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Resumo

Neste trabalho estudamos dois sistemas de interesse ambiental e um terceiro sistema de
interesse bioldgico. Um deles foi o estudo de aminoacidos em interfaces liquidas, para isso
medimos e analisamos o0s espectros de XPS dos aminoacidos glicina, alanina, valina e
metionina em solucdo aquosa. O outro foi a medida das secGes de choque absolutas de
fotoabsorcdo e fotoionizacdo da molécula de oz6nio, um importante dado para fisica de
atmosfera ainda pouco conhecido e estabelecido, devido as dificuldades de medida com
amostras de ozénio. O terceiro sistema estudado foram os osmolitos; Tmao, betaina ,uréia, e
a mistura de Tmao com uréia, em solucdo aquosa com XPS. Essas amostras foram estudadas
em diferentes concentragdes e para pH fisioldgico e &cido.

Os aminodacidos constituem uma fracdo importante dos compostos nitrogenados organicos
sollveis em agua em aerossois e estdo envolvidos em muitos processos na atmosfera.
Descobrimos que os aminoacidos com cadeias laterais hidrofilicas e tamanho menor, a glicina
e a alanina, tendem a permanecer no bulk do liquido, enquanto os aminoacidos hidrofébicos e
maiores, valina e metionina, se concentram mais na superficie. Encontramos evidéncias
experimentais de que os aminoacidos tém orientacdo preferencial em relacdo a superficie,
sendo que a cadeia lateral hidrofobica fica mais proxima a superficie do que o grupo
carboxilico hidrofilico. A propensao a superficie observada nos aminoacidos tem implicacfes
na ciéncia atmosférica, uma vez que a interacdo da superficie desempenha um papel
fundamental na formacdo de gotas nas nuvens e elas devem ser consideradas nos modelos
climaticos.

Determinamos as se¢des de choque absolutas de fotoabsorcéo e fotoionizacdo da molécula de
0zOnio a partir da medida das correntes de ionizacao, determinacdo de fluxo de fotons e da
pressdo absoluta do gas, utilizando uma camara experimental de dupla ionizacdo e 0 nosso
sistema de producdo de amostras de 0zénio com grande pureza.

Experimentalmente, € um desafio medir as distribui¢cées de osmdlitos em torno das proteinas.
Assim, esse conhecimento é inferido a partir de estudos de interfaces ar-agua que tém alguma
semelhanga com a interface ndo polar-4gua de proteinas fornecidas por residuos hidrofobicos.
Apesar de estudos intensivos, 0s mecanismos a nivel molecular dos osmdlitos ndo sdo bem
conhecidos. Além de fornecer conhecimento basico de como a vida se desenrola, desvendar

esses mecanismos permitird projetar novos e mais eficientes osmdlitos para controlar



estruturas moleculares. O objetivo deste estudo € fornecer estimativas da concentragcdo
relativa e a afinidade de diferentes osmolitos na interface vapor-agua usando a técnica de
Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios X (XPS) em solugbes aquosas. 1sso nos permitira
comparar mecanismos de acdo de diferentes osmolitos protetores; Tmao e betaina, bem como
0 osmolito desnaturante; uréia. Em funcdo da concentracdo do soluto em &gua, observamos
que o Tmao tem uma afinidade maior a superficie do que a uréia e a betaina. Essas moléculas
ndo chegam a formar uma camada de saturacdo na superficie, a intensidade cresce
linearmente mesmo até a concentracéo de 4 M, que foi a maxima estudada. Em funcédo do pH,
vimos que o Tmao, se protona em pH menor que o pKa da solugdo e vai menos para a
superficie que o Tmao ndo protonado. Quando estudamos misturas de Tmao+uréia
observamos que para o pH neutro, a mistura se concentra mais no bulk da solu¢cdo comparado
com as espécies sozinhas, isso indica que na mistura as moléculas se afastam das superficies
hidrofébicas, podendo favorecer o estado enovelado. O contrario acontece para o pH &cido,
indo mais para a superficie, ou seja se concentrando nas superficies hidrofobicas. N&o

notamos diferencas significativas quando a concentracdo de uréia é aumentada nas misturas.

Palavras-chave: PES, superficie liquida, interface liquido-gés, interface liquida, bulk
liquido, agua, glicina, alanine, valina, metionina, osmdlitos, Tmao, betaina, uréia, ozonio,
propensdo, afinidade a superficie, microjato, XPS, concentragdo de soluto, secdo de choque

de fotoabsorcéo, secdo de chogue de fotoionizacéo, pH, solucdes aquosas.



Abstract

In this work we study two systems of environmental interest and a third system of biological
interest. One of them was the study of amino acids in liquid interfaces. We measured and
analyzed the XPS spectra of amino acids; glycine, alanine, valine and methionine in aqueous
solution. The other was the measurement of the absolute photoabsorption and photoionization
cross sections of the ozone molecule, an important data for atmosphere physics that is still
poorly known and established due to measurement difficulties with ozone samples. The third
system studied was osmolytes; Tmao, betaine, urea, and the mixture of Tmao and urea in
aqueous solution with XPS. These samples were studied at different concentrations and for
physiological and acid pH.

We determined the absolute photoabsorption and photoionization cross sections of the ozone
molecule from the measurement of ionization currents, photon flux and absolute gas pressure
determination, using an experimental double-ion chamber technique and our homemade
system for production of ozone gas with high purity.

Experimentally, it is challenging to measure distributions of osmolytes around proteins. Thus,
this knowledge is inferred from studies of air-water interfaces, which has some resemblance
to the nonpolar-water interface of proteins provided by hydrophobic residues. Despite
intensive studies, the atomic mechanisms of osmolytes are not well understood. In addition of
providing basic knowledge of how life unfolds, unraveling these mechanisms will enable
rational designs of new and more efficient osmolytes to control molecular structures.

The aim of this study is to provide estimates of the relative concentration as well as affinity of
different osmolytes at the vapour-water interface, using X Ray Photoelectron Spectroscopy
(XPS) technique in aqueous solutions. This will allow us to compare mechanisms of action of
different protecting osmolytes; Tmao, betaine as well as denaturant osmolyte; urea.

Due to the concentration of the solute in water, we observed that the Tmao has a higher
surface affinity than urea and betaine. These molecules do not even form a saturation layer on
the surface, the intensity increases linearly even to the concentration of 4 M, which was the
maximum studied. As a function of pH, we have seen that the Tmao protonates at a pH lower
than the pKa of the solution and is more depleted than the unprotonated Tmao. When we
study Tmao + urea mixtures, we observed that for neutral pH, the mixture is more

concentrated in the bulk of the solution compared to the species alone, which indicates that in
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the mixture the molecules move away from the hydrophobic surfaces, which may favor the
folded state of proteins. The opposite is true for acidic pH, having more surface propensity, ie
concentrating more on hydrophobic surfaces. We did not notice any significant differences

when the urea concentration is increased in the mixtures.

Keywords: PES, liquid surface, liquid-gas interface, liquid interface, liquid bulk, water,
glycine, alanine, valine, methionine, osmolytes, Tmao, betaine, urea, ozone, propensity,
surface afinity, micro-jet, XPS, solute concentration, photoabsorption cross section,

photoionization cross section, pH, aqueous solutions.
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Capitulo 1

1.1 Introducéao

Entender as interfaces aquosas a nivel molecular ndo é apenas fundamentalmente
importante, mas também altamente relevante para uma variedade de disciplinas. Por exemplo,
interfaces eletrodo-agua sdo relevantes para a eletroquimica, assim como as interfaces agua-
mineral para geoquimica e interfaces ar-agua para a quimica ambiental; interfaces agua-
lipidio constituem os limites da membrana celular e, portanto, sdo relevantes para a
bioquimica. Um dos grandes desafios nesses campos € vincular propriedades macroscépicas
tais como reatividade interfacial, solubilidade e permeabilidade, bem como observaveis
macroscopicas termodindmicas e espectroscopicas, com a estrutura eletrbnica, mudancas
estruturais e dindmica das moléculas nessas interfaces. Experimentos apropriados, sozinhos
ou em conjunto com simula¢cdes computacionais, podem fornecer, tais informac6es em nivel
molecular para interfaces aquosas.

O presente trabalho tem por objetivo principal o estudo da superficie e das interfaces
de solucdes, de moléculas biolégicas e osmdlitos em solugdo aquosa, assim como o estudo da
secdo de chogue da molécula de ozénio. Como solvente utilizamos a agua, que é o solvente
universal e fundamental para a vida e estd presente em cerca de 71% da superficie do nosso
planeta [1]. Ela esté4 presente nas solugdes aquosas, no meio ambiente, nos oceanos, no solo e
em organismos Vivos. A agua esta presente nas células bioldgicas, ela também controla os
padrdes de dobramento das proteinas e orienta o transporte através das membranas celulares
[2]. Entender bem os fendmenos que acontecem nas interfaces aquosas, € de grande
importancia para varias areas do conhecimento.

Em areas como biologia, biotecnologia, diagnostico e medicina, as interfaces aquosas
sdo muito importantes, por exemplo, as biointerfaces, isto é, interfaces entre células, tecido
biolégico ou material organico com outro biomaterial ou material inorganico/organico. Um
outro exemplo, € a interface liquido-vapor da dgua que é de grande importancia na atmosfera.
Os biomaterias, isto €, os aminoacidos constituem uma fracdo importante dos compostos
nitrogenados organicos solUveis em agua em aerossois e estdo envolvidos em muitos
processos na atmosfera.

A reacdo bioguimica em sistemas vivos ocorre em solugBes aquosas contendo

pequenas moléculas organicas, conhecidas como osmdlitos. Essas moléculas afetam a
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estabilidade de diferentes estruturas celulares [3]. Por exemplo, os osmdlitos desnaturantes
(por exemplo, ureia e sais) favorecem o estado desdobrado das proteinas enquanto que 0s
osmolitos estabilizadores (por exemplo, Tmao e betaina) favorecem o estado dobrado [4], [5].
Os efeitos deste ultimo podem ser comparados com os ions no lado esquerdo da serie
Hofmeister, que ajudam a estabilizar as estruturas nativas dobradas de proteinas. A regulagéo
dos osmadlitos pelos organismos vivos permite que eles sobrevivam a condi¢des extremas que,
de outro modo, seriam responsaveis por estruturas celulares instaveis. Consequentemente,
verificou-se que os niveis de Tmao (N-0xido deTrimetilamina) nos musculos dos organismos
do fundo do mar aumentam com a profundidade em que sdo capturados, possivelmente para
neutralizar o efeito desestabilizador da presséo nas estruturas moleculares. Apesar dos estudos
intensivos nesse assunto, 0s mecanismos atdmicos do comportamento dos osmolitos ainda
ndo sdo bem compreendidos.

Neste trabalho, fizemos também medidas de secBGes de choque de fotoabsorcdo e
fotoionizacdo para a molécula de ozdnio na regido do ultravioleta de vacuo. A interacdo de
radiacdo ionizante com moléculas de 0z6nio, apesar de grande interesse, € um problema ainda
em aberto. A compreensdo da fotoquimica do ozdnio acima do limite de ionizacdo é de
grande importancia no entendimento da formacdo e destruicdo do ozénio na alta atmosfera.
Tais estudos sdo fundamentais para modelagens mais realistas da atmosfera Terrestre e de
grande interesse para a sociedade ja que a camada de ozdnio é um dos principais elementos
que blogueiam os raios ultravioleta nocivos aos seres vivos.

O ciclo de gases nitrogenados na atmosfera, diminui a concentracdo de 0z6nio
através do processo de desnitrificagdo, isto €, o 6xido nitroso (N,O) na estratosfera se
transforma em gas de dxido nitrico (NO). Esta mudanca esta relacionada a oxidacdo de N,O
pela radiacdo solar. Em seguida, 0 NO reage com Os, neste processo de rea¢fes quimicas
temos como produto o gas de 6xido de nitrogénio [6].

O comportamento das interfaces aquosas de compostos quimicos biolégicos ou
atmosféricos sdo relevantes em solugdo aquosa, tem sido estudado usando espectroscopia de
fotoelétrons de raios-X sensiveis a superficie (XPS).

O presente trabalho tem como objetivo estudar solucbes aquosas de quatro
aminoacidos, glicina, alanina, valina e metionina, nas suas formas zwitteridnica através da
técnica de XPS [7]. Compreender o osmdlito Tmao em solugdes aquosas, e fornecer
conhecimentos basicos de como a vida se desenrola. Apresentar dados da sec¢do de choque de

fotoabsorcéo e fotoionizagdo do 0zonio ndo existentes na literatura.
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Para interpretar os dados encontrados para 0s aminoécidos utilizamos os resultados
de simulacbes de Dindmica Molecular (MD) de seis aminodcidos, Serina (SER), Glicina
(GLY), Alanina (ALA), Valina (VAL), Metionina (MET) e Fenilalanina (PHE), encontrados
na literatura [7]-[9]. Os dois estudos indicam a influéncia de aminoacidos sobre a tenséo
superficial de liquidos e que a propensdo superficial dos aminoécidos varia de acordo com o
equilibrio entre as partes hidrofdbicas e hidrofilicas [9]. Fornecer estimativas da concentragdo
relativa, bem como a orientacdo de diferentes osmdlitos na interface vapor-agua. Comparar
mecanismos de acdo de diferentes osmolitos protetores; Tmao, betaina e glicina, bem como
osmdlitos desnaturantes; uréia e sais. Com base em medicOes recentes da tensdo superficial da
agua de vapor, 0 mecanismo de estabilizacdo do Tmao pode ser diferente do da betaina e da
glicina. Além disso, nossa medida sera Util para testar modelos computacionais de osmolitos.

Os aminoacidos foram medidos no Laboratério do Sincrotron Max Il , em Lund, na
Suécia, na linha de luz de Undulator [10], [11], equipado com um analisador de energia de
elétrons hemisférico, Scienta R4000, anexado a uma camara experimental projetada para
estudos de micro-jato liquidos em XPS. Os dados experimentais dos osmolitos e 0zonio
foram obtidos no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas-SP.
Utilizamos as linhas de luz PGM (Plane Grating Monochromator) e TGM (Toroidal Grating
Monochromator). Na linha PGM medimos os aminoacidos e os osmdlitos em solugdo aquosa
com a técnica de Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios X (XPS). Para essas medidas
usamos a camara do SCIENTA que é equipada com um espectrdmetro semi-esmiférico de
XPS para alta pressdo da Scienta e com um sistema de microjatos para amostras liquidas. Na
linha TGM, fizemos as medidas de secdo de choque do 0z6nio com a camara de ionizacao.
No caso da PGM usamos fétons de energia entre 300 e 1000 eV promovendo a ionizacdo
simples e medindo os fotoelétrons da camada interna das moléculas. Na TGM usamos fotons
de mais baixa energia, da ordem de 11 a 30 eV causando a ionizacao de elétrons das camadas
de valéncia da molécula de 0z6nio e medimos 0s ions positivos.

Para as solucgdes aquosas utilizamos a Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios X que é uma
ferramenta que nos d& informac&o sobre a estrutura eletrénica de amostras gasosas, liquidas
ou sélidas. Esta técnica combina a seletividade quimica dos elementos e a sensibilidade a
superficie das amostras. Esta técnica requer o sistema em vacuo tornando-a muito dificil de
ser aplicada a liquidos dentro dos procedimentos convencionais. Contudo, o desenvolvimento

da técnica de microjato por Manfred Faubel et al. [12] em 1988, permitiu que liquidos com



alta presséo de vapor (pv), que é o caso da agua (pv=4.6Torr), tivessem suas propriedades de
superficie estudadas via espectroscopia de elétrons.

A espectroscopia de amostras liquidas € uma espectroscopia bastante recente que
surgiu a partir do desenvolvimento da técnica de micro jatos [2]. Onde a amostra liquida é
introduzida na camara experimental com um jato de aproximadamente 15 pum a alta
velocidade que é congelado logo apds interagir com a luz. Isso faz com que o vacuo na
camara experimental seja o suficiente para permitir as medidas. Paralelo a isso, é necessario
colocar os espectrometros em sub-cdmaras da camara principal permitindo um alto vacuo na
regido de deteccdo. 1sso permite que possamos medir espectros de elétrons e ions de amostras
liquidas [4].

Essa tese estd dividida em 6 capitulos. O capitulo 1 - Introducdo. No capitulo 2 -
Fundamentos Tedricos e Experimentais; sdo apresentados os aspectos teoricos, incluido a
agua liquida, interaces em soluges, quatro tipos de estrutura de proteinas, desnaturacdo e
renaturacdo de proteinas, micro-jato, modelo simplificado, se¢do de choque de fotoabsorcéo e
decaimento neutro. No capitulo 3 - Aminoécidos; nesse capitulo apresentamos uma
introducao geral dos aminodacidos estudados, resultados/discussdes e conclusdo. No capitulo 4
- Tmao; apresentamos uma introducdo geral dos osmadlitos estudados, método experimental,
efeito da concentracdo do soluto em solugdes aquosas de Tmao, Uréia e Betaina, efeito da
mudanca do pH da solucdo no deslocamento quimico e as diferentes espécies idnicas, efeito
da mistura dos solutos e a influéncia na propensdo a superficie e conclusdo. No capitulo 5 -
Ozbnio; apresentamos a molécula de ozbnio, método experimental, producdo de ozdnio,
resultados/discussdes e conclusdo. No capitulo 6 — Conclusdes Gerais. Referéncias
Bibliogréficas e Apéndice.



Capitulo 2

2.1 Fundamentos Teoéricos e Experimentais

2.1.1 A agua Liquida

A &gua é encontrada na natureza na forma: liquida, solida e gasosa. Boa parte de
nossa crosta terrestre € coberta por &gua no estado liquido. Sem ela nédo seria possivel vida na
Terra, portanto, a dgua liquida, é essencial para todos os processos da vida. O liquido mais
precioso de nosso planeta é o maior solvente universal que conhecemos, € uma molécula
composta de um &omo de oxigénio e dois atomos de hidrogénio, que possui algumas
anomalias extraordinarias que distinguem esse liquido de outros. A agua expande quando
congelada, mas é mais densa a baixa temperatura do que na sua forma sélida, razéo pela qual
o gelo flutua na superficie de lagos. A origem microscépica de muitas de suas propriedades
macroscopicas ainda ndo esta totalmente explicada e os cientistas de hoje tentam conceber
uma imagem detalhada dos papéis e propriedades da agua.

Raramente encontramos agua em sua forma pura, mesmo com a quantidade
abundante que temos em nosso planeta. Ela é encontrada em solu¢Ges aquosas em nosso meio
ambiente, nas nuvens, mares, oceanos, nos lencgois freaticos ou em organismos vivos. A agua
controla os padrbes de enovelamento das proteinas e orienta o transporte através das
membranas celulares. Na atmosfera, a 4gua existe como vapor e em pequenas goticulas de
aerossol, que tém uma alta relacdo superficie-volume. Isso significa que a superficie €
importante, especialmente para esses pequenos sistemas, mudancas na superficie das
particulas pode levar a variacGes substanciais de suas propriedades. A agua na regido da
superficie serve como mediador de transi¢Ges entre a fase gasosa e a fase liquida. Assim, a
agua interfacial dos sistemas ambientais produz caracteristicas essenciais para 0s processos de

transicdo e ciclo natural da agua.
2.1.2 A molécula de agua

A molécula de agua é formada por um atomo de oxigénio (O) que esta ligada a dois
atomos de hidrogénio (H) de maneira covalente. Dependendo do estado fisico da agua, os
angulos e as distancias formados entre o oxigénio e os dois hidrogénios podem ser diferentes.
No estado gasoso, 0 angulo (@) é de 104,5° e comprimento da ligacdo O-H é de 0.957854 A,
de acordo com os calculos atuais[13], resultados experimentais nos mostram ag,, =
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104,474° e HOgyyp = 0.95718 A [14]. A configuracdo eletronica da molécula de &gua no

estado fundamental pode ser expressa da seguinte forma:

(1a1)2 (Zal)z (1b2)2 (3a1)2 (1b1)2

O orbital molecular mais interno (1a,) apresenta um aspecto bem aproximado do
orbital O1s do oxigénio, que é ligeiramente perturbado. Dependendo dos orbitais moleculares
eles podem estar envolvidos relativamente ou totalmente em ligagOes, ou ndo participar de
ligagBes, isto é, os orbitais (2a,) e (3a,) estdo ligeiramente envolvidos em ligac@es, ja (1b,)
é completamente presente em ligacdes sendo que o (1b,) ndo tem participacdo em ligacdes
[15].

2.1.2.1 InteracGes em solugdes

A carga nuclear do oxigénio presente na molécula de agua é +8. Em razdo do
oxigénio ser mais eletronegativo atrai mais elétrons ficando relativamente com carga
negativa, enquanto o hidrogénio fica com carga positiva, aparecendo assim um dipolo
elétrico. As interacOes eletrostaticas entre solutos e espécies de solvente em misturas podem
ocorrer da seguinte forma: ion-dipolo, dipolo-dipolo, ionizagdo induzidas. Nas espécies ndo-
polares sdo regidas predominantemente pelas forcas mais fraca de Van der Waals. As
interacBes mais fortes sdo formadas entre espécies ibnicas e agua.

A molécula de agua é formada por duas ligacdes covalentes O - H, sendo H - O - H
sua férmula estrutural. O &omo de oxigénio possui seis elétrons na camada de valéncia,
portanto sdo necessarios mais dois elétrons para que ele atinja estabilidade eletrénica. O
atomo de hidrogénio possui apenas um elétron, sendo necessario para sua estabilidade mais
um elétron (camada K = dois elétrons). Portanto, na molécula de 4gua ha o compartilhamento
de um par de elétrons entre cada atomo de hidrogénio com o atomo de oxigénio.

O atomo de oxigénio possui quatro orbitais. Dois deles estdo “envolvidos” com as
ligacbes O - H, e dois estdo "livres". Existe uma repulsao entre os orbitais livres, que causa
uma aproximacéo entre as ligagcdes O — H.

O atomo de oxigénio € mais eletronegativo que o de hidrogénio, ou seja, o nucleo do
oxigénio atrai os elétrons envolvidos na ligagdo O - H mais fortemente que o nucleo do

hidrogénio. Essa propriedade é decisiva na polaridade da molécula de agua, uma vez que
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torna o oxigénio mais negativo (com os elétrons mais proximos) e o hidrogénio mais positivo
(com os elétrons mais afastados). Ou seja, a molécula de &gua € polar, sendo o oxigénio seu
pélo negativo (28", ja que sdo dois elétrons a mais) e os hidrogénios seus pdlos positivos (57,
um elétron a menos para cada atomo).

Como a agua € uma molécula polar, o p6lo positivo de uma molécula atrai o polo
negativo de outra, o que resulta em uma atracdo eletrostatica. Essa atracdo € chamada ligacéo
de hidrogénio (ou ponte de hidrogénio), e ocorre entre atomos de hidrogénio com oxigénio,
nitrogénio ou fluor.

Outra caracteristica das ligacGes de hidrogénio é a rapidez com que elas se formam e
sdo quebradas. A todo instante moléculas de &gua estdo interagindo entre si, formando
ligacBes de hidrogénio que duram de um a vinte picos segundos (1 ps = 10*? s). Quando uma
ligacdo se quebra, imediatamente outra se forma.

Uma molécula de agua pode fazer ligacGes de hidrogénio com até outras quatro
moléculas, mas isso s6 ocorre quando a agua estd solidificada. No estado liquido, cada
molécula faz, em média, trés ligacdes de hidrogénio, devido ao aumento da entropia (grau de
desordem do sistema), ver Figura 1, mostra as ligacfes de hidrogénio para as moléculas de
agua. As ligacbes de hidrogénio, portanto, influenciam nos estados fisicos da dgua. A agua
seria gasosa em temperatura ambiente se ndo fossem as ligacdes de hidrogénio que causam
uma maior organizacdo entre suas moléculas, conferindo-a estado liquido na temperatura

=)
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ambiente e alto ponto de ebulicéo.

Figura 1: LigacOGes de hidrogénio de moléculas de agua. Cada molécula de agua liga outras quatro

moléculas de agua.

A &gua é um solvente polar que possui afinidade por moléculas polares. Isto quer

dizer que tais moléculas se dissolvem com facilidade no meio aquoso porque podem substituir
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as interagdes pré-existentes entre as moléculas de agua (interagdes “agua-agua”) por outras
entre a agua e o soluto (interagdes “agua-soluto”) que Sdo0 energeticamente mais favoraveis
que as primeiras. Se, entretanto, as moléculas a serem dissolvidas forem apolares, elas
interferirdo nas interacbes agua-agua mas ndo formardo interacbes agua-soluto
energeticamente favoraveis. As interagdes dgua-agua e agua-soluto, responsaveis por esse e

outros fendmenos, podem ser, principalmente, ligagdes de hidrogénio [16], [17].

Vale ressaltar que esse tipo de interacdo ndo é exclusiva entre moléculas de agua, e
ocorrerd sempre entre um atomo eletronegativo (chamado aceitador de hidrogénio; como
oxigénio e nitrogénio) e um atomo de hidrogénio ligado covalentemente a outro atomo
eletronegativo (chamado doador de hidrogénio) na mesma molécula ou em outra, como por

exemplo, ver Figura 2 que mostra ligagdes de hidrogénio entre grupos funcionais e moléculas

de 4agua.
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Figura 2: Ligagdes de hidrogénio por grupos funcionais.

Portanto, um soluto polar ou carregado forma uma mistura homogénea com a agua,
ja que todas as suas moléculas (ou quase todas, dependendo do coeficiente de solubilidade)
interagem com a agua e ficam separadas umas das outras, “cercadas” pela agua [16].

Quando um composto apolar - como o 6leo, por exemplo - € misturado a agua,
forma-se uma solucdo heterogénea. Isso ocorre porque tais compostos ndo possuem carga
nem palos, ou seja, ndo tém regides que possam interagir com a molécula de agua, pois a &gua
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ndo forma ligagdes de hidrogénio com moléculas apolares. A fim de fazer o maior nimero de
ligacGes de hidrogénio possivel, as moléculas de &gua orientam-se em volta da substancia
apolar e a envolvem, de modo que uma rede de ligacGes de hidrogénio é formada ao redor de
um soluto apolar. As moléculas de agua “forgam” as apolares a se agruparem. Dessa forma, a
superficie de contato entre soluto e agua é menor e, portanto, a rede de ligagGes de hidrogénio
formada também. Membranas celulares e grandes compostos moleculares, como proteinas,
por exemplo, adotam sua forma em funcdo dessa relacdo entre a dgua e 0S COmMpPOStos
apolares: as membranas organizam-se em bicamada para “esconder” a cauda dos seus
fosfolipideos; as proteinas organizam-se para “esconder” seus aminoacidos apolares [18].
Contudo, como essa configuracdo é energeticamente desfavoravel, seja porque agua nao
possui afinidade pelas por¢des apolares, seja porque a entropia do sistema diminui devido a
estruturacdo das moléculas do solvente, ha a tendéncia das partes apolares se aproximarem
com a consequente expulsdo das moléculas de agua da camada de solvatacdo. Neste processo
conhecido como dessolvatacdo, a entropia do sistema aumenta e, como as partes polares
tendem a maximizar o contato com o solvente por causa da afinidade, o resultado é a
formacdo de aglomerados mais estaveis numa configuracdo agora energeticamente favoravel.
As “forcas” que mantém as porgdes apolares juntas resultam das chamadas interagdes
hidrofébicas, que tém sua origem associada a estabilizacdo termodinamica [19].

Associadas também a interacGes eletrostaticas estdo as interagfes ibnicas, que
acontecem necessariamente entre grupos carregados, e as interacGes de van der Waals, que
ocorrem entre atomos neutros. A forca de Van der Waals é bastante fraca e existe entre
qualguer molécula que esteja proxima de outra Aminoéacidos e Proteinas.

As proteinas sdo polimeros bioldgicos compostos por aminoacidos. A ligacao entre
0s aminoacidos é denominada ligacdo peptidica, do tipo covalente, e ocorre entre 0 grupo o.-
carboxila de um aminodcido e o grupo a-amino de outro, com liberacdo de 4gua (Figura 3B).
Devido a essa alteracdo quimica, os aminoacidos que participam da ligacdo peptidica passam
a ser chamados de residuos. Além da ligacdo peptidica existe também a ligacdo dissulfeto,
que ocorre particularmente entre dois a- aminoacidos cisteina originando o dimero cistina
(Figura 3 C) e é muito importante na estrutura de varias proteinas ja que é cerca de 10 vezes

mais forte do que as interagdes fracas mencionadas abaixo.
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Figura 3: A) Superior, estrutura genérica de um a-aminoacido (com exce¢do da prolina, um aminoéacido
ciclico). Abaixo, exemplos de a-aminoacidos com grupos laterais contendo anéis aromaticos. B) Esquema

da ligacao peptidica. C) Esquema da ligacao dissulfeto. Adaptado de[16], [17].

Uma ou mais cadeias polipeptidicas torcidas na forma 3-D formam uma proteina. As
proteinas tém formas complexas que incluem varias dobras, loops e curvas. A dobragem de
proteinas acontece espontaneamente. A ligacdo quimica entre por¢des da cadeia polipeptidica

ajuda a manter a proteina unida e a dar sua forma.

2.1.3 Quatro tipos de estrutura de proteinas

Os quatro niveis de estrutura da proteina sdo diferenciados um do outro pelo grau de
complexidade na cadeia polipeptidica. Uma Unica molécula de proteina pode conter um ou
mais dos tipos de estrutura proteica: estrutura primaria, secundaria, tercidria e quaternaria
[20].

2.1.3.1 Estrutura Primaria
Descreve a ordem Unica na qual os aminoacidos estdo ligados para formar uma
proteina. As proteinas sdo construidas a partir de um conjunto de 20 aminoacidos.

Geralmente, os aminoacidos tém as seguintes propriedades estruturais:
Um carbono central (o carbono alfa) ligado aos quatro grupos abaixo:

e Um atomo de hidrogénio (H)

10



e Um grupo carboxil (-COOH)
e Um grupo Amino (-NH2)
e Um grupo "varidvel" ou um grupo "R", chamado de cadeia lateral ou radical

Todos os aminoacidos tém o carbono alfa ligado a um atomo de hidrogénio, a um
grupo carboxila, a um grupo amino e a um grupo “R”. O grupo "R" varia entre o0s
aminoacidos e determina as diferencas entre esses mondémeros de proteinas. A sequéncia de
aminoacidos de uma proteina é determinada pelas informacBes encontradas no cédigo
genético celular. A ordem dos aminoacidos em uma cadeia polipeptidica é unica e especifica
para uma proteina especifica. Alterar um Gnico aminoacido causa uma mutacdo genética, que
geralmente resulta em uma proteina que nao funciona.

Do ponto de vista de uma organizacgdo hierarquica, serdo formadas, num primeiro
momento, organizacdes locais denominadas estrutura secundaria da proteina Figura 4. A
partir da interacdo dessas estruturas locais com o solvente, via principalmente interacdo
hidrofébica/van der Waals e ligacGes de hidrogénio, serdo formadas organizacdes de um nivel
maior que recebem o nome de estrutura terciria da proteina, Figura 4. Proteinas com mais de
duas sequéncias de residuos, como insulina (duas sequéncias) e hemoglobina (quatro

sequéncias) possuem ainda a estrutura quaternaria, Figura 4.
2.1.3.2 Estrutura Secundaria

Refere-se ao enrolamento ou dobragem de uma cadeia polipeptidica que confere a
proteina sua forma 3-D. Existem dois tipos de estruturas secundarias observadas nas
proteinas. Um tipo € a estrutura da hélice alfa (o). Essa estrutura se assemelha a uma mola
espiralada e é protegida por ligacdo de hidrogénio na cadeia polipeptidica. O segundo tipo de
estrutura secundéria nas proteinas ¢ a folha plissada beta (B). Esta estrutura parece estar
dobrada ou pregueada e é mantida unida por ligacdo de hidrogénio entre as unidades

polipeptidicas da cadeia dobrada que ficam adjacentes uma a outra.
2.1.3.3 Estrutura terciaria

Refere-se a estrutura 3-D abrangente da cadeia polipeptidica de uma proteina.

Existem varios tipos de ligagOes e forgas que mantém uma proteina em sua estrutura terciaria.
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e As interacdes hidrofobicas contribuem muito para o dobramento e modelagem de uma
proteina. O grupo "R" do aminoacido é hidrofébico ou hidrofilico. Os aminoacidos
com grupos hidrofilicos "R" buscardo contato com seu ambiente aquoso, enquanto 0s
aminoacidos com grupos hidrofébicos "R™ buscardo evitar a 4gua e se posicionar em
direcdo ao centro da proteina.

e A ligacdo de hidrogénio na cadeia polipeptidica e entre os grupos de aminoécidos "R"
ajuda a estabilizar a estrutura da proteina mantendo a proteina na forma estabelecida
pelas interagGes hidrofdbicas.

e Devido ao dobramento de proteinas, a ligacdo idnica pode ocorrer entre os grupos "R"
com carga positiva e negativa que entram em contato préximo.

e A dobragem também pode resultar em ligacdo covalente entre os grupos "R" de
aminoacidos cisteina. Esse tipo de ligagdo forma o que é chamado de ponte dissulfeto.
InteracBes chamadas forgcas de van der Waals também ajudam na estabilizacdo da
estrutura da proteina. Essas interacGes pertencem as forcas atrativas e repulsivas que
ocorrem entre moléculas que se polarizam. Essas forcas contribuem para a ligacéo que

ocorre entre as moléculas.
2.1.3.4 Estrutura quaternaria

Refere-se a estrutura de uma macromolécula de proteina formada por interacfes
entre varias cadeias polipeptidicas. Cada cadeia polipeptidica é referida como uma
subunidade. As proteinas com estrutura quaternaria podem consistir em mais de um do
mesmo tipo de subunidade proteica. Elas também podem ser compostos de diferentes

subunidades.
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Figura 4: Mostra os quatro possiveis tipos de estrutura das proteinas [20]
2.1.3.4.1Desnaturacao e renaturacgdo das proteinas

Desnaturacao e renaturacao sao fendmenos fisicos fundamentais para os processos de
replicacdo, transcri¢do e recombinacdo da molécula de DNA. A desnaturagdo ocorre quando
as pontes de hidrogénio entre as cadeias complementares se rompem e as fitas se separam. O
inverso € chamado de renaturacdo, e permite que todas as propriedades originais da molécula
sejam restabelecidas.

A funcdo e atividade da proteina sdo ditadas pelo sequenciamento de aminoacidos
(estrutura primaria) e por sua forma (estrutura secundaria e terciaria), oriunda do processo de
enovelamento. A desnaturacdo proteica, que pode ser influenciado por diversos fatores, ocorre
quando ha a perda da funcdo da proteina devido a alteragdo de sua forma tridimensional.
Solventes organicos misciveis em agua (como alcool), solutos (como ureia) e surfactantes
atuam principalmente rompendo as interacdes hidrofobicas que mantém o nucleo de proteinas
estavel. A ureia, assim como a elevacdo de temperatura, é capaz de romper as ligacfes de
hidrogénio. A alteracdo do pH da solu¢do promove mudanca na carga liquida da proteina,
causando desestabilizacdo eletrostatica da estrutura, o que também faz romper as ligacdes de
hidrogénio.

A desnaturacdo da estrutura secundaria do DNA pode ser obtida em solugdo por
aumento da temperatura, por titulagdo com acidos ou bases e por agentes desnaturantes, com a

formamida, dimetil-sulféxido (DMSOQO) e ureia.
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Em altas temperaturas ou pH extremos o0 DNA sofre desnaturacao, isto porque ocorre
ruptura das pontes de hidrogénio entre os pares de bases. Durante a desnaturacdo nenhuma
ligacdo covalente é desfeita, ficando, portanto, as duas fitas de DNA separadas.
Quando o pH e a temperatura voltam ao normal, as duas fitas de DNA espontaneamente se
enrolam formando novamente o DNA dupla fita. Este processo envolve duas etapas: uma
mais lenta, pois envolve o encontro casual das fitas complementares de DNA, formando um
curto segmento de dupla hélice; e outra mais rapida, envolvendo a formacdo das pontes de
hidrogénio entre as bases complementares, reconstruindo a conformacéo tridimensional.

Podemos variar o pH da agua liquida adicionando um acido ou uma base. Para alterar
0 pH das amostras fizemos os seguintes procedimentos; adicionamos acido cloridrico (HCI)
para aumentar a concentracdo de (H™), e a adicdo de hidréxido sédio (NaOH) para diminuir a
concentracdo de (H*). A constante de ionizagdo (k, ) de uma solucdo aquosa pode ser
definida como:

[H'][A7]

Ko Thay—

(2.1)

onde os valores entre colchetes representam as concentragdes de (H*), da base conjugada de

HA, A~ e do proprio HA. Com o auxilio da constante ionizacdo podemos definir o pk, como:

[A7]
[HA]

pk, = pH — log (2.2)

2.1.4 Métodos Experimentais

2.1.4.1 Radiacéo Sincrotron

A luz sincrotron foi observada pela primeira vez de um feixe de luz proveniente do
anel de armazenamento em um laboratério da General Electric em 1947 [21]. Apds esse
periodo, surgiram muitas pesquisas e avangos tecnologicos que destacaram a radiacao
sincrotron como uma ferramenta eficaz para as diversas areas do conhecimento. Devido a sua
grande importancia, foram criados laborat6rios exclusivos entre as décadas de 1960 e 1970.
Estes laboratérios tinham como base imas de dipolo para producdo de luz sincrotron,

chamados de segunda geracdo. Ja os laboratdrios mais modernos, isto &, os de terceira
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geracdo, utilizam dispositivos de inser¢cdo mais modernos, tais como onduladores e wigglers,
com esses dispositivos o feixe de elétrons fica altamente colimado e tem alto brilho.

A radiacéo sincrotron € produzida a partir da aceleracdo de particulas carregadas, tais
como elétrons e outras particulas em orbitas circulares. Esses elétrons viajam com velocidades
proximas a da luz (Y/. < 1). Estas particulas tem a sua trajetoria curvada por campos
magnéticos produzidos pelos imds de dipolo, durante essa curvatura, elas emitem radiacéo
eletromagnética, ver Figura 5. A radiacdo emitida esta entre a faixa do infravermelho e de
raios-X.

O formato do feixe € de um cone muito estreito na dire¢cdo de propagacdo dos
elétrons. Sendo que seu angulo de abertura é de aproximadamente 2y~ onde,

E (2.3)
V= et

0 termo E representa energia total e 0 termo mgyc? a energia da massa de repouso dos
elétrons. Na prética, pacotes de elétrons viajam pelo anel de armazenamento, assim, podemos

escrever a poténcia total radiada como sendo:

E*[GeV] (2.4)

P, [kW] = 8.85.1072 R[] .I[mA]

esta ndo é a poténcia total emitida em uma energia por comprimento de onda, e sim, a
espalhada por todo espectro emitido.

A partir das equacdes da eletrodindmica classica podemos obter as equacdes que
caracterizam a radiacdo sincrotron, relacionado a particulas carregadas em movimento
relativistico circular. A poténcia total radiada (P;,;) € um importante parametro do anel de
armazenamento. Podemos assumir que para N elétrons a intensidade de radiacdo € igual a N
vezes a de um Unico elétron. Temos que, a poténcia total radiada de cada elétron, quando
desviado por um campo magnético B,é dada por:

2e? (2.5)
P = 3RZ BY)*
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0 termo e representa a carga do elétron, ¢ a velocidade da luz e R o0 raio de curvatura do
magneto de dipolo, ja o termo B, é igual a (Y/) onde v representa a velocidade do elétron e ¢
a velocidade da luz, que é aproximadamente 1.

Chamamos de radiacdo sincrotron a energia eletromagnética emitida por particulas
carregadas com velocidades relativisticas. As principais caracteristicas da radiacdo sincrotron
séo:
sua alta intensidade e a ampla faixa espectral de energia, indo do infravermelho até os raios-X
duros;

a radiacdo sincrotron é extremamente colimada, linearmente polarizada no plano da orbita e
elipticamente polarizada abaixo e acima do plano;

pode ser emitida de modo pulsado (estrutura temporal formada por pulsos bem curtos com
intervalos da ordem de aproximadamente 311 ns para o LNLS) a partir da aceleracéo

periddica de pacotes de elétrons.

_Magneto

Feixe de
_elétrons

Radiagao
Sincrotron

Figura 5: Esquema do processo de emissdo de radiacdo sincrotron por elétrons relativisticos na presenca

de um campo magnético.
2.14.2 Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron

O Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), inaugurado em 1997, é
considerado um laboratério de segunda geragdo. Este laboratorio é aberto a usuérios do Brasil
e do exterior. A boa infraestrutura d& condigdes aos cientistas realizarem pesquisas com alto
nivel de competividade internacional. O laboratorio é mantido por recursos federais. O LNLS

possui 16 linhas de luz com estacGes experimentais instaladas na fonte de luz sincrotron. Na
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Figura 6, podemos observar hall experimental, onde sdo realizados os experimentos, que
contribuem para o conhecimento em Fisica, Quimica, Biologia e Engenharia de Materias, etc
[22].

Figura 6: Foto do Hall Experimental do Laboratorio Nacional de Luz Sincroton (LNLS).

O Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), fica em Campinas, suas linhas de
luz sdo utilizadas por diversos pesquisadores brasileiros e estrangeiros em busca de novos
conhecimentos sobre &tomos e moléculas [22].

O LNLS possui um canhéo de elétrons , estes sdo injetados em um acelerador linear
chamado de (LINAC) até a uma energia de 120 MeV. Depois de acelerados pelo LINAC,
eles sdo injetados em um acelerador circular (BOOSTER), neste acelerador estas particulas
atingem 500 MeV, apo6s alcancarem essa energia eles sdo injetados no anel de
armazenamento. No anel de armazenamento os elétrons s&o novamente acelerados, até atingir
a energia de operagdo 1,37 GeV.

Neste ano de 2019, o LNLS foi fechado e desativado para os usuarios, para o término
da construcdo do novo sincrotron brasileiro de quarta geragdo, sendo o segundo no mundo
deste tipo, 0 SIRIUS. O SIRIUS esta previsto para entrar em operagdo parcialmente em 2020.
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2.1.4.3 Linha PGM

A estacdo experimental PGM (Planar Grating Monochromator), ver Figura 7. Ela é a
primeira linha de feixe baseada em ondulador do LNLS e cobre a faixa de energia de cerca de
100 a 1000 eV. O Ele é um monocromador de grade planar baseado em uma geometria Gtica
(PGM), é composta por duas linhas que oferecem uma variedade de estacGes finais para a
comunidade de usudrios. Nesta contribuigdo, apresentamos o layout éptico da linha de feixe,
com alguns detalhes sobre seus componentes. Essa linha é utilizada para diversos estudos, por
exemplo: o estudo das propriedades eletrdnicas, magnéticas e estruturais dos materiais. A
PGM conta com, instrumentacdo para microscopia e fotoemissdo em liquidos.

A Figura 7 é um esbogo do layout da linha de viga. A fonte é um ondulador
elipticamente polarizador (EPU) produzido no préprio LNLS. Ele é um ondulador do tipo
APPLE Il de 2,7 m de comprimento e 50 mm de comprimento, instalado em uma sec¢do reta
do anel de armazenamento de 1,37 GeV UV X do LNLS [23].

TOP VIEW
A
\
== — ] [——=1
o v
SIDE VIEW = : _—
[MIECcooa —_—
BLALIELEL —_— -
Om 13m 14.8m 15m 22m 29m 34m 36m
EPUS0 M1 M2 G ES MEBa end station branch A_J
M2h end station branch B

Figura 7: Esboco do layout da linha de viga. EPU50: ondulador APPLE Il de periodo de 50 mm; M1:
espelho toroidal colimador; M2: espelho plano monocromador; G: grade plana VLS; ES: fenda de saida;

M3a, M3b: espelhos de focagem toroidais para cada linha de ramificacéo [23].
2144 Linha TGM

A radiagdo sincrotron tem um amplo intervalo espectral que permite a selecdo de
uma determinada faixa do espectro emitido. Isso s6 é possivel, devido ao conjunto de

instrumentos Gticos, tais como: monocromadores, espelhos e grades de difragdo que compdem
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a linha de luz. Estes instrumentos além de selecionar a energia dos fétons, eles filtram e

focalizam uma faixa de energia de fétons desejada.

g Filtro de Espelho Salda para
go| Fresin go oL e Neonio = 1 Camara
' Entrada Salda Espelho 2 i
: Grade l L ‘ 0 ﬂ* 0 ’."ﬂ‘ﬁ i
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Figura 8: Esquema de configuracéo da linha TGM, adaptada da referéncia [24].

No Laboratdrio Nacional Luz Sincrotron (LNLS) a linha de luz TGM foi a primeira a
ser colocada em operacédo. Essa linha de luz opera na faixa do ultravioleta aos raios X moles.
Ela fornece fotons com energia variando de 7,4 a 310 eV (os valores atualizados no periodo
da redacdo do presente texto, nas medidas realizadas a energia minima era de 10,8 eV).

A linha TGM mostrada de esquematica na Figura 8, possui espelhos toroidais,
utilizados para focalizar o feixe, e um monocromador composto de trés grades de difracdo
toroidais, que tornam possivel selecionar trés faixas distintas de energia. Dois espelhos E2 e
E3 que focalizam o feixe no centro da camara experimental. Nessa linha de luz se construiu
um filtro de harménicos entre os espelhos E2 e E3. Na préxima se¢do falaremos com mais
detalhes sobre o filtro de harmdnicos [24].

Na Figura 9, temos a cdmara rotativa, nessa camara temos um espectrometro de
massa por tempo de voo (TOF) acoplado a ela, também podemos ver na figura o nariz dela,
na parte superior o manipulador da agulha, do lado o controle de valvula solenoide com as

controladoras e um filtro de harmonicos.
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Figura 9: Camara Experimental da linha de Luz TGM: Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS).

2.1.4.5 Filtro de Harmonicos

A radiacdo sincrotron tem varios comprimentos de ondas. Quando um feixe de luz
com diversos comprimentos de onda atravessa uma grade de difracdo, esse feixe pode emergir
em alguns angulos com energias hv, 2hv, 3hv e assim por diante. A linha de luz TGM possui
um filtro de gés, no caso 0 gas nednio, que consiste de uma secdo reta preenchida de gas e
separada das outras partes da linha de luz por bombeamento diferencial. Assim que a radiagao
passa pelo filtro, fétons de energias superiores a 21,54 eV sdo absorvidos, ja 0S que possuem
energias mais baixas que atravessam o filtro e chegam a estacdo experimental. Essa energia de
21,54 eV corresponde a borda de absorcdo do gas Ne. Com esse filtro, obtemos medidas mais

confidveis, pois ndo existem os harmonicos superiores de energia no feixe de fotons.
2.14.6 Cémara Experimental

Utilizamos a técnica experimental de Espectroscopia de elétrons da linha PGM para
medir as nossas amostras. Na Figura 10, temos a camara Experimental Scienta, ela pode ser
usada para estudos tanto de amostras gasosas ou liquidas sob condicGes de altas pressdes. Na
parte esférica superior da camara fica o analisador de elétrons de alta resolugdo (SCIENTA)

que pode ser observada na Figura 10. Também na mesma figura podemos ver uma armadilha
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de nitrogénio liquido acoplada no seu lado direito, ja no seu lado esquerdo temos o micro-jato

e seu sistema de bombeamento.

Figura 10: CAmara Experimental da linha de Luz PGM: Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron.
2.1.5 Microjato para Liquidos

As técnicas espectroscOpicas requerem sistemas em vacuo, tornando-as muito
dificeis de serem aplicadas a liquidos dentro dos procedimentos convencionais. Contudo,
desenvolvimentos da técnica de microjato tém tornado estes estudos factiveis, ver Figura 11.
Na técnica de microjato o liquido é pressurizado (pressbes de aproximadamente 50 bar) e
direcionado por um bico de quartzo com didmetro interno da ordem de poucos microns, que 0
injeta no interior de uma camara de vacuo. O liquido é expelido a uma velocidade muito alta,
permitindo que as medidas sejam feitas em fase liquida préximas a saida do bico. A alta
pressdo € dada por uma bomba de HPLC (High Performance Liquid Chromatography -
Cromatrografia Liquida de Alta Precisdo), com pressdes da ordem de 0 a 6.000 psi (0 a 41,37
MPa). A bomba HPLC utilizada é o modelo Waters 510 da marca Millipore. Um pouco mais
distante do bico, o jato se separa em pequenas gotas que sdo congeladas devido ao

resfriamento por evaporagdo, possibilitando estudos em misturas congeladas.
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Figura 11: Foto do microjato liquido que ja estd em funcionamento com um espectrémetro de elétrons e
esta montado no LNLS, [25].

2.1.5.1 Espectroscopia de Liquidos

Compreender a natureza das reagcdes quimicas que ocorrem em superficies liquidas
constitui uma area de pesquisa que desperta interesse em diversos campos, incluindo
geologia, quimica atmosférica, catalise, e biologia. Para a compreensdo da quimica de
superficie de um liquido é necessario um conhecimento detalhado da propria superficie deste
liquido. No entanto, apesar da enorme quantidade de dados termodinamicos acumulados para
superficies liquidas de solventes puros e solugbes binarias, uma descricdo microscopica
abrangente de interfaces liquido/vapor permanece indefinida [26].

Uma condi¢do muito importante que deve ser satisfeita para que a espectroscopia de
liquidos seja possivel, € que para que os fotoelétrons consigam sair da superficie e alcancar o
espectrdmetro o produto da pressdo de vapor, P, pela espessura da camada de vapor, d, deve

satisfazer a seguinte equacéo:

Respec
Pd = P(r)dr = PoRjg,(InRospec — INRjgy,), (2.6)

Rjato

onde Rj4:,€ 0 raio do jato, R,y € @ posicdo radial da entrada do espectrometro medido do
centro do jato, e Py é a pressdo de vapor de equilibrio local correspondente na superficie do
jato. Para evitar o espalhamento inelastico no vapor em medidas de espectroscopia UPS, a
espessura efetiva da camada de vapor deve satisfazer a condi¢do P.d < 0,10 Torr.mm (

1,3x10* Pa.mm). Isso corresponde a Respec<lmm € Rjq;, <5 um. Estes valores equivalem a
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limitar a pressdo de vapor da superficie do liquido a Po< 0,30 Torr (4,0x10" Pa), 0 que é muito
menor que o valor de pressio de vapor da agua, por exemplo, que é igual a 4,6 Torr ( 6,1x10°
Pa) a 273K.

Para amostras livres de colisdo em superficies liquidas o diametro do jato d;4,deve

ser menor que o livre caminho médio, 4,445, das moléculas de gas no equilibrio termico

correspondente:
djato < Agas (27)

Jatos de liquido da ordem de poucos microns de diametro sdo necessarios para
conseguir manter a presso de trabalho da ordem de 1x10°® mbar (1x10° Pa), fazendo com que
uma area relativamente pequena do liquido esteja exposta ao vacuo. Jatos muito pequenos (10
pum) permitem ter uma quantidade de vapor de liquido pequena dentro da cémara
experimental e entdo ser possivel fazer vacuo. A vazao ou quantidade de agua por segundo

colocada no vacuo, Vi, € dada pelo produto da velocidade pela area [25]:

Viig = v.A = vir? (2.8)

Pelo principio de Bernoulli, a velocidade de um liquido escoando em fluxo continuo

é dada por:

o= | (2.9)

A quantidade de vapor saindo do micro-jato com 0 tempo, Vevap, pode ser estimada

considerando-se a quantidade de calor transferida na mudanca de fase de agua para vapor,

Qevap :

Qevap = aVevap' (2.10)
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onde o é o calor de vaporizagao.

O calor total retirado do liquido, ao esfria-lo, Qjiq, € dado por:
Qiig = ¢uViig(Tf — T;), (2.11)

onde ¢, é a capacidade térmica. Como as quantidades de calor s&o iguais, Qevap=Qiiq, podemos
escrever a partir das expressdes do calor, para uma variacdo de 20 K na temperatura da agua,
e usando os valores tabelados de a. e ¢, da agua, Veyap/Viig = 4%.

Podemos usar as expressdes 2.8 e 2.9 para estimar a quantidade de 4gua colocada no
vécuo por tempo. Para um jato de 4gua (p=1,00 x10° Kg/m®) de 10 um pressurizado a 725 psi
(5,00 MPa), obtem-se v=100 m/s e a quantidade de agua colocada no vacuo sera V,i;=28,3
cm®h (28,3 ml/h). Entdo a quantidade de vapor saindo do micro-jato com o tempo, Vevap=
1,13 cm*h (1,13 ml/h), que é uma quantidade minima tornando possivel a espectroscopia de
amostras liquidas.

A pressdo alta de injecdo do liquido, da ordem de megaPa, e o didmetro muito
pequeno do capilar sdo necessarios para se ter um espacgo para medidas, depois que o liquido
sai do capilar, da ordem de 1 mm, depois disso o liquido forma goticulas e se esfria muito
devido a baixa pressdo. Também, é necessario para que a quantidade de vapor ao redor do jato
de liquido seja pequena para que se possa fazer espectroscopia sem interferéncia do vapor, ou

seja, para que o elétron ndo sofra espalhamento inelastico.

2.1.6 Fundamentos Teodricos

2.1.6.1 Espectroscopia de Fotoelétrons (XPS)

A (PES) Espectroscopia de fotoemissdo (Photo Emission Spectroscopy), também
conhecido como espectroscopia de Fotoelétrons [27], sdo usadas para medir a energia cinética
de elétrons ejetados a partir de solidos, liquidos ou gases, e assim, determinar as energias de
ligagdo dos elétrons em uma substancia. A técnica de PES tem outros nomes como, XPS

(Espectroscopia de Fotoemissdo de Raios X) e UPS (Espectroscopia de Fotoemissdo de Ultra
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Violeta) dependendo da energia do foton utilizada na ionizacdo do sistema. A espectroscopia
de fotoelétrons analisa os elétrons ejetados da superficie da amostra estudada.

Kai Siegbahn em 1957 [27], [28] desenvolveu a Espectroscopia de Fotoelétrons de
Raios-X (XPS) usada para estudar os niveis de energia dos elétrons mais internos,
principalmente em soélidos. Ele chamou esta técnica de ESCA, Electron Spectroscopy for
Chemical Analysis, espectroscopia de elétrons para andlise quimica, que permite a
determinacéo da estrutura quimica do material, devido aos pequenos deslocamentos quimicos
da vizinhanca do atomo ionizado.

A Espectroscopia de Fotoelétrons por Ultravioleta (UPS) é usada para estudar os

niveis de energia de valéncia e ligacdo quimica, especialmente os orbitais moleculares.
2.1.6.2 Principios Fisicos

Para qualquer tipo de radiacdo eletromagnética a energia de um foton é dada pela

seguinte equacéo:

E=hv (2.12)

onde h é a constante de Planck (6,62.1073%]. s) e v a frequéncia em ( Hz) da radiacéo.
Na técnica de espectroscopia de fotoelétrons usam-se fontes monocromaticas. Tanto

a técnica XPS quanto UPS tem como base o efeito fotoelétrico, que pode ser escrito por:

Ex=hv—W (2.13)

onde E é a energia cinética do fotoelétron emitido e W é a funcdo trabalho. Podemos fazer
uma abordagem do efeito fotoelétrico para &tomos e moléculas, basta apenas introduzirmos a
energia de ligacdo para expresséo:

hv =Ep + Eg (2.14)

Neste caso assume-se que a energia total do foton foi absorvida pelo atomo ou
molécula no processo de fotoionizacdo. Os fotoelétrons s6 serdo produzidos caso hv = Ej.

Essa expressdo nos diz também que o excesso de energia serd carregado pelo fotoelétron
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ejetado na forma de energia cinética e que esse excesso de energia € dado pela diferenca entre
a energia do foton e a energia de ligagdo desse elétron no sistema.

2.1.6.3 As Transicoes Eletronicas

2.1.6.4 Elétron de Caroco e de Valéncia

A estrutura eletronica de atomos ou moléculas podem ser dividas em elétrons de
orbitais de valéncia (orbitais mais externos) e orbitais de caroco (orbitais mais internos). Os
elétrons dos orbitais de valéncia sdo aqueles que ficam nas camadas mais externas dos a&tomos
ou moléculas e sdo eles responsaveis pelas ligagdes quimicas, devido as interacdes entre dois

ou mais atomos, que podem ocorrer por doacdo ou compartilhamento de elétrons.

ESTADO FUNDAMENTAL

—<>——<——  NIiVEIS DE VALENCIA DESOCUPADOS
— o @& p I’

>—4 —4 NiVEIS DE VALENCIA OCUPADOS
— e —

NIVEIS DE CAROGO

AUTOIONIZAGAO DE
VALENCIA (UPS)

EXCITAGAO DE CAROGO IONIZAGAO DE CAROGO IONIZAGAO DE VALENCIA
(xAs) (XPs) (uPs)
— hv —o—<:>—>
——— e o=~ D —
hy & —&— hy & @ — — > @ —
hv
—— —.—o—\)ﬂ -
AUGER ESPECTADOR AUGER PARTICIPADOR AUGER NORMAL
—, o=
%O.: — oo — @ —0—.2
— - — — - O — — o

DECAIMENTO AUGER RESSONANTE DECAIMENTO AUGER NAO — RESSONANTE

Figura 12: Principais processos de excitacdo e relaxacdo eletrdnica: Decaimento Auger ou Autoionizagao.

No texto abaixo explicaremos cada um dos processos de fotoabsorcdo e relaxacao

representados na Figura 12, assim, proporcionando um melhor entendimento ao leitor.
2.1.6.5 Fotoexcitacao
Se durante um processo de fotoabsorcdo a energia do foton for suficiente para

promover a excitacdo de um elétron de um orbital ocupado para um desocupado ou
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parcialmente desocupado, o sistema B ficara em um estado excitado. Pode ser representado

pela expresséo:

B+hv- B (2.15)

o simbolo (*) representa que o estado esta excitado.

Ap0s este processo, € emitido um foton de energia igual a transicédo realizada, ou convertendo
0 excesso de energia em energia cinética de um elétron arrancado, devido a relaxagdo da

molécula.
2.1.6.6 Fotoionizacao

Quando um féton interage com um atomo ou molécula, pode ocorre a ionizagdo dos
mesmaos, caso a energia do féton seja maior ou igual a energia de ligacdo do elétron no atomo
ou molécula, um elétron sera ejetado e ocorrera a relaxacdo do sistema. Podemos escrever

esse processo da seguinte forma:

B+ hv-> Bt +e” (2.16)

Na Figura 12 podemos ver que pode ocorrer a ionizagao tanto de elétrons dos niveis
de caroco quanto dos niveis de valéncia, pelo processo de fotoionizagdo. A ionizacdo dos
elétrons de orbitais de valéncia ocorrem em menores energias, por possuirem menor energia
de ligacdo e por estarem mais afastados dos nucleos dos atomos ou moléculas. Ja os elétrons
de caroco tem maior energia de ligacdo, por eles estarem mais proximos dos nucleos dos
atomos ou moléculas. Portanto, se encontram mais fortemente ligados, entdo € necessario uma

energia do féton maior.
2.1.6.7 Decaimento Auger

No processo de ionizacdo ou excitacdo de elétrons de camadas internas o sistema vai
se encontrar num estado eletrénico altamente excitado. Assim ocorrerd um rearranjo
eletrbnico que chamamos de decaimento Auger. Neste processo o estado intermediario € uma

vacancia de um orbital de camada interna.
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Podemos ver Figura 12, que o processo de decaimento, acontece da seguinte forma; a
vacancia deixada pelo elétron de carogo é preenchida pelo decaimento de um elétron de
valéncia. O excesso de energia devido ao processo de decaimento é liberada por emisséo de
fotons com a energia caracteristica da transicdo ( fluorescéncia) ou em um decaimento nédo
radiativo na emissdo de elétron Auger de uma camada de valéncia. Com o decaimento Auger
o sistema ficar4 num estado de dupla ou de simples ionizacao, isso vai depender se o0 sistema
foi inicialmente ionizado ou excitado, respectivamente.

Apds o processo de fotoionizacdo ocorrera o decaimento de um elétron Auger
normal conhecido como N&o-Ressonante, esse elétron ira preencher a vacancia de camada
interna deixada pelo elétron que foi ionizado. Se olharmos a Figura 12, iremos entender
melhor o que ocorre. Explicaremos aqui entdo, ap6s a ionizacao do elétron, um outro elétron
decai do sistema para preencher a vacancia deixada pelo elétron que foi ionizado, em seguida
um segundo elétron é emitido deixando o sistema num estado de dupla ioniza¢do com duas
vacancias, o excesso de energia na forma de energia cinética, € levada pelo elétron Auger no

continuo, ver Figura 12. Dada pela equacao:

B* > B** + ¢ (2.17)

a energia cinética do elétron Auger é dada pela diferenca de energia do estado ionizado no

caroco com uma vacancia e o estado final com duas vacéancia de valéncia.
2.1.6.8 Decaimento Auger Ressonante

No processo de excitacdo de caroco temos 0 decaimento Auger ressonante que pode

ser descrito a partir da equacdo (2.15):

B*>B* +e; (2.18)

onde a energia cinética do elétron Auger ressonante é a diferenca de energia entre o estado
excitado de caroco e o estado final simplesmente ionizado.
No decaimento Auger Participador, o elétron que foi excitado tem participacdo direta

no processo de relaxacdo preenchendo a vacéancia do estado excitado e deixando o sistema
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num estado final de um buraco. J&, no processo Auger Espectador, o decaimento ocorre via
outro elétron de valéncia e o elétron inicialmente excitado permanece no mesmo orbital,
resultando em um estado final de duas vacancias de valéncia. Ambos 0s processos estdo

esquematizados na Figura 12.
2.1.6.9 Livre Caminho Médio Inelastico

Quando os elétrons sdo emitidos de uma superficie estudada e se movem em dire¢éo ao
analisador de elétrons, nem todos conseguem emergir sem sofrer nenhuma perturbacéo devido
as colisdes sofridas com outros &tomos ou moléculas da superficie da amostra até a entrada do
analisador. Essas colisdes geram uma atenuacdo no sinal detectado devido ao espalhamento
inelastico dos elétrons. A atenuacio pode ser descrita pela exponencial de e =*/!MFP onde x é
a distancia atravessada pelo elétron em um meio e IMFP € o livre caminho médio inelastico
(Inelastic Mean Free Path).

Por definicdo, o livre caminho médio inelastico € a distancia média percorrida por um
elétron, com uma certa energia cinética, entre colisdes inelasticas. Para se determinar de que
profundidade provém o sinal de fotoelétrons quando se esté realizando medidas do tipo XPS,
¢ importante usar este conceito, ja que podemos associar o valor do IMFP com a profundidade

estudada.
2.1.7 Modelo simplificado

Para determinar o enriguecimento dos aminoacidos na superficie, podemos usar um
modelo simplificado com uma camada superficial e um bulk, ver Figura 13. A intensidade
total dos picos de aminoacidos, adequadamente normalizados (isto é, fluxo de fétons, tempo
de medicdo, concentracdo e numero de atomos contribuintes) é uma soma das contribuicdes

de moléculas/ions no bulk e na superficie:

Itotar = ISuperficie + Ipuik (2.19)

As intensidades do bulk e superficie observadas dependem das respectivas
concentracgdes, c, e fatores de sensibilidade, n (descrevendo o aumento da sensibilidade para a
camada superficial) e uma constante comum k (contendo sec¢éo choque, fatores geométricos,

etc., que desaparecera abaixo):
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ITotal = k(nscs + leCb) (220)

A concentracdo do bulk, ¢, , é conhecida e queremos determinar o enriquecimento relativo da
superficie, ¢ / ¢p.

A contribuicdo do bulk, kn,c,, pode ser estimada usando uma amostra de referéncia de uma
espécie quimicamente similar com contribuicdo de superficie insignificante, isto é ¢ = 0, para
esse propdsito podemos usar a glicina:

ITotal,glicina = knbcb'glicina (221)

Nos, assim, aproximamos a contribui¢do do bulk de qualquer aminoacido com a contribuicdo

do bulk da glicina:

knyc, = ITotal,glicina (2.22)

Ao combinar (2.19) e (2.21) obtemos uma expressao para o sinal da superficie:

kngcs = Itotar — ITotal,glicina (2.23)

Agora, temos expressfes relacionadas com as intensidades totais observadas
experimentalmente para separar as contribuicGes do bulk (2.22) e da superficie (2.23).
Fazendo a razéo entre (2.22) e (2.23), obtemos e expressao para o enriquecimento superficial

relativo c / cp:

¢/ cp=my /ns(ITotal/ITotal,glicina -1) (2.24)
Para estimar a relacdo dos fatores de sensibilidade n,, / ny, usamos um modelo simples com

uma camada superficial de espessura D e um caminho livre médio inelastico, A, para os

fotoelétrons.
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Figura 13: Esquema de um modelo simples do lado esquerdo e direito usados para estimar os fatores de

enriguecimento superficial para solu¢bes de aminoacidos a partir de concentragdes conhecidas. Devido ao

espalhamento inelastico, o sinal a uma profundidade x é atenuado por e™'*

n,€ entdo proporcional a integral,

n, = f e idx = A-le~P/A (2:29)
D
ng € entdo proporcional a integral ,

b, D 2.26
ng = f e idx=2"11-e77] (2.20)
o

Ao combinar as equacbes (2.24), (2.25) e (2.26), obtemos a seguinte relacdo entre a

concentracdo de moléculas na superficie pela do bulk:

(% _ 1) o7 (2.27)
CS

ITotal,glicina

° (-

Podemos determinar a concentragdo superficial de cada aminoacido, desde que fagamos

algumas suposicdes sobre a relagdo D /A.
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2.1.8 Secao de Choque de Fotoabsorcéao

A probabilidade de a luz ser absorvida esta vinculada diretamente com a secdo de

choque de fotoabsorcéao o,. Imagine a luz incidente |, passando por uma camada de espessura

infinitesimal de uma area A cuja espessura é dx, e a densidade do nimero de moléculas por
unidade de volume n, sendo assim podemos expressar o numero de moléculas irradiadas pela

luz incidente de intensidade |, com nAdx . Entdo a area efetiva total das moléculas presentes
€ o,ndx.Podemos agora expressar através de uma expressdo matematica a possibilidade de a

luz ser absorvida por uma espessura dx é dada por [29]:

_dly O-anAdX 298
T (2.28)

X

onde dl, é a variagdo na intensidade através da espessura dx. Aplicando a integral e

resolvendo ela em ambos os lados, temos:

rdl, xo,NA (2.29)
Lo 1, - _J.o A dx
IL = exp[- o,nL] (2:30)

0

A equacdo (2.30), é a equacdo de Beer-Lambert que mostra uma relacdo de decaimento
exponencial entre a luz incidente de intensidade, 1,que quando passa em um material de
concentracdo molar n e de espessura L, e é absorvido, sendo a intensidade I, a intensidade da
luz transmitida.

Utilizamos a técnica da cAmara dupla de ionizacdo para determinar a secdo de

choque fotoabsorgdo, o, proposta por Samson et. al [30] e a cAmara adaptada por Homem et

al. [31]e utilizada para este trabalho, consiste num ambiente de interacdo de fotons com

moléculas. Este método nos permite obter as medidas das intensidades dos fluxos | e I,

sem a necessidade de fazer a medida direta da intensidade desses fluxos. Neste procedimento,

duas camaras de ions semelhantes posicionadas uma atras da outra, elas coletam ao mesmo
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tempo as medidas das correntes de ions feitas com o gas na célula. Esta camara é formada
por trés placas. Duas placas de coletas de ions, C; e C,, e uma placa refletora com potencial
negativo para garantir que todos os ions formados possam ser capturados pelas duas placas
coletoras. As correntes de ions coletados, i; € i,, conforme o esquema na Figura 14, sdo
monitoradas por eletrdmeros independentes para uma dada pressdo do gas na célula em
funcdo das energias dos fotons. Desse modo, podemos usar a cAmara dupla de ionizacéo para
definir as secdes de choque de fotoabsorcdo e fotoionizacdo, e a eficiéncia quantica de

fotoionizacéo y [29].

e Placa refletora / —(
[ |
Feixe de fotons 7 )
\
I

Placa coletora C, Placa coletora Cy \

i2 il

l l

Dupla Camara de Ionizagéo

Figura 14: Esquema da Camara dupla ionizac¢do usada no trabalho.

A razdo do numero de particulas criadas por fétons absorvidos é chamada de
eficiéncia quéntica, y. Fazendo a relacdo das intensidades com as correntes coletadas nas

placas coletoras e com a carga do elétron, e, pela equacéo:

i=ey(l,—1) (2.31)

Dividimos a equacéo (2.31) por I, temos a equacéo (2.32).

i:eloy[l_ﬂ (2.32)

0
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Fazendo a substituicdo da equacgéo (2.30) em (2.32), teremos as correntes coletadas

nas placaC, e C, , dada por:

i, =el 0;{1— lo exp(l— GanL)} =el y[1l—exp(-o,nL)] (2.33)

0

Somando as correntes i; e i, coletadas nas placas C, e C, teremos a equacdo (2.34) que

podemos colocé-la em funcédo da corrente i,como:

_ 2.34
i, +i, = eloy{l— d exp(l 20anL)} =el,y[l—exp(-2o,nL)] (239
0
i, =el,y[Ll—exp(- 20,nL)]—el ,y[1—exp(- o,nL)]

i, =el,yexp(—o,nLLl—exp(- o,nL)| (2.35)

Dividindo a equacéo (2.33) pela equacdo (2.35), temos:
iy el,7[L—exp(- o,nL)] (2.36)

i, el,yexp(—o,L)1—exp(-o,nL)]
2.37)

I 1
LA L
i, exp(-o,nL) xp(o.nt)

A secdo de choque de fotoabsorcdo, o, para uma dada energia, é obtida tomando o

logaritmo em ambos os lados desta equacdo. Fazendo isso, obtemos a seguinte expressao:

aa(E)=iln(:—lJ (2.38)

Sabemos que n é a densidade molecular do gas que estd interagindo com o feixe. Em

condicGes de gas ideal, e a partir da equacdo geral dos gases nobres, podemos determinar o n:

PN
RT
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o'a(E)z RT In[i—lJ (2.40)

Nos experimentos realizados, as pressdes foram obtidas por um medidor capacitivo,
modelo Baratron 622B com as seguintes caracteristicas: mede pressdes absolutas entre 1 mbar
a 1 bar, com a precisdo de 0,05%. As correntes foram medidas por 02 eletrémeros Keithley,
modelo 6514, que medem correntes elétricas de 100pA até 21 mA usando 10 faixas de
medic&o.

Aplicando 0 mesmo método da camara dupla de ionizacdo, conseguiremos obter a

secdo de choque de fotoionizagdo o, , que é definida como sendo [29]:
o, =0, (2.41)

O rendimento quantico (y) é a porcentagem de ions formados pelo numero de fétons
absorvidos. Para &tomos, o rendimento quéntico é de 100% ou 1, ou seja, cada foton
absorvido forma um ion. Para as moléculas, o rendimento quéntico é menor que 100%, e
cresce em funcédo da energia do féton podendo chegar a 100%.

Podemos definir a eficiéncia quéantica de fotoionizacdo, y de maneira analoga que

fizemos nas equacBes anteriores, mas com um Unico passo diferente, isto é, em vez de

somarmos as equacdes faremos a diferenca entre as equacdes (2.33) e (2.34).

i, —i, =el ,;y0—exp[-o,nL])—el 7 exp[- o ,nL]1—exp[- o,nL])
i, —i, =el,y(L—exp[- o,nLDA-exp[- o,nL))

i, —i, =el,y(—exp[-o,nL]f (2.42)

Elevando a equacéo (2.33) ao quadrado, temos:

iZ = (l,ey F@-exp[-o,nL]f (2.43)

35



Dividindo a equacéo (2.43) pela equacdo (2.42), temos:

i _ (loey)'@-exp[-o,nL]y (244)

i, elgy(l-expl-o,nL]’

O resultado da razdo entres a equacao (2.43) pela equacgéo (2.42), nos da uma relacdo entre as
correntes coletadas nas placas no interior da cdmara de dupla ionizacdo e o fluxo incidente,
que é dada por:

2 (2.45)

|
L =el,y
IZ

'1

Agora podemos escrever a equacdo (2.45) em funcdo da energia, como:
j2 (2.46)

Para determinarmos a eficiéncia quantica de fotoionizagdo de uma determinada
molécula é necessario conhecer o fluxo de fotons, e l,. Neste caso, para encontrarmos o valor
de el, usamos os gases nobres, Argbnio e Xendnio para os quais podemos considerar a
eficiéncia quéntica igual a 1 [29]. O primeiro potencial de ionizacdo do xendnio € de 12,13
eV, porém na regido entre 12,9 a 13,4 eV 0 gas apresenta estruturas auto ionizantes fortes que
atrapalha a obtencdo da sec¢do de choque de fotoabsorcao/fotoionizacdo. As medidas foram
feitas no LNLS e a corrente do anel decresce exponencialmente com o tempo. Para minimizer
os efeitos devido a variacdo da corrente do anel em funcdo do tempo fizemos tanto medidas
rapidas quanto lentas das correntes. As medidas rapidas das amostras, em funcéo da energia,
foram feitas com passo de 0,1 eV e tempo de aquisi¢do de 0,1 segundos. As medidas rapidas
servem para normalizar a intensidade das medidas lentas. As medidas lentas das correntes das
amostras, em funcéo da energia, foram feitas com passo de 0,01 eV e tempo de aquisicéo de
0,1 segundos, com isto obtemos o perfil da se¢cdo de choque de fotoabsorcdo da amostra.
Medidas rapidas dos gases nobres imediatamente apds as medidas das amostras foram

realizadas, com essas medidas obtém-se o fluxo de fétons ( elo), pela equagéo (2.45).
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2.19 Asecao de choque de decaimento neutro

O fragmento nédo ionizado pelo féton é conhecido como secdo de choque de decaimento
neutro (ay,), representado pela seguinte equacao

o‘n :aa—()'i (247)

Ou
0,(E) = [1—y(E)]og(E) (2.48)
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Capitulo 3

3.1 Aminoacidos

3.1.1 Introducao

Embora existam centenas de amino&cidos encontrados no meio interestelar [32],
todas as proteinas que compdem o corpo humano sdo formadas por apenas 20 deles. Uma das
hipGteses para a criagdo da vida na Terra, do ponto de vista molecular, inclui, em seu primeiro
passo, a combinacao de moléculas mais simples com fontes de energia dando origem a outras
moléculas mais complexas.

Devido a grande importancia dos aminoéacidos, as suas propriedades fisico-quimicas
se tornaram objeto de estudos, e sdo de interesse da bioquimica, astroquimica e astrofisica
[33].

Todos os aminoacidos contém (pelo menos) um grupo funcional amina (-NH;) e um
carboxilico (-COOH). Em um ambiente aquoso de baixo pH, tipicamente abaixo de 2,2, a
forma predominante tem um grupo carboxilico neutro e um grupo amdnia positivo (-NHz"),
resultando em uma carga liquida na molécula de +1, enquanto que a pH elevado, tipicamente
acima de 9,4, tera um carboxilato negativo (-COO-) e um grupo amina neutro, resultando em
uma carga liquida de -1, ver Figura 16. Em um pH intermediario, os aminoacidos geralmente
tém tanto um carboxilato negativo quanto um grupo amonia positivo, formando um zwitterion

com carga liquida zero, ver Figura 15 e Figura 16.

(pH 7)

L00 Lo0 CHy coo L00
CO‘H CH;- CO‘H CH CO‘H S, CHy CO‘H

WH, WH, CH NH Ch,CH, NH

Glycine Alanlne Valine Methionine

Figura 15: Estruturas quimicas dos quatro aminoacidos investigados nas formas zwitteridnicas. O
carbono COO ¢ indicado em vermelho, a letra o esta perto do carbono alfa, CCo, mostrado em verde.

Todos os outros carbonos sao identificados como cadeia lateral ou CCR
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Os aminoé&cidos constituem uma fragdo importante dos compostos nitrogenados
organicos sollveis em &agua em aerossois e estdo envolvidos em muitos processos na
atmosfera. Descobrimos que os aminoacidos com cadeias laterais hidrofilicas e tamanho
menor, GLY e ALA, tendem a permanecer no bulk do liquido, enquanto os aminoacidos
hidrofébicos e maiores, VAL e MET, se concentram mais na superficie. Encontramos
evidéncias experimentais de que os aminoacidos tém orientacdo preferencial em relagcdo a
superficie, sendo que a cadeia lateral hidrofobica fica mais proxima a superficie do que o
grupo carboxilico hidrofilico. A propensdo a superficie observada nos aminodcidos tem
implicagcdes na ciéncia atmosférica, uma vez que a interacdo na superficie desempenha um
papel fundamental na formacdo de gotas nas nuvens e elas devem ser consideradas nos
modelos climaticos.

As interfaces aquosas sdo cruciais em, por exemplo, ciéncias ambientais, biologia e
tecnologia. Um exemplo disso sdo biointerfaces, isto é, interfaces entre células, tecido
bioldgico ou material organico com outro biomaterial ou material inorganico/organico. A
estrutura e as propriedades dessas interacGes bioldgicas dependem das interacGes entre
biomoléculas e superficies, que sdo importantes em campos como biologia, biotecnologia,
diagndstico e medicina. Um segundo exemplo é a interface liquido-vapor da agua (doravante
denominada de superficie da agua) que é de grande importancia na atmosfera. Os aerossois
atmosféricos afetam o equilibrio radiativo global, diretamente pela dispersao da luz solar e,
assim, aumentando o albedo da Terra, e indiretamente por ser uma fonte importante de
nacleos de condensacdo para a formagdo de nuvens. Estima-se que 0s aerossois neutralizam o
efeito estufa em ~1/3, mas os efeitos dos aerossois sdo identificados pelo IPCC (Inter
governamental Panel on Climate Changes) como uma fonte de incertezas na previsdo das
mudancas climaticas [34]. A superficie é importante para os aerossois devido ao seu tamanho
pequeno, mas o0s efeitos de superficie geralmente ndo sdo considerados nos modelos
climaticos atuais. Para incluir efeitos de superficie nesses modelos, é fundamental melhorar a
compreensdo em nivel molecular dos fenémenos e processos de superficie atmosférica [35],
[36]
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Figura 16: Estrutura molecular dos aminoacidos em funcéo do pH do liquido.

Os aminoacidos, os blocos de construcdo das proteinas, sdo de importancia
fundamental para as interacdes bioldgicas, mas, como discutido acima, eles também
desempenham um papel importante nos aerossdis atmosféricos, onde ocorrem devido a
decomposicdo de biomaterial. Os aminoécidos constituem uma fracdo importante dos
compostos WSON (water soluble organic nitrogen), compostos organicos nitrogenados
sollveis em agua, em aeross6is marinhos e continentais e estdo envolvidos em muitos
processos na atmosfera, conforme revisado na Ref. [37] Como componentes de microgéis
marinhos, eles foram sugeridos como fazendo parte do material de ndcleos de condensagédo de
nuvens (CCN- cloud condensation nuclei) no alto Artico [34]. Essa sugestdo é apoiada por
investigacbes feitas em laboratérios e por simulacdo de dindmica molecular (MD). As
investigacOes laboratoriais mostram particulas contendo aminoacidos, em proporcdes de
mistura relevantes atmosfericamente, como sendo bons nucleos de condensacdo de nuvens
[38]. As simulacBes de MD sugerem que a influéncia de aminoécidos pode estar conectada
aos seus efeitos sobre a tensao superficial, um parametro importante para a formacao da gota
da nuvem [8], [9]. Esses efeitos sobre a tensdo superficial dependem da densidade superficial
dos aminoéacidos, que por sua vez depende da sua estrutura molecular microscopica.

Além desses grupos titulaveis e hidrofilicos, a maioria dos aminoacidos também
contém uma cadeia lateral, ou também chamada radical, especifica para cada aminoacido. A
natureza hidrofilica ou hidrofdébica das cadeias laterais afeta a solvatagdo dos aminoacidos. As
simulagdes de dindmica molecular (MD) preveem que também a propensédo superficial dos
aminoacidos varia de acordo com o equilibrio entre as partes hidrofobicas e hidrofilicas [9].
Nas referéncias [8], [9], Li et al. fizeram estudos de dinamica molecular (MD) em seis
aminoéacidos, trés pequenos e hidrofilicos; Serina (SER), Glicina (GLY), Alanina (ALA) e
trés com cadeias laterais maiores e anfifilicos; Valina (VAL), Metionina (MET) e
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Fenilalanina (PHE), ver Figura 17. Eles simularam as interfaces liquido-vapor na forma
planar e esférica, e os trés primeiros aminoéacidos foram encontrados preferencialmente no
bulk do liquido devido a sua forte hidrofilicidade decorrente do caracter zwitteribnico da
estrutura fundamental do aminoéacido e da cadeia lateral menor, enquanto que os outros trés
amino&cidos foram encontrados concentrados preferencialmente na superficie, devido a um
efeito anfifilico dependente de suas cadeias laterais maiores e ndo-polares. Para as interfaces
planares, eles verificaram que os aminoacidos hidrofilicos aumentavam ligeiramente a tenséo
superficial, enquanto que os anfifilicos tinham a capacidade de diminuir a tensdo superficial.
Para as goticulas esféricas, os aminoécidos hidrofilicos induziram pequenas perturbacbes na
tensdo superficial, enquanto que os aminodacidos anfifilicos aumentaram a tenséo superficial.
A Figura 17, mostra os instantaneos das goticulas esféricas de agua contendo 5000
moléculas de agua e diferentes aminoacidos: SER, GLY, ALA, VAL, MET e PHE, simuladas
por MD pelo grupo do prof. Hans Agren [9]. Entre estes aminodcidos, os trés primeiros séo
hidrofilicos e permanecem dentro das goticulas, como pode ser visto na figura, enquanto 0s
trés ultimos sdo hidréfobicos e tendem a se concentrar na superficie das goticulas. Apesar da
ALA ter um grupo metilico hidrofébico como cadeia lateral, a molécula inteira ainda mostra
hidrofilicidade devido a presenca dos ions —NHs" e -COO-. Além disso, eles observaram que
as moléculas de PHE sdo capazes de formar uma estrutura ordenada na superficie da goticula,
que é muito estavel durante a simula¢do. Uma visdo mais ampliada é mostrada na Figura 17b,

em que a rede de ligacao de hidrogénio entre as moléculas de fenilalanina é apresentada.

SER GLY - AL~

VAL MET PHE
(=)
> 3 v O €
(b)

Figura 17: (a) Instantaneos para goticulas de agua contendo diferentes aminoacidos. (b) Ligacdo de

hidrogénio em moléculas de fenilalanina na superficie das gotas, figura retirada da Ref. [9].
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Uma ferramenta poderosa para estudar a propensdo superficial de moléculas
solvatadas é a espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS). Esta técnica combina a
seletividade quimica e a sensibilidade a superficie. Para aminoacidos, o XPS foi aplicado
anteriormente a solucbes aquosas de Glicina, revelando uma alta seletividade para os
diferentes estados de carga dependendo do pH [39]. Recentemente, também foi demonstrado
que a Cisteina, na qual -SH constitui um terceiro grupo titulavel, exibe estados de protonacéao
diferentes na superficie aquosa em comparagdo com o bulk [40]. Devemos também mencionar
uma literatura geral de surfactante/coloide, na qual a acumulacdo de moléculas anfifilicas na
interface gas/liquido estd bem estabelecida, incluindo estudos explicitos das estruturas por
espalhamento de raios X de incidéncia rasante [41], [42]

3.1.1.1 Materiais

As medidas XPS foram realizadas no Laboratério do Sincrotron Max Il , em Lund,
na Suécia, na linha de luz de Undulator 1411 [10], [11],equipado com um analisador de
energia de elétrons hemisférico, Scienta R4000, anexado a uma camara experimental
projetada para estudos de microjato liquidos em XPS.

Apenas uma breve descricdo sobre a instalacdo experimental é dada aqui, mais
detalhes podem ser encontrados em outro lugar [43]. A cadmara experimental esta equipada
com um microjato liquido criado por um bico de quartzo com um diametro interno de cerca
de 20 um. A radiacdo do sincontron atinge o jato de liquido a 90 graus muito perto do bico de
quartzo (2-4 mm) porque, depois desta distancia, o jato se quebra em uma linha de goticulas e
depois se congela. Para manter um vacuo bom para as medidas, as goticulas sdo capturadas
em uma armadilha fria de nitrogénio liquido, LN2, que é colocado apds a regido de interacéo
do liquido com os fétons. A temperatura do microjato na regido de medida € estimado em 5 +
5°C. Os fotoelétrons que atravessam um skimmer situado a 2 mm do microjato, entram no
analisador de elétrons montado em 54.7 graus em relacdo a direcdo de polarizagdo linear
horizontal SR, isto €, no chamado angulo magico para evitar variacbes de intensidades
dependentes do angulo.

Uma das caracteristicas mais importantes do XPS é a alta sensibilidade a superficie
devido ao curto livre caminho médio inelastico dos elétrons. Ao usar uma energia dos fotons
de 360 eV para 0 Cls e 480 eV para 0 N1s, os espectros XPS sdo todos medidos com a

mesma energia cinética do elétron, de aproximadamente 70 eV. Isso corresponde ao mais
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curto livre caminho médio inel&stico dos elétrons, 0,5-1,0 nm, garantindo assim que todos 0s
espectros de XPS foram medidos com a mesma sensibilidade de superficie.

A resolucdo experimental total pode ser estimada a partir da largura do pico
correspondente ao estado HOMO 1b31 das moléculas da dgua na fase gasosa em torno do jato
de liquido de aproximadamente 0,4 eV, isto é, muito inferior a largura observada dos picos
Cls e N1s para o liquido, de aproximadamente 1 eV.

Antes, entre, e ap0s 0 espectro de aminoacidos de solucdo aquosa, espectros de
referéncia do estado HOMO 1b1 da &gua liquida pura foi registrado. Este procedimento
permitiu monitorar a calibragdo de energia e a intensidade de normalizagdo. A energia de
ligacdo foi calibrada para o estado 1b1 da &gua liquida [25]. As intensidades dos espectros
foram normalizadas pela corrente do anel, o tempo de contagem e a concentragdo da amostra;
a gravacdo dos espectros da banda de valéncia da &gua demonstrou a estabilidade do sistema.
A intensidade dos picos dos espectros dos aminoacidos aquosos normalizados desta forma,
refletem as propriedades das amostras, como discutiremos mais adiante.

Os espectros foram analisados usando a rotina de regressdo de minimos quadrados
SPANCF [21] para o programa IGOR Pro [44]. Os espectros do N1s e do C1s foram fitados
usando formas de linha do tipo Voigt, onde as respectivas larguras de tempo de vida foram
fixas aos valores experimentais da fase gasosa da literatura [25], [45], enquanto a largura de
cada gaussiana ficou livre para cada pico.

Durante o procedimento de ajuste, todos os parametros foram mantidos constantes
com algumas excecdes, sobre as quais discutiremos mais adiante. A posicdo final de energia
do N1s e do grupo COOH do C1s é quase a mesma nos diferentes casos como esperado. Para
a FWHM, largura a meia altura, inicialmente restringimos todos os C1s-COOH e todos os
picos C1s-CNH3 para serem idénticos em cada grupo. ApoOs a convergéncia, esses valores
foram soltos e um nova otimizacdo foi realizada. Como resultado final, observamos apenas
uma pequena diferenca entre a FWHM em cada grupo (cerca de 100 meV). As contribuicdes
de assimetria ndo foram permitidas. O ruido de fundo foi automaticamente removido pelo
procedimento de ajuste.

As amostras foram preparadas utilizando amostras de aminoacidos de alta pureza, da
Sigma-Aldrich, pureza superior a 98%, dissolvidos em agua ultrapura desmineralizada (18.2
MQ, Millipore Direct-Q). Utilizamos uma concentracdo de 0,45 M para amostras de valina,

alanina e glicina e 0,209 M para a amostra de metionina, para a qual ndo conseguimos atingir
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uma concentragdo maior devido & sua menor solubilidade. Para todas as amostras,
adicionamos 50 mM de NaCl as solucbes para evitar o carregamento elétrico do microjato. O
pH foi ajustado para 7,0 para todas as amostras por adicdo de pequenas quantidades de
solucdo de NaOH 1 M, garantindo que todos os quatro aminoacidos estavam em suas formas
zwitterdnicas. O ponto isoelétrico, pl, dos quatro aminoécidos estudados é de cerca de 6; iSso
significa que em pH 7, na pratica, todas as moléculas do bulk da amostra estdo na forma
zwitteridnica. Apos preparadas as amostras e ajustados os pH’s, as amostras sao filtradas com
um filtro de membrana de nylon de 0.22 um de poros para retirar todas as particulas

existentes nas solugdes, e com isso evitar que o microjato fique entupido.
3.1.2 Resultados e Discussoes

Os espectros de XPS na borda do C1s e N1s dos quatro aminoacidos em agua a pH
7,0 s&o mostrados na Figura 18, juntamente com os resultados do ajuste. Nos espectros N1s,
podemos ver apenas um pico, atribuido ao NH3+. No espectro do C1s, no entanto, existem
varios picos, refletindo o nimero de atomos de carbono ndo equivalentes e seu ambiente
quimico local. Para GLY, sdo observados dois picos distintos para o C1s, decorrentes da
ionizagdo do carbono do grupo -carboxilico (CCOO) e do carbono alfa (CCa),
respectivamente. O pico do C1s carboxilico é encontrado em energias de ligacdo, BE, maiores
devido a maior eletronegatividade dos atomos de oxigénio. A BE desses picos esta de acordo
com o trabalho publicado por N. Ottosson et al.[46]. Os espectros de ALA, MET e VAL
exibem mais um pico, localizado em menor energia de ligacdo. Este pico corresponde aos
carbonos na cadeia lateral dos aminoacidos (CCR). A intensidade relativa dos picos esta
relacionada ao niumero de carbonos na cadeia lateral; na ALA, a cadeia lateral possui apenas

um atomo de carbono, enquanto que a MET e a VAL tém trés carbonos cada, veja Figura 15.

Tendo entendido a relacdo entre os espectros e a estrutura molecular, podemos
proceder a discussdo das intensidades relativas. Supondo que a secdo de choque de
fotoionizacdo seja a mesma para locais quimicamente equivalentes nas diferentes especies, as
intensidades de pico devidamente normalizadas dependerdo da distribuicdo em relagdo a

superficie das diferentes espécies.
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Figura 18: Espectros de fotoelétrons na borda do Cls (esquerda) e N1s (direita) de aminoécidos em
solugdo aquosa, Glicina (GLY, azul), Alanina (ALA, verde), Metionina (MET, castanho) e Valina (VAL,
vermelho). Os simbolos sdo os dados experimentais, as linhas continuas sdo o ajustes total resultante e as

linhas tracejadas sdo as componentes de ajuste individuais.

As éreas para os diferentes picos de C 1s e N 1s obtidos a partir do ajuste dos picos

estdo plotadas na Figura 19 e apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1:Energias de ligacédo (BE) em eV, e as areas relativas (Area) para os diferentes C1s e para o N1s
da solugdo aquosa dos quatro aminoacidos investigados, obtidos a partir da regressao.

N1s Clscoo Cls, C1Sradical
BE Area BE Area BE Area BE Area
VAL  405.46 3557 292.16 3377 290.05 5006 288.87 5092
MET  405.56 2824 292.20 2667 290.25 3688 289.23 3973
ALA  405.50 642 292.18 555 290.24 710 288.90 647
GLY  406.79 346 293.41 362 291.32 394 e -

Trés pontos devem ser observados: Primeiro, a escala de intensidade absoluta das

areas é arbitraria, mas a escala relativa esta bem determinada. Em segundo lugar, a
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intensidade da cadeia lateral foi escalada com o ndmero de &tomos para facilitar a
comparacdo. Em terceiro lugar, a intensidade da MET foi ampliada para compensar a menor
concentracdo da amostra investigada. Da Figura 19, € entdo evidente que, para todos 0s picos
diferentes, os quatro aminoacidos formam dois grupos, com VAL e MET tendo
aproximadamente dez vezes maior intensidade do que ALA e GLY. Como a profundidade de
sondagem ¢é a mesma para todos casos, as areas maiores para VAL e MET mostram que estes
dois os aminoacidos estdo mais concentrados na superficie do que os aminoacidos ALA e
GLY. Isto estd em acordo qualitativo com as simulacGes de dindmica molecular do grupo do
Prof. Agren [8], [9].
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Figura 19: Areas dos espectros de XPS para C1s e N1s dos quatro aminoacidos, respectivamente. O eixo x

0 —

é representado graficamente comegando com os carbonos da cadeia lateral, seguido pelo carbono alfa e o
carbono do grupo carboxilico da molécula, e no lado direito da Figura, a area do N1s. As cores
correspondem ao aminoacido: Glicina (GLY, azul), Alanina (ALA, verde), Metionina (MET, marrom) e
Valina (VAL, vermelho).

Podemos aprender mais sobre a solvatacdo superficial de aminoécidos das areas

relativas dos picos do C.oy € do C.i originados da parte hidrofilica e hidrofébica das
moleculas, respectivamente. Para ALA, a rela¢éo de intensidade entre 0 Cz € Coop € 1,2,

enquanto é 1,5 para VAL. Para ambos 0s casos, a proporcao é portanto >1, o que pode ser
interpretado como sendo causada pela cadeia lateral hidrofébico estando mais proxima a

superficie do que o grupo carboxilato hidrofilico, isto é, ha uma orientacdo preferencial das
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moléculas de aminodcidos em relacdo a superficie. A razdo mais elevada para VAL em
relacdo a ALA pode ser interpretada entdo, como devido a cadeia lateral ser mais longa e mais
hidrofobica para VAL do que para ALA, tornando a orientacdo preferencial do VAL mais
notavel.

Para determinar o enriquecimento dos aminoacidos na superficie, podemos usar um
modelo simplificado com uma camada superficial e um bulk, como apresentado na secéo
2.1.7.

Podemos determinar a concentracdo superficial de cada aminoécido, desde que
facamos algumas suposi¢oes sobre a relacdo D/A. A partir de calculos de dindmica molecular,
a espessura D da camada superficial pode ser estimada em 0,5 nm [8], [9], enquanto que 0
livre caminho médio inelastico A dos fotoelétrons estd na faixa de 0,5-1 nm. Escolhendo um
valor de 0,75 nm para A nés obtemos que a concentracdo dos aminoacidos na camada
superficial € 0.9 (ALA), 7.6 (MET) e 9.8 (VAL) vezes maior do que no bulk.

A propenséo superficial de um soluto depende dos efeitos de entalpia e de entropia
ligados ao equilibrio entre o soluto no bulk, onde ele perturba o padrdo de ligacdo de
hidrogénio da &gua mais do que na superficie, e na superficie, onde o soluto perde a
solvatacdo. Este equilibrio esta ligado a estrutura molecular microscopica dos aminoacidos
zwitteribnicos e as suas interacdes intermoleculares com a agua circundante. A glicina nédo
tem cadeia lateral, consiste apenas na estrutura vertebral zwitteriénica hidrofilica com dois
grupos carregados, os quais formam ligacGes fortes com as moléculas de agua polares,
resultando numa solvatacédo forte, o que prejudica a glicina estar na superficie. A alanina tem
uma cadeia lateral constituida por um grupo metilico hidrofébico (-CHj3). Esta pequena cadeia
lateral altera tanto o equilibrio entre as interacfes hidrofébicas e hidrofilicas, que a alanina
esta presente na superficie com aproximadamente a mesma concentracdo que no bulk. Para a
metionina e a valina, com cadeias laterais hidrofébicas cada vez maiores, o equilibrio é
alterado ainda mais, resultando em um enriquecimento na superficie com o aumento do

tamanho da cadeia lateral.
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Figura 20: Correlacdo entre o nimero de atomos na cadeia lateral e a concentragdo superficial para os

aminoacidos estudados.

Na tentativa de separar qual propriedade é mais importante para determinar a
concentracdo na superficie, fizemos a suposicdo bem simples de que apenas o tamanho da
cadeia lateral seria importante. Como se vé na Figura 20, existe certamente uma correlacédo
entre a concentragdo da superficie e o tamanho da cadeia lateral. Entretanto, ndo é uma
relagdo linear simples, pois VAL com uma cadeia lateral menor estd mais presente na
superficie do que MET. Esse efeito é bem reproduzido pelas simulagcdes mostradas na Ref.[9]
e qualitativamente atribuimos esse comportamento a diferenca na estrutura molecular das
cadeias laterais VAL e MET. A cadeia lateral de valina consiste apenas em C e H, tornando-
se um grupo bastante ndo polar, com uma baixa capacidade de formar ligagbes de hidrogénio
com a agua circundante. A cadeia lateral da MET, embora maior, contém um &tomo de S, em
torno do qual se formam ligacBes parcialmente polares, 0 que aumenta um pouco a sua
capacidade de formar ligacGes de hidrogénio com a 4gua ao redor.

Deve-se notar que ambos o0s estudos de MD (Dinédmica Molecular) [8], [9], [47]e o
nosso estudo de XPS foram feitos para as espécies zwitteridnicas. Embora esta seja a espécie
relevante para sistemas biologicos, valores de pH muito mais altos e mais baixos existem em
aerossois atmosféricos. Em tais condicGes, os aminoacidos ndo terdo mais uma espinha dorsal
zwitteridnica, mas pode ser catidnica ou anionica em vez disso. Isso altera o equilibrio entre
as interacbes hidrofobicas e hidrofilicas, provavelmente com alteracfes da propenséo

superficial, o que ainda precisa ser investigado.
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A propensdo a superficie de aminoacidos observada nesse trabalho tem implicagdes
na ciéncia atmosférica. Em primeiro lugar, os aminoacidos podem tanto aumentar como
diminuir a tensdo superficial da solugdo, dependendo da natureza da sua cadeia lateral, como
discutido na introducdo. A tensdo superficial € um parametro fundamental para o processo no
qual o vapor de &gua condensa e forma gotas de nuvem liquida, conforme descrito pela teoria
de Kohler e teorias mais avancadas. Em segundo lugar, a acomodacdo da agua pode ser
afetada pelas cadeias laterais hidrofobicas, que apontam para fora da superficie. Numa
goticula de aerossol forma uma camada hidrofobica exterior, 0 que pode reduzir a
probabilidade de uma molécula de agua na fase gasosa ser acomodada na goticula. Em
terceiro lugar, a propensdo superficial afetard o desenvolvimento quimico dos amino&cidos,
uma vez que as moléculas na superficie sdo muito mais acessiveis para reacdes com radicais

em fase gasosa do que as enterradas no bulk.

3.1.3 Concluséao

Estudamos a propensdo superficial de quatro aminoécidos usando espectroscopia de
fotoelétrons XPS e a técnica de microjato liquido. Estes aminoacidos foram selecionados
porque tém um tamanho e cadeias laterais bastante diferentes. Os aminoacidos com cadeias
laterais hidrofilicas e tamanho menor, GLY e ALA, tendem a permanecer no bulk do liquido,
enquanto que os aminodcidos hidrofébicos e maiores, VAL e MET, se encontram
concentrados na superficie. Encontramos evidéncias experimentais de que os aminoacidos
tém orientacdo preferencial em relacdo a superficie com a cadeia lateral hidrofébica mais
proxima da superficie do que o grupo carboxilato hidrofilico. A partir de um modelo
simplificado estimamos que a concentracdo dos aminoacidos na camada superficial é 0,9
(ALA), 7,6 (MET) e 9,8 (VAL) vezes maior do que no bulk. Apesar do MET possuir uma
cadeia lateral mais longa, ele esta menos presente na superficie do que VAL, o que é bem

reproduzido por simula¢6es publicadas anteriormente
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Capitulo 4
4.1 Osmolitos

4.1.1 Introducéo

Os organismos celulares usam uma variedade de osmolitos, que sdo pequenas
moléculas, para neutralizar os efeitos do estresse osmdtico, desidratacdo ou altas
temperaturas, preservando a estabilidade molecular de proteinas e RNA. Em todos as
espeécies, as concentraces dos osmolitos sdo reguladas de tal maneira que as funcbes das
moléculas biologicas ndo sdo comprometidas. Osmolitos, que diminuem a estabilidade dos
estados dobrados de proteinas ou RNA, sdo classificados como desnaturantes, enquanto
aqueles que aumentam a estabilidade do estado nativo sdo considerados protetores. Nessa
parte do trabalho, discutiremos as propriedades de dois osmdlitos que protegem as proteinas,
0 Tmao e betaina; e outro desnaturante, a uréia. A ideia é tentar obter informac6es em nivel
molecular de como essa interagdo acontece e como o Tmao anula o efeito desnaturante da
uréia quando os dois estdo presentes na solucdo. Para isso comegaremos descrevendo a parte
experimental e abaixo disso separamos 0s resultados em trés tdpicos. O primeiro discute 0s
resultados obtidos para 0 Tmao, betaina e uréia em diferentes concentracdes, para resolvemos
se essas moléculas estdo na superficie ou se concentram mais no bulk da solucdo. O segundo
discute os resultados para 0 Tmao e uréia em diferentes pH, para resolvermos a protonagéo ou
desprotonacdo das moléculas e o que isso influencia na propensdo a superficie dessas
moléculas. No terceiro e ultimo, discutiremos as misturas de Tmao e uréia em agua, para

tentarmos elucidar como elas interagem com a 4gua em si e entre elas.
4.1.2 Método experimental

A espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS) é uma técnica poderosa para
estudar a propensdo superficial de moléculas solvatadas em amostras liquidas, uma vez que
essa técnica combina a seletividade quimica e a sensibilidade a superficie. Os experimentos
com XPS foram realizados na linha de luz PGM do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS), Campinas, Brasil, com o espectrometro de elétrons R4000 Scienta. Alguns detalhes
da configurag@o experimental do espectrometro Scienta foram relatados na secdo (2.1.4.6). A
solucéo aquosa foi inserida na camara experimental, inicialmente mantida em condicGes de
alto vacuo, utilizando um bico de microjato com 20 um de didametro. O conjunto de microjato

foi adquirido da empresa Microliquids GmbH [48]. Os fotoelétrons detectados fazem um
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angulo reto com a dire¢do da polarizacdo da luz sincrotron. Esses fotoelétrons emitidos a
partir das solugfes aquosas entram no analisador de elétrons por meio de um skimmer com
uma abertura de entrada de 0,9 mm, posicionada a cerca de 1,0 mm do microjato. Os
espectros de fotoelétron (PE) de valéncia e do C1s foram registrados usando uma energia de
féton de 360 eV, enquanto os espectros de PE do N1s foram registrados com uma energia de
féton de 480 eV. Ao usar essas energias de fotons para os espectros de nivel de carogo do
XPS, a energia cinética eletrénica é ~ 70 eV. Isso garante que esses espectros sejam medidos
com a mesma sensibilidade superficial, correspondendo ao menor livre caminho médio
ineléstico dos elétrons, em torno de 0,5 a 1,0 nm, ver secéo (2.1.6.9). O sinal de fotoelétron é
entdo uma medida da abundancia dos ions correspondentes na superficie. A resolucéao total
em energia foi melhor que 360 meV para os espectros de carbono C1s e 480 meV para os de
N1s, pois a poténcia de resolucdo (E/AE) é de 1000 para esta faixa de energia [23]. A
resolucdo experimental total pode ser estimada a partir da largura do pico correspondente ao
estado 1b1 HOMO das moléculas da fase gasosa em torno do jato liquido a aproximadamente
0,8 eV, ou seja, menor do que a largura observada dos picos de C1s e N1s, aproximadamente
1,2 eV. Usamos um passo em energia de 0,05 eV em todos 0s espectros.

4121 Materiais

Solucgdes aquosas de uréia (pureza> 98%), Tmao (pureza> 99,0%), misturas de uréia
e Tmao, betaina (pureza> 99%) e alanina (pureza> 98%) foram preparadas a partir de
produtos quimicos obtidos comercialmente (Sigma Aldrich). Todas as amostras foram
preparadas com agua desmineralizada pura (/8,2 MQ, Millipore Direct-Q) e filtradas por
membranas de nylon de 0,22 um. O ajuste do pH &cido e neutro da amostra foi realizado com
solucbes de NaOH (97% Sigma Aldrich) ou de HCI. As medigdes de pH foram realizadas
usando um medidor de pH calibrado com amostras tampao.

Antes e ap0s os espectros das solucdes aquosas, espectros de referéncia do estado 1b;
HOMO da agua liquida pura foram registrados. Este procedimento permitiu monitorar a
calibracdo de energia e a normalizagdo da intensidade. A energia de ligacdo foi calibrada para
o0 estado 1b;; 11,16 eV, da agua liquida [49]. As intensidades espectrais foram normalizadas
pela &rea do 1b; e pelo nimero de repeti¢cGes dos espectros. O registro dos espectros da banda
de valéncia da 4gua demonstrou a estabilidade das medidas experimentais. As intensidades

espectrais dos espectros de solucGes aquosas normalizadas dessa maneira refletem as
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propriedades das amostras. Fizemos medidas também da uréia 1M nos diferentes turnos do
sincrotron para garantir a estabilidade. E de fato, os picos da uréia em diferentes situacbes
normalizadas tanto pelo Iy (corrente de fétons) como pela area 1bl, se mantiveram iguais.
Fizemos a normalizacdo dos espectros pelo Iy e também pelo 1b1l, comparando-se esses
espectros normalizados de forma diferente, percebemos que diferiam ligeiramente. Optamos
pela normalizagdo pelo 1bl, pois foi a que resultou em éareas iguais dos picos da uréia
estudados.

Os espectros foram analisados usando o ajuste de multiplos picos (multipeak fitting)
da rotina de minimos quadrados do programa IGOR Pro [50]. Todos os parametros espectrais
foram extraidos usando ajustes de minimos quadrados usando o perfil de linha Gaussiana. As
posicBes de energia, intensidades e larguras gaussianas foram mantidas como parametros
livres, tomando-se o cuidado de manter a largura da gaussiana sempre a mesma para picos

iguais.

4.1.3 Efeito da concentracao do soluto em solu¢cdes aquosas de Tmao,
Uréia e Betaina.

Nessa secdo apresentaremos os resultados obtidos na medida de espectros de XPS na
borda do C1s em pH neutro ( em torno de 7) de amostras em dgua de Tmao, Uréia e Betaina
nas concentragdes de 0.1, 0.5, 1, 2 e 4 M (ou fragdes molares de 0.0018, 0.0089, 0.018, 0.035,
0.067). Os espectros foram normalizados pelo fluxo de fotons e pelo nimero de repeticGes
dos espectros. As areas totais dos espectros de XPS do Carbono destas moléculas foram
obtidas fazendo-se um ajuste com Gaussianas e removendo-se o sinal de fundo (background).
A érea total foi dividida pelo numero de carbonos em cada amostra, pois 0 Tmao e a Betaina

tém trés carbonos e a Ureéia apenas 1, ver. Figura 21
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Figura 21: Representagdo esquematica das moléculas estudadas para o pH neutro da solucéo.

Na Figura 22, apresentamos as areas normalizadas no eixo y e a fragdo molar de
concentracdo no eixo X. Vemos nessa figura que as trés moléculas tem um crescimento linear
da area em funcédo da intensidade, mesmo para concentracfes de 4 M, ndo ha uma saturacédo
na intensidade.

Usualmente, espera-se um crescimento linear da intensidade em funcdo da
concentracdo, para concentragcbes pequenas; € uma saturacdo no sinal para concentracfes
maiores, significando que a regido da superficie estd saturada de moléculas de soluto [51]. As
moléculas que estudamos ndo chegam a formar uma camada de saturacdo na superficie, a
intensidade cresce linearmente mesmo até a concentracdo de 4 M. Isso significa que essas
moléculas de alguma forma estdo menos na superficie e se concentram mais no bulk da

solucdo, ou seja, essas amostras ndo tem boa propenséo a superficie, preferem ficar no bulk.
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Figura 22: Area normalizada para as amostras aquosas de Tmao, Betaina e Uréia em diferentes
concentragdes. Os espectros de XPS foram medidos na borda do C1s e as areas totais foram normalizadas

pelo nimero de 4&tomos de C na molécula.

Podemos observar que o Tmao tem o maior sinal, a uréia tem um sinal intermediario
e a betaina tem o menor sinal. Comparando-se a molécula de Tmao com a da betaina vemos
que elas tém estruturas bem similares, Figura 21. As duas tem trés grupos metil, mas a betaina
estd menos concentrada na superficie. A propensdo a superficie parece ser muito mais
influenciada pela distribuicdo de carga na parte do Oxido das moléculas do que pela
solvatacdo do grupo metil. Veja a Figura 23, retirada do artigo [52], em que eles calculam as
interacbes do Tmao com a dgua e mostram as ligacGes de hidrogénio entre 0 O do Tmao com
trés H da agua.

Figura 23: Mostra as ligagdes de hidrogénio entre 0 O do Tmao e 3H da agua. Figura retirada da
referéncia [52].

Cremer et al. [4], mediram que a tensdo superficial da agua aumenta para a betaina e
a glicina e decresce para 0 Tmao com 0 aumento da concentracdo do soluto. Esse resultado

sugere que o Tmao € mais enriquecido nas interfaces hidrofébicas, que € o caso para a
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interface liquido-vapor. Isso estd em acordo com 0s nossos resultados que mostram que o
Tmao tem um sinal maior que o da betaina.

Usando um modelo simplificado apresentado na secéo 2.1.7 e no artigo Mocellin et
al. [53], podemos estimar a relacdo entre a concentracdo de moléculas na superficie (cs) € no
bulk (cp). Nesse artigo, nds estimamos a concentracdo das moléculas de alanina como sendo a
mesma na superficie e no bulk. Como nds medimos a alanina nessa série de medidas, vamos
usar essa informacéo e usar a intensidade da alanina como o sinal de bulk, e entdo calcular a
concentracdo na superficie das outras moléculas. Podemos determinar a concentracdo na
superficie das outras moléculas, desde que facamos algumas suposi¢cdes sobre a razdo d/A.
Dos calculos de dindmica molecular a espessura d da camada de superficie pode ser estimada
como 0.5 nm [8], [9], [54], [55], enquanto o livre caminho médio inelastico dos fotoelétrons,
A, para energia cinética em torno de 70 eV, no intervalo de 0.5-1 nm. Escolhendo o valor de
0.75 nm para A, obtemos que a concentracdo da molécula na camada de superficie é
aproximadamente 1.5 (Betaina), 2.2 (Uréia) e 2.5 (Tmao) vezes maior do que no bulk, para
M.

Esses achados podem ter implicacBes no efeito estabilizador do Tmao nas proteinas.
Especificamente, a forte hidratacdo necessaria para os grupos metil, bem como a parte do
oxido, deve ser responsavel pela deplecdo do osmélito nas interfaces hidrofobicas / aquosas.
Tais efeitos de deplecdo devem ajudar a estabilizar as proteinas em suas conformacdes nativas
e enoveladas.

A fase de vapor fora do liquido atua efetivamente como uma superficie hidrofébica,
a interface 4gua-vapor € um modelo util para interfaces hidrofdbicas e, portanto, os resultados

também podem ter significado para as biointerfaces hidrofébicas.

4.1.4 Efeito da mudanca do pH da solucéo no deslocamento quimico e as

diferentes espécies idnicas.

Nessa secdo apresentaremos os resultados obtidos na medida de espectros de XPS na
borda do C1s Figura 24, e do N1s Figura 25, em pH neutro (em torno de 7) e acido (pH 3.8
para 0 Tmao e mix, e 2.7 para a uréia) de amostras em agua de Tmao, Uréia e mistura de
Tmao e uréia; 1:1; respectivamente. Os espectros foram normalizados pela area do pico 1bl
da valéncia da dgua e pelo nimero de repeti¢cdes dos espectros. As areas dos espectros de XPS

do carbono e do nitrogénio destas moléculas foram obtidas fazendo-se um ajuste com
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Gaussianas e removendo-se o sinal de fundo (background). A &rea total foi dividida pelo
namero de carbonos em cada amostra, pois 0 Tmao tém trés carbonos e a Uréia apenas 1, e a
Uréia tem 2 nitrogénios e 0 Tmao apenas 1,ver Figura 21. A razdo da area dos picos no pH
neutro pela area dos picos no pH acido para as diferentes solugdes e na borda do C1s e N1s
sdo mostradas na Tabela 2. Na Tabela 3, mostramos 0s parametros experimentais ajustados
pelas Gaussianas para as bordas C1s e N1s do Tmao, uréia e mix aquosa nos dois diferentes
pH.
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Figura 24: Espectros na borda do Cls para o Tmao (superior), mix (meio) e uréia (inferior) nos pH’s
neutro (em azul) e acido (em vermelho). O Tmao tem trés atomos de carbono e a uréia um. Em pH neutro

(em torno de 7) e &cido (pH 3.8 para o Tmao e mix, e 2.7 para a uréia)

Na Figura 24 na parte superior a comparacgdo entre o0 Tmao em pH neutro (azul) e
acido (vermelho). Observamos que ha um deslocamento em energia para maior energia de
ligagdo para 0 Tmao em meio &cido, de 0.36 eV, ver Tabela 3. Esse deslocamento é pequeno
comparado com resultados anteriores em aminodcidos, que a protonacdo leva a shift de

energia da ordem de 1 eV [40]. O que estd acontecendo é que no pH de 3.8 a solucéo estd

56



abaixo do pKa do Tmao que € 4,7 [56], entdo parte das moléculas; mais de 50% delas, devem
estar protonadas, ligando um &tomo de H do &cido HCI adicionado a solugdo, ao atomo de O
do Tmao, (CH3)3NOH. Como esses espectros foram medidos na borda do C1s, se olharmos a
representacdo da molécula de Tmao, Figura 21 e Figura 26 que mostra 0 Tmao e 0 Tmaop
protonado, vemos que 0s carbonos dos grupos metil estdo relativamente afastados do
oxigénio, que € o atomo que esta sendo protonado, e esse € 0 motivo para observamos um
deslocamento pequeno. Se observarmos o0 mesmo espectro na Figura 25, parte superior, agora
para a borda do N1s vemos um shift de 0.75 eV, mais do que o dobro do anterior, pois 0 N
esta bem mais proximo do O e esse efeito é mais sentido nessa borda de ionizagéo.

Continuando a anélise dos deslocamentos quimicos podemos observar nas Figura 24
na parte inferior, que os espectros da uréia na borda do C1s e do N1s ndo apresentam nenhum
deslocamento em energia. Isso implica que a uréia nos pH’s utilizados ndo protona nem
desprotona, sendo estavel nessa regido de pH’s, o pKa da uréia é extremamente baixo, 0.1 a
21°C.

Analisando os espectros do meio das Figura 24 e Figura 25, que correspondem aos
espectros do mix 1:1 de Tmao e uréia em agua nos pH neutro e &cido, nas bordas do Cls e
N1s, respectivamente, observamos que o deslocamento quimico acontece tanto para 0 Tmao
quanto para a uréia, sendo bem menor para a uréia. Vemos que na borda do C1s o pico do
Tmao desloca 0.28 eV para energia de ligacdo maior e a uréia desloca em sentido oposto 0.14
eV, para menor energia de ligacdo. A separacdo em energia do pico do Tmao para o da uréia,
é de 3.00 eV no pH neutro e de 2.59 no pH acido, uma diferenca de 0.41 eV. Ou seja, hd um

deslocamento em energia no sentido de diminuir a diferenga em energia no pH &cido.

Se olharmos para a borda do N1s, vemos 0 mesmo sentido de deslocamento quimico
que para a borda do C1s, mas com valores ligeiramente maiores. Para 0 Tmao o atomo de N é
um atomo central, entdo ele tem uma energia de ligacdo maior, enquanto que na uréia eles ndo
sdo atomos centrais, e a energia de ligacdo é menor. Temos um shift em energia de 0.71 eV
para o pico do Tmao e 0.18 eV para o pico da uréia. A separacdo em energia entre os picos do
Tmao para o da uréia para o pH neutro € de 3.46 eV e para o pH &cido de 4.35 eV, ou seja
uma diferenca de 0.89 eV. Aqui também o deslocamento quimico vai no mesmo sentido, de

diminuir a BE da uréia e aumentar a do Tmao.
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Figura 25: Espectros na borda do N1s para o Tmao (superior), mix (meio) e uréia (inferior) nos pH’s
neutro (em azul) e acido (em vermelho). O Tmao tem um atomo de N e a uréia tem dois. Em pH neutro

(em torno de 7) e acido (pH 3.8 para o Tmao e mix, e 2.7 para a uréia)

Resumindo, vemos que o Tmao na amostra binaria tem um deslocamento quimico
para maiores BE, e a uréia na amostra bindria ndo tem deslocamento quimico. Quando
olhamos as amostras terciarias, ou seja as misturas de Tmao e uréia, para o pH neutro tanto o
Tmao quanto a uréia no mix ndo apresentam deslocamento em energia comparados a forma
binaria. Eles ficam na mesma posi¢do em energia, dentro de +0.05 eV. Mas, quando olhamos
0s espectros das amostras acidas, 0 Tmao continua deslocando e a uréia também apresenta um
deslocamento, em direcGes opostas. A uréia desloca para menores BE e 0 Tmao para maiores.
O shift da uréia no mix pH acido é muito pequeno e poderia ser até um efeito da calibracdo
em energia dos espectros. O melhor é considerar a diferenca em energia entre os picos do
Tmao e da ureia para os pH neutro e acido, com isso eliminamos qualquer efeito de
calibracdo. O shift para a borda do carbono é o mesmo dentro de uma barra de erro, 0.41+0.05

eV. Para a borda do N1s o shift vai de 0.75 para a amostra de Tmao sozinho para 0.89 para a
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mistura. Essa diferenca poderia indicar que ndo estd somente acontecendo a protonacdo do
Tmao na mistura; como na amostra binaria, mas talvez o Tmao e a uréia estejam interagindo
de alguma forma, ligando o ‘O’ do Tmao com a amina NH, da uréia, como sugerido por
Zetterholm et al. [52], veja Figura 27.

Tabela 2: Mostra a razdo da area do pH neutro pela area do pH é&cido para as diferentes solucoes e na

borda do Cls e N1s. As areas dos picos foram obtidas por fitting com gaussiana e tem um erro relativo
associado entre 1 e 3 %.

Area Neutro / Area 4cido (+ o0 erro propagado)

Tmao Mix (Tmao) Mix Uréia Uréia
Cls 1.02 (0.01) 0.88 (0.01) 1.04 (0.04) 1.00 (0.03)
N1s 1.06 (0.02) 0.92 (0.04) 1.13 (0.03) 0.97 (0.03)

Analisando-se as areas obtidas nos espectros das Figura 24 e Figura 25 apresentadas
as razdes entre a area dos picos neutro pela area dos picos em pH é&cido, na Tabela 2,
observamos que 0 Tmao e uréia, dentro da barra de erro apresentaram as razdes igual a 1, ou
seja tem a mesma area, para as amostras binaria, que sdo as amostras com somente um soluto,
colunas 2 e 4 da Tabela 2. J& para as amostras com dois solutos misturados, Tmao+uréia, no
caso chamado mix, observamos que o Tmao no mix, ficou 10+2 % maior no pH &cido do que
no pH neutro, coluna 3 da Tabela 2. Isso significa que 0 Tmao na mistura acida tem um sinal
de fotoelétron maior, ou seja, esta mais presenta na superficie do que o Tmao na mistura
neutra. A uréia ndo deveria apresentar diferencas significativas, pois as espécies sdo as
mesmas, na solucdo neutra e na acida, mas observamos na Tabela 2 coluna 4, que na borda do
N1s a area do pico no pH é&cido é 10% menor que no pH neutro. Ou seja, tem um
comportamento contrario ao do Tmao na mesma amostra. A uréia na mistura tem um
comportamento diferente que na amostra simples, de uréia + agua, isso pode ser um indicativo
que a uréia esté se ligando de forma diferente na presenca do Tmao, possivelmente fazendo
ligagbes com o Tmao, como discutido acima, ou entdo que existe um efeito coletivo no
sentido de a uréia empurrar as moléculas de Tmao protonadas mais para a superficie e com

isso ir mais para o bulk, ja que o sinal de fotoelétrons de Tmao aumenta e o de uréia diminui.
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Tabela 3: Parametros experimentais ajustados para as bordas C1s e N1s do Tmao, uréia e mix aquosa em
dois diferentes pH. O erro associado a BE e a FWHM, obtido a partir do fitting € menor que +0.01.

Borda Amostra Nivel BE (eV) | FWHM (eV) | ABE (eV)"
Neutro 291.31 1.20 0
Tmao _
Acido 291.67 1.27 0.36
Neutro 291.26 1.20 0
Mix Tmao _
Acido 291.54 1.27 0.28
Cls
Neutro 294.27 1.11 0
Mix Uréia _
Acido 294.13 1.11 -0.14
Neutro 294.29 1.11 0
Uréia _
Acido 294.26 1.11 -0.03
Neutro 402.86 1.12 0
Tmao _
Acido 403.61 1.36 0.75
Neutro 402.81 1.12 0
Mix Tmao _
Acido 403.53 1.35 0.72
N1s
Neutro 399.35 1.35 0
Mix Uréia _
Acido 399.18 1.35 -0.17
Neutro 399.37 1.35 0
Uréia i
Acido 399.32 1.35 -0.05

* ABE= BE- BE (pH neutro)

Na literatura encontramos relatos de experimentos que mostraram que o efeito
estabilizador do Tmao nas proteinas depende do pH [57]. Parece que apenas em pH neutro, 0
Tmao estabiliza os estados dobrados e, em valores mais baixos de pH, hd uma diminuicao
nesta estabilidade. Em valores de pH abaixo do pKa do Tmao, os estados nativos sdo
desestabilizados, embora a extensao do efeito dependa da proteina. Sabe-se que as proteinas
normalmente desnaturam em condigdes acidas e, portanto, pode-se supor que a diminuicéo
observada na estabilidade seja puramente devida ao pH &cido, com o Tmao nédo
desempenhando nenhum papel. No entanto, os resultados dos experimentos relatados dizem
gue 0 Tmao ndo € apenas incapaz de aumentar a estabilidade a pH < pKa, mas também
contribui para uma instabilidade adicional [58]. A propensdo do Tmaop (Tmao protonado)
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para a superficie hidrofébica da solucdo observada por n6s acima, pode ser a explicagdo do
porque as proteinas ndo mantém a sua forma mais compacta, enovelada em solucéo &cida com
Tmao. O Tmaop tem mais afinidade as partes hidrofobicas das proteinas, responsaveis por
parte dos efeitos que levam ao enovelamento, enfraquecendo essa atracdo hidrofobica entre as

duas proteinas.

Figura 26: Na esquerda representacdo da molécula de Tmao e na direita a molécula de Tmao protonada,
Tmaop, do artigo Elizabeth et al. [55]. O &tomo de oxigénio esta representado em vermelho, os nitrogénios

em verde, o carbono em azul e os hidrogénios em branco.

No futuro, uma possivel continuacdo da analise desses dados seria analisar a largura
dos picos e fazer um fitting nos picos no pH acido levando em consideracdo as espécies
protonadas e ndo protonadas. Com isso, conseguiriamos estimar a porcentagem de cada
espécie presente para o pH estudado. Também, precisamos dos resultados de célculos de
dindmica molecular, que estdo sendo feitos pelo grupo do prof. Cristiano Dias, do New Jersey
Institute of Technology, New Jersey, [59] para confirmarmos os resultados apresentados

acima.
4.1.5 Efeito da mistura dos solutos e a influéncia na propenséo a superficie

Quando ambos os osmolitos estdo juntos em solucdo, 0 Tmao neutraliza os efeitos
desestabilizadores da uréia nas proteinas. De fato, foi demonstrado, na literatura, que o Tmao
pode efetivamente neutralizar o efeito de desnaturacdo de proteinas da uréia em proporc¢des de
concentracdo tdo baixas quanto 1: 2 de Tmao para uréia [58], [60], [61]. O mecanismo em
nivel molecular pelo qual essa neutralizacdo ocorre ainda ndo esta claro, embora tenha se
tornado um hot topic nos ultimos anos [62]-[72]. Uma hipbtese bem aceita é que a

estabilizacdo da proteina pelo Tmao supera a desestabilizacdo pela uréia. Embora as
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interacOes favoraveis do Tmao com as cadeias laterais da proteina promovam a desnaturacdo
da proteina, as interacGes altamente desfavoraveis do Tmao com o backbone da proteina,
compensam as interacdes favoraveis do Tmao com a cadeia lateral. A uréia, por outro lado,
interage favoravelmente com a cadeia principal do peptideo proteico e com as cadeias laterais
da proteina. Como as interacdes da cadeia lateral para 0 Tmao e a uréia favorecem o estado
desdobrado, a exclusdo do Tmao do backbone da proteina pode ser a Unica origem da
protecdo de proteinas. Esse mecanismo também seria responsavel pela capacidade do Tmao
de combater os efeitos da uréia em todas as proteinas, independentemente das cadeias laterais.

Embora muitas pesquisas tenham focado em como o Tmao e a uréia interagem de
forma independente ou coletiva com proteinas, até muito recentemente, poucos estudos se
concentraram nas interacdes em nivel molecular entre os dois osmolitos presentes juntos na
solugcdo. Em um estudo de difracdo de néutrons, Meerman et al. [66], sugeriram que 0 4&tomo
de oxigénio no Tmao interage preferencialmente com os grupos amina da uréia, e ndo com a
agua, quando os dois osmdlitos estdo juntos em solugdo. Essa interacdo direta de Tmao-uréia,
juntamente com os efeitos de exclusdo do Tmao do backbone da proteina, explicaria a
capacidade do Tmao de neutralizar a desnatura¢do da uréia em solucdes de proporcdo de
concentracdo de 1: 2 Tmao-uréia. Essa hipdtese foi recentemente apoiada por Ganguly et al.
[30], que mostraram, usando modelos tedricos, que ha um delicado equilibrio nas interagdes
Tmao-agua, Tmao-Tmao e Tmao-uréia. Sahle et al. [73], estudaram a estrutura da agua em
solucdes concentradas de Tmao-uréia usando espalhamento de raios-X inelastico e
concluiram que a estrutura de ligacdo de hidrogénio da agua permanece intacta se ambos 0s
osmolitos estiverem presentes em baixas concentracdes, e que 0 Tmao e a agua interagem
muito mais fortemente que a uréia e a agua.

Recentemente, as interacdes entre Tmao e uréia em solugbes aquosas saturadas
foram investigadas por Zetterholm et al. [52], usando espectroscopia Raman e célculos de
estrutura eletrdnica. Nesse artigo eles sugerem que a uréia e 0 Tmao interagem diretamente na
solugdo aquosa, pelo menos em altas concentracfes. Eles determinaram que as conformacdes
de aglomerados moleculares, com moléculas de uréia no centro, sdo mais baixas em energia
do que aquelas que mantém uma rede de ligagdes de hidrogénio com a agua. Esses resultados
sugerem que, pelo menos em altas concentracGes, (1:4), 0 Tmao neutraliza diretamente o
efeito desestabilizador da uréia nas proteinas por meio de interacdes diretas com 0s grupos
amina da uréia, veja Figura 27 retirada desse artigo. Nessas estruturas, o &tomo de oxigénio

do Tmao interage com um dos atomos de hidrogénio do grupo amina da uréia e um
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hidrogénio de uma molécula de agua. Esses dados sugerem que o Tmao interage diretamente
com a uréia em altas concentracfes, o que estd de acordo com estudos de Meersman et al.
[66], [67]. Isso contrasta com outros estudos que sugerem que essa interacdo nao esta presente

nas concentracdes fisioldgicas [67], [71], [73].
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Figura 27: Interacdo entre a uréia e 0 Tmao com trés moléculas de 4gua. Figura retirada do artigo [37].

Mais recentemente, Oprzeska-Zingrebe e Smiatek [74], fizeram um estudo téorico
usando simulagfes de dindmica molecular em misturas binarias; de Tmao + agua e uréia +
agua, e também em misturas terciarias; de Tmao+uréia+agua em varias concentracdes. Nesses
calculos eles determinaram que ambos os co-solutos devem ser considerados como
estabilizadores de estruturas de agua. Estes resultados contrastam acentuadamente com 0s
efeitos compensatdrios observados experimentalmente do Tmao e da uréia combinados em
solucBes, em relacdo as estruturas proteicas. Embora 0 Tmao tenha um impacto maior na
estrutura e na dindmica da dgua em comparacdo a uréia, os resultados para ambos o0s co-
solutos mostram propriedades kosmotrdpicas, ndo perturbam a estrutura do solvente, o que
desafia a validade dos efeitos mediados pela agua para mecanismos de estabilizacdo ou
desestabilizacdo da estrutura. Por exemplo, foi demonstrado que uma excluséo preferencial de
co-solutos de superficies macromoleculares induz um comportamento preferencial de
hidratacdo, que geralmente era interpretado como uma marca registrada dos efeitos
estabilizadores.

Como visto no texto acima, muita controvérsia hd em torno de como o Tmao e a
uréia estabilizam ou desestabilizam as proteinas. Procuramos aqui obter mais informacéo
acerca dos efeitos das interagcbes de nivel molecular de Tmao e uréia em solucdo usando
espectroscopia eletronica de solugBes aquosas. Para tanto vamos analisar as areas dos picos

que aparecem nas Figura 28 e Figura 29. Na Figura 28 e Figura 29 apresentamos 0S espectros
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do C1s e do Nl1s, respectivamente, para os pH’s neutro (superior) e acido (inferior), esses
espectros ja foram apresentados na se¢do anterior, mas de outra forma. Aqui iremos comparar
as misturas binarias, Tmao+agua (azul) e uréia+agua (vermelho), com a mistura terciaria
Tmao+uréia+agua (preto). Com isso poderemos determinar o comportamento das solucdes
em que 0 Tmao e a uréia estdo presentes comparado as solugdes em que eles estdo sozinhos.
Na Tabela 4, apresentamos a razdo das areas do Tmao/uréia para as amostras binérias e para
as terciarias (mix) e também a diferenca em porcentagem entre elas.

Tabela 4: Razéo entre as areas do Tmao pela da Uréia para as amostras binarias, ou seja, Tmao+agua e
uréia+agua, e para as amostras terciarias, que sdo 0s mix, Tmao+uréia+agua.

Area Tmao/Area Uréia (+ 0 erro
propagado)
Binaria Terciaria (Mix) Diferenca (%)
Cls | neutro 1.33 (0.02) 1.17 (0.03) 12 (3)
Cls | acido 1.30 (0.02) 1.39 (0.04) +6 (3)
N1s | neutro 1.46 (0.02) 1.28 (0.03) -12 (4)
N1s | acido 1.34 (0.03) 1.57 (0.04) +15 (3)

Podemos observar que para as amostras no pH neutro, tanto para a borda do C1s
guanto para N1s, linhas amarelas na Tabela 4, a razdo nas amostras simples sdo maiores que
na mistura, tendo uma diferenca de 12%. Isso indica que a mistura de Tmao com uréia no pH
neutro vai mais para o bulk, pois a razdo das areas decresce. 1sso porque a area do Tmao nas
amostras binarias sdo maiores que 0 Tmao no mix, a area da uréia é aproximadamente igual,
como discutido na secdo anterior. Essa diminuicdo do sinal na mistura, diminuindo a
propensdo da mistura a superficie, vai na dire¢cdo de que o0 Tmao anula os efeitos da uréia na
estabilizacdo/desestabilizacdo das proteinas. Se eles estdo mais no bulk, indica que eles se
afastam da superficies hidrofobicas.

Observando agora o pH acido, vemos que a razdo das areas do Tmao/uréia se inverte,
0 mix tem razdo maior que a amostra binaria, aumenta 6% no C1s e 15% no N1s. Isso indica
que no pH acido, quando o0 Tmao é protonado, a mistura de Tmao+uréia tende a ir mais para a
superficie do que a mistura neutra, aumentando o sinal de elétrons para a mesma energia do
foton. 1sso mostra que a mistura acida se acumula mais na interface hidrofobica, o que pode

propiciar o desdobramento das proteinas, como discutido na secéo anterior.
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Resultados anteriores mostram que moléculas neutras vdo mais para a superficie,
enquanto moléculas carregadas ficam mais no bulk da solugdo [75], [76]. Isso esta de acordo
com nosso resultado que mostra que na solugdo acida, protonada, as razdes sdo maiores que
nas solucdes neutras.

Na Figura 30, apresentamos os espectros do C1s e do N1s para o pH neutro, para as
misturas 1 M:1 M (preto) e 1 M:2 M (azul) de Tmao e uréia, respectivamente. A razdo da area
do Tmao/uréia, normalizadas pelo nimero de atomos na borda de absorcéo, é de 1,17 para o
Cls e de 1,28 para o N1s. Observamos que ndao ha uma mudanca muito significativa quando

se aumenta a concentracdo de uréia na mistura.

1.0

C1s pH Neutro

o o o
N o [

Intensidade Normalizada

o
N

polnolootno oo b b

0.0

L B L B o e e e o L o e L B e L

290 292 294
Energia de Ligagao (eV)

1.0
— TMAO

—— Urea B
— Mix C1s pH Acido

0.8
0.6

0.4

Intensidade normalizada

0.2

polnoloolnolnoinolnoinolooinnl

0.0

L e e e e e e e B L B s b By e s e

290 296eV

292 . 294
Energia de Ligacgao (eV)

Figura 28: Espectros na borda do Cls, comparando o Tmao, mix e uréia no mesmo espectro, para os pH’s
neutro (superior) e &cido (inferior). Em pH neutro (em torno de 7) e acido (pH 3.8 para 0 Tmao e mix, e

2.7 para a uréia)
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e 1:2 de Tmao e uréia, respectivamente para os pH neutro.

4.1.6 Conclusdes

Os efeitos dos osmolitos resultam da porcdo relativa dessas moléculas entre a
solucdo no bulk e na interface proteina-agua. A estabilizacdo deve ocorrer quando o0s
osmolitos ndo estdo na interface proteina-agua, mas as proteinas se desdobram quando
osmolitos se acumulam nessa interface. A interface d4gua-vacuo é uma interface hidrofébica e
pode ser comparada com a interface hidrofdbica proteina-dgua. Reportamos que as amostras
acidas vdo mais para a superficie comparada com as neutras, isso pode implicar no
desdobramento das proteinas para pH’s acidos. J& para pH neutro, ou pH fisiologico, as
amostras tanto do Tmao quanto da mistura tendem a ficar mais no bulk, ou seja afastadas da

interface hidrofdébica, podendo explicar a contribuicdo do Tmao para o enovelamento das

proteinas.
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Capitulo 5
5.1 Ozobnio
5.2 Introducéo

Um dos pontos criticos para que modelagens mais realistas da camada de 0zdnio
sejam implementadas esta conectado com a disponibilidade de sec¢des de choque confidveis
de fotoionizacdo e producdo ibnica foto induzida na faixa de 11,2 a 21.2 eV. Berkowitz [77]
publicou em 2008, dados de secdo de choque parciais para processos de fotoionizacdo para
essa molécula. Em seu artigo, os dados foram obtidos indiretamente através da
renormalizacdo de medidas anteriormente publicadas de producgdo parcial de ions [78], [79].
Entre esses dados, encontram-se resultados de producdo parcial de ions obtidos por nosso
grupo de pesquisa [78]. Sabemos que esses dados estdo contaminados por harménicas de
ordem superiores presentes na energia dos fotons na época da realizacdo das medidas. Tal
contaminacdo pode, em muitos casos, produzir resultados ndo s6 quantitativamente incorretos
como até qualitativamente inexatos. Além disso, para a renormalizacdo dos resultados,
Berkowitz utilizou dados de secBes de choque totais muito antigos, ndo confiaveis, obtidos
por diferentes grupos [80]. Por fim, em seu artigo, ele escreve: “To the best of our knowledge,
there have been no reported measurements on the energy dependence of the partial cross
sections or branching ratios corresponding to the ionic states ...”. Esta frase e a necessidade
de corrigir informacdes sobre as se¢des de choque potencialmente incorretas nos motivou a
fazer essas medidas, apesar das dificuldades em se obter amostras com bom grau de pureza de
0zoOnio e em quantidade suficiente. Em face ao exposto, o presente estudo tem por finalidade
obter valores absolutos de se¢des de choque para processos de fotoabsorcéo e fotoionizagédo
para a molécula de ozbnio na regido de valéncia (11,2-21,2 eV). Medidas dessa natureza
(secdes de choque), somente sdo possiveis atualmente com o uso de um filtro de gas [81],
instalado na linha de luz TGM, que garante a eliminagdo do alto grau de contaminacdo de
harmonicas de ordens superiores na regido de energia acima mencionada. Para a realizacdo
dos experimentos sera usada uma camara de absorcao, baseado na técnica de cdmara dupla de
ionizacdo, associada a um espectrémetro de massa. Essa camara de absorgdo ja foi utilizada
em experimentos anteriores [82] mostrando excelente desempenho na obtencdo de resultados
de secdes de choque absolutas para processos de fotoabsorcdo e fotoionizacdo totais. Além
disso, uma das grandes vantagens dessa técnica é que ela também permite obter secdes de

choque para processos de decaimento neutro, de grande importancia para o estudo de
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processos de decaimento de estados super-excitados [83], particularmente na regido de
energias que temos interesse. Por outro lado, as medidas acima citadas, associadas a medidas
de producdo parcial de ions obtidos com um espectrometro de massa, podem ser usadas para
gerar secdes de choque parciais para a producdo de cada fragmento idnico. Assim sendo, 0
presente trabalho tem por finalidade contribuir para sanar a caréncia de resultados precisos de
secOes de choque para a interacdo de radiacdo ultravioleta com moléculas de ozénio.

521.1 Meétodo experimental

O ozbnio é de grande importancia para 0s seres vivos, pois de todos 0s gases que
temos na atmosfera somente ele filtra a radiagdo ultravioleta proveniente do Sol nocivo aos
seres humanos, animais e plantas. A camada de ozonio tem um papel fundamental de filtro
natural da Terra. A exposicdo a radiacdo ultravioleta de pessoas, pode trazer consequéncias,
tais como, catarata nos olhos, envelhecimento acelerado e céncer de pele. Embora, muitos
estudos tenham sido feitos a respeito desta molécula, ndo temos conhecimento da secdo de
choque de fotoabsorcdo e fotoionizacdo na regido de valéncia. Nesse trabalho medimos a
secdo de choque de fotoabsorcdo e fotoionizacdo das moléculas de oxigénio, nitrogénio e
0zoOnio. Para o estudo do ozonio tivemos que produzir as amostras na linha de luz e o processo
é descrito abaixo na secdo (5.2.1.2) e para medidas das se¢fes de choque utilizamos a cAmara

de dupla ionizacéo cuja teoria e principios de funcionamento sdo descritos na secdo (2.1.8).
521.2 Producéo de oz6nio

Em nosso trabalho produzimos ozonio utilizando um aparelho chamado de
ozonizador. Podemos descrever o processo de producdo de ozdnio da seguinte forma: apds o
gas de O, entrar no aparelho ozonizador, ele é submetido a uma descarga elétrica forte na qual
a molécula se fragmenta. Os atomos de oxigénio decorrentes da fragmentacdo reagem com O,
e formam o Osz. O o0zbnio produzido vem misturado com uma grande concentracdo de
oxigénio e precisa ser purificado. Portanto, a mistura passa por um procedimento de
purificacdo, onde € reduzido significativamente a concentracao de O,

Na Figura 31, temos o conjunto de produgdo de ozonio que é composto de um
cilindro de O, comercial de alta pureza acoplado ao ozonizador, que também esta conectado
por tubos de teflon ao sistema de purificacdo que pode ser observado no desenho esquematico

na Figura 31, abaixo.
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Figura 31: Desenho esquematico de producéo e purificacdo do 0zdnio.

Utilizamos vidro pirex, teflon e viton em nosso sistema de producdo do 0z6nio, pois
esses materias sao resistentes a forte oxidacédo do ozonio.

Na montagem do sistema mostrado na Figura 31, aquecemos o0s tubos de teflon para
facilitar as conexdes das valvulas. Entre o sistema de purificacdo e ozonizador é usado um
controlador de fluxo (0.2-2.5 Ipm de ar). Conectado ao conjunto temos uma bomba que
mantem o sistema sob vacuo, e um medidor de vacuo primario, que serve para monitorar a
pressdo no sistema que é =~ 20 mbar durante a producdo do oz6nio. No processo de
purificacdo do 0zénio, o tubo de pirex em formato de U mostrado na Figura 31, fica dentro de
um bequer de vidro com nitrogénio liquido a uma temperatura de (—196°C). Este pode ser
movimentado vertical por um pequeno macaco, ja o tubo em forma de U é fixo. Apos o
resfriamento do O, e Os; no interior do tubo, abaixamos e levantamos lentamente o
reservatorio de N, liqguido com o macaco, este procedimento faz com que o oxigénio dentro do
tubo evapore aos poucos e € bombeado para fora da amostra, restando apenas o O3 dentro do
tubo. Isso ocorre porque 0 O, evapora a uma temperatura de (—182,8°C), que é bem menor do
que ponto de fusdo do ozbonio que € de (—111,8°C) [84]. Mais detalhes da producdo do

0zOnio sdo reportados no artigo de A. Mocellin et al. [85].
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5.3 Resultados e discussdes

Nesta secdo apresentaremos o0s resultados de medidas da secdo de choque de
fotoabsorcéo e fotoionizacdo do 0zdnio. Esses dados foram obtidos usando-se uma camara de
dupla ionizagéo, na linha TGM do LNLS, com amostras gasosas de 0z6nio produzidas a partir
de um equipamento desenvolvido por nos para producgédo de ozénio.

Medimos o ozénio porque a interacdo de radiacdo ionizante com moléculas de
ozOnio, apesar de grande interesse, € um problema ainda em aberto. A compreensdo da
fotoquimica do ozonio acima do limite de ionizagdo € de grande importancia no entendimento
da formacéo e destruicdo do ozbnio na alta atmosfera. Tais estudos sdo fundamentais para
modelagens mais realistas da atmosfera Terrestre e de grande interesse para a sociedade ja
gue a camada de ozonio é um dos principais elementos que bloqueiam os raios ultravioleta
nocivos aos seres vivos. Um dos pontos criticos para que modelagens mais realistas da
camada de ozénio sejam implementadas esta conectado com a disponibilidade de sec¢des de
choque confiaveis de fotoionizacdo e producdo ibnica foto induzida na faixa de 11,2 a 21.2

evV.

Para a determinar a secdo de choque de fotoabsorcdo, o, , dada pela equacéo (2.30),
é necessario conhecer as intensidades dos fluxos | e I,. A equacdo mencionada acima

correlaciona exponencialmente as intensidades de radiagdo medidas antes de passar pela

amostra gasosa, |, e ap6s ser absorvida pela amostra | — dependente da concentracdo de

amostra [29].
5.3.1 Resultados e Discussoes

Medimos as se¢des de choque de fotoionizagcdo dos gases nobres argdnio e xendnio,
e a partir da equacdo (2.45), calculamos o fluxo I, de fotons, isso s6 foi possivel porque a
eficiéncia quéantica desses gases € de 100%.

Pode-se observar na Figura 32, uma curva de generalizagdo para o fluxo I, para os

gases nobres. Para gerarmos essa curva, usamos as medidas lentas da se¢do de choque do

argonio e xendnio assim utilizamos também uma funcdo para o ajuste da curva geral.
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Figura 32: Curva de generalizagdo para o fluxo |O para os gases nobres.

Utilizamos a técnica da camara dupla de ionizacdo para determinar a secdo de
choque de fotoionizacdo do nosso trabalho, por ja ter sido usada em muitos estudos dessa
natureza e apresentado bons resultados.

Na Figura 33, presentamos as medidas das secBes de choque de fotoionizagéo
absoluta do argonio do limiar de 15,3 eV (810,4 A) a 21.3eV (582,16 A ) num passo de 0,1
eV e com uma pressao de gas de 0.3495 mbar. Observamos que as curvas do espectro de
fotoionizacdo do argbnio exibida no nosso trabalho apresenta uma boa concordancia ao
Samson et al [86], essa convergéncia fica bem evidente a partir da energia de 17 até 21 eV,
veja a Figura 33.
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Figura 33: Se¢des de Choque de fotoionizacdo do Argbnio do limiar de 15,3 eV a 21,3 eV.

Similarmente a andlise do Argonio, as sec¢fes de choque de fotoionizacdo absoluta do
xendnio foram medidas com um passo em energia diferente (0,01 eV), do limiar de 13,44 eV
(922,62 A) a 21.3 eV (582,16 A ) e pressdo de 0.487 mbar. Observamos que as curvas
mostradas na Figura 34, apresentam um bom comportamento com os existentes na literatura,
por exemplo: com as Samson et al [86], os quais foram obtidos sob condi¢des de energia de
14,66 eV a 125 eV, e passos nos valores de 0,2 € 0,5 eV.

Nessa figura observa-se que no limiar de 13,8 eV é o ponto de maior intensidade que
corresponde = 66 Mb, ja para valores de maiores energia as intensidades sdo menores. Nas
Figura 33 e Figura 34 as curvas das sec¢des de choque de fotoionizacdo absoluta do argonio e

xendnio apresentam um erro de = 10%.
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Figura 34: Se¢Bes de Choque de fotoioniza¢do do Xendnio do limiar 13,44 eV a 21,3 eV

Nas medidas das se¢des de choque de fotoabsorgdo absoluta do oxigénio exibidas na
Figura 35, viu-se a necessidade de se fazer referéncia a outras literaturas. Para fins de
comparacdo, utilizou-se Fennelly et al.[87] na qual é obtida uma boa concordancia com o0s
nossos resultados de fotoabsorcdo. A geracdo das curvas de seus artigos — para a descrigcdo de
ambos Oxigénio e Nitrogénio, este Gltimo trabalhado mais a frente — baseou-se na
digitalizacdo dos graficos ali presentes.

Podemos observar nessa figura que a secdo de choque de fotoabsorcdo do oxigénio
apresentado por Fennelly et al.[87], apresentam maior intensidade em alguns pontos em
comparagdo ao nosso trabalho, mas em boa parte das curvas, elas batem muito bem. Isso

indica que nossos dados atuais sao bons comparados ao da literatura Fennelly et al.[87].
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Figura 35: Secdo de choque de fotoabsorcéo do oxigénio. Curvas em vermelho dados atuais e em azul os
dados de Fennelly. Estados eletronicos do O," do artigo de K. Wiesner et al. [88].

Medimos as se¢Oes de choque de fotoabsorcdo absoluta do nitrogénio. Os resultados
atuais de nosso trabalho de fotoabsorgdo do nitrogénio exibido na Figura 36, apresenta um
boa concordancia relacionado aos de Cook et al. [89]. Ao analisar as curvas geradas pelo
método da camara dupla de ionizacdo aplicado em nossa pesquisa, pela literatura de Cook et
al. [89], ficam evidentes valores de ambos os trabalhos apresentados na Figura 36, sdo bem

parecidos.
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Figura 36: Se¢do de Choque de Absorcéo, a curva em vermelho nosso resultado e a em verde a de Cook.

Na Figura 37, temos as medidas das se¢des de choque absorc¢éo absoluta do ozonio,
nitrogénio e oxigénio. Pode-se observar na Figura 37, que as curvas do N, e O, coincidem
com estruturas presentes no espectro do Os. Isso indica que o espectro do O3 contém uma
contaminacdo com Ny e O, que esta relacionada ao momento de producdo do Os. Ndo é uma
tarefa facil produzir ozénio sem que haja contaminacdo de outros gases. O O, faz parte da
producdo do ozbnio e sempre resta um percentual de mais ou menos 10% de O, ap06s 0
processo de purificacdo. O Ny entra no sistema devido a pequenos vazamentos nas conexdes
do teflon com o pirex, e também no ozonizador, feitas somente com encaixe entre esses dois
materiais. Avaliamos as contaminac6es pelo tamanho das estruturas do O, e N, presentes nos
espectros do Oz, em 25 % de O, e 12 % de N,. Os espectros multiplicados por esses fatores
podem ser vistos na Figura 38.

Para determinar a posicdo em energia de cada estado eletrénico e a sua nomenclatura,
utiliza-se o espectro de fotoelétrons (PES), e a partir da evolucdo vibracional no espectro PES
é factivel estabelecer quais estados que estdo conectados dentro da regido de Franck-Condon
[90].

Na Tabela 5, temos as comparagOes entre os espectros de TPES H. Couto [91] e os
de PES de Wiesner [88] e Katsumata [92].
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Tabela 5: Potenciais de ionizagdo determinados no espectro de TPES do O3 e sua designacéo, na regido de
11,50 a 21,00 eV comparados com os dados de PES de Wiesner [88] e Katsumata [90], [92]

Banda TPES Iy (eV) Ref.[91] Estado PES Ref. [88] PES Ref. [92]
+ 10 meV 16nico + 35 meV + 25 meV

1 12.73 1°A 12.73 12.73

2 13.00 1°B, 13.00 13.00

3 13.54 1°A, 13.54 13.54

4 2°%B, 15.54 15.60

5 16.57 2 °B, 16.38 16.50

6 17.30 3% 17.60 17.60
4B,
5°B,

7 19.60 524 19.40 19.40
6 A

8 20.00 6 °B, 20.10 20.00
5 2B,

9 20.40 7B, 20.90 20.80
7%

Para a investigacdo do ozdnio, consideraram-se as sec¢fes de choque de
absorcdo absoluta do nitrogénio e oxigénio, conforme expresso na Figura 37. Nessa figura
apresentamos o0s espectros do 0zonio, oxigénio e nitrogénio medidos com energia do féton 11
a 21,54 eV. Podemos observar na Figura 38, a partir da energia de 12,65 eV ha o surgimento
do O," no espectro do 0zdnio, essa energia de 12,65 eV esta abaixo do potencial de ionizagéo
do O," que € oriundo do ozbnio [90]. Observamos um aumento da fotoabsorgao do Os a partir
da energia 12,5 eV, esse aumento esta relacionado a abertura do canal de ionizacdo da
molécula de ozbnio que coincide com seu limiar de ionizacdo, que corresponde o potencial
de ionizacdo adiabético para o estado A1, que esta em acordo com um valor
espectrométrico de massa de fotoionizacdo de 12,519 eV de Weiss et al.) [79]. Toda vez que
um novo estado ibnico € atingido havera o surgimento de um degrau, e 0 seu tamanho
dependera da secdo de choque do estado. Quando o primeiro estado é atingindo ocorre 0

inicio da fotoabsorcdo do Oz que corresponde ao primeiro estado. Veja Figura 38.
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Figura 37: Secao de Choque Absorcéo do O3, O, e N, . A curva em vermelho temos o espectro do Ozénio,
em verde o do Nitrogénio e a em azul o Oxigénio.

Podemos observar na Figura 38, 0 aumento da fotoabsorcdo a partir 12,5 até 14,0 eV.
Entre essa regido temos dois degraus, o primeiro em 12,5 eV e 0 segundo em 13,5 eV. A
partir de 14,0 até 15,0 eV, percebemos um crescimento suave na fotoabsorcao do oz6énio, e de
15,0 até 17,0 eV notamos que o crescimento na secdo de choque é mais acentuado. Nessa
figura notamos que para a faixa de energia entrel7,0 e aproximadamente 18,4 eV a um
decréscimo na fotoabsorcdo, mas depois dessa zona espectral ela é praticamente constante em
27,2 Mb.
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Figura 38: Secdo de choque de Fotoabsorgdo do O3, O, e N,. O espectro do N2 foi multiplicado a 12%, ja
0 do O, a 25%.

Na Figura 39, temos as medidas das secGes de choque de fotoabsorcdo e
fotoionizacdo absoluta do 0z6nio. Observa-se nessa figura, que a partir da energia de 12.5 até
17.1 eV, o espectro de fotoabsorcao e o de fotoionizacao de nosso trabalho e o de Cook et al.
[89], apresentam um boa concordancia, ja acima desta regido eles diferem um pouco. Uma
possivel explicacdo para o que estd ocorrendo acima da regido do limiar de 17,1 eV, pode
estar relacionado as correntes dos ions coletados nas placas da camara de dupla ionizag&o.
Baseados na equacdo (2.45), notamos que, se as correntes i, e i, forem muito préximas, a
secdo de choque de fotoionizacdo cresce muito. As correntes terem valores muito proximos
pode estar ocorrendo por dois motivos, ou pela pressdo de gas de ozonio muito baixa ou o
fluxo de fétons muito grande devido a abertura da fenda da linha de luz. Quando a energia do
féton aumenta as curvas de fotoabsorcgéo e fotoionizacdo deveriam coincidir, pois a eficiéncia
quantica aumenta e fica proxima de um. Vemos na Figura 39 que a fotoionizacdo fica maior
que a fotoabsorgdo acima de 17 eV, o que implica que esses dados ndo estdo confidveis acima

deste valor.
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Figura 39: Secdo de choque de Fotoabsorcdo e Fotoionizacdo do Os. O espectro em vermelho é o de
Fotoabsorcao do Oz (—) de nosso trabalho, a curva em rosa é o espectro de Fotoionizagdo do O3 (—), a

curva em preto de Fotoionizacdo da literatura referente ao de Cook (A).

Na Figura 40, apresentamos as medidas das secdes de choque de fotoionizacdo do
03, as secdes de choque parciais absolutas do Os*, O," e decaimento neutro Os, na regido de
12 a 14,5 eV. Para obtermos as curvas dessa figura utilizamos as equacdes (2.43) e (2.45). As
linhas nas cores azul e rosa sdo as se¢des de choque de fotoionizagao parcial absoluta do O3z"
(Yield O3) e O," (Yield O,), ja as nas cores vermelho, preta e verde sdo as secdes de
choque de fotoabsorcdo, fotoionizacdo absoluta e decaimento neutro do ozbnio (O3).
Observamos nessa figura que acima do limiar de ionizacdo do ozénio, de 12,5 eV, surge a
secdo de choque de fotoionizagdo parcial do O3, curva azul. A secio de choque de
fotoionizacéo parcial do O," comeca a surgir a partir de 13.1 eV. Nessa faixa de energia
encontram-se 0s trés primeiros estados eletrénicos do 0zénio, que apresentam progressdes
vibracionais; o primeiro estado 1 2A; em 12,73 eV, e 0 segundo 1 B, em 13,00 eV. J4 0
segundo degrau corresponde & ionizacdo do terceiro estado eletrénico 1 A, em 13,54 eV. Na
Figura 40, podemos observar que a produgdo O3z" do ozbnio esta relacionada a ionizagdo do
primeiro estado eletrénico. O inicio da producdo do fon O," estd associado a abertura do
segundo estado eletrénico e na curva desse ion podemos observar um degrau maior na

abertura do terceiro estado eletrénico, em 13,5 eV [78], [90].
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Comparando os resultados publicados por Berkowitz com os obtidos aqui, vemos
que os dados publicados estdo com valores um pouco acima dos nossos medidos. Por
exemplo, em 13,6 eV a se¢do de choque de fotoionizagdo para 0 O3* e O, do Berkowitz €,
aproximadamente, 9 e 3 Mbarn, e a nossa é 6 e 2 Mbarn, respectivamente. Essa diferenca
deve aparecer devido aos diferentes processos de obtencdo das curvas, a secdo de choque de
fotoionizacdo de Cook utilizada por Berkowitz na normalizagdo dos dados € um pouco maior
gue a nossa, e o fato de haver energias de ordem superior dos fotons, também contribui para
um aumento na intensidade. Esses sdo 0s unicos dados publicados de secdes de choque de
absorcéo e fotoionizagcdo do 0z6nio nessa faixa de energia. Com 0s nossos dados apresentados
aqui podemos contribuir para essa informacdo mais exata acerca das se¢des de choque do

ozbnio.

30
— Fotoabsorcao O3

—— Decaimento neutro O3
—— Fotoionizacao O3

25 — —— Yield O3

Yield O2

20 Q

10

Secéo de Choque de Fotoionizagdo O3 (Mb)

0—== — 1 1 1 1 1 1 1 1

122 124 126 128 130 132 134 136 138 14.0
Energia (eV)

Figura 40: Secdo de choque de fotoionizacio do 0zdnio e Se¢do de choque parcial absoluta do 03, 0,%e
decaimento neutro.

5.3.1.1 Concluséao

Estudamos o 0zdnio para tentarmos compreender como esta molécula interage com a
radiacao ionizante, apesar de muitos estudos, € um problema ainda em aberto. A compreenséo

da fotoquimica do oz6nio acima do limite de ionizacdo é de grande importancia no
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entendimento da formacdo e destruicdo do ozénio na alta atmosfera. O ozénio é o filtro

natural da Terra, que filtra os raios ultravioletas do Sol nocivos aos seres vivos.

Utilizamos uma curva de generalizag&o para o fluxo |, , para os gases nobres. Para

gerarmos essa curva, usamos as medidas lentas da secdo de choque do argdnio e xendnio
utilizamos também uma funcgéo para o ajuste da curva geral. A partir da curva generalizada,
fizemos os calculos para da eficiéncia quantica dos gases estudados nessa tese.

Observamos que as curvas da secdo de chogue de fotoionizacao do argdnio e xendnio,
apresentam um bom comportamento relacionado ao de Samson et al [86]. Também
observamos que as nossas medidas da secdo de choque de fotoabsorcdo do oxigénio e
nitrogénio, apresentam bons resultados comparados aos da literatura. Notamos o aumento da
fotoabsorcdo do 05 a partir 12,5 até 14,0 eV, e o surgimento de dois degraus entre essa regiao,
0 primeiro em 12,5 eV e o segundo em 13,5 eV. A partir de 14,0 até 15,0 eV, percebemos um
crescimento suave na fotoabsorcdo do ozdnio, e de 15,0 até 17,0 eV notamos que o
crescimento na secdo de choque € mais acentuado. Nessa figura notamos que para a faixa de
energia entrel7,0 e aproximadamente 18,4 eV a um decréscimo na fotoabsor¢do més, depois
dessa zona espectral ela é praticamente constante em 27,2 Mb.

Percebemos que a partir da energia de 125 até 17.1 eV, o0 espectro de
fotoabsorc¢do/fotoionizacdo de nosso trabalho e o de Cook et al. [89], apresentam um boa
concordancia, ja acima desta regido eles diferem um pouco. Observamos na Figura 40, que O
fragmento produzido pelo 0z6nio tem agdo direta no aumento na inclinagédo da intensidade da
curva do 0,% /05, que o fragmento do 0, surge a partir da energia de 13,1 eV. Podemos
observar nessa figura que a producdo parcial do ion O;* ocorre mais na regifo de energia de
12,0a14,0eV.

Baseado nos resultados das sec¢Oes de choque de fotoabsorcao/fotoionizagdo de nosso

trabalho apresentado nesse capitulo, apresentam dados relevantes de 6tima qualidade.
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Capitulo 6

6.1 Conclusoes Gerais

Em trabalhos anteriores, foi demonstrado que a fotoemissdo pode ser aplicada com
sucesso a alvos altamente volateis que, em combinacdo com a radiacdo sincrotron, permite
acessar diretamente as energias de ligacdo de elétrons de ions solvatados, secdes de choque de
fotoionizacdo, deslocamentos quimicos, estados de carga e outras informacdes. Com base nas
mudangas espectrais observadas e nas intensidades relativas de fotoemissdo dos ions, varios
aspectos dos processos fundamentais que ocorrem em soluc¢des aquosas podem ser abordados.
Com essa experiéncia agora alcancada, pode-se investigar sistemas mais complexos.
Obviamente, moléculas biologicas e de interesse ambiental estdo entre o0s sistemas
interessantes. Este trabalho apresenta medidas de fotoelétrons de solucBes aquosas de
aminoacidos e osmolitos, bem como medidas de fotoabsor¢do de amostra gasosa do 0zonio.

Estudamos a propensao superficial de quatro aminoacidos usando espectroscopia de
fotoelétrons XPS e a técnica de microjato liquido. Estes aminoacidos foram selecionados
porque tém um tamanho e cadeias laterais bastante diferentes. Os aminoacidos com cadeias
laterais hidrofilicas e tamanho menor, glicina (GLY) e alanina (ALA), tendem a permanecer
no bulk do liquido, enquanto que os aminoacidos hidrofébicos e maiores, valina (VAL) e
metionina (MET), se encontram concentrados na superficie. Encontramos evidéncias
experimentais de que os aminoécidos tém orientacdo preferencial em relacdo a superficie com
a cadeia lateral hidrofébica mais proxima da superficie do que o grupo carboxilato hidrofilico.
A partir de um modelo simplificado estimamos que a concentracdo dos aminoacidos na
camada superficial € 0,9 (ALA), 7,6 (MET) e 9,8 (VAL) vezes maior do que no bulk. Apesar
da metionina possuir uma cadeia lateral mais longa, ela estd menos presente na superficie do
que avalina, o que é bem reproduzido por simulagdes tedricas publicadas anteriormente.

Obtemos neste estudo os valores absolutos das se¢des de choque para processos de
fotoabsorcéo e fotoionizacdo para a molécula de 0z6nio na regido de valéncia. Medidas dessa
natureza (se¢bes de choque) sdo possiveis com o uso de um filtro de gas Ne, instalado na
linha de luz TGM, que garante a eliminacao do alto grau de contaminagdo de harmdnicas de
ordens superiores na regido de energia acima mencionada. Para a realizagdo dos experimentos
usamos uma camara de absor¢éo, baseado na técnica de cAmara de dupla ionizag&o, associada

a um espectrdmetro de massa. Essa camara de absorcéo ja foi utilizada em experimentos
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anteriores mostrando excelente desempenho na obtencéo de resultados de se¢des de choque
absolutas para processos de fotoabsorcéo e fotoionizagdo totais e parciais. Além disso, uma
das grandes vantagens dessa técnica é que ela também permite obter secGes de choque para
processos de decaimento neutro, de grande importancia para o estudo de processos de
decaimento de estados superexcitados, particularmente na regido de energias que estudamos.
Por outro lado, as medidas acima citadas, associadas as medidas de producdo parcial de ions
obtidos com um espectrdmetro de massa, foram usadas para gerar se¢des de choque parciais
para a producdo de cada fragmento i6nico. Com esse estudo contribuimos para sanar a
caréncia de resultados precisos de se¢des de choque para a interacdo de radiacdo ultravioleta
com moléculas de ozénio.

Estudamos também com XPS em amostras liquidas, moléculas de interesse bioldgico
chamadas de osmdlitos. Para estudarmos os efeitos da concentracdo do soluto em solucdes
aquosas de Tmao, Uréia e Betaina, medimos o sinal de fotoelétron para concentracdes de
soluto de 0,1 a 4 M. Observamos um crescimento linear da intensidade em funcdo da
concentracdo, mesmo para concentracdes de 4 M. A molécula de Tmao apresenta a maior
intensidade, seguida da uréia e da betaina. As moléculas estudadas ndo chegam a formar uma
camada de saturacdo na superficie, isso significa que essas moléculas de alguma forma estdo
menos na superficie e se concentram mais no bulk da solucédo, ou seja, essas amostras nao tem
boa propensédo a superficie. Usando um modelo simplificado, estimamos que a concentracdo
da molécula na camada de superficie € aproximadamente 1.5 (Betaina), 2.2 (Uréia) e 2.5
(Tmao) vezes maior do que no bulk.

Estudamos os deslocamentos quimicos e as diferentes espécies idnicas em funcdo do
pH da solugdo. Para isso medimos os espectros de XPS para amostras em pH fisiol6gico e em
pH acido, abaixo do pKa do Tmao, de amostras em agua de Tmao, uréia e mistura de Tmao e
uréia. Observamos que ha um deslocamento para maiores energias de ligacdo para as
amostras de Tmao em pH &cido, sendo de 0,36 eV para a borda do C1s e de 0,75 eV para a do
N1s. O Tmao no pH &cido sofre a protonacdo do atomo de oxigénio que estad ligado
diretamente com o atomo de N1s, por isso o deslocamento quimico é maior para a borda de
absorcdo do N1s. As amostras de uréia ndo sofrem deslocamento quimico, indicando que ndo
ha protonagao nem desprotonacao dessa molécula para esses pH’s estudados.

Para as amostras misturadas com uma solucéo de 1:1 de moléculas de Tmao e uréia,
vemos que ha um deslocamento em energia para maiores BE para 0 Tmao e para menores BE

para a uréia. O espacamento em energia do pico do Tmao para o da uréia, é de 3.00 eV no pH
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neutro e de 2.59 no pH acido, uma diferenca de 0.41 eV na borda do C1s. E para o N 1s temos
um deslocamento quimico entre os picos do Tmao para o da uréia para o pH neutro é de 3.46
eV e para o pH acido de 4.35 eV, ou seja uma diferenca de 0.89 eV. Observamos que had um
deslocamento em energia no sentido de diminuir a diferenca em energia no pH acido. Esses
resultados indicam que na mistura ndo estd somente acontecendo a protona¢do do Tmao;
como na amostra binéria, mas talvez 0 Tmao e uréia estejam interagindo de alguma forma.

Analisando-se as &reas, observamos que o Tmao no mix, ficou 10+2 % maior no pH
acido do que no pH neutro, enquanto que a uréia no mix tem um comportamento contrario,
diminuindo a intensidade no pH acido em comparacdo com o neutro. A uréia na mistura tem
um comportamento diferente que na amostra simples, de uréia + &gua, isso pode ser um
indicativo que a uréia esta se ligando de forma diferente na presenca do Tmao, possivelmente
fazendo ligagdes com o Tmao, como discutido acima, ou entdo que existe um efeito coletivo
no sentido de a uréia empurrar as moléculas de Tmao protonadas mais para a superficie e com
isso ir mais para o bulk.

Analisando-se as amostras binarias com relacdo as misturas terciarias, observamos
que para as amostras no pH neutro, tanto para a borda do C1s quanto para N1s, a razdo nas
amostras simples sdo maiores que na mistura, tendo uma diferenca de 12%. Isso indica que a
mistura de Tmao com uréia no pH neutro vai mais para o bulk. Essa diminui¢do do sinal na
mistura, diminuindo a propensao da mistura a superficie, vai na direcdo de que 0 Tmao anula
os efeitos da uréia na estabilizacdo/desestabilizacdo das proteinas. Se eles estdo mais no bulk,
indica que eles se afastam da superficies hidrofobicas, podendo favorecer o estado enovelado
das proteinas. Ja para as amostras no pH acido vemos que a razdo das areas do Tmao/uréia se
inverte, a mistura tem razao maior que a amostra binaria, aumenta 6% no C1s e 15% no N1s.
Isso indica que no pH acido, quando o Tmao é protonado, a mistura de Tmao+uréia tende ir
mais para a superficie do que a mistura neutra, aumentando o sinal de elétrons para a mesma
energia do foton. Isso indica que a mistura acida se acumula mais na interface hidrofobica, o
que pode propiciar o desnovelamento das proteinas.

Os efeitos dos osmolitos resultam da porcdo relativa dessas moléculas entre a
solucdo no bulk e na interface proteina-4gua. A estabilizagdo deve ocorrer quando 0s
osmolitos ndo estdo na interface proteina-dgua, mas as proteinas se desdobram quando
osmolitos se acumulam nessa interface. A interface agua-vacuo é uma interface hidrofébica e
pode ser comparada com a interface hidrofobica proteina-dgua. Observamos que as amostras

acidas vao mais para a superficie comparadas com as neutras, isso poder implicar no
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desnovelamento das proteinas para pH’s acidos. Ja4 para pH neutro, ou pH fisioldgico, as
amostras tanto do Tmao quanto da mistura tendem a ficar mais no bulk, ou seja afastadas da
interface hidrofdébica, podendo contribuir para o enovelamento das proteinas.

A fase de vapor fora do liquido atua efetivamente como uma superficie hidrofobica,
a interface 4gua-vapor € um modelo util para interfaces hidrofdbicas e, portanto, os resultados
também podem ter significado para as biointerfaces hidrofobicas. Esses achados podem ter
implicacdes no efeito estabilizador do Tmao nas proteinas. Especificamente, a forte
hidratacdo necessaria para os grupos metil, bem como a parte do éxido, deve ser responsavel
pela deplecdo desse osmdlito nas interfaces hidrofobicas / aquosas. Tais efeitos de deplegdo

devem ajudar a estabilizar as proteinas em suas conformacdes nativas e enoveladas.
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ABSTRACT: Amino acids constitute an important fraction of the water-soluble organic nitrogen (WSON) compounds in
aerosols and are involved in many processes in the atmosphere. In this work, we applied X-ray photoelectron spectroscopy (XPS)
to study aqueous solutions of four amino acids, glycine, alanine, valine, and methionine, in their zwitterionic forms. We found
that amino acids with hydrophilic side chains and smaller size, GLY and ALA, tend to stay in the bulk of the liquid, while the
hydrophobic and bigger amino acids, VAL and MET, are found to concentrate more on the surface. We found experimental
evidence that the amino acids have preferential orientation relative to the surface, with the hydrophobic side chain being closer to
the surface than the hydrophilic carboxylate group. The observed amino acid surface propensity has implications in atmospheric
science as the surface interactions play a central role in cloud droplet formation, and they should be considered in climate

models.

B INTRODUCTION

Aqueous interfaces are crucial in, e.g.,, environmental sciences,
biology, and technology. One example of this is biointerfaces,
i.e, interfaces between cells, biological tissue or organic material
with another biomaterial or inorganic/organic material. The
structure and properties of such biointerfaces depend on the
interactions between biomolecules and surfaces, which are
important in fields such as biology, biotechnology, diagnostics,
and medicine. A second example is the liquid—vapor interface
of water, henceforth denoted the water surface, which is of
tremendous importance in the atmosphere. Atmospheric
aerosols affect the global radiative balance, directly by scattering
of sunlight and thus increasing Earth’s albedo, and indirectly by
being a major source of condensation nuclei for the formation
of clouds. It is estimated that the aerosols counteract the green
house effect by ~1/3, but the effects of aerosols are identified
by IPCC as a key uncertainty in predicting climate change.'
The surface is important for aerosols due to their small size, but
surface effects are not generally taken into account in current

v ACS Publications  © 2017 American Chemical Society
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climate models. To include surface effects in these models, it is
paramount to improve our molecular level understanding of
atmospheric surface phenomena and processes.”

Amino acids, the building blocks of proteins, are of
fundamental importance to biointerfaces, but, as discussed,
they also play a role in atmospheric aerosols, where they occur
due to, e.g, decomposition of biomaterial. Amino acids
constitute an important fraction of the WSON compounds in
both marine and continental aerosols, and are involved in many
processes in the atmosphere, as reviewed in ref 3. As
components in marine microgels, they have been suggested
to be part of the cloud condensation nuclei (CCN) material in
the high Arctic.* This suggestion is supported by both
laboratory investigations and molecular dynamics (organic
nitrogen) simulations. The laboratory investigations show
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particles containing amino acids at atmospherically relevant
mixture ratios to be good cloud condensation nuclei.” The MD
simulations suggest that the influence of amino acids may be
connected to their effects on surface tension, an important
parameter for cloud drop activation.’ These effects on surface
tension depend on the surface density of the amino acids,
which in its turn depends on their microscopic molecular
structure. All amino acids contain (at least) one amine (—NH,)
and one carboxylic acid (—COOH) functional group, giving
amino acids amphiprotic properties. In an aqueous environ-
ment of low pH, typically below 2.2 the predominant form will
have a neutral carboxylic acid group and a positive ammonium
group (—NHS;*), resulting in a net charge of +1, whereas at high
pH, typically above 9.4, there will be a negative carboxylate
(—COO7) and a neutral amino group, resulting in a net charge
of —1. At intermediate pH, amino acids usually have both a
negative carboxylate and a positive ammonium group, forming
a zwitterion with zero net charge, see Figure 1. In addition to

(pH 7)
L00 oo CH, coo L00
HQH  CHCH  CHCH S CHCH
NH; NH, CHo NH; CHCH, N
Glycine Alanine Valine Methionine

Figure 1. Chemical structures of the four investigated amino acids in
the zwitterionic forms. The COQO carbon is indicated in red, the a
letter is close to the o carbon, C,, shown in green. All other carbons
are identified as side chain or Ccy for simplicity.

these titratable and hydrophilic groups, most amino acids also
contain a side chain specific to each amino acid. The
hydrophilic or hydrophobic nature of the side chains affects
the solvation of the amino acids. Molecular dynamics (MD)
simulations predict that also the surface propensity of amino
acids to vary with the balance between hydrophobic and
hydrophilic parts.6d In ref 6, Li et al. performed molecular
dynamics (MD) study in six amino acids, three small ones and
hydrophilic; serine (SER), glycine (GLY), alanine (ALA), and
three with bigger side chains and amphiphilic amino acids;
valine (VAL), methionine (MET), and phenylalanine (PHE).
Both planar and spherical liquid—vapor interfaces were
simulated, and the first three amino acids were found to stay
in the bulk phase due to their strong hydrophilicity arising from
the zwitterionic backbone and smaller side chain, whereas the
three latter amino acids were found to be concentrated on the
surface due to an amphiphilic effect dependent on their larger
and nonpolar side chains. For the planar interfaces, the
hydrophilic amino acids were found to slightly increase the
surface tension, while the amphiphilic ones were found to have
the ability to decrease the surface tension. For spherical
droplets, the hydrophilic amino acids were found to induce very
small perturbations on surface tension, while the amphiphilic
amino acids were found to largely increase the surface tension.

One powerful tool to study the surface propensity of solvated
molecules is X-ray photoelectron spectroscopy (XPS). This
probe combines the chemical selectivity and surface sensitivity.
For amino acids, XPS has previously been applied to aqueous
solutions of glycine, revealing a high selectivity to the different
pH-dependent charge states.” Recently, it has also been shown
that cysteine, in which —SH constitutes a third titratable group,
exhibits different protonation states at the aqueous surface as
compared to the bulk® We must also mention a general
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surfactant/colloid literature, in which the accumulation of
amphiphilic molecules at the gas/liquid interface is well
established, including explicit structure studies by grazing
incidence X-ray scattering.9 In this work, we will apply XPS to
study aqueous solutions of four amino acids: glycine, alanine,
valine and methionine in their zwitterionic forms; see Figure 1.
These amino acids were selected as they have quite different
side chains, and may therefore have quite different propensities
to the water-vapor interface.”” Moreover, as the vapor phase
outside the liquid effectively acts as a very hydrophobic surface,
the water-vapor interface is a useful model for hydrophobic
interfaces, and the results may therefore also have significance

for hydrophobic biointerfaces.

B EXPERIMENTAL SECTION

The XPS measurements were conducted at the Swedish
national synchrotron facility, MAX-lab, in Lund, at the
undulator beamline 1411,'° equipped with a Scienta R4000
hemispherical electron energy analyzer attached to an
experimental chamber designed for liquid microjet XPS studies.
Just a brief description about the experimental setup is given
here, more details can be found elsewhere."’

The experimental chamber is equipped with a liquid microjet
created by a glass nozzle with an inner diameter of about 20
pum. The synchrotron radiation hits the liquid-jet at 90 deg very
close the glass nozzle (2—4 mm) because after this distance the
jet breaks into a train of droplets. To maintain a sufficiently
good vacuum, the droplets are caught in a LN2 cold trap, which
is placed after the experimental region. The temperature of the
microjet at the measurement point is estimated to be S + 5 °C.
The photoelectrons that pass through a skimmer situated 2 mm
from the microjet, enter the electron analyzer mounted at 54.7
degrees with respect to the horizontal SR linear polarization
direction, i.e., at the so-called magic angle to avoid angular
dependent intensity variations.

One of the most important characteristics of XPS is the high
surface sensitivity due to the short inelastic mean free path of
the electrons. By using a photon energy of 360 eV for C 1s and
480 eV for N 1s, the XPS spectra are all measured with the
same electron kinetic energy, 70 eV. This corresponds to the
shortest inelastic mean free path of the electrons, 0.5—1.0 nm,
thus ensuring that all XPS spectra were measured with the same
high surface sensitivity.

The total experimental resolution can be estimated from the
width of the peak corresponding to the 1b, HOMO state of gas
phase molecules surrounding the liquid jet to approximately 0.4
eV, i.e, much less than the observed width of the C 1s and N 1s
peaks, approximately 1 eV.

Before, in between, and after the spectra of the aqueous
amino acids, reference spectra of the 1b; HOMO state of pure
liquid water were recorded. This procedure allowed monitoring
the energy calibration and intensity normalization. The binding
energy was calibrated to the 1b, state of liquid water.'”” The
spectral intensities were normalized by ring current and
counting time, and the recording of the water valence band
spectra demonstrated the stability of the setup. The spectral
intensities of the aqueous amino acids spectra normalized in
this way thus reflect properties of the samples, as we will discuss
further below.

The spectra were analyzed using the minimum square fitting
routine SPANCE"® for IGOR Pro program.14 Measured N 1s
and C 1s spectra were fitted using Voigt line shapes where the
respective lifetime widths were fixed to the experimental gas
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Figure 2. C 1s (left) and N 1s (right) photoelectron spectra of aqueous amino acids, glycine (GLY, blue), alanine (ALA, green), methionine (MET,
brown), and valine (VAL, red). Symbols are the experimental data points, the solid lines are the resulting total fit, and dashed lines are the individual

components.

2b,12,1 . .
° while the Gaussian

phase values from the literature,
width was free for each peak. During the fitting procedure, all
parameters were kept constant with a few exceptions, which we
will discuss further on. The final energy position of N 1s and C
1s COOH group are almost the same in the different cases as
expected. For the fwhm we have initially constrained all C 1s-
COOH and all C 1s-CNHj peaks to be identical within each
group. After convergence these links were released and a new
optimization performed. As a final result we observed only a
small difference between fwhm within each group (around 100
meV). Asymmetry contributions were not allowed. The
background was automatically removed by the fitting
procedure.

The samples were prepared using high purity amino acids
(from Sigma-Aldrich, purity greater than 98%) dissolved in
deionized water. We used a concentration of 0.45 M for valine,
alanine and glycine samples, and 0.209 M for the methionine
sample, for which we could not reach a higher concentration
due to its lower solubility. For all samples, 50 mM of NaCl was
added to the solutions to prevent charging of the microjet. The
pH was adjusted to 7.0 for all samples by addition of small
amounts of 1 M NaOH solution, ensuring that all four amino
acids were in their zwitterionic forms. The isoelectric point, pl,
of the four amino acids studied is around 6; this means that at
pH 7 in practice all molecules in the bulk of the sample are in
the zwitterion form.
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B RESULTS AND DISCUSSION

Carbon and Nitrogen 1s XPS spectra of four amino acids in
water at pH 7.0 are shown in Figure 2 together with peak fit
results. In the N 1s spectra, we can see only one peak assigned
to the NH;". In the C 1s spectra, however, there are several
peaks, reflecting the number of inequivalent carbon atoms and
their local chemical environment. For GLY, two distinct C 1s
peaks are observed, arising from ionization of the carboxyl
group (Ccop) and the Cc,, respectively. The carboxyl C 1s
peak is found at higher binding energies due to the higher
electronegativity of the oxygen atoms. The BE of these peaks
are in agreement with the work reported by N. Ottosson et al.”
The spectra of ALA, MET, and VAL exhibit one more peak,
located at lower binding energy. This peak originates from the
carbons in the amino acid side chain (Ccg). The relative
intensity of the peaks is related to the number of carbons in the
side chain; in ALA the side chain part has only one carbon
atom, while MET and VAL have three carbons each, see Figure
1.

Having understood the relation between the spectra and the
molecular structure, we can proceed to discuss the relative
intensities. Assuming the photoionization cross section to be
the same for chemically equivalent sites in the different species,
the properly normalized relative peak intensities will depend on
the distribution relative to the surface of the different species.

The areas for the different C 1s peaks and the N 1s obtained
from the fitting are plotted in Figure 3 and presented in Table
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Figure 3. Areas from XPS spectra for C 1s and N 1s of aqueous four
amino acids, respectively. The x-axis is plotted starting with the
carbons from the side chain, followed by carbon alpha and the carbon
from the carboxylic group of the molecule, and in the right side of the
figure the N 1s area. The colors correspond to the amino acid: glycine
(GLY, blue), alanine (ALA, green), methionine (MET, brown), and
valine (VAL, red).

S1 as Supporting Information. Three points should be noted:
First, the absolute intensity scale of the areas is arbitrary, but
the relative scale is well determined. Second, the intensity of the
side chain has been scaled with the number of atoms to
facilitate comparison. Third, the intensity of the MET has been
scaled up to compensate for the lower concentration of the
investigated sample. From Figure 3 it is then apparent that for
all different peaks, the four amino acids form two groups, with
VAL and MET having approximately ten times higher intensity
than ALA and GLY. As the probing depth is the same for all
cases, the higher areas for VAL and MET show that these two
amino acids are more concentrated in the surface than ALA and
GLY amino acids. This is in qualitative agreement with the
molecular dynamics simulations of Agren’s group.’

We can learn more about the amino acid surface solvation
from the relative areas of the Ccoo and the Ccy peaks originate
from hydrophilic and hydrophobic part of the molecules,
respectively. For ALA, the intensity ratio between the Cc and
Ccoo is 1.2, while it is 1.5 for VAL. For both cases, the ratio is
thus >1, which can be interpreted as caused by the hydrophobic
side chain being closer to the surface than the hydrophilic
carboxylate group, i.e. a preferential orientation of the amino
acid molecules relative to the surface. The higher ratio for VAL
relative to ALA can then be understood as due to the side chain
being the longer and more hydrophobic for VAL than for ALA,
making VAL preferential orientation more pronounced.

We can also estimate the surface enrichment of the amino
acids using a simplified model with a surface layer of thickness
d, in which the concentration is ¢, on top of the bulk, in which
the concentration is ¢,; for more details, see the Supporting
Information. Due to inelastic scattering, the signal from depth x
is attenuated by e™/* where A is the photoelectron inelastic
mean free path. The total intensity of peak x, appropriately
normalized, is then a sum of the contributions from molecules/
ions in the bulk and molecules/ions at the surface:

Lrce(l—e )+ e
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Of the four investigated amino acids, glycine with no
hydrophobic side chain, is the most strongly solvated. It will
then have the lowest surface propensity of the four, and we here
make the approximation that its concentration in the surface is
negligible, ¢, = 0. The bulk contribution of one of the other
amino acids can then be approximated with the total
contribution of glycine I, and we obtain the following relation
between the surface and bulk concentrations of one of the
other amino acids:

¢/¢, = (I/I, — e /(1 — ™)

We can then determine the surface concentration of the
other amino acids, provided that we make some assumptions
about the ratio d/A. From molecular dynamic calculations the
thickness d of the surface layer can be estimated to 0.5 nm,’
while the photoelectron inelastic mean free path A is in the
range 0.5—1 nm. Choosing a value of 0.75 nm for A4 we obtain
that the concentration of the amino acids in the surface layer is
0.9 (ALA), 7.6 (MET) and 9.8 (VAL) times higher than in the
bulk.

The surface propensity of a solute depends on enthalpic and
entropic effects connected to the balance between the solute
being in the bulk, where it disrupts the water hydrogen-bonding
pattern more than at the surface, and being at the surface,
where the solute loses solvation. This balance is connected to
the microscopic molecular structure of the amino acid
zwitterions and their intermolecular interactions with the
surrounding water. Glycine has no side chain, but consists of
only the hydrophilic zwitterionic backbone with two charged
groups, which both form strong bonds to the polar water
molecules, resulting in a strong solvation, which disfavors
glycine being at the surface. Alanine has a side chain consisting
of a hydrophobic methyl group (—CH,). Already this small side
chain changes the balance between hydrophobic and hydro-
philic interactions so much that alanine is present at the surface
with approximately the same concentration as in the bulk. For
methionine and valine, with increasingly larger hydrophobic
side chains, the balance is changed even more, resulting in a
surface enrichment increasing with the size of the side chain.

In an attempt to disentangle which property is most
important to determine the surface concentration, we made
the simplest assumption that only the side chain size would be
important. As seen in Figure 4, there is certainly a correlation
between surface concentration and side chain size. It is,
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Figure 4. Correlation between number of atoms in the side chain and
surface concentration for the studied amino acids.
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however, not a simple linear relationship, as VAL with a smaller
side chain is more present at the surface than MET, This effect
is well reproduced by the simulations shown in ref 6d, and we
qualitatively ascribe this behavior to the difference in molecular
structure of the VAL and MET side chains. The valine side
chain only consists of C and H, making it a quite nonpolar
group, with a low ability to form hydrogen bonds with the
surrounding water. The MET side chain, although bigger,
contains an S atom, around which partly polar bonds are
formed, which somewhat increases its ability to form hydrogen
bonds with the surrounding water.

It should be noted that both the MD studies® and our XPS
study have been done for the zwitterionic species. While this is
the relevant species for biological systems, much higher and
lower pH values exist in atmospheric aerosols. At such
conditions, the amino acids will no longer have a zwitterionic
backbone, but a cationic or anionic one instead. This changes
the balance between hydrophobic and hydrophilic interactions,
probably with consequent changes of the surface propensity,
which remains to be studied.

The observed amino acid surface propensity has implications
in atmospheric science. First, amino acids can both increase and
decrease the solution surface tension depending on the nature
of their side chain, as discussed in the Introduction. Surface
tension is a key parameter for the process in which water vapor
condenses and forms liquid cloud drops, as described by Kohler
theory and more advanced theories. Second, water accom-
modation may be affected by the hydrophobic side chains,
which stick out of the surface. On an aerosol droplet these form
an outer hydrophobic layer, which may reduce the probability
of an incoming gas phase water molecule to be accommodated
into the droplet. Third, the surface propensity will affect the
chemical development of the amino acids, as molecules at the
surface are much more accessible for reactions with gas phase
radicals than those buried in the bulk.

B CONCLUSIONS

We studied the surface propensity of four amino acids using
XPS spectroscopy and liquid microjet technique. These amino
acids were selected because they have quite different size and
side chains. The amino acids with hydrophilic side chains and
smaller size, GLY and ALA, tend to stay in the bulk of the
liquid, while the hydrophobic and bigger amino acids, VAL and
MET, are found to concentrate on the surface. We found
experimental evidence that the amino acids have preferential
orientation relative to the surface with the hydrophobic side
chain being closer to the surface than the hydrophilic
carboxylate group. From a simplified model we estimated that
the concentration of the amino acids in the surface layer is 0.9
(ALA), 7.6 (MET) and 9.8 (VAL) times higher than in the
bulk. Despite MET having a longer side chain, it is less present
at surface than VAL; this fact is well reproduced by previous
published simulations.

B ASSOCIATED CONTENT

© Supporting Information

The Supporting Information is available free of charge on the

ACS Publications website at DOI: 10.1021/acs.jpcb.7b02174.
Detail of the model to determine surface enrichment of
amino acids with a surface layer and bulk; binding
energies and normalized areas for amino acids (PDF)

4224

B AUTHOR INFORMATION

Corresponding Author
*E-mail: arnaldo.naves@gmail.com.

ORCID
Arnaldo Naves de Brito: 0000-0002-9098-444X

Notes
The authors declare no competing financial interest.

B ACKNOWLEDGMENTS

Financial support from the STINT-CAPES Proc.
99999.009805/2014-01, Swedish Research Council (VR),
Swedish Foundation for Strategic Research, and the Carl
Tryggers foundation is gratefully acknowledged. MAX-lab,
Lund University, Sweden, is acknowledged for the allocation of
beamtime and laboratory facilities. We would like to acknowl-
edge the Brazilians funding agencies CNPq-Brazil Projs.
480967-2013, 304142/2015-8 and CAPES-Brazil Proj. A66-
2013.

B REFERENCES

(1) Boucher, O.; Randall, D.; Artaxo, P.; Bretherton, C.; Feingold, G.;
Forster, P.; Kerminen, V.-M.; Kondo, Y,; Liao, H; Lohmann, U
Rasch, P.; Satheesh, S. K; Sherwood, S.; Stevens, B.; Zhang, X. Y.
Climate Change 2013: The Physical Basis. In Intergovernmental Panel
on Climate Change IPCC - Contribution of Working Group I to the Fifth
Assessment Report of the Intergovernmental Panel on Climate Change;
Cambridge University Press, Cambridge, UK and New York, 2013.

(2) (a) Noziere, B. Don’t forget the surface. Science 2016, 351, 1396.
(b) Ruehl, C. R; Davies, J. F.; Wilson, K. R. An interfacial mechanism
for cloud droplet formation on organic aerosols. Science 2016, 351
(6280), 1447—1450.

(3) Ge, X.;; Wexler, A. S.; Clegg, S. L. Atmospheric amines - Part I. A
review. Atmos. Environ. 2011, 45 (3), 524—546.

(4) Orellana, M. V.; Matrai, P. A; Leck, C.; Rauschenberg, C. D.;
Lee, A. M; Coz, E. Marine Microgels as a Source of Cloud
Condensation Nuclei in the High Arctic. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
2011, 108 (33), 13612—13617.

(5) Kristensson, A.; Rosenorn, T.; Bilde, M. Cloud droplet activation
of amino acid aerosol particles. ]. Phys. Chem. A 2010, 114, 379—386.

(6) (a) Li, X;; Hede, T.; Tu, Y.; Leck, C.; Agren, H. Cloud droplet
activation mechanisms of amino acid aerosol particles: insight from
molecular dynamics simulations. Tellus, Ser. B 2013, 65, 20476.
(b) Sun, L.; Hede, T.; Tu, Y.; Leck, C.; Agren, H. Combined Effect of
Glycine and Sea Salt on Aerosol Cloud Droplet Activation Predicted
by Molecular Dynamics Simulations. J. Phys. Chem. A 2013, 117,
10746—10752. (c) Li, X; Hede, T,; Tu, Y.,; Leck, C.; Agren, H.
Glycine in aerosol water droplets: a critical assessment of Kohler
theory by predicting surface tension from molecular dynamics
simulations. Atmos. Chem. Phys. 2011, 11, $19-527. (d) Li, X;
Hede, T.; Tu, Y; Leck, C.; Agren, H. Amino acids in atmospheric
droplets: perturbation of surface tension and critical supersaturation
predicted by computer simulations. Atmos. Chem. Phys. Discuss. 2011,
11, 30919—-30947.

(7) Ottosson, N.; Borve, K. J.; Spangberg, D.; Bergersen, H.; Swthre,
L. J; Faubel, M,; Pokapanich, W.,; Ohrwall, G.; Bjorneholm, O,
Winter, B. On the Origins of Core-Electron Chemical Shifts of Small
Biomolecules in Aqueous Solution: Insights from Photoemission and
ab Initio Calculations of Glycineaq. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133,
3120—-3130.

(8) da Silva, A. M.; Mocellin, A.; Monti, S.; Li, C.; Marinho, R. R. T;
Medina, A.; Agren, H.; Carravetta, V.; de Brito, A. N. Surface-Altered
Protonation Studied by Photoelectron Spectroscopy and Reactive
Dynamics Simulations. J. Phys. Chem. Lett. 2015, 6, 807—811.

(9) (a) Wolf, S. G.; Leiserowitz, L.; Lahav, M.; Deutsch, M.; Kjaer,
K; Als-Nielsen, J. Elucidation of the two-dimensional structure of an
[alpha]-amino acid surfactant monolayer on water using synchrotron

DOI: 10.1021/acs jpch.7b02174
J. Phys. Chem. B 2017, 121, 4220—4225



The Journal of Physical Chemistry B

X-ray diffraction. Nature 1987, 328 (6125), 63—66. (b) Enami, S.;
Fujii, T.; Sakamoto, Y.; Hama, T.; Kajii, Y. Carboxylate Ion Availability
at the Air—Water Interface. J. Phys. Chem. A 2016, 120 (46), 9224—
9234. (c) Vysotsky, Y. B.; Fomina, E. S.; Belyaeva, E. A.; Aksenenko, E.
V.; Fainerman, V. B.; Vollhardt, D.; Miller, R. Quantum-Chemical
Analysis of Thermodynamics of Two-Dimensional Cluster Formation
of Racemic a-Amino Acids at the Air/Water Interface. J. Phys. Chem. B
2011, 115 (10), 2264—2281.

(10) (a) Bissler, M.; Ausmees, A.; Jurvansuu, M.; Feifel, R; Forsell,
J.-O.; de Tarso Fonseca, P.; Kivimidki, A.; Sundin, S.; Sorensen, S. L.;
Nyholm, R,; Bjorneholm, O.; Aksela, S.; Svensson, S. Beam Line I411
at MAX II - Performance and First Results. Nucl. Instrum. Methods
Phys. Res,, Sect. A 2001, 469 (3), 382—393. (b) Bissler, M.; Forsell, J.
O.; Bjorneholm, O.; Feifel, R.; Jurvansuu, M.; Aksela, S.; Sundin, S.;
Sorensen, S. L.; Nyholm, R;; Ausmees, A,; Svensson, S. Soft X-Ray
Undulator Beam Line 1411 at MAX-II for Gases, Liquids and Solid
Samples. J. Electron Spectrosc. Relat. Phenom. 1999, 101-103, 953—957.

(11) Bergersen, H.; Marinho, R. R. T.; Pokapanich, W.; Lindblad, A,;
Bjorneholm, O.; Saethre, L. J; Ohrwall, G. A photoelectron
spectroscopic study of aqueous tetrabutylammonium iodide. J. Phys.:
Condens. Matter 2007, 19 (32), 326101.

(12) Winter, B,; Faubel, M. Photoemission from liquid aqueous
solutions. Chem. Rev. 2006, 106 (4), 1176—211.

(13) Kukk, E. SPANCF - Spectral Analysis by Curve Fitting [Curve
Fitting Macro Package for Igor Pro].

(14) Igor Pro Wavemetrics. http://www.wavemetrics.com.

(15) Coville, M; Thomas, T. D. Molecular Effects on Inner-shell
Lifetimes: Possible Test of the One-center Model of Auger Decay.
Phys. Rev. A: At, Mol, Opt. Phys. 1991, 43, 6053—6056.

4225

DOI: 10.1021/acs jpch.7b02174
J. Phys. Chem. B 2017, 121, 4220—4225



