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INTRODUCAO

Os microscépios tém sido peca fundamental na abertura de
novas fronteiras em ciéncia. O microscoépio 6tico revolucionou a
biologia permitindo aos cientistas obter imagens de células vivas,
e com o advento da microscopia eletrénica aprofundou-se o
entendimento das estruturas da célula e de materiais organicos. A
invencdo e o desenvolvimento da microscopia de varredura por
sonda (MVS) possibilitaram a obtencao de imagens da matéria na
escala atébmica, abrindo perspectivas recentes sobre varias frentes
de pesquisa, que vao desde os semicondutores as biomoléculas.

Microscopia de varredura por sonda (MVS) é o nome
genérico de uma familia de microscépios que utiliza uma sonda
como forma de deteccdao de algumas grandezas fisicas para
estudar propriedades de superficies, sendo microscopia de
varredura por tunelamento (MVT) através da corrente de
tunelamento (Binnig et al., 1982) e os microscépios de varredura
por forca (MVF). O MVF pode ser usado para medir muitos tipos
de forcas, incluindo as forcas atrativas de van der Waals (Binnig
et al., 1986; McClelland et al., 1987; Martin et al., 1987), forcas
eletrostaticas (Stern et al., 1988; Butt, 1991; Belaidi et al.,
1997), forcas de menisco (Mate et al., 1989; Binggeli & Mate,
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1995) e outras forcas associadas com forcas friccionais,
interfaciais de liquido/sélido ou liquido/gds (Mate et al., 1987;
Bhushan, 1995) ou forcas de contato repulsivas (Albrecht &
Quate, 1987; Goodman e Garcia, 1991). Cada uma dessas
técnicas possui caracteristicas proprias para obtencdao de
imagens.

Assim como o MVT, o MFA é capaz de gerar imagens com
resolucao espacial extremamente alta e nas 3 dimensdes, como
pode ser visto na figura 1. Entretanto, o MFA pode ser usado para
estudar as superficies de amostras, tanto a eletricamente
condutora como a nao-condutora, ndo tendo, dessa forma, a
limitacao do MVT, a qual é obter imagens em superficies
condutoras ou semicondutoras.

A figura 1 permite comparar a resolucao de diversos tipos de
microscépios com o MVT, o primeiro da linha dos microscépios de
varredura por sonda (MVS), demonstrando que este é atualmente o

microscépio com maior resolucao lateral e vertical (Weisendanger,
1994).
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Figura 1. Comparacao da resolucao de diferentes microscépios.
MVT (STM): area sombreada. HM: microscépio 6tico de alta
resolucdo. PCM: microscépio de contraste de fase. (S)TEM:
microscoépio de transmissao eletronica (de varredura). SEM:
microscoépio de varredura eletrénica. REM: microscépio de
reflexao eletronica e FIM: microscépio de feixes ibnicos
(Weisendanger, 1994).



INTRODUCAO A MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (MFA)

O microscépio de forca atdbmica (MFA) pode ser
considerado como um hibrido entre os equipamentos para medida
da forca em superficies (SFA) (Israelachvili, 1992) e um
perildbmetro de superficie (Teague et al., 1982). O MFA pode
operar no regime de trabalho conhecido como modo contato,
similar ao perfildmetro, mas com forca de carga muito menor.
Enquanto o perfildbmetro mede forcas em torno de 10* N, o MFA,
no modo contato, possui uma faixa de medida que se estende de
10 N a 10" N e no modo ndo-contato - modo este similar ao
SFA — chega a medir forcas da ordem de 10" N (Weisendanger,
1994; Frommer, 1996). O modo repulsivo propicia imagens de
maior resolucdo. O MFA pode obter imagem com uma resolucao
lateral de 0O,2nm e uma resolucdo vertical menor que 0,01nm.
Além disso, o MFA atua em uma ampla faixa de magnificacao,
que ultrapassa a 10%, isto é, partindo-se de uma imagem atdmica
até o perfil de uma estrutura microscépica (Albrecht, 1989).

Um dos pontos importantes da técnica de microscopia de
forca atébmica é que ela pode gerar imagens em diferentes
condicOGes, como: amostra imersa em liquidos (Marti et al., 1987;
Weisenhorn et al., 1990; Thomson et al., 1996), a vacuo (Meyer
& Amer, 1988; Howald et al., 1993), em baixas temperaturas
(Kirk et al., 1988; Albrecht et al., 1992) e principalmente nas
condicées ambientais. A vantagem inerente de se trabalhar em
diferentes condicdes é a de realizar estudos das propriedades de
diversos materiais nas condi¢cdes ideais para os mesmos, por
exemplo: operando em liquidos, pode-se observar a dindmica de
reacoes quimicas e de processos biolégicos no espaco real e no
tempo com resolucdo molecular (Drake et al., 1989; Shao &
Yang, 1995).

Modos de Obtencao de Imagem

Varios tipos de forcas contribuem para a deflexdo de uma
haste em um MFA. A figura 2 ilustra de forma simplificada as



forcas envolvidas, de acordo com a distancia que separa a agulha

da amostra. A curva da forca pela distdncia é uma forma de se
analisar essa interacdo. Na figura 3 pode-se observar essa
relacao, a qual permite avaliar o regime e o0 modo de trabalho do
sistema.
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Figura 2. Relacao de forcas que atuam entre a agulha e amostra,
de acordo com as distancias que as separam.

Para dois corpos eletricamente neutros e nao-magnéticos
separados por uma ou varias dezenas de nanometros, pode se
dizer que as forcas de van der Waals (VDW) usualmente dominam
a interacdo entre eles (Weisendanger, 1994). Essas forcas sao
atrativas. Diminuindo a distancia de separacao entre os dois
corpos para a casa de fracao de Angstrons, as forcas que irdo
dominar serao as forcas repulsivas. Isso se deve a componente de
forca coulombiana.
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Figura 3. Curva de forca pela distédncia de separacéo entre a
agulha e a amostra.

Modo Contato

O modo contato foi a primeira técnica utilizada para
obtencdo de imagem com MFA utilizando a deteccdao do
tunelamento eletrénico (Binning et al, 1986). Nesse caso, as
forcas que interagem entre a agulha e a amostra - modo repulsivo
- causam a deflexdo quasiestatica, seguindo a lei de Hooke,
equacao 1, e essa deflexdo é diretamente medida com o sistema
de tunelamento eletrénico e/ou o sistema pela deflexao do feixe
de laser.

F=KxZ (1)

onde F é a forca em Newtons (N), K é a constante de mola (Nm™)
e Z é o valor da deflexdo da haste.

A agulha, que faz o suave “contato fisico” com a amostra,
estd colocada na extremidade da haste, a qual possui um baixo
valor de constante de mola - no caso, um valor menor do que a
constante de mola efetiva (Kef) que segura os a4tomos da amostra
juntos. O valor aproximado da constante de mola efetiva (Kef) da
interacao interatdmica em sélidos (Rugar & Hansma, 1990) pode
ser calculado utilizando a seguinte relagao:



Kef(at) = a)z x mat =10N x m_l (2)

Para esse calculo supde-se que a freqliéncia vibracional atémica
seja tipicamente ®a ~ 10" Hz e a massa do &tomo,
aproximadamente ma ~ 10?° Kg. Dessa forma, uma haste com
uma constante de mola K menor do que Kefiay pode ser facilmente
fabricada. Por exemplo, uma folha de aluminio com 4mm de
comprimento, Tmm de largura e 10um de espessura tem uma
constante de mola em torno de 1 N*m™, de acordo com a relacéo

Kz(Ej* M (3)

4 I3

onde E é o médulo de Young (N * m?) /, w e t sdo comprimento
(m), largura (m) e espessura (m) da haste, respectivamente. Uma
forca tdo pequena quanto 10'° N ird causar a deflexdo neste tipo
de haste, como algo em torno de 1 Angstron, o qual pode ser
detectado com o aparelho.

Quando se diz um suave “contato fisico”, tem-se que a
definicao estd relacionada a questao do termo contato na escala
atobmica. O microscépio de forca atdmica, com sua
potencialidade, reabriu a discussdo para este tema, ndo somente
do ponto de vista da mecanica cldssica como também para a da
mecanica quantica.

Observando a figura 3 pode-se notar que no lado direito da
mesma os atomos estao separados por uma longa distancia. Na
seqléncia os mesmos estdao sendo trazidos para uma maior
proximidade. Primeiramente, eles se atraem fracamente um em
relacdo ao outro e essa atracdo aumenta até que os atomos
fiqguem tao préximos que suas nuvens eletrOnicas passam a se
repelir uma em relacao a outra, eletrostaticamente. A repulsao
eletrostatica progressivamente vai sobrepondo as forcas atrativas,
pelo fato de que a separacao interatdbmica continua a cair.

Adicionalmente a forca repulsiva de van der Waals, duas
outras forcas estdao geralmente presentes durante a operacao no



modo contato com MFA, que sado a forca capilar, exercida por
uma fina camada de &agua vdérias vezes presente em condicoes
ambientes e a forca exercida pela haste por si s6. A forca capilar
surge quando uma pelicula de agua se forma ao redor da agulha,
aplicando uma forca atrativa (em torno de 10°N) que segura a
agulha em contato com a superficie. A magnitude da forca capilar
depende da separacao agulha-amostra. J& a forca exercida pela
haste pode ser descrita como a forca da mola quando comprimida
(Weisendanger, 1994).

Modo Nao-Contato

A técnica de nao-contato explora outros niveis de interacao
de forca, como mostrado na figura 3. O método se baseia na
separacao entre a agulha e a amostra, em torno de 10nm-
100nm. Nessa situacdo somente forcas de longo alcance
interagirdao; no caso, forcas de VDW, eletrostatica e forca de
dipolo magnético. O método para a medida da interacdo de forca,
no modo nao-contato com MFA, é usualmente diferente do modo
contato. Ao invés de medir a deflexdao quasiestatica da haste, a
mesma é colocada parar vibrar préximo da sua freqUéncia de
ressonancia pelo uso de um elemento piezelétrico (Binning et al.,
1986), e assim mudancas no valor da freqiéncia de ressonancia
serao devidos as alteracoes da forca de interacdao agulha-
superficie. O uso da propriedade de resposta em freqliéncia da
haste faz com que a relacdo sinal/ruido melhore. A forca total
entre a agulha e a amostra, no regime de modo nao-contato,
geralmente estd em torno de 10'°N.

Este método é conhecido como método de deteccao-ac e é
sensivel ao gradiente de forca. A presenca de um gradiente de
forca resultara em mudanca da constante de mola efetiva da
haste (Ketr), de acordo com:

Kett = K - F (4)



onde K é a constante de mola da haste na auséncia da forca
proveniente da interacdo superficie-agulha e F’ a derivada da forca
em relacdo ao eixo z (F' =0Fz/6z)..

Na temperatura ambiente, o minimo detectavel para
gradiente de forca é tipicamente da ordem de 10* a 10° N*m.
Como exemplo, para uma separacao agulha-superficie de s =
10nm um gradiente de forca de £ = 10* N*m™ corresponderia a
uma forca de 5 x 10"*N. Usando uma haste com K = 1 N *m™,
essa forca causaria uma deflexdo estatica de somente 5 x 103
angstrons, o qual seria dificil detectar com a maioria dos sensores
de deflexdo. Dessa forma, o método de deteccao-ac oferece
significativa vantagem, quando comparado ao método de
deteccado-dc para medidas de deflexdo da haste usado para o
estudo das forcas de longo alcance.

Contato Intermitente

O principio de funcionamento do modo contato
intermitente (“quasi non-contact” ou “tapping mode”) é similar ao
sistema de trabalho do nao-contato, isto é, a haste vibra, por
intermédio de um piezoelétrico, préximo a sua freqléncia de
ressonancia. A haste, juntamente com a agulha, é colocada bem
préximo a amostra, até que o deslocamento continuo e controlado
do “scanner” piezo faca com que a agulha toque levemente a
amostra. A amplitude de vibracdo da haste varia entre 20nm e
100nm, mas somente por um breve periodo do tempo total de
vibracdo a agulha “bate” na amostra. Essa técnica vem sendo
aplicada com bons resultados em alguns tipos de amostras
consideradas macias, como por exemplo materiais bioldgicos e
polimeros, porque, ao contrario do modo contato, que devido a
forca lateral pode danificar a amostra, o modo contato
intermitente elimina essa influéncia. Quando comparado ao modo
nao-contato, a mesma se torna mais efetiva por realizar imagens
de grandes dareas que podem incluir maiores variacdes na
topografia da amostra.



Introducao ao Microscépio de Varredura por Forca (MVF)

Microscoépio por Varredura de Forca (MVF) é o nome genérico
de uma familia de microscdépios que utilizam um “probe” ou sonda
como forma de deteccao de distintos tipos de forca visando estudar
propriedades de superficies. Dentre as varias técnicas de MVF tem-
se: a-) forca atdbmica (MFA), b-) forca lateral (MFL), c-) forca
magnética (MFM) e d-) forca elétrica (MFE). Cada uma dessas
técnicas possui caracteristicas préprias para obtencao de imagens.

Sistema basico para Microscopios de Varredura por Forca-MVF

Os microscoépios que detectam os diferentes tipos de forca
tém em comum a utilizacdo do mesmo principio sensor, isto é, um
sistema 6ptico que mede o deslocamento de uma haste com uma
agulha na ponta com resolucdo da ordem de 10''m.

Fotodetector

Cantiléver
e agulha

Amostra

./
-

Computador e
controlador da
realimentacdo

Sistema piezoelétrico
tubular de varredura

Figura 4. llustracédo do principio de funcionamento do MVF.
Forcas atuando entre a agulha e a superficie da amostra causam
minimas deflexdes da haste flexivel, as quais sao detectadas
através de fotodetector 6ptico com a deflexdo do feixe de laser.



O principio basico de funcionamento do MVF pode ser visto
no diagrama de blocos da figura 4. Uma agulha bem-fina acoplada
a uma haste varre a amostra por intermédio de um transdutor
piezelétrico. Esse transdutor é normalmente uma cerdmica de PZT,
construida no formato de tubo ou tripé, cujo deslocamento nas
posicoes X, y e z se da através da variacao da tensao aplicada na
mesma. O circuito de realimentacao tem como funcao manter esse
deslocamento linear, principalmente na posicao z, para manter a
forca (modo contato) e/ou altura (modo nao-contato) constantes. O
sistema O6ptico, com feixe de laser (comprimento de onda de 650
nm e poténcia de 5 mW) e fotodetector, é usado para determinar
quanto a haste é defletida devido a mudanca de topografia da
amostra durante a varredura (Meyer & Amer, 1988). Com os
valores de deslocamento conhecidos para as posicdes nos eixos X,
y e z obtém-se as imagens de MVS.

Nas figuras 5(a) e (b) tém-se as fotos do microscépio de
varredura por sonda instalado na Embrapa Instrumentacao
Agropecuéria, da linha Discoverer modelo TMX 2010, fabricado
pela Topometrix.

(a)

Figura 5. a) Fotografia tirada no laboratério de microscopia de alta
resolucao mostrando o microscépio de varredura por sonda. b)
Detalhe da cabeca do MVS onde ficam instalados o conjunto
haste-agulha e o sistema de laser e deteccgao.

Microscopia de Forca Lateral-MFL



Este tipo de técnica mede a deflexao lateral da haste
quando a mesma estd em contato com a amostra. A técnica
permite explorar variacbes na amostra devido aos diferentes
coeficientes de friccdo e mudanca na interface dos materiais. Para
anélise quantitativa das imagens as caracteristicas fisicas da haste
que devem ser conhecidas sao: a constante de mola da curvatura
nos eixos x e y e torcdo. A figura 6 mostra uma haste triangular
movimentando de acordo com a forca lateral exercida sobre a
mesma e o sistema de deteccdo com 4 fotodiodos.

B A+
!
c

Sean Direction
B ——

Figura 6. O deslocamento da agulha de acordo com a forca lateral
exercida sobre a mesma e o sistema de fotodeteccao desse
deslocamento (permissao da Digital Instruments).

Com a utilizacdo dos microscépios de varredura por forca,
juntamente com a microscopia de forca lateral, uma nova éarea foi
criada para a pesquisa da fisica de superficie: a micro e a
nanotribologia, disciplina que relaciona o estudo dos fenémenos
de adesao, friccao, lubrificacao e desgaste em escala nanométrica
(Bhushan, 1995).

Microscopio de Forca Magnética—MFM



O MFM utiliza o principio do modo nao-contato, detectando
mudancas na freqiéncia de ressonancia induzidas pela
dependéncia do campo magnético. A agulha utilizada em MFM ¢é
coberta com um filme fino ferromagnético. Dessa forma, o MFM
obtém imagem da variacdo espacial de forca magnética sobre a
superficie da amostra (figura 7).

A dependéncia da distancia entre a agulha e a amostra em
MFM ¢é significativa, isto é, se a agulha estiver muito préximo da
amostra, a imagem serd predominantemente topografica. Com o
aumento da separacdo agulha-amostra o efeito do campo
magnético sobre a agulha é entdao detectado, sendo observados
os dominios magnéticos na imagem.

2° passo —
12 passo
A |

_/ altura deslocada
Fonte do campo

elétrico ou magnético

Topografia

AN A

Figura 7. llustracdao do modo de obtencao de imagem com MFM
utilizando o deslocamento da agulha em relacdo a amostra

Forca nao-contato

Para obtencdao de imagens com MFM tem-se que a
freqtiéncia de ressonéncia da haste deve ficar em torno de
100KHz e o fator de qualidade (Q) da haste deve ser da ordem de
100 ou mais.

Microscopia por Modulacdo de Forca-MMF



Esta técnica permite a caracterizacdo das propriedades
mecanicas da amostra. Da mesma forma que as outras técnicas,
como MFL e MFM, a MMF consegue imagens simultaneas, tanto
da topografia quanto da propriedade mecéanica da amostra.

O principio de funcionamento é o mesmo do modo contato
e o circuito de realimentacdo, que controla a posicao do piezo no
eixo z, mantém constante a deflexdo da haste. A diferenca esta
no sinal periédico que é aplicado na haste ou na amostra. A figura
8 ilustra a relacdo da variacdo da amplitude da haste e a
propriedade elastica da amostra.

.f"\fmu A

Direcao
da Varraedura

Locais com Alto
Madulo Eldstico

Locais com Baixo
Madulo Eldatico

Figura 8. llustracao grafica do principio de obtencao de imagem
do Microscoépio por Modulacdo de Forca (permissao da Digital
Instruments).



A imagem obtida € um mapa das propriedades eldsticas da
amostra, devido a variacdao da amplitude de modulacdo da haste.
Normalmente, a fregliéncia de ressonancia da haste estd em torno
de 15KHz, valor maior que o da freqUéncia de realimentacao no
eixo z do piezo. Essa caracteristica permite obter a imagem
topogréfica e da propriedade elastica da amostra
simultaneamente, sem a interferéncia dos sinais advindos da

deflexdao e/ou da amplitude da haste.
Microscopio por Deteccédo de Fase-MDF

A interpretacao de um sinal proveniente do deslocamento
da fase de um sistema vibrando, no caso a haste, possibilita
extrair novas informacoes da amostra que estad sendo estudada.
Esta informacado pode ser utilizada para mapear variacoes nas
propriedades de superficie, tal como elasticidade, adesao e
friccdo. O mesmo principio de contato intermitente é usado. A
mudanca ocorre na instrumentacao para obtencdo do sinal, em
que a fase detectada se refere ao monitoramento do
deslocamento da fase entre o sinal que é aplicado a haste para
oscilar e o sinal de saida da haste oscilando. A figura 9 ilustra o

procedimento para a microscopia de deteccao de fase.

Z“‘Bﬂ

ica ——amplitude

— fase

Figura 9. llustracdo da instrumentacao utilizada e o processo de
deteccao para a microscopia por deteccao de fase (permissao da
Digital Instruments).



APLICACOES
Estudo de Biopolimeros com MFA

A estrutura de biopolimeros (principalmente proteinas e
acidos nucléicos) e seus complexos supramoleculares (virus,
complexos proteinas/acidos nucléicos envolvidos em transcricao,
traducao etc.) contém a informacdao que os pesquisadores de
biotecnologia, eletrébnica molecular e nanotecnologia necessitam
para realizar trabalhos com alta eficiéncia na escala
atdmica/molecular.

Dentre os biopolimeros, as proteinas tém sido os mais
estudados do ponto de vista estrutural, pois tém estrutura
tridimensional altamente definida e singular, o que leva a
necessidade da determinacdo da estrutura de cada proteina
individualmente.

As técnicas que podem associar rapidez e resolucao estao
associadas as técnicas microscopicas de alta resolucdo, como a
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Essa técnica ja vem
sendo usada nos estudos de algumas proteinas, principalmente as
de grande massa molecular e estrutura quaternaria. A principal
dificuldade da técnica MEV estd na necessidade de recobrimento
da amostra com material condutor (Herrmann et al., 1997a;
Cantor & Schimmel, 1980; Campbell & Dwek, 1984).

Com isso, o MVT, e posteriormente o microscépio de forca
atoémica (MFA), estdao sendo usados no estudo de proteinas. A
principal vantagem do MFA sobre o MVT é que pode ser usado
tanto em amostras condutoras quanto isolantes, como as
proteinas.

Alguns resultados de MFA foram obtidos com Lisozima e
Glutamina sintetase. A lisozima estad sendo estudada na Embrapa
Instrumentacao Agropecuaria, na producao de filmes ultrafinos
para aplicacoes em biosensores e filtros biologicamente ativos.



Filmes Finos de Lisozima sobre Substrato Sdlido

Na figura 10 tem-se a imagem de um filme de proteina
depositada pela técnica automontagem (AM) em mica com tempo
de imersdao de 30 segundos. Usou-se o tempo de imersdo de 30
segundos e a concentracdao da solucdao de lisozima preparada de
1*10° M, objetivando analisar as primeiras etapas do processo de
formacao do filme.

0um 2.5 um 5.01 um 1001.88 nm  2003.76 nn
Figura 10. Imagens de MFA do filme lisozima (AM), no modo

contato, com tempo de imersao de 30s em solucdo com pH 6,4 e

10°M de concentracdo. Os valores de PID e taxa de varredura da

imagem sdo P=1,51; 1=0,46 e 2.5Hz.

Uma das caracteristicas marcantes observadas na imagem
de bum X Hum da figura 10 é a formacdo de uma camada de
proteinas adensada e regides de dimensdes variadas, sem
proteina. Isso pode ser o indicativo de um processo de fixacdo da
lisozima que teve um ponto de partida (semente), o que favoreceu
o crescimento do filme ao seu redor. Outra caracteristica dessa
imagem foi a formacdo de algumas regides circulares, sem
proteinas. Como a mica tem uma superficie altamente homogénea
isso nao seria o esperado (Herrmann, 1999(2); Herrmann et al.,
1999(1)).



Glutamina Sintetase

O interesse no estudo da Glutamina se deve ao fato de que
a mesma desempenha um importante papel na fixacdo de
nitrogénio e fotorrespiracdo. Foram obtidas imagem no ar e em
solucao tampao. O MFA é o unico microscépio que permite fazer
imagens de biomoléculas em solugcao, usando para isso uma célula
especial para fluidos.

Uma das vantagens da técnica de MFA estd relacionada a
metodologia de preparacdo de amostras para andlise de
biomoléculas, que é bem mais simples, se comparada aos
métodos de obtencao de cristal para estudo de estrutura de
proteinas com difracdo de raios X. Outra caracteristica é que a
andlise da amostra pode ser feita uma a uma, devido ao processo
de adsorcao, bem como a obtencao de imagens na solucao buffer.
Ja na difracao de raios X, tem-se o valor médio das posicOes dos
atomos da amostra no espaco, devido a conformacao da estrutura
cristalina.

No nivel de resolucdao obtida é possivel conhecer a
conformacdo da estrutura supramolecular da proteina.

A figura 11(a) mostra a imagem da glutamina obtida com
MFA. A resolucdao da imagem é de 640nm X 640nm e pode-se
observar também outras proteinas na imagem. O substrato usado
foi a mica. A figura 11(b) é um aumento de uma das
biomoléculas, com dimensdo da imagem de 90nm X 90nm. As
dimensées da mesma com o método cristalografico sdo 145
angstrons X 145 angstrons X 45 angstrons. Na figura 11(c) tem-
se a imagem da mesma proteina, obtida com difracao de raio X.
Nesse quadro comparativo, pode-se observar a estrutura
hexagonal da proteina em ambos os métodos de andlise (MFA e
difracdo de raio X), (Herrmann et al., 1997b).
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Figura 11. Imagens da proteina glutamina sintetase, mostrando na
parte (a) a topografia em 640nm X 640nm obtida com MFA, com
resolucado da imagem de 2,5nm; (b) zoom com uma Unica
biomolécula (90nm X 90nm) da mesma imagem e (c) estrutura da
proteina determinada através de difracao de raio X (cristalografia).



Virus M13

Utilizando o modo de contato intermitente (tapping
mode™) foram obtidas conseguimos imagens do bacteriéfago
M13. O virion contém 2800 cépias das pequenas proteinas que o
cobrem, produto do gene 8, formando um escudo cilindrico ao
redor do DNA. As proteinas de cobertura tém importante papel
nas aplicacoes da biotecnologia, as quais incluem expressao de
diferentes peptideos, além de também servirem na producao de
bibliotecas de epitopos e antigenos (podendo ser usados para
fabricacdo de vacinas) (Osiro, 1998).

As imagens foram obtidas com amostras depositadas em
lamina de vidro, conseguindo-se imagem com o detalhe da cabeca
do fago. Na figura 12 pode ser vista a imagem topogréafica do
M13. A identificacdo de uma cabeca como estrutura é
apresentada pelos seus dados topograficos.
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Figura 12. Imagem do bacteriéfago M13, em 3-D obtida pela
técnica de contato intermitente. No detalhe observa-se a cabeca
do fago. A escala da imagem é 1,5um X 1,5um.



Polimeros Naturais (Sisal)

Técnicas da microscopia de varredura por forca estdo
ajudando, através da obtencao de imagens com alta resolucao, a
elucidar a estrutura das fibrilas e microfibrilas em diferentes
modos de tratamento quimico (Mattoso et al., 1999).

A técnica por deteccdo de fase foi utilizada para obter
imagem de fibras de sisal. A imagem do lado esquerdo da figura
13 permite observar as caracteristicas topograficas da amostra e
na do lado direito é possivel visualizar a imagem com deteccao de
fase. As duas imagens estdao na mesma posicdo da amostra;
somente as formas de deteccao, proveniente da interacao entre a
agulha e o objeto sao diferentes. A informacdo da imagem por
deteccdo de fase estd relacionada as propriedades
nanotriboldgicas da superficie da amostra.

Com o uso da técnica tapping, caracterizou-se a topografia
das microfibrilas do sisal, em imagem de 600nm X 600nm.
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Figura 13. Imagem do Sisal obtida pelo método de contato
intermitente. Na imagem a esquerda tem-se a informacao da
topografia da amostra e na do lado direito (através da deteccao de
fase, por intermédio de um amplificador lock-in), as caracteristicas
tribolégicas da amostra.



Por microscopia de forca atdmica pode-se observar, pelas
imagens da figura 14, que a fibra nao-tratada de sisal (fibra
técnica) consiste em um pacote de fibrilas orientadas
longitudinalmente em direcao a formacao da fibra.
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Figure 14. Sisal nao-tratado.

O efeito da reacdo de benzilacdo (30 minutos de reacéao)
sobre a morfologia da superficie da fibra de sisal € mostrado na
figura 15, onde se observa uma estrutura fibrilar. Essa mesma
imagem discrimina o enovelamento, que se constitui de uma
interconexao de arranjos com uma formacao globular, com a
mesma forma das fibrilas e a mesma magnitude da fibra de sisal
nao-tratada.
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Figure 15. Sisal tratado através de Benzilacao.



Imagens de Particulas do Solo

Os minerais do solo sdao importantes por dominarem a éarea
de superficie reativa em muitos solos e em ambientes de agua
subterranea, devido a relacdo da area de superficie pelo volume,
que é alta, e pelo fato de que os mesmos sdao encontrados em
abundancia. Como exemplo da potencialidade do MFA, tem-se
que, pelo fato de fornecer dados morfolégicos 3-D, a técnica
possibilita analisar a micromorfologia, a microtopografia e a area
da superficie geométrica (Vaz et al., 1998). Esses fatores ajudam
a conhecer as caracteristicas fisicas e as reatividades quimicas
dos minerais do solo, dessa forma podendo controla-las através
de procedimentos fisico-quimicos especificos. A figura 16 é uma
imagem de cristal de caolinita sobre a mica muscovita.

510.71 nm

255.36 n

0nm 255.36 nm 510.71 nm

Figura 16. Imagem de Caolinita sobre o substrato mica. Area da
imagem 510,71nm x 510,71nm. Caracteristica marcante é a
altura, em torno de 4,00nm.

A microscopia de forca atémica foi também utilizada como
ferramenta para avaliacdo do método de preparacdao de amostras
para a técnica “Proton Induced X-Ray Emission”-PIXE. Ela vem
sendo utilizada para estudos de elementos-traco de solos



(Cruvinel et al., 1999). Na figura 17 tem-se uma imagem de
MFA, de amostra para PIXE, com area de 2500um?. Pode-se
observar, que as particulas do solo sao adsorvidas aleatoriamente
sobre o mesmo. Com as técnicas de anédlise do MFA pode-se

obter o valor da rugosidade média e o desvio padrao da éarea.
PIXE

4178.7 nm
{ 0nm

50 pm

Area Ra = 468.188nm
Area RMS = 608.670nm
Figura 17. Imagem de particulas de solo sobre um substrato para
analise com PIXE. Area da imagem 2500um?. A caracteristica
marcante é a dispersdo das particulas. Pode-se observar os
valores da rugosidade média (Area Ra) e o desvio padrao da area
(Area RMS).

Outras Aplicacbes Potenciais

Quando comparado as outras técnicas (microscopia
eletrénica, difracao de raio X e espectrosocopia de RMN), o MFA
permite explorar outras grandezas da amostra, como topografia,
rugosidade e dados tribolégicos.

O MVF vem sendo utilizado em diversas frentes de
pesquisa na Embrapa Instrumentacao Agropecuaria, em varios
projetos. Imagens estdo sendo obtidas para a investigacao de
matéria organica; obtencdo de parametros nanotribolégicos de



particulas elementares do solo; estudo de proteina do milho,
gluten e colageno, morfolégico da bactéria Xylela fastidiosa e de
polimeros condutores, bem como em estudos espectroscépicos
através da obtencao de curva de forca em diferentes condicOes
ambientais. Novas potencialidades de aplicacdao da técnica na
agropecuaria estdo sendo desenvolvidas com as microscopias de
Forca Magnética e Potencial de Superficie. Pelo fato de serem
métodos bem-recentes de andlise, principalmente na agropecuaria,
distintos padrdes vém sendo analisados, com diferentes tipos de
amostras, para que se possa obter uma padronizacdo que
possibilite novas informacdes, tanto qualitativa quanto
quantitativa das amostras investigadas.

CONCLUSOES

Foi possivel mostrar, com alguns exemplos, o enorme
potencial que o uso da técnica de microscopia de varredura por
sonda possui para investigacoes de amostras de interesse da
agropecuaria, com imagens de alta resolucdo. Sendo uma técnica
bastante recente no cendrio da pesquisa nacional e internacional,
observam-se, pelos resultados apresentados, quais sdo as areas
potenciais em que o microscépio pode ser aplicado para o estudo
de superficies.
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