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1. Introducgao

O objetivo deste trabalho é o estudo da superficie de um filme de lignina e sua possivel
correlacdo com a adesdo da bactéria Xylella fastidiosa. O projeto visa a utilizacdo do
microscopio de forga atdbmica, para a caracterizagao topografica das amostras. Neste relatdrio
serdo apresentadas técnicas para quantificar a dimensdo fractal de diferentes estruturas

topograficas da amostra analisada.

O relatdrio sera dividido da seguinte forma: na secdo 2, serdo discutidas a teoria dos
fractais, detalhes da andlise topografica e do microscopio de forca atébmica (AFM), sobre a
lignina e a bactéria Xyllela fastidiosa. Na secdo 3 sera apresentado o procedimento
experimental. A secdo 4 consiste da apresentacdo e discussao dos dados coletados nas duas

etapas do trabalho. A secdo 5 contém a conclusao.

2.1 Teoria dos Fractais

Denomina-se objeto fractal o material que possui a mesma caracteristica estrutural
gquando observado em diferentes escalas. Os objetos fractais sdao classificados em auto-
similares ou auto-afins e em deterministicos ou estatisticos [1-5].

Um objeto é definido como auto-similar quando formado por partes que sdo similares
ao todo, de modo que ele seja invariante sob transformacdes de escala isotrdpicas. Por
transformacao de escala isotrdpica entende-se uma dilatagdo que aumenta o tamanho do
sistema uniformemente em todas as direcdes do espaco dimensional tratado. A ampliacdo de
uma parte do objeto por um mesmo fator em todas as dimensdes seria parecida a qualquer
parte do original, com o mesmo tamanho da parte ampliada. Se a parte ampliada for idéntica
a parte original, o objeto sera um fractal auto-similar deterministico. Contudo, muitos
objetos na natureza sdo aleatdrios. E por causa desta aleatoriedade, tais objetos podem ser
auto-similares somente num sentido estatistico. Um exemplo classico € a linha costeira de um

continente; dois mapas com diferentes magnificacdes representando uma linha costeira



tipica se parecem, a ponto de nao ser possivel determinar qual deles tem a maior
magnificacdo. Embora os dois mapas ndo se superponham, suas propriedades estatisticas
sao as mesmas. Objetos com essas propriedades sdo denominados fractais estatisticos.

Em contraste com os objetos auto-similares, as superficies sdo geralmente fractais
auto- afins: objetos invariantes sob transformagdes anisotropicas. A superficie tem dire¢Oes
preferenciais, uma perpendicular a superficie e outra(s) ao longo dela. Portanto, ha relagdes
de escala distintas ao longo de diferentes direcdes. Como os fractais auto- similares, as
superficies auto-afins podem ser tanto deterministicas como estatisticas, apesar da maioria
pertencer a ultima classe devidos a presenca de processos estocdsticos.

Dentro da teoria de Fractais, foi desenvolvida uma teoria de escala geral para a descri¢ao
dindmica de superficies [2,6,7]. O conceito de comportamento de escala ou lei de escala
permite associar quantidades aparentemente distintas a expoentes que caracterizam a
evolucdo da morfologia superficial. Esse expoente pode ser determinado a partir de leis de

escala simples, que serdo abordadas na préxima sessao.

2.2. Analise Topografica

Para estudar a rugosidade superficial de um filme de lignina, é necessério determinar o
expoente de rugosidade da superficie da amostra. Este coeficiente pode ser obtido através

da equacdo da rugosidade média quadratica, sendo que a fungao rugosidade local é definida
—((h2(7 1) — T2V
por w(L,t) = ((h (x, t)y—h ) )2)2.

Onde (h%(X, t)); é a altura média da superficie no instante t, e (...); representa uma
media em x. A func3o rugosidade local mede o valor quadratico médio da altura h(x,t) em
funcdo da dimensdo lateral L da area considerada. A fungdo w(L,t) aumenta com o tempo
de acordo com a relagdo w(L, t)~tﬁ enquanto as correlagdes continuam a crescer. Porém,

depois de um tempo limite 7, denominado tempo de saturacdo, o comprimento sobre o qual



as flutuagdes estdo correlacionadas torna-se compardvel ao comprimento L. Note que L é a
maxima extensdo que as correlacdes podem atingir ao longo da superficie. Para t > 1, as
correlagdes param de crescer e a superficie alcanca um estado estacionario caracterizado por
um valor constante de w(L,t). No estado estacionario, a superficie é invariante sob a
transformacao de escala. A rugosidade de saturagao comporta-se com L [1,2,5,6 e 11] como

uma lei de poténcia wge; = wW(L,t = ©0)~L%, onde a é o expoente de rugosidade.

Neste trabalho, foi utilizada uma funcdo diferente de w para a determinacado de «a; a

funcdo utilizada aqui foi a func¢do correlag3o de altura! [9], H(R), que é definida por:

H(R) = ([h(xz,y2) — h(x1, v ), (1)

OndeR = \/(xz —x1)% + (y, —y1)? e (...) representa a média em torno do plano X-

Foram coletadas imagens de 256x256 pixels, com varios tamanhos LxL (com L sendo

2,5um, 5um, 7,5um e 10um).

Para determinar a dimensdo fractal, é necessario levar em conta que a funcdo
correlacao utilizada no tratamento das imagens ndo fornece imediatamente o expoente de
rugosidade, sendo assim, é necessario descrever a funcdo correlacdo H(R) de outra maneira
[8], portanto:

R
£
H(R) = 2w? para R > &. (3),

2a
H(R) = ZWZ.( ) para R < &, (2),

Onde € é o comprimento de correlacdo, a é o expoente de rugosidade e w é a

rugosidade média quadratica.

1 A opcdo foi feita devido ao uso de ferramenta prépria do software de distribuicdo livre
Gwyddion (www.gwyddion.net), que foi utilizado no processamento de todas as imagens.


http://www.gwyddion.net/
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Figura 1. Grdfico ilustrativo da fungdo correlagdo [12].

Na figura 1 é possivel observar o comportamento da func¢ao H(R). Quando R é menor

que &, existe uma forte dependéncia com o valor de R, e quando R se torna maior que € a

funcdo satura e ndo se observam quase varia¢des de H.

O comprimento de correlagdo ¢ é a distancia tipica que em que as alturas estdao
correlacionadas, ou seja, durante a deposicdo do filme, € varia com R. Para um sistema finito,
€ ndo pode crescer indefinidamente, pois L limita seu tamanho, entdo quando € alcanca o

tamanho do sistema, toda a superficie se torna correlacionada, resultando na saturagao da

largura da interface.

Pelo grafico da figural, vemos que é possivel obter o expoente de rugosidade da

;. ~ . ces . a ,
superficie por regressdo linear da curva na regidao onde R < &, ou seja, a = > ondeaéo

coeficiente angular obtido por regressao linear.

A dimensao fractal é calculada diretamente a partir de a,

Dp =3 —a[1l.

2.3. Microscopio de forga atomica

(4).



Figura 2. Foto do microscépio de for¢a atémica modelo Agilent 5500.

O microscépio de forca atbmica fornece imagens de uma superficie com resolugao
espacial nanométrica. Seu funcionamento se baseia na medida das deflexdes de uma
alavanca (de 100 a 200 um de comprimento) em cuja extremidade livre estd montada uma
ponta de prova. Estas deflexdes sdo causadas pelas forgas de carater eletrostatico que agem
entre a ponta e a superficie da amostra. Um outro elemento importante no microscépio é o
scanner piezoelétrico, que permite a varredura em x-y da amostra, além de poder se
movimentar na direcdo vertical. Existem varios tipos de medida para fazer imagens de vérios

tipos de amostras.

Os modos de obtencdo das imagens de topografia (modos de varredura), referem-se

basicamente a distancia mantida entre a ponta de prova e a amostra.

Neste trabalho as medidas realizadas foram feitas no modo ndo contato. Quando
operado nesse modo, a distancia entre a ponta e superficie da amostra é da ordem de 10-
100nm. Assim, a ponta trabalha no regime de forcas atrativo, ou seja, para esta regido a

ponteira do AFM se enverga na direcdao da amostra.
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Figura 3. Representagdo do regime de for¢a aplicado sobre a ponta de prova.

Na figura 3 é mostrada a deflexdo da alavanca em ambos os modos. No modo de nao-
contato esta é atraida pelas forcas a que esta submetida e no modo contato a mesma sofre

uma deflexao no sentido oposto (forga repulsiva).
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Figura 4a. Grdfico da for¢a em fungdo da distdncia da ponta a amostra.

Como no modo ndo-contato a ponta trabalha no regime de forgas atrativo, um oscilador
faz a alavanca vibrar com uma frequéncia f, com uma certa amplitude. Ao se aproximar da
superficie, a interacdo entre ela e a ponta causam um amortecimento da amplitude de
vibracao.

A variacdo na amplitude é medida pelo detector, que, na frequéncia selecionada, envia
o sinal ao sistema de realimentacdo do microscépio; entdo a nova frequéncia f' € menor que
fo, e portanto a amplitude de vibragao da alavanca diminui.

O sistema de realimentacdo trabalha para que se mantenha fixa uma certa diminuicao

dessa amplitude e assim a distancia média entre a ponta de prova e a superficie da amostra



permanece constante, através do movimento em z do scanner piezoelétrico. O nimero de
passos do scanner para compensar a variacdao de amplitude é usado para gerar a imagem

topografica.

2.4 Lignina e a bactéria Xyllela fastidiosa

A lignina é comumente encontrada no xilema (por onde agua e sais minerais circulam
na planta) de plantas lenhosas (sdo capazes de produzir madeira para suporte dos caules) e
é associada a celulose na parede celular gerando rigidez e impermeabilidade; sabe-se
também que a lignina esta relacionada a resisténcia da planta a ataques aos tecidos vegetais.
Este trabalho visa abordar a influéncia deste material na adesdo e propagacao da bactériaem
superficies. A analise da taxa de contaminacdo da Xylella fastidiosa, mostra que em plantas
ndo lenhosas (como a videira) a taxa de infeccao, apds a transmissao pelo vetor, é de 100%
enquanto que para plantas lenhosas, essa taxa € bem menor, embora ndo esteja quantificada

[13].

A Xyllela fastidiosa é uma bactéria fitopatogénica limitada ao xilema, que tem afetado
um grande numero de plantas no Brasil e no mundo. Muitos trabalhos ja foram realizados
sobre esta bactéria, mas pouco se conhece a respeito da adesao, colonizacao e expressao dos

sintomas.

O interesse de estudar a Xyllela fastidiosa vem da sua importancia econdmica, ela
também é conhecida como a praga do amarelinho que afeta laranjeiras e esta entre os 10

fitopatdégenos mais estudados no mundo [14].

O estudo destes sistemas sdo importantes para a compreensdo do processo de
formacdo dos biofilmes de forma mais geral, uma vez que infeccdes associadas a biofilmes

de patdgenos humanos sdao uma das principais causas de morte nos EUA [15].



3. Procedimento experimental

O trabalho pode ser divido em duas etapas, aquisicdo das imagens e tratamento de
imagens.

Para a aquisicdo das imagens, inicialmente foi necessdrio um treinamento para a
utilizacdo do microscépio de forca atdbmica. Apds a familiarizagdo com o aparelho, utilizou-se
uma amostra com um filme de lignina depositado sobre um substrato de silicio para a
obteng¢ao das imagens.

O processo de preparacao do microscopio requer muito cuidado, pois suas peca sdo
muito sensiveis. Primeiro é necessdrio colocar a ponta de silicio em uma pec¢a chamada "One

Piece Nose-Assembly”, essa peca é encaixada no scanner como mostra a figura 5.

Figura 5. Fotos dos componentes do AFM Agilent 5500 [10].

Apds o scanner ser encaixado no equipamento, é necessario alinhar o laser na ponta de

prova, e em seguida inserir o detector e alinhar o mesmo.

A Ultima etapa é colocar a amostra em um suporte e encaixar o mesmo no microscopio
com muito cuidado para que a amostra ndo se choque com a ponta. Feito isso é necessario
achar a frequéncia de ressonancia da alavanca com o software PicoView e entdo fazer a

aproximacdo da ponta com a amostra e realizar as medidas.

Apds a coleta, o tratamento das imagens foi feito com o auxilio do software Gwyddion.
As imagens foram filtradas utilizando: “Correct horizontal scars” e “Correct lines by matching

Height Median” - esses filtros corrigem falhas que surgem durante as medidas.



Em seguida, utilizando a sessdao “Calculate 1D statistical functions” obteve-se a
funcdo correlacdo de altura utilizada na andlise dos dados (Height height correlation function)

e os dados foram plotados no software Origin®.

Com o software Origin®, plotamos graficos log-log da fungdo correlagao de

altura e a regressao linear da curva foi feita na regido da origem até sua saturagao.

Durante o trabalho duas amostras foram utilizadas, a primeira contém apenas
o filme de lignina. A amostra foi produzida pela técnica de spray pelo professor Carlos José

Constantino, da UNESP de Sdo José do Rio Preto.

A segunda amostra foi produzida a partir do filme e sobre ela foi depositada
uma solucdo com as bactérias Xyllela fastidiosa. Apds um periodo de crescimento bacteriano

de 1 dia entdo a amostra passou por um processo de secagem.

4. Resultados



4.1. Estudo da Superficie de Lignina

Figura 6. Imagem da superficie do filme de lignina obtida com resolugéio 5X e 20X no microscdpio dptico.

As figuras de 7 a 11, mostram 5 regides diferentes da amostra analisada, para cada
regido foram coletadas 4 imagens, todas com centro na mesma origem, mas com tamanhos

diferentes.

0.0 prn2,0 40 60 B0

00pm 20 4,0 60
0,45 ym | l —r
200L.7
0,40
2000
0,35
1500
0,30
100.0
0,25
50,0
0,21 2.3
[T 1557 om
730,6 nm ’
260,0 | 1200
240,0
o 1000
220,0
80,0
20,0
180,0 60,0
160,0 20,0
135.7 20

Figura 7. Imagens topogrdficas da regito 1 da amostra, para os tamanhos 2,5um,5 um,7,5 um e 10 um.
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Figura 9. Imagens topograficas da regido 3 da amostra, para os tamanhos 2,5um,5 um e 10 um.
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Figura 10. Imagens topogrdficas da regiéo 4 da amostra, para os tamanhos 2,5um,5 um,7,5 um e 10 um.
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Figura 11. Imagens topogrdficas da regiéo 5 da amostra, para os tamanhos 2,5um,5 um,7,5 um e 10 um.



Ao observar as imagens da superficie de lignina, primeiramente a figura 6, obtida através
do microscépio 6ptico, observa-se que a superficie é irregular e cheia de bolhas. Essas bolhas

sdo devidas a técnica utilizada para a deposi¢do do filme no substrato (técnica de spray).

As imagens de topografia do AFM foram feitas nas regides mais planas da amostra, ou
seja, dentro das bolhas. Observamos que o filme de lignina apresenta estruturas semi-
esféricas de diferentes tamanhos por todo o substrato, e nas regides das bordas presentes na

figura 6, observa-se uma camada mais espessa do material, em torno de AHg,perficie =

157,9nm.
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Figura 12: Imagens topogrdficas da superficie de lignina.

Nas imagens da figura 12, de maior area, é possivel observar com bastante clareza a
irregularidade do filme. Dentro das bolhas a superficie geralmente é plana (sem aglomerados
da solucdo seca de lignina), enquanto que nas bordas ha uma evidente superposicdo de
camadas do material. Ainda na imagem da esquerda da figura 12, é possivel observar um
desprendimento do filme na regido interna da bolha, o que revela que ele ndo tem boa

aderéncia ao substrato.
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Figura 13: Medida da espessura do filme.

Com o desprendimento do filme foi possivel calcular a sua espessura, como mostra a

figura 13, com o auxilio do software Gwyddion, a espessura obtida foi de z~2404A.

A partir das imagens de 7 a 11, os graficos abaixo foram plotados, assim como as tabelas

com os valores referentes a regressao linear das curvas.
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Grdfico 1: Fungdo correlagdo de altura em fungdo do comprimento para imagens de 2,5 um.



Tabela 1. Coeficientes da regressdo linear das curvas do grdfico 1.

Equaton y=a+b%x Equation y=3+bx
Weight No Weighting Weight No Weighting
Residual Sum 007259 Residual Sum 003428
of Squares of Squares
Pearson=r 058563 Pearson'sr 0984858
Adj. R-Square 0.97778 Adj. R-Square 038434
Value Standard Error Value Standard Error
Regido 1 Isn:roept -5,43523 :3.‘445 1 11 Regido 4 Intercept -7.845-33 3655':?
pe 1,4849 005897 Slope 13014 0,05352
Equation y=a+bx Equation y=3+b"x
Weight No Weighting Weight No Weighting
Residual Sum 007318 Residual Sum 001801
of Squares of Squares
Pearson’s 1 058281 Pearson'sr 099035
Adj. R-Square 0,92479 Adj. R-Square 057558
Value Standard Error Value Standard Error
-~ Inerczpt 3.017 0.48813 . Interospt £58127 0,74127
Regido 2 Slope 1,21743 0,08442 || Regido S Shopz 140505 0,09833
Equation y=a+bx
Weight No Weighting
Residual Sum 004718
of Squares
Peamon'sr 059052
Adj. R-Squars 0397924
Value Standard Error
7 Intercept -547219 046017
Regido 3  |gop. 143858 005303

O grafico 1 representa a curva de correlacdo de altura para imagens de 2,5 um.

Na tabela 1, é possivel observar que todos os valores do coeficiente angular sdo muito

proximos, de (2) temos que o expoente de rugosidade varia de 0,61 a 0,73.
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Grafico 2: Fungdo correlagao em fungao do comprimento para imagens de 5 um.



Tabela 2. Coeficientes da regressdo linear das curvas do grdfico 2.

Equaton y=3a+b%x Equation y=a+b™x
Weight No Weighting Weight No Weighting
Residual Sum 0,03288 Residual Sum 00079
of Squarss of Squares
Pearson's r 0,98459 Pearson’s r 058487
Ad). R-Square 0,96524 Adj. R-Squars 0355436
Valus Standard Emor Valus Standard Error
. Intercept -£.80522 08519 e Interoept -90%a882 102417
Regiso 1 Slope 12764 opstat | |FEgRe Siops 111738 013901
Equaton y=3+b™x Equaton y=3a+b%x
Weight No Weighting Weight No Weighting
Residusl Sum 003916 Residual Sum 0,017
of Squares of Squarss
Pearson's r 058107 Pearson’s r 0,56892
Adj. R-Squars 05578 | Adj. R-Square 0,90822
Value Standard Error Value Standard Eror
e Intercept -524745 051715 - Interoept -10,126284 125078
Regiso 2 Shope | 104554 oo7azs | | Rewse S Siope 0.34044 016978
Equaton y=a+b™x
Weight No Weghting
Resduszl Sum 001701
of Squares
Pearson's r 038744
Ad) R-Square 05688
Valus Standard Error
- Interoept £,75081 0,73249
Regiso 3 Siope 126885 0,10134

Como no grafico anterior, este também apresenta os expoentes de rugosidade com
valores muito préximos, variando de 0,47 a 0,64.
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Grdfico 3: Fungdo correlagéo em fungdo do comprimento para imagens de 7,5 um.



Tabela 3. Coeficientes da regressdo linear das curvas do grdfico 3.

O Gréfico 3 apresenta expoentes de rugosidade variando de 0,41 a 0,53.

H (107-15 mA2)

Grdfico 4: Fungdo correlagio em fungdo do comprimento para imagens de 10 um.
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Equation y=3+b™
Weight No Weighting
Residual Sum 002434
of Squares
Pearson'sr 057432
Adj. R-Square 052284
Vabe Standard Error
% Intercept 837787 0,86653
Regiaot Siope 105208 012271
Equaton y=3+b%
Weight No Weighting
Residual Sum 0,00701
of Squares
Pearson's r 0,5%078
Adj. R-Square 0,97548
Valus Standard Error
T Interoept -7.7885 052385
Regiso 2 Siope 110847 00878
Equaton y=3+b™x
Weight No Weghting
Residual Sum 000328
of Squares
Pearson'sr 09809
Adj. R-Square 052424
Value Standard Error
B Interoept -105883% 122893
Regiao 4 Siops 085872 017027
Equation y=3+0x
Weignt No Weigning
ReskduaiSum of 0
Swams
Pearzons 1 -
Ag) R-Square =
Vaue Standard Error
- mercept -1101136 -
Reglas Sioe 051073 E=




Tabela 4. Coeficientes da regressdo linear das curvas do grdfico 4.

Equation y=a+bx Equation y=3+bx
Weight No Weighting Weight No Weghting
Residual Sum 000387 Residual Sum 0
of Squares of Squares
Pearsonsr 0550808 Pearsonsr =
Adj. R-Squar 05721 Adj. R-Squar =
Value Standard Error Value Standard Error
Regifo2 Interapt 871479 0,68897 Reqi3 Intercept -13,85129 -
) = egiso 4 —
Slope 0,97252 0.0%4c8 Slope 0,44128 -
Equation y=a+bx Equation y=3+b%
Weight No Weighting Weight No Weighting
Residusl Sum 000274 Residuzl Sum 00013
of Squares of Squares
Pearson’s r 098458 Pearsons 1
Adj. R-Square 09387 Adj. R-Square
Value Standard Error Standard Error
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O grafico 4 apresenta expoentes de rugosidade variando de 0,49 a 0,50.

Nos graficos 3 e 4, para imagens de tamanho L=7,5 um e L=10 um, os expoentes de

rugosidade e dimensao fractal comecam a aumentar em relagdo ao dois primeiros.

Tabela 5. Valores das distdncias entre cada ponto medido para cada valor de L.

Tamanho (L) Distancia entre pontos medidos (m)

2,5 um 9,8.107°
5,0 um 1,6.1078
7,5 um 2,9.10°8

10,0 pm 3,9.1078

A tabela 5 mostra que conforme o tamanho da imagem aumenta, a distancia entre cada
ponto medido também aumenta; isso gera uma grande perda de informacdes durante a
medida, por essa razdo nao é possivel analisar as imagens de 10 um e 7,5 um com a mesma

precisdao das imagens de 2,5 um.



Tabela 6. Dados do tamanho das amostras (um), Coeficientes angulares e lineares (Slope e Intercept), Expoente de rugosidade
(a), Dimensdo fractal (D) e Comprimento de correlagdo (um).

43
L(um) | Slope Oslope Intercept | Ointercept a Og Dp Opp € (um)

Regido 1 2,5 1,46 0,06 -5,44 0,43 0,73 0,03 2,27 0,03 0,17 0,01
Regido 2 2,5 1,22 0,06 -7,08 0,47 0,61 0,03 2,39 0,03 0,19 0,01
Regido 3 2,5 1,44 0,06 -5,47 0,46 0,72 0,03 2,28 0,03 0,15 0,01
Regido 4 2,5 1,30 0,09 -7,83 0,70 0,65 0,05 2,35 0,05 0,11 0,01
Regido 5 2,5 1,41 0,10 -6,56 0,74 0,70 0,05 2,30 0,05 0,18 0,01
Regido 1 5 1,28 0,09 -6,81 0,65 0,64 0,05 2,36 0,05 0,18 0,01
Regido 2 5 1,05 0,07 -8,25 0,52 0,52 0,04 2,48 0,04 0,20 0,01
Regido 3 5 1,27 0,10 -6,75 0,73 0,63 0,05 2,37 0,05 0,16 0,01
Regido 4 5 1,12 0,14 -9,10 1,02 0,56 0,07 2,44 0,07 0,20 0,01
Regido 5 5 0,94 0,17 -10,13 1,25 0,47 0,08 2,53 0,08 0,14 0,01
Regido 1 7,5 1,06 0,12 -8,38 0,87 0,53 0,06 2,47 0,06 0,21 0,01
Regido 2 7,5 1,11 0,09 -10,99 1,24 0,55 0,04 2,45 0,04 0,26 0,01
Regido 3 7,5 0,81 - -11,01 - 0,41 - 2,59 - 0,23 0,01
Regido 1 10 0,97 0,09 -8,71 0,67 0,49 0,05 2,51 0,05 0,14 0,01
Regido 2 10 1,01 0,18 -8,59 1,21 0,50 0,09 2,50 0,09 0,20 0,01
Regido 3 10 0,99 0,14 -8,86 1,00 0,50 0,07 2,50 0,07 0,15 0,01

Apesar do aumento desses coeficientes das curvas dos graficos 3 e 4, os valores
continuam sendo préximos, e considerando a perda de informacdo durante a medida, ainda

se observa um comportamento fractal estatistico da superficie do filme.

Dos graficos 1 a 4, ainda nota-se que para as regides 4 e 5 as curvas apresentam a regiao
de crescimento (regido onde r < &) menor que as regides 1, 2 e 3. Isso ocorre porque as
regides 4 e 5, apresentam uma menor deposicdo das estruturas semi-esféricas de lignina (isso
é visivel nas imagens 10 e 11). Por isso os valores dos expoentes de rugosidade sdo maiores
para essas regibes, ja que para essas superficies locais a diferenca entre as alturas é maior.
Portanto, apesar da superficie ser irregular, observa-se um comportamento fractal estatistico
através do expoente de rugosidade. A tabela 6 mostra que, para as imagens variando de 10

um a 2,5 um, temos que a~0,58 e Dy ~2,42.
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Grdfico 5: Dimensdo fractal em fungdo do tamanho da imagem.

O gréfico 5 fornece informacgdes sobre a dimensao fractal das imagens; de (4) tem-se
que Dp varia de 2,27 a 2,59, e é menor para imagens com menor tamanho de L. Como pode
ser observado nas imagens de topografia acima, as de L=2,5um sdo mais uniformes entre si,
isso faz com que no calculo da funcdo correlacdo de altura (1), a diferenca de altura seja
menor e com isso o expoente de rugosidade “2a” de (2), também diminui;

consequentemente DR ira apresentar valores menores nesse caso.
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Grdfico 6: Comprimento de correlagéo em fungdo do tamanho da imagem.



O gréfico 6 apresenta o comprimento de correlagdo das imagens em fungdo de L, & varia
de 0,11 a 0,26. E observado que conforme o tamanho das imagens diminui, & também

diminui, o que é consistente com o que foi observado até o momento.

4.2. Superficie de lignina com as bactérias Xyllela fastidiosa

Figura 14: Imagens da superficie do filme de lignina com bactéria obtidas com resolugdes de 5X e 20X no microscopio dptico.

As imagens da figura 14, foram obtidas com um microscopio éptico. Nela é possivel ver
novamente a superficie irregular da lignina e na imagem de 20X ainda é possivel observar a

dispersao das bactérias no filme.

A imagem mostra que elas se concentram no meio das bolhas e préximas as bordas,

como estd destacado na figura 14.
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Figura 15. Imagens de topografia da superficie do filme de lignina com bactéria.



Na imagem da figura 15 no lugar das estruturas de lignina aparece um material
diferente, que ficou distorcido na imagem. Este material provavelmente é um residuo da
solu¢do em que a bactéria foi preparada e secou sobre o filme. Assim aparecem como grao

maiores presentes nas imagens.

Em 15.(h) é possivel observar outro desdobramento do filme, que foi medido como

mostra a figura abaixo.
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Figura 16. Medida da espessura do filme.

O valor da espessura do filme obtido foi L~240 A, 0 mesmo valor da medida anterior
(figura 13).
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Figura 17: Imagens de fase referente as figuras 15.(g) e 15.(a).
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Na figura 17, estdao representadas duas imagens de fase, a imagem de fase é utilizada
para diferenciar materiais, com diferentes propriedades mecanicas na superficie da amostra
[17]. Ao observar a imagem é possivel notar que existe uma borda mais clara em torno das
bactérias, que indica a presenca de um polimero extracelular, o EPS [16], produzido pela
bactéria ao sofrer uma adesao irreversivel no filme. Ndo seria possivel observar o EPS no

microscopio éptico, pois ele nao tem resolugao suficiente.

Ainda em 15.(h), de crescimento bacteriano, nota-se dentro da regido em destaque,
gue as bactérias estdo aglomeradas sobre uma camada mais grossa de material, porém com
os dados obtidos ndo é possivel identifica-lo. Este material pode ser tanto lignina como resto
da solucdo que a bactéria foi preparada. Nao foi possivel fazer mais imagens das bactérias
nas bordas, pois a altura nessas regides é muito alta e a medida AFM torna-se mais dificil,
porém essa imagem indica que a topografia na escala analisada ndo a afeta adesdo da

bactéria no filme de lignina.

Conclusao

Na primeira parte do trabalho, o filme de lignina foi estudado, o objetivo era explorar
seu comportamento fractal de superficies auto-afins, foi calculado que para imagens de
comprimento de 2,5um a dimensao fractal da superficie variou de 2,27 a 2,39, para as
imagens de comprimento de 5um a variacao foi de 2,43 a 2,53, para comprimentos de 7,5um

a variacdo foi de 2,47 a 2,59 e para imagens de 10um a variacao foi de 2,50 a 2,51.

O aumento do valor de Dy se deve a maior irregularidade na superficie conforme o
tamanho da imagem aumenta. Ainda é necessario considerar que as imagens de 10um e

7,5um possuem menos informacdo que as de 5um e 2,5um.



Apesar dessas diferengas o filme apresenta um comportamento fractal estatistico, uma
vez que os valores de Dy ainda sdao muito proximos entre si. Portanto, independente do
tamanho e forma das estruturas de lignina ou de sua dispersao local, toda a superficie possui

0 mesmo expoente de rugosidade.

Na segunda parte, quanto qo estudo da adesdo das bactérias ndo se observou indicios
de que a topografia do filme na escala analisada interfere em sua aderéncia. Pois, apesar de
normalmente as bactérias se fixarem em superficies planas, elas também foram encontradas
sobre grossas camadas de algum material ndo identificado (lignina ou residuos da solugdo em

gue ela foi preparada); com os dados coletados ndo é possivel fazer essa identificacado.
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Opinido da Orientadora

Apesar de ndo termos encontrado correlagdo entre as caracteristicas superficiais da
lignina com a adesdo bacteriana, e de o projeto ter sofrido atraso pois nosso microscépio
ficou mais de um més em manutencao (e o do LAMULT também estar com problemas de
ruido na sala), Mariana se saiu muito bem. Ela mostrou muita iniciativa no estudo de teoria
de andlise fractal e no contato com o equipamento. Considero excelente seu trabalho, que

deverd continuar com maior profundidade no préximo semestre.
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