.

Primeira Série (a) Segunda Série (b)

Amostra Si (111) Amostra Velocidade
Velocidade do Concentraciao Si (111) Hidrofilicidade do substrato
substrato 3000 (pMol) concentrzzqﬁo de substrato (rpm)

rpm proteina
1000pMol
1 1000 pMol 1 Hidrofilico 500
2 hidrofilico 1000
2 100 pMol 3 hidrofilico 1500
4 hidrofilico 2500
3 10 pMol 5 hidrofébico 2500

Tabela 4.1: (a). Primeira série: variacdo de concentracao de proteina emfuncdo da velocidade do “spin-coater”
fixa. (b). Segunda série: varia¢do da velocidade de deposi¢do emfuncdo concentracio de proteina fixa.
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A amostra de referéncia € necessdria para se poder interpretar corretamente o
espectro XPS resultante do acréscimo da camada de proteina. Este espectro também é
importante por que durante a andlise, devido ao efeito de carregamento da superficie das
amostras, linhas caracteristicas de emissao estardo mudadas para valores menores ou maiores
de energia de ligagdo. Esta mudanca depende do tipo de amostra, dimensdo, espessura, e
método de montagem e do tipo de espectrometro (Andrade, 1985). Portanto, esta amostra

exerce o papel também de referéncia em energia.

A primeira varredura ¢ chamada de panorama ("Survey"), e € apresentrada na figura

—— Primeiro survey, amostra 1
survey apos 40 minutos,amostra 1
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Figura 4.3: (a). Panorama da amostra 1 (500 rpm), mostrando os principais picos analisados e silicio (111)
padrdo. (b). Espectro dos fotoelétrons caracteristicos do Si 2p e Si 2p -SiO, da amostra 1 na primeira varredura
e ap6s 40 minutos, para investigacao da estabilidade da amostra. (¢). Panorama correspondente ao caso b.
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Nesta varredura, todo o espectro XPS emitido pela amostra € visto em uma andlise
rapida e qualitativa, as linhas de emissdes principais sdo localizadas e os elementos atdmicos

de interesse sdo identificados.

As principais linhas XPS de interesse (energias de ligacdo) para a investigacdo da

adsor¢do da proteina GInB-Hs no substrato de silicio estdo descritas na tabela 4.2.

Elemento atomico e orbital analisado Energia de ligacao E,; (eV)
Si2p 99,3
Si 2p proveniente de SiO, 103,3
N1s 398,1
Cls 285
O 1s 531

Tabela 4.2: Linhas de emissio do espectro de XPS analisadas contra energias de ligagdo correspondentes.

Neste caso, o “survey” foi o resultado da acumulacdo de 15 espectros. Tendo
localizado as linhas de interesse, faz-se uma acumulacdo maior de espectros somente nas

regides de interesse para se ter uma relacdo sinal-ruido melhor.

Na segunda série, devido a constatacdo de que o fator de sensibilidade para detectar
fotoelétrons provenientes de N1s era baixa, efetuou-se uma acumulacdo de 70 varreduras na
regido onde se encontrava a linha de emissd@o do nitrogénio N 1s. O tempo de medida por
amostra, para a acumulacdo das 70 varreduras desta linha de emissdo, foi de 40 minutos.
Foram executadas, também, duas varreduras na amostra 1 dos picos de Si 2p volumétrico e Si
2p proveniente do SiO,. O objetivo era a detec¢do de eventual degradacao da amostra devido

ao feixe de Raios-X, (figuras 4.3 (b) e 4.3 (¢)).

Verificou-se que ndo houve mudancas significativas em intensidade e no perfil dos
picos. Uma varredura no inicio das medidas experimentais e outra no final da coleta do

espectro do N 1s também foi realizada para controle de eventual degradag¢do do espectro.
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Comparacio e discussiao de resultados

a. Primeira série

A primeira série foi realizada com o objetivo de investigar o efeito da concentracao
de proteina em solugcdo na espessura do filme formado. Foram testadas trés concentracdes
diferentes (1000 pMol, 100 pMol e 10 pMol ). Estas concentragdes foram depositadas com
uma velocidade fixa de 3000 rpm (como ja foi dito anteriormente, ndo se sabia ainda,
realizando este experimento, que a velocidade de 1000 rpm era a mais conveniente). O angulo
de andlise foi de 45°. Os resultados na figura 4.4 mostram uma intensidade decrescente do
pico Si 2p correspondente aos fotoelétrons provenientes do substrato a medida que a
concentracdo de proteina aumenta. Este fato significa que os fotoelétrons provenientes do

volume do substrato sdo mais atenuados para uma concentracdo de proteina maior em

solugdo.
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Figura 4.4: Espectro dos fotoelétrons provenientes do substrato de Si (111) Si2p e da camada de 6xido Si 2p-
Si0, para as concentragdes de 10 pMol, 100 pMol, 1000 pMol.
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b. Segunda série

O estudo da segunda série foi realizado com o objetivo de encontrar a melhor
relacdo velocidade do "spin-coater" e fracdo de recobrimento do substrato de silicio pela
camada de proteina. O angulo entre a normal a amostra e a direcdo de coleta dos fotoelétrons
pelo detector foi de 60° e a concentragcdo de proteina em solucdo utilizada foi de 1000 pMol.

Os outros parametros experimentais foram mantidos constantes e iguais ao da primeira série.

Uma idéia geral das principais linhas de emissdo oxigénio, carbono, nitrogénio e
silicio sdo vistas nas figuras 4.3(a) e 4.3(c). Como oxigénio e carbono provém também de
eventual contaminacdo ambiental, a presenca de proteina é detectada através da linha do
nitrogénio Nls (Coen, et al., 2001), (Dufréne et al., 1999). A deteccdo da espessura da
camada de proteina por sua vez, € feita através da andlise da atenuacdo dos fotoelétrons
provenientes do interior do substrato de silicio Si 2p (99,3 eV) em relagdo ao N 1s.

Devido ao baixo fator de sensibilidade para a linha do nitrogénio N1s e devido a
pouca quantidade de proteina adsorvida no substrato de silicio, a acumulacdo de 70 varreduras
foram necessarias para se obter uma relacdo sinal-ruido razoavel. A linha de emissdo do N1s
consiste de duas componentes, elas sio mostradas no apéndice A4 para cada amostra. Estas
componentes estdo relacionadas com o nitrogénio protonado (402,1 eV) e o ndo protonado

(400,2 eV), (DeCupere, et al., 2004).

Como ja foi discutido na secdo 4.3, considerando que a camada de adsor¢cdo da
proteina é um filme de espessura t cobrindo uma fragdo Y da superficie de silicio, entdo a

fracdo molar esperada para N1s/Si2p serd (Dufréne et al., 1999), (Nefedov, 1988):
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onde igje in sdo os fatores de sensibilidade para o silicio e o nitrogénio respectivamente, Gs;
e on sdo as segcdes de choque Scofield do silicio e nitrogénio respectivamente, A € o livre
caminho médio ineldstico na camada de proteina (AP) e no substrato de silicio (AS)
relacionado com os fotoelétrons do nitrogénio e do silicio, Cx' é a concentracdo de nitrogénio
na proteina e Cs corresponde a concentracdo de silicio no substrato, 8 € o angulo de anélise

entre a normal a superficie da amostra e a direcao de coleta dos fotoelétrons pelo detector.

A atenuacgdo da linha Si-2p também pode ser avaliada pela expressdo abaixo, eq.
4.4.2, se a intensidade da linha Si-2p foi medida antes da deposicdo pelo espectrometro

(silicio de referéncia), (Lebugle, et al., 1995):

-t
N )
ISi WP = ISi 2pe Acos® 4.4.2)

onde IASi 2p€ IDSi 2p sdo as intensidades da linha Si-2p medidas antes e depois da deposi¢do de
proteina, A € o livre caminho médio ineldstico do fotoelétron Si-2p na camada de proteina e

0 e t sdo os definidos acima. Neste caso, a fragao de cobertura € considerada 100%.

Das anélises de AFM conclui-se que ndo ocorre 100% de cobertura. Portanto, este
parametro deve ser visto como espessura minima limite para se comparar com o modelo onde

a fragcdo de cobertura € levada em conta.
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Espessura para eq.(4.4.2) Y para eq.(4.4.1)
Amostra (nm) para t=3nm

(%)

500 rpm 1,11 59,2

1000 rpm 1,57 725
1500 rpm 2,00 61
2500 rpm substrato hidrofilico 1,44 65
2500 rpm substrato 0,86 49

hidrofébico

Tabela 4.3: Indica a espessura limite minima calculada pelo modelo 2 e a fragdo de cobertura superficial
calculada pelo modelo 1 considerando 3nm de espessura (monocamada).

Analisando a tabela 4.3, observa-se que a velocidade 1000 rpm corresponde a
melhor condi¢do para um recobrimento uniforme se considerarmos uma espessura de camada
de 3 nm (Y = 72,5%). Imagens de AFM do substrato no centro e na borda confirmam este
recobrimento homogéneo, (figuras 4.5 e 4.6), onde agregados circulares de proteina podem
ser vistos em ambas as regides. Estes grandes agregados de aproximadamente 100-130 nm
diametro aparente sdao também formados por unidades de proteina com forma de anéis de
diametro aparente variando entre 10 nm a 28 nm, mostrado em detalhe na figura 4.6.
Considerando uma proteina esférica e como diametro aparente o limite inferior medido, entao
a unidade protéica teria uma largura aparente de Q=v/(d2R) (Zenhausern et al., 1992), onde R
€ o raio de curvatura da ponta (igual a 10 nm neste caso), e d é o diametro da unidade de
proteina (igual a 5 nm). Este resultado € compativel com os resultados cristalograficos
(Benelli et al., 2002). E 1til notar que todas as dimensdes sdo afetadas por distorcdes devido a
vdarios fatores: interacdo com a ponta de prova, convolu¢do com ponta e tratamento de

imagens posterior a aquisi¢ao de dados.
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Figura 4.5: Imagens topograficas de AFM em modo dindmico da amostra de 1000 rpm (melhor fracdo de
recobrimento): (a). Centro da amostra. (b). Borda da amostra.Imagens de dimensdes (2,00 x 2, 00) um.

1.32
[nm]

200.00 nm 500.00 x 500.00 nm -

Figura 4.6: Imagens topograficas de AFM em modo dindmico da amostra de 1000 rpm (melhor fragdo de
recobrimento): Zoom da imagem 4.3b,dimensdes (500, 00 x 500, 00) nm.

Nas figuras 4.7(a) e 4.7(b), pode-se observar que o sinal Si2p, proveniente dos
fotoelétrons do substrato de silicio com proteinas esta atenuado se comparado com o silicio de
referéncia. Além do mais, o resultado proveniente da amostra depositada a 1000 rpm
corresponde a maior cobertura e ao sinal do Si2p Si mais atenuado. Por outro lado, a

intensidade do pico Si2p-SiO, aumenta com o aumento da fracdo de recobrimento pela

camada de proteina Y, sendo méximo para o maior recobrimento e o mais regular (1000 rpm).
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Também se pode notar uma mudanca em energia de ligacdo comparando-se a energia do pico
de fotoemissdo do Si2p-SiO, do silicio de referéncia e os picos de fotoemissdo do silicio
coberto com proteina. Esta mudangca em energia em torno de 0, 3 eVocorre em direcdo a
energias de ligacdo menores, significando que os fotoelétrons Si2p-SiO; estao menos ligados.
Este fato sugere uma reacdo quimica da proteina GlnB-Hs com SiO,. Também € razodvel
considerar que, para uma mesma quantidade de proteina depositada em todos os substratos,
uma fracdo maior reagida corresponde a uma contribui¢cdo maior de fotoelétrons desta fracao

reagida para a intensidade do pico Si2p-SiOs.
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Figura 4.7:(a). Espectro normalizado de fotoelétrons Si2p Si (111) e da camada de 6xido Si 2p-SiO, de todas as
amostras reunidas. (b). Espectro normalizado no caso anterior exceto para as amostras 4 e 5.

No caso da superficie do Si (111) hidrofébico, as imagens de AFM indicam um
claro recobrimento nao uniforme estimado em menos de 50%, como € mostrado nas figura
4.8(a) e 4.8(b). Esta figura mostra uma rede compacta de filamentos longos de
aproximadamente 5 nm de altura and 85 nm largura. Além do mais, estas imagens ndo
mostram o vazio central claramente visto nas figuras 4.5(a) e 4.5(b), sugerindo que a adsor¢cao
destes filamentos segue uma conformacdo diferente. A cinética de adsor¢do parece ser

basicamente controlada pela configuracdo onde a proteina é adsorvida sobre o substrato pela
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face lateral. O espectro de XPS também indica, (figura 4.9), que o substrato hidrofilico tem
um pico de fotoemissdo Si2p-Si mais atenuado que o hidrofébico, consistente com o
recobrimento observado por imagens de AFM. Esta observacdo ¢ uma evidéncia da adsor¢do

preferencial da proteina GInB-Hs no substrato de Si(111) hidrofilico, onde um recobrimento

mais uniforme é observado através das imagens de AFM.

[mi m]_

b

0.00

d .00
2.00um 4.00 % 4.00 um £00.00 nm 1.00 % 1.00 um

Figura 4.8: Imagens topograficas de AFM em modo dindmico da amostra de Si (100) hidrofébico, 2500 rpm (a).
Borda da amostra, imagem de dimensdes (4, 00 x 4, 00) um. (b). Borda da amostra, outra regido diferente do
caso a. Dimensdes da imagem de ( 1, 00 x 1,00) pm.
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Figura 4.9: Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes da emissdo Si2p-Si e da camada de 6xido Si2p-
Si0, das amostras com proteina em substrato hidrofilico e substrato hidrofébico a 2500 rpm.

Uma explicagao simplificada deste processo de adsorcdo preferencial é descrita nos
pardgrafos seguintes com a ajuda dos espectros de emissdo de fotoelétrons do N Is. E

importante frisar que este mecanismo é simplificado e que outros processos podem estar

ocorrendo concomitantemente durante a adsor¢ao.

Comparando-se os espectros contendo as linhas de emissdao de fotoelétrons do
Nitrogénio Nls, (figura 4.10), para a amostra 2 (maior recobrimento, 1000 rpm), amostra 5
(silicio hidrofébico a 2500 rpm e menor recobrimento), amostra 4 (silicio hidrofilico, 2500
rpm) , amostra 3 (silicio hidrofilico, 1500 rpm), amostra 1 (silicio hidrofilico, 500 rpm)
observa-se que a amostra 2 possui o sinal de nitrogénio N 1s protonado mais atenuado na
série dos substratos hidrofilicos , (figura 4.10(b), cor verde oliva) e, também, se se compara
com o silicio hidrofébico, (figura 4.10(a)), observa-se que a amostra 2 possui 0 pico mais
atenuado dos dois espectros. Sugere-se assim que, conjuntamente com 0 mecanismo de
adsor¢do por polaridade, a proteina € adsorvida em substratos hidrofilicos, terminados por Si-

OH preferencialmente com os residuos superficiais susceptiveis de desprotonar, como a lisina
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e a arginina, encontradas majoritariamente na superficie inferior da proteina GInB-Hs

(capitulo 1). A dgua, neste mecanismo, € também coadsorvida.
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Figura 4.10: (a). Espectro normalizado de fotoelétrons N1s de proteinas depositadas no substrato hidrofilico e
hidrofébico de Si (111). O sinal de N1s protonado € mais intenso para a amostra com substrato hidrofébico. (b).
Espectro normalizado de fotoelétrons N1s da série de substratos hidrofilicos: amostra 2 (1000 rpm, maior
cobertura) possui o sinal mais atenuado de N1s protonado.

No caso do substrato hidrofébico (amostra 5, 2500 rpm), cuja terminagdo € Si-H e
cuja fragao de recobrimento foi a menor, vé-se que o sinal do nitrogénio protonado € maior do
que o caso da proteina adsorvida em substrato hidrofilico, com melhor fragdao de recobrimento
(amostra 2, 1000 rpm). Neste caso, a proteina se adsorveria preferencialmente de lado,
evitando o contato dos residuos protonados com o substrato, e seria adsorvida através de

residuos como, por exemplo, dcido glutamico e 4cido aspartico.

Observando a tabela 4.4, pode-se notar que existe deslocamento em energia para oOS
fotoelétrons do carbono C 1s e oxigénio O Is em relagdo ao silicio padrdo para todas as
amostras. Este deslocamento do carbono 1s estaria relacionado com o sinal predominante
proveniente do carbono unicamente ligado ("single bonded"), C-(O, N), (E,=286,3 eV) ligado
a oxigénio ou nitrogénio (Dufréne, et al. 1996), incluindo amina e amida. Para amostra
nimero 2, com energia de ligacdo da ordem de 286,7e¢V, o sinal predominante seria

proveniente de fotoelétrons do carbono duplamente ligado ("double bonded"), -Cq-(C=0-NH-
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), (Ep=286,5 eV) , ligado com oxigénio da amida (Dufréne, et al. 1996), (Lebugle et al.,

1995).
Carbono Nitrogénio Oxigénio
Amostra Cls N1s O1s

Ey (eV) E, (eV) E, (eV)

1 285,37 400,87 402,95 533,08

2 286,68 399,75 402,78 534,37

3 286,12 400,09 401,16 533,97

4 286,51 399,73 401,55 534,19

5 285,94 401,12 403,02 533,31

Silicio padrao 285,22 532,86

Tabela 4.4: Energia de ligacdo dos fotoelétrons emitidos pelas amostras para Cls, N1s, Ols . Informacdo
extraida dos espectros experimentais. (ver apéndice).

No caso do silicio padrao tem-se carbono C-(C, H), (Ep= 284,8 eV ) somente ligado
com carbono ou hidrogénio de contaminantes (Dufréne, et al. 1996), (Lebugle et al., 1995). O

deslocamento em energia do O 1s estaria relacionado com a ligacdo do oxigénio e nitrogénio.

4.5 Programa de simulacdo da espessura de camada em func¢ao da fracao de cobertura
do substrato

Para o calculo do livre caminho médio inelastico, de acordo com Tanuma et al., foi
usado o programa fornecido pela NIST ("National Institute of Standard"). Com este programa
€ possivel calcular o livre caminho médio ineldstico de elétrons para compostos organicos,
fazendo-se uma estimativa da banda proibida ("band gap") eletronica que é em torno de 5 eV
(DeCupere et al., 2004) para um isolante, a densidade da molécula de proteina (p = 0,26g/cm3
) e o niumero de elétrons na banda de valéncia da molécula. Assim, foram calculados o livre
caminho médio ineldstico do fotoelétron N1s proveniente da camada de proteina (Ax'=3,2
nm), o livre caminho médio ineldstico do silicio Si 2p no interior do substrato de silicio

(ASiS:S, 17nm) e do silicio Si 2p dentro da camada de proteina ( ASiP:4, Inm).
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Criou-se um programa para a simulacdo da equacgdo 4.4.1, apéndice A4, cujos dados
de entrada necessdrios foram: a secdo Scofield de choque relativa ao C 1s, que é de 13600
Barns em 1487 eV (Scofield, 1976), para o silicio Si 2p (os;= 0,817) e para o N 1s (ox=1,8)
respectivamente, o livre caminho médio ineldstico, a concentracdo atdmica dos elementos

nitrogénio CNP , silicio CSiS e o fator de sensibilidade ig; e ix que depende do espectrometro.
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Conclusao do capitulo 4

Pelos espectros XPS e observacdes por AFM, nota-se que a deposi¢do por "spin-
coating" promove a formacdo de um filme fino e regular. A melhor velocidade detectada
através dessas duas técnicas para obtencdo deste filme com o melhor recobrimento possivel é
1000 rpm (72,5%) para o substrato de silicio hidrofilico. No caso do silicio hidrofébico
comparado com o silicio hidrofilico (com a mesma velocidade de rotagdo), a porcentagem de
recobrimento foi a menor (49%) dentro da série de ensaios. Além do mais, hd evidéncias de
que quando a proteina é depositada sobre o substrato de silicio, os fotoelétrons provenientes
da linha de emissaoSi2p-SiO, ligados com a proteina deslocam-se em energia de

aproximadamente 0,3 eV.

A proteina GInB-Hs forma grandes agregados circulares de aproximadamente 100-
130 nm didmetro aparente, os quais, por sua vez, sdo também formados por unidades de
proteina com forma de anel de largura aparente variando entre 10 nm a 28 nm em substrato de
silicio (111) hidrofilico. No substrato hidrofébico, a proteina GInB-Hs se adsorve
preferencialmente formando fios de comprimento da ordem do micrometro. O provével
mecanismo de adsorcdo seria através da polaridade superficial da proteina nos casos
hidrofilico e hidrofébico e, em especial, desprotonacdo de residuos superficiais da face
inferior da proteina no caso hidrofilico. Para o caso hidrofébico, a proteina adsorveria
preferencialmente com sua face lateral, evitando o contato dos residuos protonados com o

substrato, como parecem indicar os espectros XPS para N1s.
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Capitulo 5
Espectroscopia de Infravermelho da Proteina GInB-Hs sobre Silicio

Utilizou-se a técnica de infravermelho em incidéncia rasante para investigar
possiveis diferencas no espectro de absor¢do dos arranjos de proteina formados por "spin-
coating”" em substratos de Si (100) e Si (111) hidrofilicos e hidrofébicos. O espectro de IV
fornece informacdes sobre a influéncia da orientacdo cristalina e do estado hidrofébico ou
hidrofilico do substrato na formac¢@o da camada de proteina.

O espectro de absor¢do IV da proteina GInB-Hs termicamente desnaturada é
comparado com o espectro de absor¢do da proteina nativa. Uma breve introdugdo a técnica de

infravermelho em incidéncia rasante € abordada no inicio deste capitulo.

5.1 Introducio a técnica

A radiacdo do infravermelho corresponde a parte do espectro eletromagnético
compreendida entre as regides do visivel e do microondas (4000 cm™” até 100 cm™). A regiao
de interesse para investigacdo de compostos orginicos estd no intervalo (4000-600) cm
(Andrade, 1985).

Quando a energia de um f6ton de radiacdo IV € absorvido por materiais organicos, a
energia é convertida principalmente em movimentos rotacionais e vibracionais. A energia
caracteristica da molécula pode ser modelada como um oscilador harmonico e estd associada
a niveis discretos podendo ser expressa pela lei de Planck:

E, = (n+ 1/2)hv (5.1.1).
n é um inteiro que identifica o nivel de energia, h € a constante de Planck e v € a freqiiéncia
de oscilag¢do, com comprimento de onda sendo A=c/v , onde ¢ é velocidade da luz no vacuo.

Da mesma forma que na espectroscopia de fotoelétrons XPS, onde os atomos
podem ser identificados pelo seu espectro caracteristico, as moléculas organicas tém também

um espectro de absorc@o no infravermelho particular que dependerd dos graus de liberdade
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disponiveis da molécula para realizar os movimentos vibracionais. Este espectro depende de
varios fatores: massa relativa dos dtomos, constante de forca das ligacdes e geometria dos
atomos dentro da molécula. Assim, os graus de liberdade de uma molécula e as regras de
selecdo para as transi¢Oes permitidas determinam as bandas de absor¢ao (Andrade, 1985).

Alguns fatores reduzem o numero de bandas de absor¢do detectaveis e estdo
relacionados com a instrumentacdo, com a superposi¢do de bandas de absorcdo de substratos,
com a resolucdo do aparelho e também pode ocorrer que a banda de absor¢do da molécula se
situe fora da regido do infravermelho.

A energia absorvida pela molécula corresponderd a dois tipos de vibracao
molecular: deformacgdo axial e deformacdo angular. A deformacdo axial é um movimento
oscilatério ao longo do eixo de ligagdo produzindo a diminuicdo ou o aumento das distincias
interatomicas. A deformacao angular estd ligada a variacdes de angulo da ligacdo dentro de
um grupo de 4&tomos ou com outros grupos de dtomos.

As interagdes dentro da molécula ou entre moléculas, a conformacdo, a
cristalinidade, a orientacdo e a adesdo a substratos podem influenciar nas constantes de forca e
nos graus de liberdade das ligagdes correspondentes (Andrade, 1985). Estas mudancgas levam
a alteracOes da energia da banda de absorcdo, alargamento das bandas ou mudangas na

intensidade das bandas.

Infravermelho em atenuacao total

A determinacdo da radiagdo eletromagnética absorvida em funcdo do comprimento
de onda transmitido através de uma amostra com espessura da ordem de alguns angstrons
necessita de uma técnica especial de andlise. Esta técnica alia a espectroscopia de
infravermelho com a técnica de reflexado interna total do campo eletromagnético.

A reflexdo total da onda eletromagnética € um fendmeno especial e ttil na andlise

de superficies e interfaces, uma vez que, nesta condi¢do, a propagacdo da onda
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eletromagnética ocorre ao longo da superficie ou interface. Considerando o meio 1, com
indice de refracdo n;, onde a onda incide, € o meio 2 com indice de refracdo n,, onde a onda
refrata (ny>ny), pode-se determinar o angulo critico[@.= arcseno (ny/n;)]. Neste caso, a onda
eletromagnética € refratada ao longo da interface entre os meios 1 e 2. Pela lei de Snell

teremos (Chittur, 1998):

n,sen@, =n,send, (5.1.2).
1
2 |2
AL n
cos@, = +i| — | sen’d, —| =
) ) (5.1.3).
n, n,

Utilizando as condicdes de contorno do campo eletromagnético nas interfaces e a
condicdo que o angulo de refracdo se torna imagindrio na reflexdo total, as equacdes de
Fresnel para a reflexdo total podem ser estabelecidas para um meio homogéneo, isotrépico,
nao-magnético e cuja densidade de carga livre e de corrente sdo nulas.

A radiagdo eletromagnética ndo penetra no segundo meio, mas propaga-se ao longo
da interface no plano de incidéncia. No meio 2 existird uma onda eletromagnética evanescente
cuja amplitude decai até zero a medida que a penetragdao aumenta neste meio.

Esta onda evanescente fornecerd informacgdo estrutural do segundo meio. No caso
da reflex@o total, a onda incidente nao serd totalmente refletida na interface entre os meios 1 e
2 devido a absorcdo da radiacdo pelo meio 2. Como materiais organicos sSao pouco
absorventes € necessdrio vdrias reflexdes internas dentro do cristal analisador para que o
efeito seja amplificado com os pequenos decréscimos de cada reflexao .

A geometria do cristal analisador e o angulo de incidéncia da onda eletromagnética

determinarao o numero de reflexdes no meio.

Distancia de penetraciao

O decréscimo da intensidade refletida nas reflexdes na interface esta associado ao
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decréscimo da energia de radiacdo em funcdo da distdncia de penetracio da onda
eletromagnética no meio 2. Desta forma, pode-se associar um comprimento de penetracdo da
onda evanescente, que é definido como a distancia que a onda eletromagnética percorre no
meio 2 até que sua amplitude seja igual em moddulo a 1/e da amplitude inicial (Chittur,
1998). O comprimento de penetracdo serd dado pela seguinte relacao:

d = 4 (5.1.4).

p

[ 8]
W=

n
27m,| sen’—| —%
n,

No entanto, este comprimento de penetracdo ndo ¢é a espessura efetiva da amostra.
A espessura efetiva é definida como a espessura de material equivalente que resultaria em
condicdo de transmissdo na mesma absorbancia.

Na figura 5.1, vé-se uma simulacdo da dependéncia do comprimento de penetragao
em funcdo do nimero de onda para o caso do cristal ZnSe, levando em conta uma camada de
proteina com indice de refra¢do estimado em 1,5 (indice médio de polimeros). Esta simulagcao
mostra que dentro da faixa de 1000 cm™ a 2000 cm™ a onda evanescente penetrou entre 1 a 2

micrémetros.

Comprimento de pensetragdo ()

-5

5. 10_,
4. 10_
B 1Dig
z. 10_g
1. 10

MNumero de onda [(crm—1)
1000 2000 3000 4000 5000

Figura 5.1: Simulagdo da profundidade de penetracio expressa em micrometros da onda eletromagnética em um
cristal de ZnSe com uma camada de proteina de indice de refracdo de 1,5 em fun¢do do niimero de onda
expresso cm™ .
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Angulo de incidéncia efetivo

O angulo de incidéncia efetivo dentro do cristal é dado pela seguinte relagao:

sen(f— @)

n,

6 = B —arcsen
(5.1.5).

onde B é o angulo das faces do cristal, ® é o angulo de incidéncia Gptico e n, € o indice de

refracdo do cristal.

Numero de reflexées efetuadas dentro do cristal analisador
O nuamero de reflexdes efetuadas dentro do cristal analisador é dado pela seguinte
relacdo geométrica (Chittur, 1998):

. L
cot 4 (5.1.6).

Onde, L € o comprimento do cristal e 8 € o angulo efetivo de incidéncia dentro do cristal. Para

o caso do experimento com a proteina GInB-Hs, o nimero efetuado de reflexdes foi igual a 5.

Figura 5.2: Diagrama das reflexdes multiplas dentro do cristal analisador da onda eletromagnética, onde 3 é o
angulo das faces do cristal, ¢ € o angulo de incidéncia 6ptico e 0 o angulo de incidéncia efetivo.

5.2 Analise da conformacio estrutural da proteina através do infravermelho
Os resultados experimentais de bandas de absorcao de radiacdo IV em filmes finos
de proteinas adsorvidas em substratos s6lidos em interface ar-sélido s@o escassos (Pompa et

al., 2003). Os resultados disponiveis na literatura tratam principalmente de bandas
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vibracionais de absor¢do do grupo amida em interfaces soélido-liquido (Green et al., 1999),
(Buijs et al., 1996), entre outros.

Estas bandas de absor¢do sdo provenientes da cadeia polipeptidica e se dividem em
trés regides de absorcdo principais (Jeon et al., 1994), (Carey, 1992), (Green, et al., 1999),
(Buijs, et al., 1996): amida I, regido compreendida entre 1600 e 1700 cm’', amida II,

compreendida entre 1450 e 1600 cm’! e amida III, compreendida entre 1100 e 1450 cm.

Amida I
Esta banda provém da deformacgdo axial simétrica da ligacdo covalente carbono-
oxigénio, cuja contribui¢do, neste modo, é maior do que a segunda contribui¢do que provém

da deformacdo angular no plano do grupo N-H para o caso da trans-amida, (figura 5.3).
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Figura 5.3: Diagrama simplificado dos modos de vibra¢do da trans-amida. No caso da amida I, existird
deformacdo axial na liga¢do carbono-oxigénio e deformagdo angular no plano do radical N-H.
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Amida IT e Amida ITI
A absorcao € proveniente da interacdo de deformacdo simétrica axial do radical
O=C-N e da deformacao angular no plano do grupo N-H.Este tipo de vibracdo ocorre nas

duas bandas, (figura 5.4).
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Figura 5.4: Diagrama simplificado dos modos de vibracdo da trans-amida. No caso da amida II, existird
deformacdo axial na ligagdo carbono= oxigénio-nitrogénio e deformac¢do angular no plano do radical N-H.

Amida I1I
Esta banda de absor¢do € proveniente da deformacdo simétrica axial do O=C-N

como no caso anterior, mas existe ainda a contribui¢do das deformagdes axiais dos grupos C-

Ce C-N, (figura 5.5).
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Figura 5.5: Diagrama simplificado dos modos de vibragdo da trans-amida. No caso da amida III, existird
deformacdo axial na ligagdo carbono= oxigénio-nitrogénio e deformacdo angular no plano do radical N-H. Além
de contribui¢des de C-C e C-N.
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No caso da cis-amida, as deformacdes angulares (N-H) no plano e axial (C-N),
originam bandas que estdo localizadas na regido do espectro entre 1450 em™” e 1350 cm™.
Através das bandas da amida I e amida Il pode-se inferir a existéncia de a-hélices e folhas
B provenientes da estrutura secunddria da proteina. A banda da amida II é usada na avalia¢do

da quantidade de proteina adsorvida na superficie sélida (Jeon et al., 1994), (Chittur, 1998).

5.3 Resultados experimentais
Procedimento de medidas

As medidas foram executas em um espectrometro Bomem DAS8 FT, com fonte de
luz globar (carbeto de silicio) com separador de feixe de KBr. O cristal analisador foi ZnSe
(seleneto de zinco) medindo lcm de largura por 5 cm de comprimento. Sua faixa de
transmissdo se situa entre (4000-700) cm™ e seu indice de refracdo € de 2,4. Os angulos da
face de entrada e saida (B) do feixe de luz é de 45° com a face do cristal, (figura 5.2). O
angulo optico de incidéncia (@) utilizado durante as medidas foi de 45°, o que leva a um
angulo de incidéncia efetivo (0) dentro do cristal de 45°. Para o caso do cristal de seleneto de

zinco o angulo critico € 38,3°.

Figura 5.6: Detalhe da célula de medida em ATR do espectrometro Bomem DAS8 FT com o cristal analisador
ZnSe no centro da célula.
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O espectro analisado é uma média de 125 varreduras entre 449 cm™ e 5000 cm’™
com uma abertura de 10 mm e a velocidade do espelho de 0,50 cm/s.O vécuo dentro da
camara era da ordem 0,4 milibar durante as medidas. Todos os espectros forma coletados
com uma resolugio espectral de 2 cm™. Foi utilizada a fungdo Bartelett para apodizacio.

Um espectro de referéncia do cristal analisador foi coletado, assim como um
espectro da solucdo tampao depositada nas mesmas condicdes da deposicao da proteina. Este
espectro serviu de espectro de fundo.O espectro resultante coletado da proteina depositada em
silicio (100) e silicio (111) foi subtraido do espectro de fundo. Espectros do Si (111) e Si
(100) sem proteina também foram coletados como referéncia. Antes e apds cada coleta de

dados, o cristal analisador era limpo com acetona (p.a).

5.3 Protocolo de adsorcao da proteina GInB-Hs e da solucdo tampao no substrato de
silicio

Os substratos de silicio (100) e (111) foram limpos segundo o procedimento padrao
descrito no capitulo 1. Os substratos hidrofébicos de silicio (100) e (111) foram obtidos
mergulhando-os em 4cido hidrofluoridrico por alguns minutos, lavados com dgua Millipore

(MilliQ, 18,2 MQ .cm), procedendo-se imediatamente a deposicao da proteina.

Protocolo de deposicdo da proteina GInB-Hs

Foram depositados 10 uL de proteina GInB-Hs no centro do substrato de silicio
que estava girando a 1000 rpm, deixando-se a proteina adsorver durante 30 segundos. Depois
desse periodo, substrato foi levado a girar a 2000 rpm para eliminar excessos e para a lavagem

com 20 puL de solug¢do de 10mM Tris/HCI pH 8 por trés vezes.

Protocolo de desnaturacio da proteina
A proteina foi desnaturada termicamente, levando-se 10 puL de proteina a 100°C

durante 15 minutos. Os substratos de silicio também foram aquecidos antes da deposi¢do.
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Ap06s a deposicao da proteina, seguindo-se o protocolo acima, as amostras foram levadas para

uma estufa onde secaram durante 1h.

Protocolo de deposi¢ao do tampao da proteina GInB-Hs

O substrato de silicio foi levado a girar a 1000 rpm e 20 uL de solu¢do foram
depositados no centro do substrato. Apés 30 segundos, o substrato foi levado a 2000 rpm para
se retirar o excesso. Depositou-se a solucdo tampdao da mesma forma que descrita no
paragrafo sobre a deposi¢do da proteina em substratos de silicio (100) e (111) para substratos
hidrofébicos e hidrofilicos.

Para o caso do tampdo da proteina desnaturada, a solu¢do tampao foi aquecida a
100°C durante 15 minutos, logo em seguida, foi depositada em substratos aquecidos de silicio
hidrofilicos (100) e (111), depois foram levadas a uma estufa para secar durante 0 mesmo

tempo que a proteina.

5.5 Espectro de Absorcao do Silicio Puro

Silicio é um material bastante conhecido por suas propriedades de transmissao no
infravermelho. Ele € usado para fabricacdo de janelas na regido espectral do infravermelho
médio. As suas bandas de absorcdo sdo as seguintes: 600 cm'l, 750 cm'l, 900 cm'l, 1100 cm'l,
1300 cm™, 1450 cm™. Na figura 5.7 sdo mostradas somente as bandas de interesse do
trabalho, entre 1000 cm™ e 2000 cm’. Entre 1500 cm’e 4000 cm’!, este material é

transparente.
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Figura 5.7: Gréfico dos espectros de absorbancia do Si (111) e Si (100), apresentando as principais bandas
caracteristicas dos dois substratos. O silicio apresenta uma janela de absorcdo entre 1500 cm™ e 4000 cm™.

5.6 Espectros do infravermelho obtidos para Si (111) com a proteina adsorvida

Notam-se diferencas marcantes entre os espectros de absorcdo para os trés modos
de deposicao da proteina sobre o substrato de silicio (111), (figura 5.8). O espectro da
proteina desnaturada ndo mostra picos de absor¢do nas regides tipicas dos grupos amida entre
1100 cm™ e 1700 cm™. Os dois espectros de absorcdo da proteina sobre a superficie
hidrofilica e hidrofébica possuem claras diferencas entre si. Com a ajuda da tabela 5.1 e
também da separacdo do espectro por bandas, para os casos hidrofilico e hidrofébico, podem-

se ver mais claramente as diferencas acima referidas.
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hidrofilico, apresentando as principais bandas caracteristicas nos dois casos. O espectro do silicio limpo pode ser

utilizado para comparagoes.

A tabela 5.1 sumariza as bandas de absor¢do dos grupos amida I, IT e III :

Hidrofilico Hidrofébico
Si (111) Bandas de absorc¢ao Bandas de absorc¢ao
(cm™) (cm™)
Amida I 1600-1644,1 1605,5-1644,1
1644,1-1660,5 1644,1-1676,9
1660,5-1728 1676,9-1736,6
Amida II 1538 -1596,7 1538-1677,8
14927 - 1538 1475-1538
1450 -1492,7
1032,7-1210,1
Amida III 1030,8-1104,1

1104,1-1201,5
1201,5-1320,1
1201,5-1320,1

1320,1-1442,5

1210,1-1334,5

1334,1-1400

Tabela 5.1 Resumo das principais bandas de absor¢do da proteina GInB-Hs, por categoria de absor¢do da amida

para silicio ( 111) hidrofilico e hidrofébico.
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Regisio da Amida III (1000 cm™ a 1450 cm™)

Estas bandas de absorcdo possuem estruturas que sdo formadas pela superposicao
de modos, (figura 5.9). No caso da proteina adsorvida em substrato hidrofébico (figura
5.9(b)), o perfil da banda é formado pela convolu¢do de um pico em 1375 cm’ e outro em
1364 cm™. Esta banda estd relacionada com o acoplamento das deformacdes angulares no
plano N-H e da deformacao axial C-N (Jeon, 1994) e encontra-se deslocada e mais larga no
espectro da proteina adsorvida no substrato hidrofilico, (figura 5.9(a)). Este possui, também

nesta regido, uma banda larga entre 1100 cm’ e 1200 cm™.
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Figura 5.9: Detalhes do espectro de absor¢@o da proteina GInB-Hs sobre silicio (111) na regido de absorcdo da
banda da amida III ( 1100 cm a 1200 cm’l). (a). Silicio hidrofilico. (b). Silicio hidrofébico.

Regisio da amida IT (1450 cm™ - 1600 cm™)
Nesta regido do espectro, (figuras 5.10(a) e 5.10(b)), o perfil das bandas para os
dois tipos de deposicdo difere significativamente. Existe uma certa concordincia em nimero

e - ~ . o -1
de onda para duas regides de absor¢do, mas nota-se a auséncia da regido entre 1450 cm™ -

1492 cm™! para o silicio hidrofébico, (figura 5.10(b)).
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Figura 5.10: Detalhes do espectro de absorc¢do da proteina GInB-Hs sobre silicio (111) na regido de absorcio da
banda da amida IT ( 1450 cm™ a 1600 cm'l). (a). Silicio hidrofilico. (b). Silicio hidrofébico.

Regiio da amida I (1600 cm™ - 1700 cm™)

Esta regido apresenta alguns picos em comum, (figuras 5.11(a) e 5.11(b)), para os
dois tipos de deposi¢do, embora os perfis de absor¢do deles sejam significativamente
diferentes: 1608,4 cm'l, 1635,4 cm'l, 1652,7 cm'l, 1674,9 cm'. Estes picos fazem parte da
estrutura de regides mais largas de absor¢do (estdo convoluidos com outros picos nestas
regides). Na literatura, picos em 1652 cm'1(1651 cm'-1657 cm'l) estdo relacionados com o-
hélice (Byler, et al., 1986), 16354 cm™ (1628 cm™-1634 cm™) estdo relacionados com folhas

B, (Byler, et al., 1986).
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Figura 5.11: Detalhes do espectro de absor¢do da proteina GInB-Hs sobre silicio (111) na regido de absorcdo da
banda da amida I ( 1600 cm™ a 1700 cm'l). (a). Silicio hidrofilico. (b). Silicio hidrofébico.

5.7 Espectros do infravermelho obtidos para Si (100) com a proteina adsorvida

No caso do silicio (100), os espectros de absor¢do da proteina GInB-Hs (figura

5.12), também mostram uma variagdo em fun¢do do estado de hidrofilicidade do substrato, e

ndo apresentam perfis semelhantes ao da absorcdo da proteina desnaturada.
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Figura 5.12: Gréfico do espectro de absorbéncia da proteina GInB-Hs sobre Si (100), hidrofébico e hidrofilico,

apresentando as principais bandas caracteristicas nos dois casos.

A tabela 5.2 a seguir, resume as principais bandas de absorcdo da proteina GInB-Hs

depositada no silicio (100):
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Hidrofilico Hidrofébico
Si(100) Bandas de absorc¢io Bandas de absorcio (cm™)
(em™)
Amida I 1612,2-1725,1 1600,7-1643,1

1643,1-1737,6

1460-1500,3 1452,2-1492,7
Amida II
1503,3-1513,9 1492,7-1600
1513,9-1538
1538-1596,8
1107,9-1207,2 1107-1203,4
Amida III
1207,2-1326,8 1203,4-1318,1
1326,8-1408,8 1318,1-1375
1408,8-1460 1375-1452,2

Tabela 5.2: Resumo das principais bandas de absor¢do da Proteina GInB-Hs por categoria de absor¢do de amida
para o substrato de silicio ( 100) hidrofilico e hidrofébico.

Regifio da amida ITI (1000 cm™ a 1450 cm™)

Nesta regido, ambos os perfis de absorcdo apresentam picos nas mesmas faixas de
nimero de onda, mas com perfis de absorcdo diferentes, (figuras 5.13(a) e 5.13(b)), Por
exemplo, nota-se um pico largo entre 1107 em™ a 1207 em™, para ambos os perfis, mas com
um ligeiro ombro para o caso da superficie hidrofilica. Os picos de absor¢ado relacionados com
a deformacao angular no plano do grupamento N-H e com a deformacgdo axial do grupamento
C-N estdao deslocados em nimero de onda e seus perfis de absorcdo sdo apreciavelmente

diferentes.
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Figura 5.13: Detalhes do espectro de absorcdo da proteina GInB-Hs sobre silicio (100) na regido de absor¢do da
banda da amida III ( 1000 cm! a 1450 cm’l). (a). Silicio hidrofilico.(b). Silicio hidrofébico.

Regidio da amida IT (1450 cm™ - 1600 cm™)

Esta regido também ¢ diferente com relacdo aos perfis de bandas de absorcdo,

quando se comparam os dois substratos. O silicio hidrofébico, (figura 5.14(b)), apresenta uma

larga banda de absor¢do, contrastando com o substrato hidrofilico, (figura 5.14(a)), que

apresenta nesta regido bandas largas, mas em trés regides distintas.
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Figura 5.14: Detalhes do espectro de absorcdo da proteina GInB-Hs sobre silicio (100) na regifio de absor¢do da
banda da amida II ( 1450 cm” a 1600 cm’l). (a). Silicio hidrofilico. (b). Silicio hidrofébico.

Regisio da amida I (1600 cm™ - 1700 cm™)

O substrato hidrofilico, (figura 5.15(a)), apresenta uma regido com uma elevacao

mais pronunciada na regido entre 1700 cm™ e 1725 cm™ aproximadamente. Excluindo este
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fato, pode se concluir que os dois perfis nesta regido sdo qualitativamente semelhantes.
Apesar de que, também, o substrato hidrofébico, (figura 5.15(b)), apresenta um ligeiro ombro
mais pronunciado do que o substrato hidrofilico, entre 1643,1-1737,6 cm’. O substrato
hidrofilico apresenta pico visiveis em (1603,7 , 1617 e a 1635,4) cm’! (1628 cm-1634 cm'l),
o qual estd relacionado com folhas B (Byler, et al., 1986). No entanto, estes picos nao se
encontram visiveis no espectro para caso hidrofébico. As bandas para ambos os perfis de

absorg¢do estio visivelmente convoluidas com outros picos de absor¢ao.
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Figura 5.15: Detalhes do espectro de absorc¢do da proteina GlnB-Hs sobre silicio (100) na regido de absorcio da
banda da amida I ( 1600 cm’ a 1700 cm’l). (a). Silicio hidrofilico. (b). Silicio hidrofébico.

5.8 Comparacio entre espectros de substratos com orientacao cristalina diferentes
Si (100) hidrofilico e Si (111) hidrofilico

O gréfico 5.16 apresenta uma visdo geral do espectro de 1000 cm™ a 2000 cm™
para os dois casos. Quando se comparam os dois espectros de absorcdo, nota-se uma
semelhanga qualitativa. Uma visao mais detalhada por bandas, porém mostra que na regiao da
amida I, o pico de absor¢ao em 1652 cm’! relacionado com a o-hélice (Byler, et al., 1986),
(figura 5.16b), ndo estd visivel para o silicio (100). Porém, ambos possuem o pico de absor¢ao

em 1635,4 cm™ caracteristico de estrutura de folhas B (Byler et al., 1986).
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Figura 5.16: (a). Vista geral do espectro de absor¢do do silicio (100) e silicio (111) hidrofilico, ambos
apresentando caracteristicas semelhantes. (b). Detalhes do espectro de absor¢do da proteina GInB-Hs sobre
silicio (100) e silicio (111) hidrofilicos na regido de absor¢éo da banda da amida I ( 1600cm™ a 1700 cm™).

Si (100) hidrofébico e Si (111) hidrofébico

1750

Através da figura 5.17 observa-se que o espectro de absor¢do para o caso do Si

(111) e Si (100) hidrofébicos sao apreciavelmente diferentes. Com a retirada da camada de

Si0,, estes substratos diferem pelo empacotamento e pela simetria planar. No caso do silicio

(111), o empacotamento € mais fechado com simetria hexagonal. No caso do silicio (100), o

empacotamento ¢ menor, com simetria ctibica. Provavelmente, o fato de se ter espectros de

absor¢do distintos parece evidenciar que a auséncia da camada de 6xido promoveria a

influéncia da orientacdo cristalina dos substratos no arranjo das monocamadas de proteina

GInB-Hs. Com a camada de 6xido, a proteina passaria a "quase" interagir com os dois

substratos como se fossem iguais. No entanto, os espectros apresentam algumas pequenas

diferencas de picos de absorbancia devido, provavelmente a diferenca de espessura de camada

de 6xido, que € bem menor para Si (100).
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Figura 5.17: Gréfico do espectro de absorbancia da proteina GInB-Hs sobre Si (111) e Si (100) hidrofébicos,
apresentando as principais bandas caracteristicas nos dois casos.
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Conclusao do capitulo 5

Existem significativas diferengcas quando se comparam as bandas de absorcao entre
os substratos de silicio (111) hidrofilico e hidrofébico. Auséncia de picos é caracteristica do
substrato hidrofébico. Como por exemplo, o pico de absorbancia entre 1450 cm™ -1492,7
cm” na banda da amida II e na amida III entre 1201,5 cm™'- 1320,1 cm™ e 1104,1-1201,5
cm'. Existe também alargamento de picos como para o pico entre 1032,7 em'-1210,1em™.
Por outro lado, olhando-se a banda de absor¢do da amida I para ambos os casos, foi detectado
picos caracteristicos estruturais relacionados com folhas B (1635,4 cm'l) e o-hélice (1652,7
cm’™") para ambos os casos.

Para os casos Si (100) hidrofilico e hidrofébico, um comportamento semelhante
acontece: auséncia de bandas, desta vez no caso hidrofilico em 1643,lcm'1—1737,6 cm'l, para
a amida I, e no caso hidrofébico, em 1513,9 cm 21538 cm™! e 1538 cm'1—1596,8 cm'l, para a
amida II

Observando-se a banda da amida I para ambos os casos, vé-se que em geral, seguem
a mesma tendéncia com relacdo ao perfil das faixas de absorcdo. O substrato hidrofilico
apresenta um pico visivel a 1635,4 cm™, o qual est4 relacionada com a estrutura folha B.

Quanto aos substratos hidrofilicos de orientacdes cristalinas diferentes, nota-se uma
grande semelhanca qualitativa. Na regido da absor¢do da amida I, porém, o substrato Si (100)
ndo apresenta o pico de absorbancia em 1652 cm™ relacionado com a estrutura o-hélice. No
entanto, ambos apresentam o pico de absorbancia em 1635,4 cm’! caracteristico da estrutura
folha f.

Quanto aos substratos hidrofébicos de orientagdes cristalinas diferentes, observa-se
que o espectro € bastante distinto. Esta diferenca poderia estar relacionada com a auséncia da
camada de 6xido que promoveria uma maior influéncia do substrato no arranjo protéico

diferenciando-os, e por sua vez, isso se refletiria no espectro de absorcao.
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Capitulo 6

Raios-X em incidéncia rasante da Proteina GInB-Hs sobre Silicio

Neste capitulo serdo descritas as bases da técnica de Raios-X em incidéncia rasante
e sua aplicacdo ao estudo da estrutura de um filme fino de proteina globular produzido pela
técnica de "spin-coating" em um substrato sélido de silicio. Em seguida, os resultados
experimentais obtidos serdo apresentados e discutidos de acordo com a investigagdo desta
organizacdo em funcdo da velocidade dos substratos e em fung¢do das duas orientagdes

cristalinas (100) e (111).

6.1 Introducio a técnica

A superficie de um material estd relacionada diretamente com a estrutura atdmica
deste. A superficie dos materiais s6lidos contém tipicamente 10" dtomos /cm? (Feidenhans'l,
1989), levando a uma baixa relagdo sinal-ruido e fazendo com que o sinal ndo seja detectavel
com técnicas convencionais de Raios-X. Assim, a disseminacao de fontes de alta brilhancia e
colimacao, como € o caso dos sincrotrons, vém se mostrando especialmente util no estudo de
superficies e interfaces, como € o caso dos filmes de proteina em investigacio neste trabalho.

A condicdo de incidéncia rasante, com reflexdo total, cria uma onda evanescente
que se propaga ao longo da superficie com penetracio da ordem de 100 A. Esta técnica
permite o exame da ordem cristalina, mesmo em filmes organicos, com grande resolugdo e
sensibilidade.

Este método de investigacdo de filmes finos vem demonstrando bons resultados
tanto em substrato liquido como em suporte sélido. No caso de interfaces ar-liquido, arranjos
de peptideos formados de 3 folhas B ja foram caracterizados (Rapaport, 2002), além de ser
usual a caracterizacdo de longas cadeias anfifilicas (Leveiller et al., 1994), filmes finos
surfactantes (Kjaer, 1994) e lipases (Jensen et al., 2001). Esta técnica € bastante difundida em

interfaces liquidas com uma bibliografia extensa, citando como um exemplo, (Als-Nielsen, et
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al., 1994), que trata do tipo de empacotamento da molécula sobre a superficie liquida, do
angulo de inclinac@o em relacdo a cadeias vizinhas, além do célculo da densidade eletronica
através dos perfis experimentais de refletividade. J4 se elucidou, também, através dessa
técnica em interfaces liquidas, a estrutura de proteina de uma membrana com 27 kDa
(Verclas, et al., 1999). O estudo de monocamadas depositadas em suporte sélido, por sua vez
desenvolveu-se primeiramente com moléculas de cadeias anfifilicas em silicio (Seul, et al.
1983), em prata (111) (Fenter et al., 1991), em ouro (111) (Samant et al., 1991). Em seguida,
em sistemas mais complexos como membranas com lipideos em silicio (Salditt, 1999),
proteinas de membranas em substrato de silicio (Koltover, 1998), e utilizando a técnica de

“spin-coating” com bicamada de lipideos (Mennicke, 2002).

A difracao de Raios-X em incidéncia rasante

Sempre que a onda eletromagnética atravessa um meio opticamente denso (alto
indice de refracdo) em direcdo a um meio menos denso (baixo indice de refracdo) poderd
ocorrer o fendmeno da reflexdo total. Para Raios-X a densidade 6tica do ar é maior do que nos
sOlidos. Assim, a reflexdo total ocorre em condi¢cdes mais favordveis do que para o caso da
luz visivel ou para o infravermelho.

A reflexdo total produz uma onda evanescente que se propagard ao longo da
interface entre os dois meios. Mesmo que a diferenca no indice de refracdo seja muito
pequena, da ordem de 107, ocorrers a reflexio total. Este efeito pode ser usado de forma a
realcar o sinal da superficie e diminuir o sinal do volume do material.

O indice de refracdo n de um material € dado pela seguinte expressao:

n=1-06—-if =n, +in, (6.1.1)
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Onde 1-8 ¢ a parte real do indice de refracdo e B € a parte relacionada com a absor¢do do
meio. 0 , O , O sdo os angulos de incidéncia, refracdo e angulo critico, respectivamente. A
lei de Snell pode ser escrita da seguinte maneira:

CoSQ; =ncosa, (6.1.2).

Na condig¢do de reflexdo total o,=0 e o se torna o angulo critico de incidéncia o,. A

seguinte relacdo passa a ser vdlida, desprezando-se o termo de absor¢ao:
cosa, =1-96 (6.1.3).
Como a refragdo total ird ocorrer para angulos muito pequenos de incidéncia, pode-

se expandir cos O :

2
@e __s
2 (6.1.4).

cosa, =1—

o, =26
A lei de Snell ser escrita desprezando os termos de 4* ordem:

o’ =aki-a’ (6.1.5).
O angulo de refragdo torna-se imaginario quando o; for menor do que o.
A profundidade de penetracdo € descrita pela seguinte expressao considerando desta

vez o termo de absorc¢do (Feidenhans'l, 1989):

y)
227

1
L= (@2 -a?)+2B)* +a? - F (6.1.6).

Utilizando as equacdes de continuidade dos campos na interface conjuntamente
com as leis de Maxwell podem-se deduzir as amplitudes das ondas refletidas e refratadas
(equacdes de Fresnel). No limite de angulos pequenos de incidéncia, R e T sdo independentes

da polarizacdo (Feidenhans’l, 1989).
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- 20, 6.1.7).
R=Gi~% p_ 2 (6.1.7)
a +a a +a

Quando o angulo de incidéncia é menor que o angulo critico, pela equacao 6.1.5, o
angulo de refracdo torna-se imagindrio e |R| =1, o que significa que todo feixe de Raios-X
incidente sobre a superficie do material € refletido pela superficie, e isto € o que se chama de
reflexdo total.

Para se obter informagdes sobre a estrutura do filme fino formado, existem duas
geometrias usuais: a informacdo da estrutura vertical das monocamadas de proteina sdo
obtidas no caso em que o angulo incidente e o angulo refletido sdo os mesmos (4= 0, = O €

20y=0), (figura 6.1). O vetor de espalhamento neste caso € |q,| =2ksena., (Jensen et al., 2001).

K Qi a, s = O
¥ ke
A 1
Proteina GInB-
Silicio
G=k, -k, |k|=27x/2

Figura 6.1: Geometria 1, mostrando os vetores de incidéncia e espalhamento (04= o, =0l € 26,,=0), (Jensen et al.,
2001).

A segunda geometria usual para se obter informacdes da estrutura da monocamada
no plano do substrato pode ser vista no diagrama esquemadtico da figura 6.2, sendo o; =
0,850,. A intensidade espalhada € func¢do dos angulos vertical e horizontal, ou seja, (20, #0)
e 0p>0. As diregdes dos vetores incidente e espalhado sdo |k; |=|ke= k=2m/A (Jensen,et al.,
2001). Esta geometria foi testada também no LNLS recentemente (fevereiro, 2005) e seus

resultados estdo sob analise.
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Figura 6.2: Geometria 2, mostrando os vetores de incidéncia e espalhamento formando o tridngulo de
espalhamento no espago reciproco, (264, #20) e 0,20 (Jensen et al., 2001).

6.2 Resultados experimentais

O objetivo desta investigacdo € o estudo da organizacdo estrutural do filme de
proteina GInB-Hs, depositado por ‘“spin-coating”, através do uso da difracdo a angulos
rasantes na busca de arranjo(s) organizado(s), cristalinos do filme protéico. Os resultados
foram executados em duas fases. Na primeira fase foram utilizadas informagdes provenientes
da espectroscopia de fotoelétrons (XPS) que indicaram a velocidade de 1000 rpm como a
mais adequada para um recobrimento homogéneo. A concentragdo de proteina foi aumentada
para 10 nMol com o objetivo de favorecer a deteccdo do sinal proveniente da proteina. Ainda
com o objetivo de aumentar o sinal da proteina, uma variacao da deposi¢do a 1000 rpm foi
feita através do acréscimo de uma segunda deposicdo de proteina para aumentar o sinal
proveniente das camadas ordenadas formadas. Uma segunda velocidade para substrato
também foi utilizada em fun¢@o de medidas preliminares terem acusado um provavel pico de
difracdo com uma amostra preparada com o substrato girando a 2500 rpm. A velocidade de
2.500 rpm também foi escolhida para lavagem do excesso de solucdo e eliminagcdo das
moléculas mais leves que a proteina durante a deposi¢do. Estas moléculas fazem parte da

solucdo tampdo. (EDTA (292,2 g/mol, monoclinico, a=12,032 A, b=7,5704 A, ¢ = 9,33 A),
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NaCl (58,45 g/mol, cubico, a = 5,6402 10%), Tris-HCI (132,1 g/mol, monoclinico, a = 16,112 A,
b =5,5774 A, c = 13,287 A) e glicerol (92,1 g/mol)). A proteina possui a massa molecular de
(35975,5 g/mol).

Ha uma grande probabilidade de que moléculas mais leves (maior difusividade na
solucdo), que molécula de proteina, sejam expulsas durante a rotagdo com grande velocidade
angular. Além do mais, os solventes que estabilizam a molécula de proteina sdo
preferencialmente excluidos do dominio protéico, pois existe um raio de exclusio devido ao
fendmeno chamado de exclusdo estérica. Como resultado, uma zona rica em dgua é formada
em torno da proteina. O motivo bdsico para esta exclusdo € a diferenca em tamanho da
molécula da dgua para os co-solventes (Creighton, 1997). O glicerol € excluido por motivos
"solvofébicos" isto €, o contato com a dgua para a proteina é mais entropicamente favoravel
do que com a dgua-glicerol. NaCl € um sal que preferencialmente atua fracamente em grupos
carregados ou ligacdes peptidicas da proteina, sendo também excluido preferencialmente.
Portanto, durante os primeiros segundos de rotacdo, quando as forgas inercias dominardo e
90% do solvente serd ejetado (Lawrence, 1988), as moléculas mais leves e "excluidas" do
contato direto com a superficie da proteina permitirdo que a proteina de se adsorva

preferencialmente. Somente uma quantidade negligencidvel destas moléculas também ird co-

adsorver.

Co - Solvente

¥\ Volume de Exclusio = V.

Figura 6.3: Desenho esquematico do raio de exclusdo efetuado pela proteina devido ao fendmeno de exclusio
estérica.
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Protocolo de adsorcao da proteina GInB-Hs no substrato de silicio

Foram utilizadas bolachas de silicio comerciais do tipo p, dopados com boro na
orientagdo (111) e (100), com 450 um de espessura como substratos solidos. Os substratos
foram clivados em pecgas de lem? e foram limpos segundo o protocolo de limpeza descrito no
capitulo 1.

A solucido de proteina foi diluida em uma solu¢do como descrita no capitulo 1 e as
superficies de Si (100) e Si (111) foram incubadas com uma gota de 10 pL pipetada
centralmente no substrato girante a temperatura ambiente. O excesso foi eliminado lavando o
substrato trés vezes com uma solucdo de 20ul de 10mM Tris/HCI pH 8. As amostras foram
deixadas para secar em uma sala com a temperatura (24°C) e a umidade (40%) controladas
antes da anédlise de Raios-X.

Trés tipos de depdsitos de proteina foram efetuados para cada tipo de substrato

como pode ser visto na tabela 6.1.

Passo 1 Passo 2 Passo 3
Quantidade Quantidade Protocolo
Amostra de proteina de tampao Velocidade Tempo Velocidade repetido
3X de deposicdo de de lavagem
substrato adsorcdo  do substrato
(ng/uL) (ng/uL) (rpm) (s) (rpm)
Si(11) F 35,97 20 2500 nao 2500 nao
Si(111) B 35,97 20 1000 30 2500 nao
Si(111) L 35,97 20 1000 30 2500 sim
Si (100) 1 35,97 20 2500 nao 2500 nao
Si (100) 2 35,97 20 1000 30 2500 nio
Si(100) 3 35,97 20 1000 30 2500 sim

Tabela 6.1: Tipos de depdsitos efetuados
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No primeiro caso, uma gota de 10 uL de solucdo foi pipetada com o substrato
girando a 2500 rpm, depois o substrato foi lavado com a solu¢do de Tris/HCI por trés vezes.
No segundo tipo de depdsito, um volume igual de solucdo com proteina foi pipetado, mas a
velocidade do substrato foi de 1000 rpm. Deixou-se a proteina incubar por 30 segundos e
lavou-se o substrato a 2500 rpm. O terceiro tipo de depdsito foi executado da mesma forma
que o segundo, com a diferenca que, depois da lavagem, o substrato foi desacelerado a 1000
rpm e procedeu-se a uma segunda deposicao de 10 uL de solucdo de proteina que também foi

incubada por 30 segundos e lavada a 2500 rpm com Tris/HCI pela segunda vez.

Parametros da coleta de dados

O experimento foi realizado em um difratbmetro de seis circulos na linha de
difracado XRD2 (LNLS, Campinas), (Giles et al., 2003). A informacdo do arranjo da estrutura
vertical das monocamadas de proteina foi obtida em uma geometria onde o angulo incidente e
o angulo refletido foram os mesmos (0= & = o e 20,,=0). O vetor de espalhamento é
|q. |= 2ksena.

A energia utilizada no experimento foi de 7615 eV com o feixe de drea 1mm?
focalizado na amostra. As fendas verticais e horizontais foram ajustadas para iluminar uma
area no substrato de 1 mm de largura e o comprimento total da amostra de silicio (1 cm). Os
possiveis efeitos da radiacdo foram minimizados mantendo o ‘“‘shutter” aberto somente
durante a coleta de dados. Os perfis iniciais de espalhamento foram executados em geometria
0-20 usando um cintilador "cyberstar" e "image plate". Todas as medidas foram executadas a
temperatura ambiente. Perfis de espalhamento do silicio (100) e silicio (111) também foram
obtidos sem a deposicdo da proteina para serem usados com referéncia, eles sao mostrados

nas figuras 6.4(a) e 6.4(b).
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Figura 6.4: Perfis de refletividade (a). silicio (100) de referéncia. (b). Si (111) de referéncia. Notar a auséncia de
ombros.

Tratamento dos dados

Todos os perfis de espalhamento foram normalizados levando em conta a corrente
no anel e o espalhamento difuso para poder permitir comparacdes. O perfil de espalhamento
do silicio de referéncia foi usado para subtracdo e o espalhamento incoerente foi modelado
com uma funcao exponencial decrescente e entdo subtraido dos perfis de difracdo na regido de

espalhamento situada entre 0,125 Ale 0,157 Al

Resultados

GInB-Hs, como mostra as figuras 6.5(a) e 6.5(b) na préxima pagina, e como foi
discutido no capitulo 3, forma arranjos circulares de agregados de proteina em forma de anel
quando depositado no silicio. As dimensdes desses agregados variam entre 100 nm e 130 nm
de largura com alturas até 3,12 nm. Estes agregados circulares de proteina, por sua vez, sao
formados também por unidades protéicas em forma de anéis com uma largura aparente em
torno de 10 a 28 nm. Seu arranjo em silicio (111) hidrofilico é essencialmente na
configuragdo dos anéis com a face para cima (Lubambo, et al., em impressao). No caso em
que se deposita somente a solu¢do tampao sobre silicio, ndo existe a formagdao de anéis

caracteristicos da deposi¢do com proteina, como € mostrado nas figuras 6.5(c) e 6.5(d.)
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Figura 6.5 (a). Imagem AFM em modo dindmico da Proteina GInB-Hs (10 nMol), depositada a 1000 rpm, lavada
3x com Tris/Hcl a 2500 rpm. (b). imagem de fase da figura a. (¢). Solucdo tampao (50 mM Tris/HCI pH 8, 50
mM NacCl, 0,1 mMol EDTA e 10% glicerol) depositado em Si (100). (d). Imagem de fase da figura c.
Dimensdes das imagens (4, 00 x 4, 00 ) um,a e b; (1,00 x 1,00 ) umc e d.

Perfis de refletividade da proteina GInB-Hs sobre Si(111) hidrofilico

Os perfis de difragdao para o Si (111) apresentam duas regides de espalhamento
caracteristicas. A primeira regido se situa entre 0,125 A'e0,194 A", e é mostrada na figura
6.6. Estes picos foram obtidos apds a subtragdo do “background” para as amostras B e F.
Para a amostra L, a subtracdo ndo foi necessdria. O pico que aparece na amostra L (figura
6.6(b)) tem uma largura a meia altura de 0,97 Al o que produz, utilizando a férmula de

Scherrer (Guinier, 1963), eq. 6.2.1, um dominio de coeréncia em torno de L, = 60 A, 0 que
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equivaleria a um empilhamento de duas proteinas GInB-Hs se elas estivessem com a face para

cima com altura de 30 A.

2

onde L, é tamanho aparente do dominio coerente, FWHM € a largura a meia altura em q,.
Estes perfis de espalhamento do Si (111) possuem uma darea larga de difracdo na

regido entre 0,2 Ale 0,6 A, (figura 6.6). Este ombro largo esta relacionado com o filme

formado pela proteina, pois ele muda de perfil com o tempo de irradiacdo sobre a amostra

para todos os casos de deposic¢ao.
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Figura 6.6: Perfis de Refletividade (a). Si (1 101) em fung?o da deposicdo e Si (111) de referéncia. (b). Si (111) L,
apresentando um pico de difracio em 0,194 A”',d = 32 A, provavelmente est4 relacionado com a proteina GInB-
Hs.

Perfis de Refletividade da proteina GInB-Hs sobre Si(100) hidrofilico

Os perfis de difragao do Si (100) apresentaram o mesmo comportamento, mostrado
na figura 6.7. O primeiro pico de difracdo para as amostras 2 e 3 depois da subtracdo do ruido
de fundo se situa na regido entre 0,130 Ale 0,157 A'l, (figura 6.7). Para a amostra 1 nao foi
necessdria a subtra¢do do ruido de fundo. Usando novamente a férmula de Scherrer,eq. 6.2.1,
o pico na amostra 1, (figura 6.7(b)) corresponde a um dominio de coeréncia de 246 A, o que

equivaleria a um empilhamento de 6 proteinas com a face para cima.
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Figura 6.7: Perfis de refletividade (a). Silicio (100) em fun¢io da deposicéo e Si (100) de referéncia. (b). Si
(100) amostra 1, apresentando um pico de difra¢do a 0,157 A'l, d =39,97 A, Ele estd relacionado com a proteina

GInB-Hs.

A segunda regido caracteristica que se repete com um ombro largo, (figura 6.7(a),

se situa na regido do perfil de difracdo entre 0,2 A e 0,7 A" e parece ter um perfil mais

largo) do que no caso do Si (111). No caso das amostras 2 e 3, existe uma terceira regiao

caracteristica onde pode se observar um pico intenso situado a q,= 0,76A™, (figura 6.7(a)).

Este pico estd ausente em Si (111) como pode ser visto nos graficos das figuras 6.6(a) e

6.6(b). A origem deste pico foi investigada e serd descrita na secao seguinte.

Posicio  Parametro
Amostra  do pico de
Rede
¢AH  d@)
Si(111) F 0,139 45,28
Si(111) B 0,125 50,34
Si(11)L 0,194 32,4
Si (100) 1 0,157 39,97
Si (100) 2 0,132 47,59
Si (100) 3 0,130 48,33

Tabela 6.2. Lista da posicao dos picos de difraciio e os pardmetros de rede correspondentes.
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A tabela 6.2 e as figuras 6.5(a) e 6.5(b), mostram que os parametros de rede
extraidos dos dados experimentais destes picos de difracdo estdo relacionados com a proteina
GInB-Hs pois, possuem o mesma ordem de grandeza que suas dimensdes: 50 A de didmetro
por 30 A de altura (Benelli et al., 2002) e estes picos estdo ausentes na soluciao tampao sobre

silicio que foi usada também como controle, (figuras 6.8(d) e 6.8(d) , na préxima se¢ao).

Perfis de refletividade do tampao, Tris-HCI e EDTA sobre Si(100) hidrofilico

A solug@o tampado (nas mesmas concentracdes € no mesmo volume que € utilizado
quando se deposita a solucao de proteina, ou seja, 50 mM Tris/HCI pH 8, 50 mM NaCl, 0,1
mM EDTA e 10% glicerol), em seguida, o EDTA (0.1 mMol, puro) e Tris-HCI (50 mMol,
puro) foram depositados em Si (100) como perfis de controle, com o objetivo de investigar o
pico de difracdo que aparece em q, = 0,76 Al (figura 6.7(a)), e que ndo aparece nas

deposi¢des de proteina em silicio (111). A tabela 6.3 mostra os dados para as deposigdes.

Passo 1 Passo 2 Passo 3
Volume de Lavagem Protocolo
Amostra amostra com Velocidade Tempode  Velocidade repetido
Tris-HCI de adsorcdo final do
3x deposi¢do (s) substrato
substrato (rpm)
(rpm)
50 mMol Tris+ nao 1000 30s 2500 sim
50 mMol Nacl +
Tampao sobre 0,1mMol
Si (100) EDTA+10%
glicerol/10 uL
EDTA 0,1mMol/ 10 pL. nao 1000 30s 2500 nao
sobre Si (100)
Tris-HCI 50 mMol/20 pLL nao 1000 30s 2500 ndo
sobre Si (111)
Tris-HCI 50 mMol/20 pLL nao 1000 30s 2500 nao
sobre Si 100)
Proteina 10 nMol/10 pLL sim 1000 30s 2500 sim
sobre Si (100)
n°4

Tabela 6.3: Tabela de depdsitos efetuados para tris-HCI, EDTA, solu¢do tampdo e proteina sobre Si(100) para
controle.
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As duas deposicoes de Tris-HCl mostradas na figura 6.8 (a), apresentam dois picos
de difracio em q, = 0,76 Al (correspondendo ao plano(l 0-1)) e q, = 1,517 Al
(correspondendo ao plano (20-2)). Pode se ver pela figura 6.9, que o Tris-HCl formou um
cristal quando foi depositado no substrato de Si (100) e Si (111). Ele cresceu de forma
texturizada, na dire¢do vertical, pois somente os picos de difracdo dos planos (10-1) e
paralelos a este apareceram no perfil de difracdo. E importante observar que a orientacio
cristalina do substrato nao influiu no crescimento do cristal nessas duas superficies, ou seja,
para esta molécula orginica leve, se comparada com a proteina, a texturizagdo foi
independente da orientacdo da superficie cristalina. Isso pode significar que a camada de
oxido de SiO; no substrato € espessa o suficiente para que a molécula ndo guarde a orientagcdo
da superficie cristalina dos substratos Si (100) e Si (111).

Por outro lado, como pode ser observado na figura 6.8 (b), o perfil de difracdo do
tampao seco apresenta um ligeiro ombro na regido entre 0,2 Ale 04 A'l, mas nao apresenta o
pico intenso que corresponderia ao Tris-HCI. E muito provdvel que algum componente na
solucdo tampdo esteja impedindo a cristalizagdo do Tris-HCI ou, quando depositado
conjuntamente com a proteina, ndo se deposita em concentra¢do suficiente e em condi¢des
ideais para cristalizar (o que ja foi discutido na secdo 6.2), diferentemente do que acontece
quando é depositado sozinho. Observando o gréfico da figura 6.8 (c), onde foi depositado 0,1
mMol de EDTA puro, nota-se que o perfil € muito semelhante ao do Si (100) de referéncia,
(figura 6.8(d), curva preta). Esta semelhanca sugere que esta concentracio EDTA pode ser
muito baixa para deteccdo por Raios-X ou pode ser que esta molécula ndo se depositou na
superficie de Si (100). Portanto, é muito improvavel que esta molécula apresentard um perfil
de difracdo observdvel quando depositado conjuntamente com a proteina, visto as condi¢des

reais que estdo sendo utilizadas na deposi¢do da proteina GInB-Hs.
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Em relacdo a deposicdo da proteina GInB-Hs no substrato de silicio (100), amostra
N° 4, mostrada na figura 6.8(d), iremos notar que esta deposi¢do € uma repeticdo e equivale a
deposi¢do da amostra Si(100) n° 3 (ver tabela 6.3 e tabela 6.1, dltima linha) . Ao contrério
desta amostra 3, medida anteriormente, a amostra 4, ndo apresenta o pico intenso de difragdo
em 0,76 A, (figura 6.7(a)). Isto pode significar que este pico intenso apareceu nas duas
amostras de Si (100) devido uma concentragdo maior do que a concentracao nominal de Tris-
HCI. Pode-se concluir dessa série de experimentos de controle que o pico intenso em 0,76 Al
¢ provavelmente do Tris-HCI que cristaliza de uma forma texturizada sobre o substrato de
silicio. Sua cristalizagdo ndo € influenciada na direcdo vertical pela orientacdo do substrato.
Quando depositado nas condicdes da solu¢do de tampao da proteina, os picos de difracdo do
Tris-HCI ndo aparecem. O EDTA também nao apresenta picos de difracdo nas concentracdes

usadas de deposi¢do da proteina.



138

10"jE L 'ampé'o sobr'e Si(1'00) ' ' "]

Intensidade (u.a)

—T_ Tris-Hcl 50mMol sobre Si{100) ©
—o— Tris-Hcl 50mMol sobre Si(111)
-1 ] 4
10 104 4
2] 1%
10 2 1024 4
(]
k:
10° i 3 10%4 4
c
8
f=
1x10™ 5 1T 1x10%y E
1X10-5< ° I 3 1X10-5A T T T .x.. T ..x.. T T “I ‘A
00 02 04 06 08 10 12 1.4 16 18 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18
Bl
a A" (A
| o |
10°4 =" 0.1mMol de EDTA sobre 5i(100) ' ] 10°] —Tsilicio (100) Referéncia | ]
—=— Proteina GInB-Hs sobre Si(100)
1074 E 1074 i
w 2 T
% 1074 7 2 10%4 E
] 3
2 10°, 12 e
2 2 o0l ]
g g
= 4] £
1x10 1x10™ 3
5]
1x10 LILI. : 1X10-5A ol ; ; i
T T T T T T T T T T T T T T T —
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 00 02 04 06 08 1,0 1,2 14 16 1,8
q,(A") q,(A")

Figura 6.8: (a). Perfil de refletividade de 50 mMol Tris-HCI sobre Si(100),(preto) e Si(111),(vermelho)com
analisador de grafite (002). (b). Perfil de refletividade da solug¢@o tampao sobre Si (100) com analisador de
grafite (002). (c). Perfil de refletividade de 0,1mMol de EDTA sobre Si (100) com analisador de grafite (002).
(d). Perfil de refletividade da Proteina GInB-Hs sobre Si (100), (vermelho) e de Si(100), (preto) de referéncia.

Figura 6.9: Imagem por microscopia 6tica da deposi¢ao de Tris-HCI 50 mMol sobre silicio. As dentritas
caracteristicas de cristalizac@o sdo visiveis ao centro da imagem.
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6.3 Monitoramento da deterioracio da proteina por Raios-X

O monitoramento da eventual deterioracdo do filme de proteina foi executado
através da repeticdo seguida da mesma varredura, na mesma regido, com o objetivo de
detectar alguma mudanca no perfil de difracdo. O alinhamento da amostra foi otimizado para
durar o menor tempo possivel com o obturador aberto e o tempo de varredura foi ajustado
para dez minutos. Como pode ser visto na figura 6.10 (a), para o caso da amostra Si (111) B,
uma pequena mudanga foi detectada nos perfil de difracdo na regido do ombro entre duas
varreduras seguidas. A coleta de dados nessa situagdo durou 20 minutos. No entanto, para a
amostra Si (100) 3, figura 6.10 (b), uma mudanca no perfil do ombro é bastante visivel,
geralmente o efeito € de tornar o ombro mais menos pronunciado.

No caso da amostra 1 Si(100), varreduras azimutais (¢) com passo de 10 graus,
mostradas nas figuras 6.11(a), 6.11(b), 6.11(c) e 6.11(d), foram executadas para analisar um
pico de difracdo situado em q = 0,31A™". Notou-se que este pico era bastante estivel sob o

feixe.
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Figura 6.10: (a). Perfil de refletividade para a amostra Si (111)b e a mesma varredura efetuada pela segunda vez.
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Figura 6.11: (a). Varredura inicial (¢=0°) e final (¢=360°) do pico de difragao situado a q =0, 31 A'l.(b).
Posicao angular de todas as varreduras azimutais. (c). Area integrada relacionada com as varreduras azimutais.
(d). Largura a meia altura correspondentes a c.

z

Como ¢ mostrado na figura 6.11(a), depois de 5 horas de coleta de dados a

temperatura ambiente, a intensidade integrada mostrada na figura 6.11(c), diminuiu de 20% e

houve somente 1,6% de deslocamento na posicdo do pico na direcdo de maior parametro de

rede (aumento do volume da célula unitria € um dos efeitos caracteristicos de deterioracao

por radiacdo), (Ravelli et al, 2000).

2

E provavel que dominios cristalinos sejam muito mais estdveis. O fator

determinante da deterioracdo por radiacdo € a energia absorvida e ndao o nimero de fotons

incidentes, desde que sejam preenchidas as seguintes condi¢des: ndo se deve estar préoximo a
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uma borda de absor¢do, a energia devida ao espalhamento Compton deve ser desprezivel, a
transmissdo do feixe de Raios-X deve ser alta e o cristal deve ser pequeno o suficiente para
permitir que os fotoelétrons saiam carregando uma quantidade de energia suficiente. De fato,
em uma primeira aproximac¢do, quando o livre caminho médio do fotoelétron € maior que o
tamanho do cristal de proteina, a dose de radiacdo absorvida € reduzida devido a auséncia do
espalhamento Compton que contribui para a emissdo de energia incoerente (Nave, et al.,
2005).

De acordo com a férmula de Scherrer, o alargamento do pico de difracio é devido
ao tamanho finito dos dominios cristalinos. No caso especifico deste pico de difragdo, como
foi mencionado na sec¢do perfil de difracdo para Si (100), o dominio de coeréncia usando a
formula de Scherrer é de 246 A.

Se usarmos a equacgdo 6.3.1 (Ashley, 1980) que prediz o livre caminho médio para
elétrons em materiais organicos com energia entre 100 eV e 10 keV e com um erro de 10%
comparado com medidas experimentais, vamos encontrar um valor de A = 500 A. Este
resultado nos mostra que para esta energia (~7 Kev) e para este tamanho de dominio de

coeréncia, a intera¢do do fotoelétron com o dominio € desprezivel.

1 = (ﬂ 13.6In E —17,6—14& (6.3.1).
A ME E

onde p=0,2674 g/cm3 ¢ a densidade do material, A € o livre caminho médio do fotoelétron em
angstrons, M=35975,52 g/mol é o peso molecular, N= 17214 é o ndmero de elétrons de
valéncia por molécula ou unidade monomérica, E = 7 keV € a energia incidente.

A perda de energia do fotoelétron calculada para uma distancia caracteristica
utilizando o programa ESTAR, (ver apéndice A6), prediz aproximadamente uma perda de
2,917 eV/A. Observa-se, por sua vez, utilizando o programa Casino, (figura 6.12(a)), na
proxima pagina, que simula a trajetéria de um fotoelétron dentro de um cristal de proteina

GInB-Hs com dimensdes de (246x 246) A que, devido ao pequeno tamanho do dominio, o
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fotoelétron criado neste, o atravessa e sai carregando quase toda a energia incidente (figura
6.12(a)). A simulag@o para um cristal de 1 umz, (figura 6.12(b)), por sua vez, mostra que este
tamanho ja ndo seria tdo favordvel como o da situacdo anterior. Para a energia utilizada neste
experimento, o fotoelétron criado dentro do cristal delpm?® se espalharia mais e teria maior
probabilidade de depositar sua energia durante o trajeto.Vale salientar que a probabilidade de
se ter dominios cristalinos sem defeitos € maior para dominios menores, neste caso O
espalhamento eldstico responsavel pela difracdo serd predominante. Como conseqii€éncia
direta, ter-se-4 menos energia dissipada em cristais pequenos (Murray et al, 2004).

Também € necessdrio ressaltar que elementos pesados possuem uma significativa
secdo de choque de absor¢do. Sabe-se que a radiagcdo primdria afeta preferencialmente dtomos
pesados absorventes (Murray et al, 2004). Mas, ndo € o caso desta proteina, que possui 2

atomos de enxofre por mondmero e nenhuma ponte de disulfeto. Todos esses fatores citados

acima contribuem enormemente para a estabilidade destes dominios cristalinos.
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Figura 6.12: Simulag@o do programa Casino da trajetéria de um fotoelétron dentro de um cristal de proteina
GInB-HS com duas dimensdes (a). Dimensdes de (24,6 x 24,6) nm (b). Dimensées de (1,00 x 1,00) um. (c).
Energia transmitida (KeV)do fotoelétron para caso a. (d). Energia transmitida (KeV) do fotolétron para caso b.
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Conclusao do capitulo 6

Os resultados de perfis de difragdao por Raios-X do filme fino de proteina GnB-Hs

formados durante a deposicdo por "spin-coating" apontam para uma formagdo de dominios

[¢N

ordenados 2D da proteina em Si (111) e Si (100). Seu arranjo na direcdo vertical ndao

[¢N

influenciado pela orientacio do substrato, provavelmente porque a camada de SiO,
"suficientemente" espessa para que a informagdo da orientacdo cristalina do substrato na
direcdo vertical seja "perdida".

Parametros de rede extraidos dos perfis experimentais apontam para um arranjo
onde a unidade protéica adsorveria preferencialmente com a face para cima, consistente com
os resultados observados por AFM e XPS.

O pico de difracdo analisado para a amostra de Si (100) 1 aponta para dominios
cristalinos estdveis sob o feixe de Raios-X. Estes dominios ordenados poderiam fazer o papel
de centros de nucleagdo para o crescimento de cristais de proteinas e estimular o crescimento
e a cristalizacdo de proteinas relutantes. Além do mais, eles permitiriam o estudo do
mecanismo de crescimento de cristais de proteinas e forneceriam informagdes sobre a
estrutura da proteina sem a necessidade de utilizacdo dos métodos classicos, incertos e lentos
de cristalizagdo.

A técnica de Raios-X por incidéncia rasante foi apontada (Boutet et al., 2002) como
uma técnica util e promissora. O fato que a amostra é crescida em um suporte fixo e sélido
permite o pronto alinhamento da amostra sob o feixe de Raios-X e o sinal de difracdo seria
realcado devido a dois fatores. Primeiro, pela auséncia do espalhamento devido ao substrato.
Segundo, hd grande areas iluminadas. No entanto, a vida util do cristal de proteina e a
preparagdo da amostra ndo seriam fatores limitantes, como parece demonstrar a estabilidade

dos dominios ordenados de GInB-HS sob o feixe de Raios-X. Esta estabilidade poderia ser
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devido ao pequeno tamanho, ordenamento razodvel dos dominios e a auséncia de atomos

fortemente absorvedores na sua estrutura.
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Capitulo?7

Conclusao final e Trabalhos Futuros

A grande importancia da interagdo proteina-superficie sélida resulta das inimeras
aplicacdes nos diversos campos de interesse cientifico e tecnologico (Gray, 2004). Nos
ultimos anos, grandes esforcos tém sido feitos para o desenvolvimento, ndao s6 no campo
experimental, como no campo tedrico, de experimentos ¢ de modelos que descreveriam o
fenomeno de adsor¢do de proteina em interfaces. O grande objetivo seria poder medir,
predizer e compreender as interagcdes proteinas-superficie, as conformacdes adotadas quando
em contato com interfaces, ser capaz de quantificar o recobrimento protéico, além de poder
descrever a cinética de adsorc¢do através de modelos tedricos (Gray, 2004), ndo perdendo
também de vista a grande vantagem que seria utilizar as propriedades advindas de um arranjo
ordenado, onde funcdes individuais seriam superpostas gerando novas fungdes de ordem
supra-molecular (Adachi, et al., 1997).

Pela sua prépria natureza, proteinas sdo moléculas complexas e ndo apresentam um
comportamento dnico quando em presenca de interfaces. E necessdrio levar em conta vrias
interacdes intermoleculares tais como Van der Waals, eletrostdticas, hidrofébicas e de
solvatacdo. Portanto, uma teoria rigorosa ainda esta faltando (Hlady, et al., 1996). No entanto,
o desenvolvimento de experimentos vem permitindo ndo s6 o avango na compreensao tedrica
desse fendmeno como também, permitindo aplicacdes diretas em varios campos. Portanto,
este trabalho se insere diretamente neste dltimo contexto.

O monitoramento e a caracterizagdo de filmes adsorvidos em superficies sélidas
poderdo contribuir para a compreensdo deste fendOmeno, como também responder a
necessidade de controlar a adsorc¢do interfacial através do ordenamento, quantificacdo de
camadas, etc, (Hlady, 1996). No entanto, para ser eficiente, este controle necessita de técnicas

deteccado nanométricas. Demonstrou-se neste trabalho que a deposicdao por “spin-coating”,
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conjuntamente com as técnicas de AFM, XPS, Infravermelho e Raios-X, fornecem
informacdes bastante uteis na investigacdo da camada de proteina formada em silicio e sdo
técnicas promissoras na detec¢do de camadas de filmes finos de proteinas.

Em particular, este trabalho investigou a adsor¢do da proteina globular GInB-Hs
sobre substrato de silicio (100) e (111), hidrofébico e hidrofilico, depositada em duas
situagdes: em substrato imdvel, com o intuito de observar os auto-arranjos formados, e com
substrato girante, com o objetivo de formar uma camada uniforme, homogénea e ordenada.

O conjunto de resultados das diversas técnicas aplicadas para a compreensdo da
adsor¢do desta proteina GInB-Hs em silicio (111) hidrofilico mostram a formacdo de
agregados circulares, lineares e outros arranjos complexos de proteinas com forma de anel.
Estes anéis parecem ser o motivo basico dos agregados circulares que variam entre 85 nm a
180 nm de largura e com alturas at€ 3 nm em substrato. Os motivos circulares, anéis estdo
presentes tanto na deposicdo por “spin-coating” como na deposicdo com o substrato
estaciondrio. Neste substrato, ela se deposita preferencialmente com suas partes mais
hidrofilicas, superficie inferior ou superior, aparentemente por mecanismo que inclui o efeito
de interacOes nao-especificas e por desprotonacdo de residuos (como demonstram os
espectros do N 1s do XPS). Quando se comparam os espectros de infravermelho da deposicao
em fungdo da orientacdo cristalina, para substratos hidrofilicos de silicio, observa-se que nos
dois substratos existem mudancas de bandas de absorc¢do, tanto no perfil, como no nimero de
onda, mas em geral, seguem a mesma tendéncia, indicando mudangas estruturais, mas que nao
seriam mudancgas levando a desnaturacdo completa, pois a banda da amida I estd ainda
presente. A auséncia desta banda é um indicativo de mudangas na estrutura secunddria
levando a desnaturacdo total. Porém, a proteina no substrato de Si (100) ndo apresenta o pico
de absorbancia relacionado com a estrutura a-hélice. No entanto, ambos apresentam o pico

caracteristico de estrutura folha f.
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A proteina GInB-Hs, quando depositada em substrato hidrofébico por “spin-
coating”, tem uma grande tendéncia a formar fios de comprimento da ordem do micrometro.
Observou-se que estes fios ndo estdo relacionados com a estrutura primdria, ou seja, ndo
ocorreu a desnaturacdo total. Por AFM verificou-se que estes fios possuem um didmetro
maior (56 nm) do que os fios relacionados com a estrutura primdria (30 nm). Além do mais,
vé-se que sao unidades independentes que estdo se agregando e ndo um fio continuo, como foi
verificado no caso da proteina desnaturada. O espectro infravermelho no caso hidrofébico
para ambas as orientagdes cristalinas mostra que a banda correspondente da amida I,
caracteristica da estrutura secunddria, estd presente para ambos o0s casos e estes espectros nao
sdo caracteristicos de desnaturacao total. Por outro lado, quando se comparam os espectros de
infravermelho em fun¢do da orientag@o cristalina para substratos hidrofébicos, verifica-se que
eles sdo bastante distintos, indicando que a exposicao da superficie do Si, com a remog¢ao do
oxido, provoca interagdes diferenciadas com Si (111) e com Si (100) como esperado.

A teoria DLVO demonstra que o processo de ordenamento por “spin-coating” com
o objetivo de formag¢do de uma camada ordenada de filme fino protéico é favorecido
aumentando o tempo de persisténcia do filme secundério durante a fase de evaporagdo. Este
processo pode ser otimizando através do ajuste dos pardmetros previstos na teoria.

Demonstrou-se por XPS e AFM que a velocidade ideal de rotacdo do substrato de
silicio (111) hidrofilico é de 1000 rpm para se obter o melhor recobrimento e regularidade
possivel nas condicdes de deposicdo efetuadas. Além do mais, verificou-se por XPS, que a
proteina GInB-Hs deposita-se preferencialmente e mais regurlamente em substratos
hidrofilicos (111) , haja vista a baixa porcentagem de cobertura (49% para o caso do Si(111)
hidrofébico) quando se comparam os substratos hidrofilico e hidrofébico a uma mesma
velocidade (2500 rpm). Notou-se que existe um deslocamento de 0,3 eV em energia para o

pico Si2p- SiO, proveniente de substratos cobertos com proteina em relagdo ao pico Si2p-
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Si0; do silicio de referéncia em direc@o a energias de ligagdes menores. Isto significaria que
os fotoelétrons Si2p-SiO, estdo menos ligados, sugerindo uma reacdo quimica da proteina
GInB-Hs com SiO,.

O ordenamento dos filmes finos formados por “spin-coating” aponta para dominios
ordenados no Si (100) e Si (111), na dire¢do vertical, de algumas centenas de angtrons que
parecem ser bastante estaveis sob o feixe de Raios-X.

Parametros de rede extraidos dos perfis experimentais sugerem um arranjo onde a
proteina seria adsorvida preferencialmente com a face para cima, confirmando os resultados

de XPS e AFM.

Algumas sugestoes para trabalhos futuros

e Realizar experimentos de Infravermelho em célula liquida e em vacuo
com um cristal de silicio em ambas as orientacdes para investigar o grau de mudangas
estruturais acarretadas quando a proteina € depositada fora do seu meio fisioldgico.

e Investigar a adsorcdo em funcdo do pH em infravermelho tanto em
célula liquida como em vdcuo para determinacdo das mudangas estruturais com a
mudanca de pH. Este trabalho teria o objetivo de otimizar o depdsito da proteina por
“spin-coating” através do aumento do tempo de vida til do “filme secundario”.

e Estudar a variacdo estrutural do filme de proteina GInB-Hs depositado
por “spin-coating” em fun¢do da temperatura por infravermelho, AFM e XPS.

e Investigar em geometria GID os perfis de difracdo do ordenamento do
filme fino formado por “spin-coating” em fun¢ao da temperatura.

e Utilizar a deposi¢cdo da proteina por ‘“‘spin-coating” como centro de
nucleacdo para crescimento de um cristal de proteina através do método da gota

pendurada. Correlacionar com a cristalizacdo da mesma proteina por meios classicos.
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® Investigacdo dos efeitos da radiagdo nos “nano” dominios ordenados de
proteina utilizando a investigacdo por AFM antes e apds a exposicao.

e Testar a atividade da proteina GInB depositada no substrato através da
utilizagdo de uma outra proteina pertencente a cadeia de transdugdo de nitrogénio com

a qual ela tem bioafinidade.
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Al. Apéndice do capitulo 1

Al.Diagrama esquematico da cascata de detecio e controle de nitrogénio na bactéria Herbaspirilum seropedicae.
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A2. Apéndice do capitulo 2

Programa para a simulacao do potencial de interacao (DLVO)
ClearAll[G,eo,er,n,z,e.kbt,ai,ad,t,si,sd,r,P,W,h,K];
€0=8.85%10"-12;"constante dieletrica do vacuo(Fm-1)";
er=80;"constante dieletrica relativa da agua";

n=(6*10726); "densidade de numero de ions longe da interface(xI)";
z=1; "carga do ion";

nl=n*0.5;

e=1.6%*10"-19; "carga eletrica elementar";

kbt=4.1*107-21; "constante de Boltzman vezes temperaura(J)";
ai=1; "Constante de Hamaker na interface(J) do silicio";

ad=1; "Constante de Hamaker na interface(J) ar/agua";
si=-0.16;"densidade de carga por unidade de area na interface 1 (C/m2)";
sd=-0.16; "densidade de carga na interface 2 (C/m2)";

r=5; "diametro da proteina(nm)";

h=100;"espessura do filme";

g=-30.11;"carga liquida da proteina";
K=(1*107-9)*Sqrt[(2*n1*z"2*e"2)/(eo*er*kbt)];
P[x_]=q*(((si*Exp[K*h]-sd)*Exp[-K*x]+(si*Exp[-K*h]-
sd)*Exp[K*x]))/(eo*er*K*107"9*(Exp[K*h]-Exp[-K*h]));
Wx_]=(-1/6)*(((ai)/x)+((ad)/(h-x)));
Z[x_]=q*(((si*Exp[K*h]-sd)*Exp[-K*x]+(si*Exp[-K*h]-
sd)*Exp[K*x])/(eo*er*K*10"9*(Exp[K*h]-Exp[-K*h])))-((r/6)*(((ai)/x)+((ad)/(h-X))));
Plot[Z[x],{x,0.1,30},AxesLabel->{ "Distancia(nm)","V(x)"}];
Plot[-Z'[x],{x,0.1,30},AxesLabel->{"Distancia(nm)","F(x)" }];
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A4. Apéndice do capitulo 4

Silicio 111 Padrao:
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Figura A4.1 : Imagem AFM em modo dindmico do centro e bordas do silicio (111) padrao. a. Centro da mostra.

b. Imagem de fase da imagem a. Dimensdes: 1pum®. ¢. Borda da amostra. d. Imagem de fase da borda da amostra
1. Dimensdes: 4um’.
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Figura A4.2: a. Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes Si2p Si (111) e da camada de 6xido Si2p-
Si0; para o silicio (111) padrao. b. Panorama do espectro de fotoelétrons do Si (111) padrao.

Tabela A4.1: Resumo dos resultados experimentais (energias de ligagdo caracteristicas) extraidos dos espectros
da amostra de Silicio (111) padrdo.

Elemento Posicao FWHM Area Altura
integrada 2
E; (eV) (eV) (cps) (cps)
Cls 285,22 2,87 38035,2 10448,3 4,25
Ols 532,86 2,18 43702,2 18013 2,18
Si 2p 99,29 1,50 158249 9122 1,84
Si2p-SiO, 102,98 2,35 6638,5 2471 1,84

Nota: Os dados das tabelas A4.1- A4.6 foram obtidos utilizando o programa SDP v2.3, utilizandouma gaussiana
para modelar os picos de emissdo, apds a subtragdo do “background” utilizando uma fung¢do Shirley.
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Figura A4.3: 500 rpm. Imagem AFM em modo dindmico do centro e bordas da amostra 1. a. Centro da mostra.
b. Imagem de fase da imagem a. Dimensdes: 4um’. ¢. Borda da amostra. d. Imagem de fase da borda da amostra
1. Dimensdes: 1pum®.
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Figura A.4.4: a. Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes Si2p Si (111) e da camada de 6xido Si 2p-
SiO, para a amostra 1. b. Espectro de fotoelétrons do N 1s para a amostra 1.

Tabela A4.2: Resumo dos resultados experimentais (energias de ligacdo caracteristicas) extraidos dos espectros
da amostra 1.

Elemento Posicao FWHM Area Altura
integrada 2y
E; (eV) (eV) (cps) (cps)
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Figura A4.5: 1000 rpm. Imagem AFM em modo dinamico do centro e bordas da amostra 2. a. Centro da mostra.
b. Imagem de fase da imagem a. Dimensdes: 4um”. ¢. Borda da amostra. d. Imagem de fase da borda da amostra

1. Dimensdes: 4um’.
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Figura A4.6: a. Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes Si2p Si (111) e da camada de 6xido Si2p-
Si0O, para a amostra 2. b. Espectro de fotoelétrons do N 1s para a amostra 2.

Tabela A4.3: Resumo dos resultados experimentais (energias de ligagdo caracteristicas) extraidos dos espectros
da amostra 2.

Elemento Posicao FWHM Area Altura
integrada r
Ey (eV) (eV) (cps’) (cps)
Cls 286,68 2,56 67477,8 21973,4 3,28
O1s 534,37 2,62 165169 54868,2 4,42
N 1s 402,78 3,05 452,486 139,38 2,95
N1s 399,75 1,70 160,717 84,92 2,95
Si 2p 99,3 1,49 7067,49 4336,1 1,22

Si2p-Si0; 102,65 1,91 7191,61 3419,6 1,22
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Figura A4.7: 1500 rpm. Imagem AFM em modo dinamico do centro e bordas da amostra 3. a. Centro da mostra.
b. Imagem de fase. Dimensdes: 4um’. ¢. Borda da amostra. d. Imagem de fase da borda da amostra 1.
Dimensdes: 4um”.
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Figura A4.8: 1500 rpm. a. Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes Si2p Si (111) e da camada de
6xido Si2p- SiO, para a amostra 3. b. Espectro de fotoelétrons do N 1s para a amostra 3.

Tabela A4.4: Resumo dos resultados experimentais (energias de ligacdo caracteristicas) extraidos dos espectros

da amostra 3.

Elemento Posicao FWHM Area Altura
Integrada r
E; (eV) (eV) (cps) (cps)
Cls 286,12 2,86 48761,6 14898 2,77
O1s 533,97 2,59 128383 41039,9 3,85
N 1s 400,09 3,41 345,33 95,09 3,14
N1s 401,16 2,72 437,61 151,36 3,14
Si 2p 99,3 1,11 5453,35 4371,26 1,43
Si2p- SiO, 102,75 1,50 3666,85 229591 1,43
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Figura A4.9: 2500 rpm. Imagem AFM em modo dindmico do centro e bordas da amostra 4. a. Centro da mostra.

b. Imagem de fase da imagem a. Dimensdes: 4um”. ¢. Borda da amostra. d. Imagem de fase da borda da amostra
1. Dimensdes: 4um”.
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Figura A4.10: a. Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes Si2p Si (111) e da camada de 6xido Si 2p-
Si02 para a amostra 4. b. Espectro de fotoelétrons do N 1s para a amostra 4.

Tabela A4.5: Resumo dos resultados experimentais (energias de ligagcdo caracteristicas) extraidos dos espectros

da amostra 4.

Elemento Posicio FWHM Area Altura
integrada 1
E, (eV) (eV) (cps) (cps)
Cls 286,51 2,63 55849,1 38041,3 4,85
O1ls 534,19 2,68 137375 70191,2 5,08
N 1s 401,55 1,74 374,24 187,42 2,85
N 1s 399,73 2,99 337,053 105,53 2,85
Si 2p 99.3 1,25 7542,81 5501,8 1,17
Si2p-Si0, 102,63 1,63 4170,47 2403,0 1,17
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Amostra 5
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Figura A4.11 : Imagem AFM em modo dindmico do centro e bordas da amostra 5. a. Borda da mostra. b.
Imagem de fase da imagem a. Dimensdes: 4um?2. ¢. Centro da amostra. d. Imagem de fase do centro da amostra
5. Dimensodes: 1pm2
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Figura A4.12: a. Espectro normalizado de fotoelétrons provenientes Si2p Si (111) e da camada de 6xido Si2p-

Si0O, para a amostra 5. b. Espectro de fotoelétrons do N 1s para a amostra 5.

Tabela A4.6: Resumo dos resultados experimentais (energias de ligagdo caracteristicas) extraidos dos espectros

da amostra 5.

Elemento Posicao FWHM Area Altura ,
Ep (eV) (eV) (cps) (cps) *

Cls 285,94 2,59 45077,8 15291 2,05
O1s 533,31 2,71 1258,13 42388 4,55
N1s 401,12 2,13 221,664 71783 2,35581
N1s 403,02 1,85 382,27 188,4 2,35581
Si 2p 99,31 1,51 9989,27 5792,1 1,3599

Si2p-SiO; 102,74 1,96 4364.,47 2082,3 1,3599
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Programa escrito para simular a equacao f (Y,t)= N/Si

-t
yiaicol1- —_
N iy 0o, { N N{ exp(/l; coseﬂ}

Si iy oy
N Y{ﬂﬁicssiexp( ]}+(1—Y)(ﬂ§icssi)

A% cos@
ClearAll[G,J,A,is,sn,in,ss,p1,p2,np,sp,t,si,K,cnp,csi,Z,R];

1s=0.283;"Fator de sensibilidade do Si"

in=0.477;"Fator de sensibilidade do N"

ss=0.865;"Scofield cross-section do Si2p"

sn=1.77; "Scofield cross-section do N1S"

np=3.2;"inelastic mean free path of nitrogen photoelectron in protein em nanometros"
sp=4.1;"inelastic mean free path of Si2p photoelectron in protein"

si=3.17;"Inelastic mean free path of Sip photoelectron in Silicon em nanometros"
R=0.047;”valor experimental extraido dos espectros de XPS, relacdo entre adrea integrada do
pico de Nitrogénio 1s e a drea integrada do pico do Si 2p ‘bulk’”;

t=60 Degree; "take-off angle";

csi=82.5

cnp=3.2

F=(is*sn)/(ss*in);

P1=-1*np*(Coslt]);

P2=-1*sp*(Coslt]);

K=cnp*np;

Z=si*csi;

G[x_]=(R*Z)/((F*K)*(1-Exp[x/P1])+(R*Z)*(1-Exp[x/P2]));

Plot[G[x],{x,3,5}]
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A6. Apéndice capitulo 6

Saida do programa Estar: calculo do "collison stopping power" em funcdo da energia incidente para a proteina

GInB-Hs.
GInB-Hs
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