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1. Laboratodrio Nacional de Luz Sincrotron

1.1. Projeto Sirius

No ano de 2021, o LNLS operou o Sirius, dividindo seus recursos humanos e tempo util dos
aceleradores entre o fornecimento de feixe para experimentos de comissionamento técnico e cientifico
das linhas de luz, tempo de estudos de maquina, tempo para alinhamento dos aceleradores e instalagdes
de componentes das linhas de luz, e tempo para terraplanagem e compactacao do solo em torno do
prédio do Sirius (Figura 1). As circunstancias de operacao do laboratério, comissionando simultaneamente
os aceleradores e as linhas de luz sdo desafiadores e pouco usuais em sincrotrons de 32 e 42 gerac¢ao, mas
tém gerado interacdes ricas entre as equipes envolvidas no projeto Sirius. Apds o periodo de alinhamento
dos imas nos primeiros dois meses do ano, que trouxe os aceleradores para condicdes mais proximas das
especificacOes de projeto, a partir de marco de 2021 o tempo de feixe fornecido para as linhas cresceu
progressivamente, mantendo uma boa compatibilidade entre o tempo programado e o tempo entregue
para os experimentos (Figura 1).
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Figura 1: Distribuigcdo de tempo do Sirius no ano de 2021 e relagdo entre tempo de feixe programado e entregue para
experimentos.

A partir do més de abril a disponibilidade de feixe nos horarios programados para experimentos
nas linhas foi superior a 92%, com um tempo médio entre falhas (MTBF) superior a 30 horas e um tempo
médio para recuperacdo de falhas inferior a 4 horas. Para o atual estagio de operacdo, estes sdo niveis
muito satisfatérios.
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Figura 2 Disponibilidade de feixe para as linhas, tempo médio entre falhas (MTBF) e tempo médio para recuperagdo
de falhas (MTTR) no ano de 2021.

Desde margo de 2021, a corrente do anel entregue no inicio dos turnos de feixe para linhas de luz foi de
70 mA, com duas injecdes por dia. A partir de 17 de novembro, a corrente entregue passou para 100 mA,
apos estudos de sintonizacdo da cavidade de RF com a temperatura. Esta corrente é cerca de 30% da
especificada em projeto, reduzindo o fluxo de fétons dos experimentos na mesma proporcdo. Nao
obstante, para fase atual do projeto, nem a corrente nem o tempo entre injecdes tem sido fatores
limitantes para as atividades de comissionamento das linhas. A injecdo quase continua do feixe de
elétrons (injecdo top-up), em desenvolvimento, deverd melhorar a qualidade de varios aspectos de
operacao das linhas de luz, relacionados principalmente a estabilidade térmica. O tempo de vida em 100
mA no modo de preenchimento uniforme, onde todos os 864 pacotes sdo igualmente preenchidos, é de
aproximadamente 27 horas atualmente, limitado pelo espalhamento Touschek, que descreve a interacao
elétron-elétron dentro do pacote.
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Figura 3 Corrente (azul) e tempo de vida (verde) no anel para turnos de usudrios com 2 inje¢ées por dia em modo de
decaimento de corrente. A esquerda, corrente inicial de 70 mA a partir de 31 de mar¢o e d direita corrente inicial de
100 mA a partir de 17 de novem

Em 2021, mesmo com o Sirius ainda em fase de comissionamento, a linha MANACA recebeu diversas
propostas de pesquisa em modo de acesso especial (fast-track), ainda que limitando o nimero de
pesquisadores usudrios no campus, em conformidade as restricdes sanitarias da pandemia. No ano
passado foram atendidas 33 propostas, 19 de usudrios externos e 14 internos. A primeira de coleta remota
de dados foi realizada com usuarios do Chile, abrindo uma grande oportunidade para ampliar a base de
usudrios de cristalografia de proteinas e a produtividade da linha, sem a necessidade de trabalho
presencial de usuarios da técnica.



Estas coletas resultaram no depdsito de mais 5 estruturas no banco internacional de dados de
proteinas (PDB), elevando 12 o total de estruturas de proteinas descobertas no Sirius desde o inicio do
comissionamento cientifico da MANACA.

Gragas aos esforcos em se colocar o CNPEM na frente de luta contra o COVID-19, o primeiro artigo
produzido com dados do Sirius foi publicado no Journal of Molecular Biology (JMB 433, 2021, 167118),
descrevendo o mecanismo de maturacao de uma proteina do virus SARS-CoV2, e suas interacdes com

ligantes (Figura 4).
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Figura 4 Resumo visual do artigo, disponivel no site do periddico (https://doi.org/10.1016/}.jmb.2021.167118).

Outras linhas de luz também comegaram a receber propostas de usudrios para experimentos de
comissionamento. Apesar de essa ser uma fase ainda de testes, alguns dos experimentos de
comissionamento ja tém resultado em dados de alta qualidade e gerado publica¢des. A linha IMBUIA, por
exemplo, comecou a receber propostas de usuarios em 2021, mesmo trabalhando provisoriamente com
fontes de IR de laser e fonte térmica. Na configuracdo atual, em 2021 a linha IMBUIA atendeu 15
propostas, 11 na estacdo IMBUIA-micro e 4 na estacdo IMBUIA-nano, sendo 4 propostas externas. Foram
geradas 04 publicacdes com dados de comissionamento que serdo detalhadas na sessdo de destaques
cientificos. A linha EMA, desde o anuncio do inicio de comissionamento cientifico das linhas da fase 1-A,
atendeu 12 propostas em 2021, sendo 3 de usudrios externos. Na linha CARNAUBA as propostas de
usudrios externos tém sido analisadas uma a uma, de acordo com a complexidade e viabilidade dos
experimentos para o estagio atual de comissionamento dos instrumentos. N3o obstante, algumas
propostas viabilizadas nestas interagdes com a comunidade tém resultado em dados extremamente
competitivos que serdo detalhados ao longo do relatério.

Comissionamento dos aceleradores

As atividades de estudos de maquina e comissionamento dos aceleradores tém se concentrado
em diversos aspectos envolvendo a fisica de aceleradores (como caracterizagdo da 6tica e dinamica do
feixe de elétrons apds o alinhamento dos bercos dos imas) e na entrega de luz sincrotron em condigdes
cada vez melhores para experimentos nas linhas de luz. Em particular, foi dada énfase na corre¢do da
Otica da maquina e melhoria do modelo usado em simulag¢des, assim como na implementagdo de
algoritmos de caracterizagdo e controle do feixe, visando tanto a melhoria de estabilidade do feixe, como
a operacao em mais alta corrente.

Um dos principais destaques para os resultados de comissionamento dos aceleradores foi a
sintonizacdo da cavidade de radiofrequéncia com a temperatura, que resultou em um novo ponto de
operacdo do sistema de RF no qual é possivel operar o Sirius com a corrente inicial de 100 mA de forma
estdvel, a partir de 17 de novembro (Figura 5). Estas atividades foram realizadas com a participacdo do



grupo de RF da divisdo de Engenharia e Tecnologia, com o intuito de garantir a operacdo da cavidade de
forma correta nas novas condicGes.
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Figura 5 Novo ponto de operagdo da cavidade de RF (linha magenta em 42.2°C) onde a taxa de crescimento dos
modos instdveis é reduzida em relagéo ao ponto anterior (linha vermelha em 38.5°C). O limiar para a corrente de
100 mA, dada pela taxa de amortecimento, é indicada pela linha tracejada preta.

Com o alinhamento dos aceleradores no inicio de 2021, iniciamos um novo comissionamento de todo
complexo de aceleradores a partir de meados de fevereiro. Os efeitos do alinhamento puderam ser
verificados ja nas primeiras voltas do feixe no anel com injecdo no-eixo: a distancia de propagacao do
feixe sem correcdo de drbita passou de menos de uma volta para duas voltas. O efeito na drbita residual
(indesejada) do feixe de elétrons apds a corregdo também foi bastante significativo, com reducgdo para
cerca de 1/3 do valor rms que havia antes do alinhamento (Figura 5). Em particular, a drbita vertical nos
BPMs, que antes atingia valores pico-a-pico de aproximadamente 150 um, ficou praticamente zerada apds
o alinhamento. Podemos também perceber o efeito nas fungdes éticas medidas apds ajustes utilizando o
método LOCO, em que dtica linear da maquina é ajustada aos valores de referéncia com base nos valores
medidos de matriz resposta de érbita. O valor rms do beta-beating (diferenca relativa entre as fungées
bétatron medidas e as de referéncia) medido nos quadrupolos reduziu pela metade, enquanto os valores
pico-a-pico, que antes chegavam a 40% de diferencga, reduziram por um fator de 4. Ja os residuos das
funcdes de dispersdo horizontal e vertical, praticamente ndo foram alteradas pelo alinhamento.
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Figura 6 Esquerda: Corregdo de drbita antes (linha mais clara) e apés (linha mais escura) alinhamento dos
aceleradores. Os planos horizontal e vertical estéio mostrados respectivamente acima e abaixo.Direita: Propagagéo
do feixe injetado sem corregdo de drbita antes (linha mais clara) e apds (linha mais escura) alinhamento. Plano
horizontal acima, vertical no meio e intensidade abaixo.
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Figura 7Esquerda: Corregdo de drbita antes (linha mais clara) e apds (linha mais escura) alinhamento dos
aceleradores. Os planos horizontal e vertical estGo mostrados respectivamente acima e abaixo. Direita: Fungbes-
dispersdo medidas e diferenca para valores nominais antes (linha mais clara) e apés alinhamento (linha mais
escura). Dispersdo horizontal medida acima, diferen¢a para valor nominal ao centro e dispersdo vertical medida
abaixo.

A eficiéncia de injecdo do booster para o anel de armazenamento (Figura 8), chegou a cerca de
80% (78%+11%).
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Figura 8 Aumento de eficiéncia alcancado na injegdo Booster-Anel.

Atualmente, a instabilidade do feixe de elétrons é o principal fator limitante dos experimentos de
comissionamento das linhas de luz, pelo menos no que tange as caracteristicas do feixe fornecido pelo
anel de armazenamento do Sirius. Estas instabilidades ocorrem em diferentes escalas temporais e afetam
os experimentos de diferentes formas. Nas escalas de tempo de horas as principais instabilidades parecem
vir de movimentagdes do prédio do Sirius. Elas afetam o feixe de elétrons de forma continua, e resultam
em derivas de posi¢do do feixe de luz sincrotron para fora da condi¢do de alinhamento com os
componentes oticos das linhas. As causas e solugdes para este problema estdo sendo investigadas pelos
grupos da Engenharia e Tecnologia do CNPEM. Ja houve avango parcial no entendimento da causa de uma
variagdo com periodo de 2 a 3 horas, que foi correlacionada ao acionamento de um pogo artesiano
proximo ao prédio do Sirius, que causa variagdes no lengol freatico sobre o qual o prédio esta construido.
Em escalas de tempo de segundos o sistema de correg¢do de érbita lenta (SOFB) tem permitido melhorias
significativas na estabilidade do feixe. Ja em escalas de tempo mais curtas, as principais perturbacdes se
d3do na faixa de frequéncia de 60 Hz. Estas perturbacGes fazem com que o feixe de elétrons tenha um
tamanho aparente maior para os experimentos, resultando em aumento de foco e perda de coeréncia
guando os tempos de integracdo dos detectores é superior a dezenas de milissegundos. As flutuacGes
verticais, por exemplo, ultrapassam bastante o critério de 10% do tamanho do feixe. Ressalta-se que o
tamanho vertical do feixe é muito menor que o tamanho horizontal, portanto, espera-se maior dificuldade
em atingir o critério de estabilidade de 10% do tamanho do feixe no plano vertical. N3o obstante,
estratégias de processamento de dados e de filtragem das flutuacGes estdo sendo adotadas para circunvir
este problema até que os problemas de instabilidade de drbita sejam sanados, seja por identificacdo das
suas fontes (ja em investiga¢do) ou pelo sistema de correcdo rapida de érbita (FOFB), ou uma combinacgdo
de ambos. O sistema FOFB atuara até a taxa de 1lkHz, e espera-se uma atenua¢do de um fator de
aproximadamente 20 nas perturba¢des em 60 Hz quando o sistema estiver totalmente funcional.
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Figura 9 Estabilidade de drbita de curto prazo apés implantagéo do sistema de corregdo lenta (SOFB). Acima:
Espectro integrado em fungéo da frequéncia mostrando perturbagdo da drbita em 60 Hz. Abaixo: perturbagdo das
Orbitas horizontal (esquerda) e vertical (direita) em fungdo do tempo, medidas em um BPM do trecho reto de alto
beta. As linhas tracejadas indicam 10% do tamanho do feixe neste BPM.

Outros parametros relevantes para caracterizacdo da dtica foram medidos e ajustados, como o
fator de acoplamento transversal das oscilagGes bétatron no anel de armazenamento. Este fator foi
inicialmente medido, corrigido para valores préximos a zero, e depois ajustado ao valor desejado, de
maneira controlada, usando quadrupolos skew acromaticos. Com o ajuste do fator de acoplamento
controla-se a emitancia vertical de equilibrio, e, consequentemente, o tempo de vida e o tamanho vertical
do feixe. Este ultimo pardametro esta diretamente relacionado ao brilho da fonte de luz. O valor de
acoplamento ajustado resulta de um compromisso entre o tempo de vida e o brilho desejados. O
experimento de medida do fator de acoplamento é feito através da aproximacdo das raias de sintonia dos
dois modos de oscilagdo transversais (Figura 10).
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Figura 10 Medida de acoplamento do anel de armazenamento através da distédncia minima entre as raias das
sintonias dos dois modos transversais vi e va. A variagéo das sintonias é feita através do ajuste da forga da familia
de quadrupolos QFB.

A abertura dindmica da maquina € a regido no espaco transversal x-y (ou horizontal-vertical) em
gue o movimento do elétron é estavel. O tamanho suficientemente grande da abertura dindmica é
fundamental para que a injegao de elétrons no anel tenha alta eficiéncia. Este tamanho é determinado
pela dindamica tanto linear quanto nao-linear da rede magnética. Assim, a medida da abertura dindmica
pode indicar se a ética nao-linear do anel de armazenamento estd proxima da ética de projeto. Em
particular, como o feixe do Booster é injetado no plano horizontal do anel, pelo interior (lado negativo)
do anel, a 8 mm do eixo, é importante que a abertura dindmica no ponto de inje¢do seja maior que 8 mm
no lado negativo, para que o feixe injetado possa ser capturado no processo de inje¢do. A Figura 11 mostra
as medidas de abertura dindmica no ponto de inje¢do. O valor medido de aproximadamente 8.6 mm no
lado negativo é suficiente para obtermos eficiéncias de injecdo médias relativamente altas no Sirius, mas
este valor ainda é menor que o valor simulado em projeto, que é de aproximadamente 10 mm, indicando
gue ainda ha espaco para a otimizacdo da dindmica nao-linear. De fato, a otimizacdo sistematica da
configuracdo dos sextupolos, que domina a dindmica nao-linear, é uma tarefa que ainda nao foi realizada.
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Figura 11 Medida de abertura dindmica do anel de armazenamento, no ponto de injecdo, para coordenadas
horizontais negativas (lado de dentro do anel). As medidas baseiam-se na medida da taxa de sobrevivéncia do feixe
em fungdo da amplitude de oscilagdo do feixe excitado por um ‘kick’” muito rdpido.

Com relacdo a injecdo quase continua no modo top-up, foram feitos os primeiros testes de
controle automatico da injecdo no dia 24 de agosto, conforme mostra a Figura 12. Apesar dos testes
mostrarem que o controle é efetivo, a operacdo neste modo em turnos de feixe para usuarios ainda
precisa de diversos desenvolvimentos adicionais, como o sistema de inter-travamento que detecta uma
corrente minima armazenada, o aumento da eficiéncia e repetibilidade da injecdo, que dependem de
ajustes no injetor e estabilizacdo de temperatura dos imas pulsados. Ainda, para que a injecdo seja
transparente as linhas de luz, também é necessario mitigar perturbacdes relacionadas aos transientes na
Orbita causados pelos imas pulsados, tanto septa como kicker ndo-linear (NLK), assim como as
perturbagdes de 2 Hz induzidas pela rampa em energia do Booster (Figura 13). Estas atividades também
ha participacdo de equipes da divisdo de Engenharia e Tecnologia.
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Figura 12 Primeiros testes de controle automdtico do processo de inje¢do no anel visando o modo de injegdo top-
up.
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Figura 13 Perturbagdes na orbita do feixe estocado durante o processo de injecGo. Esquerda: perturbagées
de 2 Hz causadas pela rampa em energia do Booster. Direita: perturbagdes causadas por transientes
rdpidos dos imds pulsados, na escala de tempo de us a ms.

Uma série de outras atividades merecem destaque, como a implementagdo de uma medida mais
rapida da assinatura de corretoras sobre a variagdo da o6rbita do feixe (matriz resposta de 6rbita). O
método consiste em medir em paralelo a assinatura de varias corretoras excitadas com diferentes
frequéncias, conforme esquematizado na Figura 14.

M, .
M160,1 o

Storage

Ring
fi f2a - f i
Figura 14 Esquema utilizado na medida de matriz resposta de drbita usando excitagdo AC paralela de
diversas corretoras.

Outro destaque vai para o desenvolvimento de diversos aplicativos para o sistema de controle
dos aceleradores, tanto para o controle e monitoramento dos equipamentos, como para operagao,
registro e andlise de dados, caracterizagdo e controle de parametros do feixe, e experimentos de estudos
de maquina (Figura 15).
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Figura 15 Exemplos de interfaces grdficas de aplicativos desenvolvidos para o sistema de controle dos
aceleradores e experimentos de estudos de mdquina em 2021.

Montagem e comissionamento das Linhas de Luz

Figura 16 — Vista panordmica do hall experimental do Sirius exibindo desde a linha IPE até a CARNAUBA
(esq. para direita).

0 ano 2021 foi marcado pelo inicio da construgdo e instalagdo das linhas de luz da fase I-B (Figura
17) do Sirius (IMBUIA, CEDRO, SAPE, QUATI, JATOBA, PAINEIRA, SABIA e SAPUCAIA). Entretanto, o ritmo
de construgdo das linhas SAPE, SAPUCAIA, QUATI e JATOBA foi reduzido substancialmente por falta de
recursos financeiros do projeto, mantendo apenas a construcdo das linhas IMBUIA, PAINEIRA, SABIA e
CEDRO, que serao detalhadas a frente. Estas 4 linhas foram selecionadas pelo estdgio de construcdo que
se encontravam e pelo investimento que seria necessario para sua conclusdo. Ainda estdo sendo mantidas
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atividades e investimentos menores nas demais linhas da fase 1-B, embora em um ritmo mais lento e
apenas em componentes que estdo no caminho critico dos seus projetos.

PROJETO

AGUARDA RECURSOS |

FASE Il (PLANEJADO)

/
ik

HARPIA

CARNAUBA
CATERETE

Figura 17 - Disposicéo das linhas das fases I-A, I-B e Il e suas respectivas fases de implantagdo.

CARCARA

A linha de diagnéstico de feixe de elétrons (Figura 18), nomeada CARCARA, também esta sendo
montada. Esta linha possui um ramo principal de raios-X (CARCARA-X) e outro de luz visivel (CARCARA-V)
e, embora esta ndo seja uma linha para experimentos de usuarios, ela permitird que o grupo de fisica de
aceleradores monitore caracteristicas essenciais do feixe de elétrons de forma continua e aprimore a
operac¢ao do anel de armazenamento em diregao a seu maximo desempenho.

Figura 18 — (Esquerda) Projeto integrado de infraestrutura e componentes da CARCARA-X; (Direita)
Infraestrutura concluida e Instalacdo de componentes em andamento.

PAINEIRA

Na linha PAINEIRA, dedicada a difracdo de pd, a instalacdo das cabanas de protecdo radioldgica,
produzidas por uma nova empresa brasileira, encontram-se em fase final de instalacdo (Figura 19) e os
sistemas de detec¢do em fase de finalizagcdo, com partes importadas ja sendo embarcados do exterior e
com previsdo de instalacdo entre marco e abril de 2022. N3o obstante, a maior parte dos componentes
da linha se encontram no laboratério e aguardam a sequéncia de instalagdes. O projeto da estacdo
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experimental da linha passa pelas ultimas revisGes e a instalacgdo fisica do front-end dentro da blindagem
do anel estd programada ainda para janeiro. O detector PiMega 450D da linha estd montado e aguarda a
realizacdo de testes funcionais, o difratobmetro legado do da linha XRD1 do UVX se encontra em
manutencdo na Franga e tem instalagdo prevista para marg¢o. Além disso, a maior parte dos componentes
da linha se encontra no laboratdrio e aguarda a sequéncia de instalacdes.

V - - Y — 9.4 \
Figura 19 — (Esquerda) superior: projeto integrado de infraestrutura e componentes da PAINEIRA,
inferior: instalagdo da infraestrutura na etapa final de instalagdo. (Direita) Limpeza e integra¢do do
monocromador que serd instalado na linha.

SABIA

A linha SABIA (dedicada ao dicroismo circular magnético e imagem por foto-emissdo de elétrons) também
avancou significativamente (Figura 20). A instalacdo da cabana foi concluida e a infraestrutura de
utilidades sera finalizada em janeiro, abrindo espago para o inicio da instalacdo dos componentes e
estacbes. O front-end, que faz a ligagdo da linha com o anel de armazenamento, estad parcialmente
montado e serd concluido em janeiro. O monocromador PGM da linha, fornecido por empresa
dinamarquesa, tem sofrido com atrasos ocasionados pela cadeia de suprimentos global e tem chegada
prevista ao Sirius até maio, prazo previsto para operacionalizacdo dos sistemas de espelhos construidos
internamente. A estagdo experimental PEEM ja se encontra preparada para instalagdo e da bobina
supercondutora passara por montagem e comissionamento ex-situ a partir de janeiro de 2022.
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Figura 20 — (Esquerda) superior: estado da montagem do front-end no interior da blindagem; inferior:
infraestrutura na etapa final de Instalagdo. (Direita) superior: cdmara da bobina supercondutora;
inferior: estacdo PEEM em condicionamento.

Para os experimentos de dicroismo magnético circular e linear (XMCD e XMLD, respectivamente) na linha
SABIA estd sendo desenvolvido um sistema de vacuo que permitira introduzir amostras no magneto sem
guebra de vacuo, tornando muito mais 4gil a troca de amostras. Mais ainda, como esse magneto devera
trabalhar com amostras preparadas in-situ no LCIS, o sistema prevé a conectividade com um sistema
portatil de vacuo para transporte de amostras do laboratério para a linha de luz.

IMBUIA

Na linha IMBUIA (micro e nano espectro-microscopia infravermelho), atualmente a infraestrutura
estd operacional (A/C, gases, iluminacdo, rede e alimentacdo) e os componentes épticos e de vacuo
instalados (Figura 21). As cabanas receberam os microscopios, que se encontram operando em modo off-
line, com fontes auxiliares de radia¢do. A conclusdao da instalagdo com a extragao de luz sincrotron estd
prevista para inicio de fevereiro de 2022, apds a instalagdo do espelho entregue recentemente.

N

Figura 21 — Esquerda: infraestrutura concluida; meio: equipamentos das esta¢des experimentais em
posicdo; direita: preparagdo para instalagdo de espelho.

Enquanto a linha IMBUIA é preparada para instalagdo dos microscépios de infravermelho, estes
sistemas experimentais tém sido comissionados em experimentos internos do CNPEM, utilizando fontes
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de radia¢do convencionais. Ainda que estas fontes sejam mais limitadas que o feixe de luz sincrotron tais
experimentos de comissionamento permitirdo uma transicdo para opera¢do para usuarios mais rapida
qguando as instalacdes estiverem concluidas. A Figura 22 exibe imagens full-field de micro-IR nas faixas
espectrais de lipideos, proteinas e DNA de hifas de fungos. Estes micro-organismos sao centrais em
pesquisa em andamento no tema de desenvolvimento compostos organicos volateis em alternativa aos
agrotoéxicos. Os dados a seguir foram coletados em proposta interna realizada pela pesquisadora Juliana
Velasco do LNBr. As imagens revelam uma distribuicdao bioquimica de diferentes componentes celulares
e da uma visao geral da composicao destes fungos. Para uma andlise espectral mais detalhada, foram
obtidos espectros pontuais micrométricos das hifas submetidas a diferentes ambientes quimicos (Figura
22 dir.). Estas medidas foram decisivas na indicacdo de uma alteragdo no DNA, uma hipdtese importante
do trabalho. Tais resultados serdao submetidos em breve para revista da area.
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Figura 22 (esq.) Imagens espectrais de hifas de fungos obtidas por microscopia de IR em campo inteiro
(full-field) no microscopio da linha a IMBUIA. (dir.) Espectros pontuais micrométricos das hifas submetidas
a diferentes ambientes quimicos

CEDRO

O layout dptico da linha CEDRO (dedicada ao dicroismo circular para biologia estrutural) e o seu
acoplamento ao espectrometro de UV (OLIS), selecionado e customizado para a linha de luz, foi concluido
e uma customizacdo do espectrometro DSM 20 foi solicitada a empresa OLIS em margo de 2021. O projeto
consiste na abertura de uma porta adicional lateral para a entrada da radiacdo sincrotron no
monocromador (mantendo a lampada convencional como fonte alternativa). Esta linha emprega luz
sincrotron oriunda de um dipolo de baixo campo do anel de armazenamento, de forma analoga a IMBUIA.
Com isso, foi possivel replicar a maior parte das solugbes técnicas adotadas (Figura 23) para a
infraestrutura e para a dptica da linha, propiciando que o tempo de construgao seja significativamente
reduzido. A interface com o anel de armazenamento estd pronta para se acoplar ao espelho de extragao
no primeiro semestre de 2022, as obras de infraestrutura estdo sendo iniciadas neste momento e estardo
concluidas até mar¢o, dando espago para a instalagdo dos demais elementos dpticos e estacdo
experimental. Esta ja foi recebida e testes de validagao executados com sucesso pela equipe cientifica.
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Figura 23 — CEDRO. Esquerda para direita: instalagdo da cdmara de extracdo no anel de armazenamento,
espectrémetro OLIS em testes operacionais e prepara¢do de drea no hall para receber a cabana.

Evolugdes Parciais

As demais linhas que foram postergadas por limitagdes orgamentarias tiveram uma evolucao mais
lenta, cadenciada pelo investimento de recursos em alguns dos componentes mais relacionados ao
caminho critico dos seus projetos.

SAPUCAIA

Para a linha SAPUCAIA (Figura 24), dedicada a técnica de SAXS, a instalacdo da cabana ética foi
concluida em outubro e a cabana experimental encomendada recentemente. O tlunel de espalhamento
teve testes de fébrica realizados e aprovados em outubro na Espanha, a data de instalagdo prevista é
imprecisa devido a conjuntura global de indisponibilidade nos fretes maritimos, espera-se o ter instalado
no primeiro semestre de 2022 com a cabana experimental.

Figura 24 — SAPUCAIA. Esquerda para direita: cabana dptica instalada no hall experimental, tunel de
espalhamento durante teste de aceita¢Go em fdabrica na Espanha e projeto integrado bdsico da linha para
contratagdo do projeto executivo de utilidades.

QUATI

Para a linha QUATI (dedicada a espectroscopia de raios-X com resolugdo temporal) apresentada
na Figura 25, foi possivel seguir com a contratagao da fabrica¢do e instalagdo das cabanas de protecdo
radioldgica, conceituagdo da estacdo experimental e das diferentes técnicas previstas, além de testes com
as novas cameras de ioniza¢do lonitech na linha EMA e detector Vortex. No inicio de 2022 seguiremos
com a contratagdo do projeto executivo de utilidades e daremos continuidade ao detalhamento dos
componentes e estagao, deixando em ponto de contragcdo para quando houver novos recursos, mesma
estratégia adotada para as linhas SAPUCAIA e SAPE. Diversos componentes da QUATI sdo oriundos da
linha XDS do antigo anel UVX, parte desses componentes ja se encontram disponiveis para
recondicionamento e outros, como os sistemas de espelhos, aguardam ainda desmontagem.
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Figura 25 — QUATI. Esquerda para direita: projeto integrado bdsico para contrafa;ﬁo do projeto executivo
de utilidades e projeto conceitual da estacdo experimental.

SAPE

A linha SAPE (dedicada & espectroscopia de foto-emissdo resolvida em angulo) ndo requer
cabanas de protecdo radioldgica metalicas nos moldes das anteriores, sendo a aplicacdo de areas de
exclusdo e cabanas em isopainel medidas suficientes para assegurar uma operacao segura. O projeto
basico de infraestrutura avanga para viabilizar a contratacdo do projeto executivo no primeiro trimestre
de 2022. O projeto de componentes, embora pendente, possui a maior parte das solugdes técnicas
equivalentes aos de outras linhas em operagdao ou em fase avangada de projeto. As customizagbes
necessdrias ocorrerao predominantemente no front-end, regiao que une a linha ao anel, onde temos dois
sistemas de espelhos localizados dentro do tunel do anel o que trara novos desafios para sua instalagdo e
robustez dos sistemas de controle. No segundo semestre de 2021 a estagcdo experimental ARPES foi
trazida do anel UVX para o Sirius, comegando a passar por uma série de adequacgdes até sua instalagao na
SAPE.

Figura 26 — SAPE. Esquerda para direita: projeto integrado bdsico para contratagdo do projeto executivo
de utilidades e partes da estagdo experimental ARPES em instalagdo proviséria no hall experimental do
Sirius.

A Camara do ARPES foi transportada e montada no LCIS e ja estd em bombeamento com pressado
parcial de 1.62 x 107 mbar (Figura 27). Ao longo de 2021, foram realizadas algumas das manutencdes
previstas que envolviam instalacdo de pegas de isolamento elétrico e térmico do manipulador, e
atividades na lampada de Hélio: como realinhamento do capilar, testes de vacuo e algumas conexdes
elétricas com problema.
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Figura 27 Figura a esquerda mostra “rack” do ARPES no LCIS, com sensor de vdcuo indicando pressdo
parcial da cémara em bombeamento e ja preparada para “baking”. Figura a direita mostra o sistema
aguardando instalagdo no tunel de vdcuo do LCIS para posterior acoplamento ao berco da camara do
ARPES.Foi observado feixe UV de 21 eV (Hel) na tela de fésforo montada no manipulador do ARPES (Figura
28).

Figura 28 A foto acima mostra o ponto verde, que é o feixe UV Hel (21eV) chegando da Idmpada pelo
capilar de Cobre a tela de Fosforo fixada ao manipulador Carving na cdmara do ARPES.

A camara de preparacdo da linha SAPE foi colocada em vacuo no SIRIUS utilizando alguns
equipamentos reutilizados do UVX, como: bomba turbo, bomba mecanica, valvulas “gate”, sensores de
vacuo, entre outros. O espectrémetro de difracdo de elétrons de baixa energia foi instalado na camara e
ja estd em bombeamento (Figura 29). Equipamentos como as evaporadoras, fonte de ions e manipulador
serdo instaladas antes do fim desse ano. A foto da Figura 29 mostra o manipulador, que ja foi retirado da
embalagem para transporte e estd pronto para instalagdo na camara.
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Figura 29 Cémara de preparacéo da linha SAPE bobeando com pressdo parcial de 1.3 x 10-7 mbar. O
espectrometro LEED pode ser visto jd instalado a cdmara a direita e o manipulador a esquerda, ja
preparado para instala¢Go na cdmara.

Alguns procedimentos foram desenvolvidos como uma montagem de termopares para calibracdo
dos estdgios de aquecimento do manipulador da cdmara de preparacgdo, além de porta amostras para
monocristais que estdo sendo desenvolvidos e construidos, tanto para uso no sistema de aquecimento e
resfriamento a N2L dessa cdmara de preparacao, quanto para resfriamento a Hel no criostato do Carving,
na camara do ARPES.

Evolugdo das Linhas da Fase I-A

Neste semestre prosseguimos também com a instalacdo e comissionamento das linhas de luz da
fase 1-A do Sirius (MANACA, CATERETE, CARNAUBA, MOGNO, IPE e EMA). Além da linha MANACA, que
j& se encontra em comissionamento cientifico, as linhas CATERETE e CARNAUBA est3o passando também
do comissionamento técnico para o cientifico, com experimentos que serdo detalhados neste relatério, e
ja receberam os primeiros usuarios de comissionamento.

MANACA

Os desenvolvimentos na linha MANACA continuaram em paralelo com os experimentos de
usudrios. Durante o primeiro semestre de 2021 ocorreu a instalacdo e comissionamento do rob6 de
entrega de amostras da linha, e os usuarios ja estdo se beneficiando desta melhoria. Com isso, em cada
sessdo de coleta de dados, 48 amostras podem ser carregadas por vez no dewar de nitrogénio liquido, e
toda a operagdo é controlada por meio da interface grafica MXCube (Figura 30). As principais vantagens
deste sistema sdo a rapidez na coleta de dados, visto que o usudrio ndo precisa entrar e sair da cabana
experimental a cada coleta, e é o primeiro passo para a implementac¢do de coletas no modo totalmente
remoto. Essa é uma opg¢ao que sera muito explorada em medidas em vdrias linhas de luz do Sirius.
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Figura 30 (esq.) Viséo geral do sistema robdtico (dir.) da linha MANACA (MX) Usudria utilizando o sistema
na sua coleta de dados.

CATERETE

A linha CATERETE, com instrumentacdo dedicada a imagens por espalhamento coerente e com
resolucdo temporal, teve todos os esforcos concentrados neste semestre em obter as primeiras imagens
tridimensionais com resolucdo de nanémetros. Os resultados nos primeiros meses de medidas em 2021,
obtidos com tomografias de cubos micrométricos de zedlitas pelo modo de difragdo coerente com onda
plana (pwCDl), foram muito promissores. Entretanto, a reconstru¢cdo computacional das imagens 3D a
partir dos dados de difracdo obtidos na linha de luz evidenciaram diversos problemas ligados a fontes de
ruido de diversas origens, desde o feixe de elétrons até os elementos 6ticos da linha.
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Figura 31 Melhorias obtidas nas medidas de difracGo coerente apds a campanha de realinhamento dtico
e redugdo de fontes de ruido na linha CATERETE

Com uma campanha detalhada de revisdo de todos os subsistemas, que consumiu praticamente
todo restante do semestre, parte dos problemas foram identificados e sanados (Figura 31). Entretanto,
foi identificado uma origem de ruido relacionada a contaminacgao no cristal monocromador da linha que
ainda ndo pdde ser resolvido. Pelo monitoramento feito ao longo do ano, é possivel observar que o
problema provavelmente nao teve origem em nenhum evento singular, mas vem evoluindo lentamente
até chegar no ponto critico que atualmente dificulta muito o uso do monocromador da linha. Embora ja
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tenhamos cristais para reposi¢do, optamos por fazer o by-pass do monocromador e continuar com as
medidas sem interrupc¢do, que levaria meses.

Jan/21 " 25/Mai/21 ; 12/Jun/21 L

Figura 32 Contaminagdo do cristal monocromador da CATERETE, responsdvel por uma das maiores fontes
de ruido nos experimentos realizados até agora.

Com o by-pass no monocromador, o que limita a resolucdo das imagens, ainda foi possivel obter
imagens de resolucdo nanométrica através de uma adaptacdo do método de medida de difracdo
coerente, com uso de pinhole. O novo método, proposto por Giovanni Beraldi, do grupo de computacgado
cientifica é uma nova versdo que é mais robusta e menos sensivel as flutuagdes do feixe de elétrons que
ainda limitam os experimentos com coeréncia. Algumas das imagens bidimensionais (com fase e
amplitude) do padrdo Siemens Star é exemplificado na Figura 33. Estas medidas permitiram otimizar as
condicBes de resolugdo da linha de luz e agora estdo sendo estendidos para imagens 3D, em particular de
ceIuIas
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Figura 33 Fase e Amplitude de resolu¢cGo nanométrica do padrdo da Siemens Star obtido na linha
CATERETE.
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CARNAUBA

As atividades de comissionamento da linha CARNAUBA se concentraram na estag¢do da nanosonda
TARUMA, a primeira da linha a ser comissionada (Figura 34). A estacdo conta com uma grande variedade
de detectores de raios-X integrados simultaneamente nos experimentos com imagem por varredura do
feixe de raios-X na amostra.

- i ]

Figura 34 Est;do Tarumd montada para os primeiros experimentos da tARNAUBA (nanoprobe de raios-
X).

Um exemplo deste tipo de imagem do padrdo de calibragdo de estrela (Padrdo ANT — Applied
NanoTools, semelhante ao usado na linha CATERETE), obtida nos experimentos de comissionamento com
resolugdo nanomeétrica, é apresentado na Figura 35. Enquanto a resolu¢ao da imagem por fluorescéncia
é limitada pelo tamanho do feixe no foco (que neste caso era cerca de 120x250 nm2), na pticografia de
raios X essa resolucdo pode ser ampliada explorando o efeito de coeréncia do feixe de luz sincrotron do
Sirius. A imagem da esquerda mostra uma resolugdo da ordem de 20 nm obtida por reconstrugao
pticografica da fase da onda propagando até o detector 2D PiMega.
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Figura 35 Imagem de varredura do padrdo de estrela (padrdo ANT) na linha CARNAUBA, medindo
simultaneamente fluorescéncia e pticografia. Imagem obtida no modo “pink beam” com feixe focalizado
em 120 x 250 nm2 (VxH) a partir da fluorescencia do Au (direita) e por reconstrugdo pticografica (phase)
com pixel de 18 nm e resolugéo estimada de 20 nm por FRC.

No estagio atual de comissionamento, embora o feixe ainda esteja ligeiramente maior do que o
esperado nominalmente, ja é possivel se obter mapeamento quimico de amostras complexas como a de
raizes no solo (Figura 36). Isso demonstra que a linha estd pronta para iniciar o comissionamento
cientifico. Experimentos mais desafiadores permitirdo identificar as necessidades de otimiza¢do da linha
com amostras reais de usuarios.

Nas condigdes atuais da linha, ja é possivel realizar experimentos de varredura 2D e 3D por
contraste de atenuacgao e de fluorescéncia, bem como se escolher regides de interesse nas amostras para
medidas de espectroscopia de absor¢do de raios X.

Um exemplo de mapeamento 2D por fluorescéncia, observando-se a distribuicio dos
micronutrientes Zn e Se em uma castanha do Pard, e a especiagdo quimica do elemento Selénio, é
mostrado na Figura 37. A resolucdo desse estudo foi sub-micrométrica, com o feixe focalizado em
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120x500 nm? e o passo dado na varredura foi de 800 nm. Observa-se claramente a presenca de selénio
no estado de oxidacdo -2.
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Figura 36 Imagem de fluorescéncia de uma amostra de raiz e solo obtida na linha CARNAUBA, com
correlagbes de posicdo entre diferentes elementos quimicos.

O primeiro experimento de tomografia na linha Carnalba foi realizado em uma amostra de
diamante profundo (origindrio de uma profundeza estimada entre 400 e 600 km abaixo na crosta
terrestre) contendo inclusGes sdlidas metdlicas. A amostra de diamante foi previamente estudada na linha
de luz Mogno para identificacdo de inclusdes e distribuicdo espacial. Em seguida, foi buscada uma inclusdo
dentro do diamante com dimens&es compativeis com a medida na linha Carnauba. Observamos na Figura
38 uma projecdo da imagem da linha Mogno e as respectivas imagens em transmissdo e em fluorescéncia
de uma inclusao sélida de aproximadamente 20 um. Esse nanocristal metdlico é formado por dtomos de
Fe, Ni e recobertos por uma capa de Cu.
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Figura 37 Imagem de fluorescéncia e especia¢do quimica de uma amostra de castanha do Pard obtida na
linha CARNAUBA. A imagem 2D de fluorescéncia foi feita observando-se os micronutrientes Zn e Se, suas
distribuigdes e correlagdes. A especiagcdo quimica foi feita na borda de absorg¢do de raios x do elemento Se,
indicando que sua forma quimica mais provdvel seja orgdnico.

@Carnauba

Figura 38. Combinando linhas de luz: Imagem Jdptica, tomografia na linha Mogno, e mapeamento 2D por
transmissdo e fluorescéncia na linha Carnauba de um diamante oriundo das profundezas da crosta
terrestre. A inclusdo sdlida metdlica observada tem dimensées da ordem de 20 micrometros e vé-se
claramente facetas cristalinas. O mapeamento quimico indica que o microcristal é formado por dtomos de
Fe e Ni recobertos por uma camada de Cu. A imagem tomogrdfica (ndo mostrada) confirma esse fato.
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EMA

A linha EMA (dedicada a experimentos em condi¢cGes extremas), teve seus primeiros
experimentos (difracdo em altas pressdes) realizados no fim de 2020 com um setup experimental
provisério. Na sequéncia, durante o primeiro semestre de 2021, foi iniciada a instalacdo do setup
definitivo de altas pressdes e temperaturas extremas (Figura 39), que ainda esta pendente finalizagdo por
atraso de entrega de placas 6ticas de um fornecedor nacional. Isso deve ser concluido no primeiro
semestre de 2022.

O sistema de aquecimento por laser que sera usado no setup experimental 1 da EMA (Figura 40)
para se estudar amostras submetidas a condicGes extremas de temperaturas de milhares de graus e
pressdes de milhGes de atmosferas, também foi comissionado neste semestre e preparado para operagdo
apos sua instalagdo. O painel direito da Figura 40 mostra a temperatura atingida em uma folha de Pt (uma
amostra de 5 micrometros de espessura, como no inset da figura). A temperatura maxima de 3200K obtida
neste experimento coincide com a temperatura de fusdo da Pt nesta pressao.
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Figura 40 (esq.) Montagem do sistema de laser heating para testes em laboratdrio. (dir.) Temperatura

atingida pelo setup em uma amostra de Pt em pressdo de 20 GPa.

Com o avanc¢o do comissionamento da linha EMA para alguns dos experimentos planejados, em
combinagdo com as condi¢gdes termodinamicas possiveis gragas a implementagdo e comissionamento do
laboratério LCTE (Lab. Condigdes Termodinamicas Extremas) foi possivel realizar alguns experimentos de

espectroscopia e difragdo de raios X em condigdes diferentes das ambientais.
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Figura 41 Experimentos nas misturas de NH3BH3 com Cério

A combinagdo de altas pressdes com altas temperaturas disponiveis na linha EMA pode levar a
formagao de novos materiais. Apds o comissionamento ao longo do ultimo semestre do novo setup de
aquecimento a laser em conjunto com células de diamante para atingir altas pressées, fizemos uma
primeira tentativa de sintese de um superhidreto de cério, onde uma mistura de NH3BH3 com Cério foi
colocado em uma célula de pressdo a 10GPa, localmente aquecida até 1700K (Figura 41). Uma vez feita a
sintese, fizemos medidas de XRD na regido irradiada pelo laser e fora desta regido que nos permitiram
comprovar a formacdo de uma nova fase do composto. Um estudo mais detalhado estd sendo
desenvolvido a fim de identificar qual a fase foi criada.
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Figura 42 Espectroscopia de absorgdo do composto MoRe

Usando a seletividade ao elemento quimico e ao orbital da técnica de espectroscopia de absor¢ao
noés investigamos o efeito do estado supercondutor densidade de estados do composto MoRe (Figura 42),
o qual é supercondutor para temperaturas abaixo de 9K. Para isso, fizemos medidas em incidéncia
rasante, que nos da seletividade a profundidade do filme, em um filme fino composto por uma camada
de MoRe com espessura de 150nm e um outra camada de Co com 50nm. Desta forma, como a camada
de Co é magnética poderiamos também investigar o efeito do magnetismo deste ion no estado
supercondutor da camada de MoRe.
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Figura 43 Dispositivo ,bara pressdo unuiaxial e experiment de difracdo in-situ
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A aplicacdo da pressao uniaxial € uma importante ferramenta para mudar unidirecionalmente a
simetria de materiais o que pode alterar significativamente suas propriedades. Com esse objetivo foi
adaptada uma célula de pressdo uniaxial da empresa Razorbil, para experimentos de difracdo de
monocristal na linha EMA (Figura 43). Para testes usamos uma amostra de Alumina (Al203) e aplicamos
pressdo uniaxial ao longo do eixo 100 do material e acompanhamos as deformagdes na dire¢édo (0 0 36)
perpendicular a direcdo da aplicacdo de for¢ca. Embora o mdédulo de bulk da Alumina seja bastante elevado
(250GPa) conseguimos verificar deslocamentos significativos dos picos de Bragg, confirmando a
efetividade da aplicacdo de pressdo uniaxial (Figura 43).
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Também na linha EMA, é implementada a técnica de X-ray Raman (XRS), que nos permite estudar
bordas de absorcdo de elementos leves, tais como Carbono e Oxigenio, usando altas energias (Figura 44).
Desta forma, esta técnica pode ser bastante Util para estudo de materiais “leves” sob condi¢Ges extremas
de temperatura e pressao. Nesta técnica fazemos o uso da componente ineldstica do raio X espalhado,
onde o raio X espalhados sado “filtrado” por um conjunto de cristais analisadores de silicio e focalizados
em um detector de area. Os analisadores foram produzidos em colaboracdo com o LNNano e um primeiro
experimento teste foi realizado a fim de se testar a qualidade dos cristais. Como teste do sistema, foram
feitas medidas em uma pastilha de carbono em duas orientagGes, paralelo e perpendicular ao plano de
espalhamento, onde pudemos verificar a sensibilidade da técnica simetria dos orbitais atdmicos.

Durante o comissionamento da dtica da linha EMA também foram detectados problemas no
monocromador DCM que ja foram resolvidos (Figura 45) e a linha aguarda recuperagdo da pressdo de
vacuo para reiniciar o comissionamento com feixe.
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Figura 45 Corregbes e melhorias sendo executadas no monocromador HD-DCM da linha EMA

IPE

A linha IPE (dedicada a espalhamento inelastico ressonante de raios-X e espectroscopia de fotoelétrons)
desafiou as equipes técnicas ao longo do ano com inumeras questées intrincadas de gerenciamento,
montagem, instalacdo e integracdo de sistemas. O ponto mais preocupante ocorreu no meio do ano
guando um vazamento foi detectado na conexdao do canal interno de refrigeragdo do espelho do
monocromador, as vésperas de iniciar o comissionamento com feixe. Esse espelho é um dos elementos
Opticos mais caros, delicados e de dificil fabricagdo presentes nas linhas do Sirius. O problema foi
rapidamente identificado pelas equipes internas com a ajuda do fabricante, o reparo sugerido foi a
aplicagcdo de um selante especial, que teve sucesso. Entretanto, todo processo de reparo acarretou cerca
de 4 meses de atraso para a nova tentativa de iniciar o comissionamento, devido ao grande niumero de
retrabalhos gerados. Nesse tempo a instalagdo da estagao experimental XPS foi concluida e da RIXS
avang¢ou mais lentamente devido a interrup¢do de embarques ocasionada pela indisponibilidade da cota
de importacdo, bem como a falhas no processo de contratacdo de pecas fabricadas e pendéncias de
projeto. Agora a estacdo passa pelas montagens e alinhamentos finais e deve estar disponivel para
comissionamento em fevereiro de 2022. A

Figura 46 apresenta elementos de todo esse processo e a Figura 47 a iluminacdo de pontos-chaves da
linha até as estag¢Oes de pesquisa.
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Figura 46 — IPE. (1) Vazamento detectado em junho na jungdo Silicio-A¢o Inox do espelho presente no
monocromador em junho; (2) detalhe da jun¢do com aplicagdo de selante para UHV; (3) vista externa da
linha apds o término da instalagdo de componentes; (4) estagdo XPS plenamente instalada e
operacional; (5) estagdo RIXS durante instalagdo dos ultimos itens.
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Figura 47 — IPE. Etapas iniciais do comissionamento técnico da linha: (1) feixe monocromdtico em 22/10,
(2) feixe na entrada da estacdo RIXS em 27/10 e (3) feixe dentro da cdmara da estacdo XPS em 28/10.

H4 duas esta¢des experimentais na linha IPE, uma dedicada a experimentos de espalhamento
ineldstico de raios-X (RIXS) e outra dedicada a Espectroscopia de foto emissdo por raios-X. Ndo existem
ainda fabricantes que comercializem espectrémetros de RIXS de alta resolucdo, portanto para trabalhar

com esta técnica é necessario desenvolver seu préprio instrumento. Para construir e operar um
espectrometro RIXS é necessario conhecer muito bem a éptica de raios-X tanto para definir os elementos
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Opticos (grade, detector e mecéanica) quanto para determinar os parametros de opera¢do do
espectrémetro. Apesar de ja estar em fase de instalacdo, ha ainda diversos desafios em instrumentacao
cientifica que sdo essenciais para realizar os experimentos definidos no caso cientifico da linha IPE

O espectrometro de RIXS é baseado em uma grade de difracdo cilindrica, com dupla funcdo de
dispersar e focalizar a radiacdo espalhada pela amostra em um detector. Os parametros basicos para
operacao da grade de difracdo ja foram definidos para uma energia de referéncia do design dptico. Porém,
o espectrémetro pode ainda ser operado em diversas configuragdes (angulos e distancias relativas entre
grade, amostra e detector) que permitem otimizar resolugdo, fluxo ou minimizar aberracGes dpticas para
cada energia. Para determinar os diferentes modos de operagdo (Figura 48) e auxiliar o alinhamento,
realizamos cdlculos analiticos de éptica paraxial e simulagdes com softwares especializados em dptica de
raios-X, baseados em solu¢Ges numéricas (REFLEC) e tracado de raios (SHADOW). Este trabalho foi
realizado como parte da tese de doutorado da aluna Marli dos Reis Cantarino co-orientada por Tulio Rocha
no IF-USP e recentemente submetido para apresentacdo no conferéncia internacional de sincrotron (SRI).
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Figura 48 (a) parGmetros geométricos do espectrémetro RIXS: distdncia da grade (r), distdncia do detector
(r’), Gngulo de incidéncia da grade (alfa) e Gngulo de difragdo (beta). (b) resolugdo em fungdo do dngulo e
distdncia da grade. (c) Aceitdncia em fungdo do dngulo e distdncia da grade. Curvas em (b,c) denotam
trajetorias de maxima resolugdo (vermelho), mdxima aceitdncia (azul) e minima aberragdo (preto).

A detecgdo dos fotons dispersados pela grade de difragcdo ocorre em um detector de area, cuja
resolucdo espacial determina a resolucdo final do espectrometro. Para isso sera utilizado um detector CCD
especial com pixel de 16 um e multiplicagdo de sinal (EM-CCD) que resulta em ruido menor que 1 elétron
por pixel. Estas caracteristicas permitem a detec¢do de imagens com eventos de fétons Unicos por pixel,
gue podem ser processadas com algoritmos que determinam a posi¢do do féoton com precisdo sub-pixel
(centroide), resultando em resolugdo espacial na imagem melhor que 5 um. Tipicamente centenas de
imagens devem ser combinadas para formar um espectro. No entanto, para atingir alta resolucdo
espectral é necessdrio processamento cuidadoso das imagens que envolve: centroide, corregao de
inclinagdo, correcdo de aberragbes Opticas, alinhamento na diregao dispersiva, soma de imagens,
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integracdo na direcdo nao-dispersiva e calibracdo em energia (Figura 49). Foram desenvolvidos cddigos
na linguagem python para realizar este processamento de imagens como parte do trabalho de tese de
doutorado aluno Carlos William Galdino co-orientado pelo pesquisador Tulio Rocha no IFGW-UNICAMP.
O cédigo esta publicado em um repositério aberto GitHub.
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Figura 49 Exemplo de processamento de imagens de fotons unicos para gerar espectros integrados de
RIXS. Cada uma das imagens é rotacionada para corrigir inclina¢do, integradas na horizontal, os espectros
gerados sdo alinhados e finalmente somados para compor um espectro final.

A camara experimental da estagdo RIXS conta com um manipulador de amostras de alta precisao que
permite varreduras micrométricas (XYZ) e rotacdao (RZ) que opera em ultra-alto vacuo (UHV). Para realizar
experimentos mais desafiadores, necessitamos desenvolver ambientes de amostra que permitam com
rotacdo em Rx e Ry para mapear a transferéncia de momento em 3D e com controle de varidveis
termodindmicas das amostras (temperatura, strain, campos, lasers). Estes ambientes de amostra
compreendem alguns dispositivos comerciais adaptados e partes completamente fabricados sob medida
que serdo inseridos no manipulador dentro da cdmara em ultra-alto vacuo (Figura 50). Os ambientes sido
projetados e montados pelo engenheiro Luiz Borges e estagidrio Lucas Tudo sob orientagdao do
pesquisador Thiago Mori.

Figura 50 Exemplos de ambientes de amostra desenvolvidos para a estagdo RIXS (a) criostato comercial
ColdEdge (<3K) adaptado para o manipulador Englund. (b) Receptdculo de amostras com isolamento
elétrico para amostras policristalinas. (c) célula comercial selad

A estacdo XPS da antiga linha SXS do UVX foi trazida para o Sirius e passou por melhorias para ser

instalada no brago A da linha IPE (Figura 51). Construimos uma nova base, adaptamos o sistema de
protecdo de equipamento (EPS) e fizemos uma atualizagdo no software de controle do analisador de
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elétrons (Prodigy) para permitir futura compatibilizacdo com o sistema de controle do Sirius baseado em
EPICS. A estacdo foi conectada a linha de luz e alinhada para receber o feixe de raios-X

Figura 51 Estacdo XPS instalada no brago A da linha IPE apds melhorias e adabta;&es

Uma fonte de raios-X convencional foi utilizada para fazer o comissionamento técnico do
analisador de elétrons SPECS da estacdo XPS. Para cada modo de operacgao do analisador (lente e energias
de passagem) medimos espectros de uma amostra padrdo de Ag para determinar a resolugdo e
intensidade do sinal. Estes dados foram comparados com a performance medida na fabrica em 2008 para
validar que apds a mudancga e melhorias da estagdo a performance do analisador foi preservada. O teste
final foi detectar o sinal de uma amostra real de um futuro usudrio do estacdo (Prof. José Maria Bueno
UFSCAR) com menos de 1% de concentragdo (Figura 52).
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Figura 52 Exemplos de medidas de XPS realizados com a Estagcdo XPS usando uma fonte convencional de

raios-X para comissionamento técnico. (a) Espectros de referéncia de Ag 3d5/2 em comparacdo com
medidas reais (b) mostrando que mantemos a resolugdo e intensidade.
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MOGNO

A montagem da linha MOGNO (microtomografia em alta energia) seguiu com a conclusdo da
instalacdo da infraestrutura das cabanas da linha (Figura 54) e com a montagem do sistema 6tico da
primeira cabana a partir de agosto, agora concluidos. A montagem do sistema 6tico de focalizagdo tipo
KB foi postergado por um atraso consideravel desencadeado devido ao rompimento contratual do
fornecedor alemdo das multicamadas focalizantes da linha. O problema se originou com dificuldades
técnicas e de limitacdes de recursos humanos da empresa, que se agravaram durante a pandemia. Uma
empresa japonesa foi contratada para prosseguir com o trabalho e entregar os espelhos indispensaveis
para finalizacdo da linha. A mudanca deu certo e os espelhos foram finalizados com sucesso e entregues
no final de novembro, agora se encontram aguardando os processos de metrologia, montagem e
instalacdo na nano estacdo que esta prevista para o primeiro semestre de 2022.

Figura 53 Vista geral das cabanas da linha MOGNO (u-CT)

Nos ultimos meses o projeto de todos os componentes e subsistemas de nano estagdo foram
finalizados e aquisicdes/contratacdes encaminhadas. No inicio de 2022 espera-se receber as Ultimas pecas
que faltam para realizar a montagem completa da nano estacdo, essas as bases de granito vém da China
e sofreram com atrasos do fornecedor e congestionamento nas empresas de frete maritimo devido a
pandemia. A nano esta¢do deverda ser operacionalizada ao longo do primeiro semestre de 2022.
Adicionalmente, a equipe de projeto ja trabalha no desenvolvimento da segunda estagao experimental,
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chamada de micro estagdo, ela complementara a capacidade tomografica da linha permitindo que
estudos em diferentes escalas espaciais possam ser aplicadas.

‘ ‘ N 4 . j
Figura 54 — MOGNO. Do canto superior esquerdo ao inferior direito: (1) técnicos durante etapa final de
instalagdo dos componentes da cabana dptica; (2) visdo geral do projeto da nano estagdo com espelhos
KB e sistemas de posicionamento e troca de amostras; (3) vista interna da cdmara dos espelhos KB; (4)
mecanismo interno em processo de montagem; (5) interior da cabana experimental aguardando o
ingresso da nano estagdo; (6) parte da equipe do projeto durante obtengdo do primeiro feixe no ponto de
entrada da nano estagdo.

Y

Laboratdrios de Apoio
Dando continuidade a instala¢do de infraestrutura de laboratdrios para preparagao de amostras
de usudrios, foram também iniciadas as instalagdes de mais 7 laboratdrios nas dreas de extensdo do

prédio do Sirius, vide Tabela 1.

Tabela 1 Resumo do status da construgdo de laboratdrios

cIvIL FURNITURE
. INTEGRATE MECH. ELECT. | EXHAUST/ AVANGO
LABORATORIO OU SALA ADJUSTMEI / SPECIAL
D DESIGM UTILITIES | UTILITIES HVAC GERAL

5 Ed 15 |- - - ~ [EQUIPMET ~ i
LAM - LABORATORIO DE AMOSTRAS MICROSCOPICAS 100% 100% 100% 100% 100% 90% 98%
LPA - LABORATORIO PREPARAGAO DE AMOSTRAS 100% 100% 20% 80% 60% 70% 82%
LCA - LABORATORIO DE CIENCIAS AMBIENTAIS 100% 100% 80% 80% 60% 70% 82%
LCRIO - LAB. PREPARACAO DE AMOSTRAS CRIOGENICAS 100% 100% 80% 80% 60% 70% 82%
LCTE / HP1 - LAB. DE ALTAS PRESSOES 1 100% 100% 80% 80% 60% 70% 82%
LCOC - LAB. CORTE E ORIENTACAO DE CRISTAIS 100% - 60% - - 60% 73%
LMS - LAB. MANIPULACAO DE 50LIDOS 100% - 40% 40% - 60% 60%

De forma geral, todas as dreas do projeto do Sirius (e inclusive de outros sincrotrons do mundo)
sofreram com atrasos no fornecimento de componentes e com o aumento de custos de insumos (como o
aco) gerados pela pandemia. Entretanto, levando-se em consideracdo estas dificuldades globais, foi
possivel manter o projeto Sirius em ritmo relativamente acelerado. Mais recentemente, o gargalo no
recebimento de varios destes componentes nao tem sido atrelado apenas aos atrasos de fornecedores,
mas também a liberagdo das cotas nacionais de importacdo. Diversos componentes necessarios para
continuagdo das montagens passaram cerca de dois meses aguardando autorizagdo para
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coleta/embarque, desviando a conclusdo desses laboratérios para o primeiro trimestre de 2022. A
excecdo foi o Laboratdrio de Amostras Microscépicas (LAM, Figura 55), que recebeu o microscdpio Helios
5 PFIB (Plasma Focused lon Beam) a tempo. Esse equipamento dard suporte a usudarios e equipes técnicas
para preparacdo de amostras em escala nanométrica.

Figura 55 — LAM. Vista interna da sala com tratamento acustico com o microscépio FIB em etapa final de
instalagao.

Laboratdrio de Condigcées Termodindmicas Extremas (LCTE)

O LCTE foi inaugurado em outubro de 2021 junto com outras instalacées do LNLS e encontra-se
disponivel para usudrios internos e externos (Figura 56). Desde sua abertura este laboratério atendeu 14
propostas em 2021. Dessas, 1 é proveniente de usudrios externos. Além disso, dentre as propostas estdo
os atendimentos vinculados a experimentos cientificos nas linhas de luz e aquelas submetidas
diretamente ao LCTE. As propostas atendidas englobam preparacdao e montagem de amostras para
experimentos, desenvolvimento de protocolos para medidas em condigdes extremas e desenvolvimento
de instrumentag0es para experimentos nas linhas de luz (Figura 57).
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Figura 57 Fotos de usudrios e funciondrios do LCTE durante a preparagéo de experimentos.
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Em colaboragdo com outros membros da divisdo de matéria condensada foram desenvolvidas varias
InstrumentagGes para experimentos em condi¢Ges extremas. Dentre elas podemos destacar:

Membranas

Propésito: Aplicagdao de pressao controlada em células de bigorna de diamante.

Ganho: As membranas sdao vendidas por uma empresa estrangeira e em uma Unica configuracdo.
Desenvolver esse sistema aqui € muito importante, pois uma vez dominado o processo podemos trabalhar
no desenvolvimento desses sistemas em diferentes tamanhos e materiais, o que possibilita seu uso em
células de pressdo de outros tamanhos ou compatibilidade com experimentos com aplicagcao de campo
magnético, por exemplo.

Figura 58 A esquerda temos duas representagdes esquemdticas do funcionamento de membranas
para aplicacdo de pressdo em DACs. Quando gds He é injetado na membrana ela expande
empurrando o pistdo da célula de pressdo. A foto a direita mostra 4 membranas produzidas

Solda ponto

Propésito: Soldagem de fios em amostras metdlicas volumétricas (cristais) para experimentos de
transporte elétrico sob pressao uniaxial aplicada.

Ganho: As amostras estudadas em células de pressdo uniaxial possuem tamanho de poucos milimetros.
Portanto, sua manipulagdo e soldagem de contatos elétricos a mao torna-se dificultada. Ter um sistema
de solda ponto com controle remoto e micrométrico é muito importante para facilitar a preparacgdo de
amostras para experimentos de transporte elétrico. Além disso, ter acoplado um sistema de ajuste da
tensdo aplicada (fonte) permite soldar fios de diferentes materiais em diferentes tipos de amostra.
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500 um

Figura 59 A esquerda estd mostrado o sistema de solda ponto. Uma fonte de tensdo é
acoplada eletricamente a uma agulha metdlica que pressiona o fio contra a amostra. Ao
aplicar uma descarga elétrica através do circuito, o fio serd soldado na amostra. O sistema
de
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Célula de pressao uniaxial

Propésito: Aplicar pressdo uniaxial em amostras volumétricas e na forma de filmes.

Ganho: Células de pressdo uniaxial sdo usadas para comprimir ou esticar amostras. Com essas células é
possivel realizar medidas de transporte elétrico e experimentos de difracdo e espectroscopias de raios X.
Dessa forma, o usudrio pode estudar o comportamento das estruturas eletrbnicas e cristalinas do seu

material sob pressao uniaxial.
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Figura 60 A esquerda estd mostrada a foto de uma das células de pressdo uniaxial adquiridas
pelo grupo. Essa célula é comercial, da Razorbill Instruments. A amostra é montada entre dois
eletrodos controlados por um sistema de piezos. Ao aplicar uma tensdo os eletrodos se movem,
puxando ou comprimindo a amostra. A direita estd mostrado um grdfico da resistividade elétrica
em funcdo da temperatura de uma amostra de férmion pesado, em que fica evidente o
deslocamento de sua transicdo magnética com a tensdo uniaxial aplicada.
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Criostatos

Propésito: Resfriamento de amostras para experimentos em temperaturas abaixo de 10 K.

Ganho: Criostatos comerciais, como os que dispomos no LCTE, em geral ndo sdo compativeis com
diferentes experimentos ou condicdes ao mesmo tempo. Para permitir experimentos de difracdo e
espectroscopias na linha de luz EMA juntamente com as condi¢cbes de campo magnético aplicado, alta
pressdo e baixa temperatura, adaptamos dois criostatos comerciais (Janis ST-100 e STVP-400). Essas
adaptacdes incluem troca de janelas éticas para compatibilidade com os experimentos e insercao de
sistema elétrico para medidas de transporte in-situ. Esse Ultimo é importante para aferir a transicao
elétrica da amostra e garantir que ela estd no regime de temperaturas do fendmeno de interesse, por
exemplo a supercondutividade. Utilizando L-He em ambos os sistemas é possivel atingir temperaturas
menores que 10 K em experimentos com feixe luz sincrotron.
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Figura 61 A esquerda é mostrada a montagem experimental para o primeiro experimento com
temperaturas criogénicas na linha EMA. A direita estd mostrado o resultado de um
experimento de espectroscopia XANES realizado em um filme supercondutor de MoRe no
setup mostr

Com esse criostato, é possivel chegar a 2 K na amostra. Trés das 4 janelas de quartzo foram
trocadas por kapton para serem compativeis com experimentos de espectroscopias e as aberturas do
shield recobertas com MLl para melhorar a blindagem da radiagdo externa. Outra grande melhoria
consistiu na inser¢ao de um sensor extra no porta-amostra e fios para a medida de resisténcia elétrica da
amostra. Dessa forma foi possivel verificar a transi¢do supercondutora de um filme de MoRe, que no
criostato anterior ndo foi possivel atingir. Esse criostato de vaporizagao esta passando por alguns testes
de comissionamento e serd levado para operar na linha EMA nos préximos dias.
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Figura 62 A esquerda o porta-amostra do criostato STVP-400 com conexdes elétricas do topo
até a amostra. Ao meio a amostra com contatos elétricos e a direita o verso do porta-amostra,
evidenciando o sensor adicional e demais conexdes elétricas.

Figura 63 Da esquerda para a direita: janela interna e externa revestidas com kapton e por
ultimo o lado com a janela original na qual é possivel visualizar o MLI que reveste a abertura
do shield.
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Figura 64 A esquerda a montagem experimental para o comissionamento do criostato STVP-400 apds
as modificagbes. A direita é mostrada a queda na resisténcia elétrica da amostra quando a
temperatura cai para abaixo de Tc = 8.9 K.

Laboratorio de Crescimento In-Situ (LCIS)

O LCIS foi mais um dos laboratérios inaugurados em 2021 que se encontra aberto para usuarios.
Além da instalacdo dos equipamentos, neste ano foram realizados reparos de vérios dos instrumentos
com o auxilio dos grupos de engenharia do LNLS e ENT, como o laser de alta poténcia e o microscépio de
forgca atémica. Os demais equipamentos disponiveis neste laboratério como STM, BEM e PLD foram
comissionados e calibrados para atendimento de usudrios externos.

Figura 65 (esq.) Vista geral do laboratério LCIS. (dir) e crescimento de filmente de YBCO por PLD
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Descomissionamento do UVX

Devido ao encerramento das atividades de operagdo do anel UVX do LNLS ao final de 2019, e
dadas as incertezas trazidas pela pandemia ao longo de 2020, intensificamos apenas em maio de 2021 a
desmontagem técnica das instalacbes cientificas presentes no prédio do antigo anel. Empresas
especializadas foram recrutadas para desmantelar essas instalacdes, segmentando os diversos
componentes e subsistemas presentes no local para reaproveitamento em novas instalacdes do CNPEM,
em outras instituicbes de ensino e pesquisa, para venda por meio de chamadas publicas ou mesmo
sucateamento de alguns materiais e equipamentos. Chegamos ao final de 2021 com as antigas linhas de
luz e laboratdrios de apoio predominantemente desmontados (Figura 66) e itens de maior valor agregado
realocados no Sirius, restando executar o processo de sucateamento de alguns itens, bem como realizar
a triagem de definir a melhor forma de equipamentos, conexdes e instrumentacao para ultra-alto-vacuo,
itens tipicamente com 15 ou 20 anos de uso. Mobilizacdes semelhantes envolvendo os antigos
aceleradores também estdo em curso com a participagdo da divisdo de Engenharia e Tecnologia, com
previsdo de liberacdo completa do prédio até junho de 2022, um espacgo técnico valioso para novas
iniciativas no horizonte do CNPEM.

4 A

Figura 66 — Uma comparagdo entre o estado do hall experimental em 2019 a
atividades nas linhas de luz do anel UVX e novembro de 2021, quando as atividades de desmontagem
entravam na fase final.

b

e=—aa—=

ntes do encerramento das

Subsistemas das linhas de luz

Ao longo do primeiro semestre de 2021, varios dos subsistemas foram comissionados nas linhas
de luz. Um dos principais destaques foi o comissionamento do HD-DCM, cujos resultados estdo sendo
apresentados na conferéncia MEDSI 21. Embora o limitante de medida seja ainda a estabilidade do feixe
de elétrons, os resultados obtidos até aqui (Figura 67) indicam uma alta reprodutibilidade e estabilidade
em acordo com a especificacdo de projeto.
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Figura 67 Resultados de comissionamento do HD-DCM (da publicacGo Geraldes, et. al que serd

apresentada na MEDSI 21).

Subsistemas de aquisicdo e processamento de dados

Um destaque para estes subsistemas das linhas de luz do Sirius foram as primeiras imagens dos
detectores Mobipix com sensores de CdTe (Figura 68). Este é um sistema projetado para ser movel, ou
seja, um detector de imagem de raios-X compacto e independente de computadores externos para opera-
lo e adquirir imagens. Ele possui tecnologia System-on-a-Chip com GPUs que possibilita o controle,
aquisicdo de dados e processamento integrado de imagens. O Mobipix funciona como uma camera de
video inteligente, permitindo a realizacdo de experimentos de imagem e diagndsticos de feixe a uma taxa
de quadros da ordem de kiloHertz. O detector é relativamente simples e permite incorporar outros tipos
de sensores como os baseados em semicondutores mais pesados. Por exemplo, os sensores de silicio
normalmente empregados nos detectores de raios-X das linhas de luz de sincrotrons sdo capazes de
detectar raios-X até cerca de 20 keV. Acima destas energias sdo necessdrios sensores em elementos
guimicos mais pesados, como os baseados em CdTe. Estes sensores permitem a imagem com raios-X de
altas energias, com alta eficiéncia e serdo empregados na linha MOGNO. A tecnologia do Mobipix esta
sendo licenciada para a empresa PiTec no presente momento.
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Figura 68 Imagens de raios-X de alta energia obtidas com o Mobipix de CdTe

No ano de 2021 foram entregues diversos detectores PIMEGA para as linhas de luz do Sirius
dentro do contrato com a empresa PiTec. O detector da linha SAPUCAIA, PIMEGA-540D # 2, foi entregue
e estd sob testes de vacuo na sala limpa do laboratério de detectores do Sirius apds reparo de diversos
problemas detectados por nossos testes de aceitacdo, como mddulos que ndo funcionaram, sensores que
falharam e vazamento do sistema de refrigeracdo. Para a linha EMA, o detector PIMEGA-540D # 3 foi
entregue e instalado no braco robdtico da linha de luz Ema. No presente momento esta em
comissionamento e calibragdo. A Figura 69 mostra os primeiros difratogramas de amostra padrdo em pé
feitas na linha de luz com este detector. Neste sistema foram detectados problemas de oxidacdo no
sistema de refrigeracdo, que estao sendo solucionados pela empresa.
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Figura 69 D/fratograma obtido com o detector PIMEGA instalado na //nha EMA (Esq) a imagem "raw" e
(dir) apds as corregbes geométricas

O sistema da linha PAINEIRA: PIMEGA-450D teve o Hardware mecanico e eletronico fabricado e
o detector estd em montagem no laboratdrio de detectores do Sirius. A entrega deste sistema foi adiada
para 2022/02 devido aos lotes de baixo rendimento do fabricante dos sensores. Os préximos passos sdo
montar cabegas de sensores Hexa e testes de software de backend. Um segundo sistema PIMEGA-450DS
passou por um redesenho solicitado a PiTec para atender uma geometria diferente da prevista
inicialmente e que é mais otimizada para os experimentos com a nova bobina supercondutora que sera
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instalada na linha. O Design Review foi concluido e a entrega foi adiada para abril de 2022 devido aos
lotes de baixo rendimento do fabricante dos sensores. A modificagdo da geometria visa melhor
corresponder aos requisitos de configuracao experimental da linha de luz.
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Figura 70 Sistemas PIMEGA-450D. (esq) Detector da linha PAINERIA em montasgem (dir.) reprojeto do
sistema da linha EMA para melhor adaptar a geometria da linha.

Para a linha CARNAUBA foram entregues os detectores PIMEGA-135D # 3 e PIMEGA-135D # 4, e
no momento estdo sob testes de aceitacdo na sala limpa do laboratério de detectores do Sirius. O detector
novo da linha MANACA, PIMEGA-540D # 4, esta sendo entregue ainda em dezembro de 2021. Apds a fase
de testes de montagem final ele passard pelos Testes de Aceitagdo no inicio de 2022.

Para o comissionamento de todos estes detectores de forma independente das linhas de luz, em
2021 foi desenvolvida também uma camara de vacuo, com prote¢do radioldgica suficiente para o
comissionamento com raios-X (Figura 71).

Figura 71 Cdmara de Vidcuo e RX montada (esquerda) no local de uso na sala limpa do grupo DET no SIRIUS
apds entregue, com a instalagdo da protegdo, dos controles e intertravamento de seguranga. Na direita a
cdmara sendo usada para calibragbes de detectores.
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O desenvolvimento de dispositivos de instrumentacdo eletronica para atenderem diversas
demandas das linhas de luz foi consolidado em 2021. Basicamente sao 15 tipos de dispositivos diferentes,
gue totalizam mais de 350 unidades (boa parte ainda sendo instalados) nas linhas da Fase 1A e 1B. Um
dos principais destaques foi o amplificador de corrente de um canal. Temos 75 unidades produzidas com
30 instaladas, com indice de falha préximo de zero. O desempenho deste dispositivo foi competitivo com
solucdes comerciais, como pode ser visto na Figura 72.
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Figura 72 Comparagdo entre o espectro de ruido do amplificador de corrente desenvolvido no LNLS para
as linhas de luz do Sirius e duas solugées comerciais.

Outro destaque é o picoamperimetro de 4 canais ja com conversores AD embarcados e
comunicacdo Ethernet que permite leituras de corrente em dispositivos como monitores de posi¢do. Dois
prototipos foram testados e o projeto da versdo final esta préoximo de ser concluido.
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Figura 73 Espectro de ruido do sistema de leitura de baixas correntes em de quatro canais.
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Considerando a sincronizacdo de todos os sinais de aquisicdo e monitoramento de dados, o
sistema TATU (Time and Trigger Unit) foi desenvolvido no LNLS para cumprir esta funcdo aproveitando
um recurso de hardware ja disponivel em cada cabana de linha de luz, os controladores CompactRIO. O
TATU usa tecnologia FPGA e a solucgao é flexivel o suficiente para combinar sinais de entrada e saida a 30
KHz, muito superior a taxa de aquisicdao dos detectores de raio-X. Na Carnauba, por exemplo, o Tatu tem
sido usado para produzir 500 pulsos de us para escanear 10.000 pontos em uma drea de 80 pm x 80 um,
em 30 segundos.
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Figura 74 Sistema TATU embarcado nos controladores CRIO para sincronizagdo de sinais de trigger e
aquisicdo de dados.

A medida que os dados das linhas sdo gerados nos detectores, diversas opera¢gdes matematicas
de pré-processamento de dados e realinhamento das imagens adquiridas sdo necessdrias, por exemplo
para correcdo de efeitos como instabilidades do feixe de raios-X. Em 2021 foram desenvolvidos varios
destes algoritmos de pré-processamento e implementadas para uso nas linhas do Sirius. Dois destaques

deste tipo de algoritmo sdo apresentados na Figura 75.
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Figura 75 (esq.) Correcdes de alinhamento dos dados de detectores PIMEGA em experimentos de
difracdo de pd. (dir.) CorrecGes de sinogramas para compensacdo do movimento do feixe de elétrons
durante a aquisicao de imagens 3D na CATERETE.

Outro destaque dentro das atividades de computacdo cientifica foram as melhorias feitas na
interface do sistema de renderizagao INDEX em colaboragdo com a empresa NVIDIA. Os resultados deste
sistema estdo presentes nas imagens 3D deste relatério.
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Ao final da cadeia de aquisicdo e processamento de dados encontra-se o TEPUI (Throughput
Enhanced Processing Unlt), a infraestrutura de computacdo de alto desempenho (HPC) do Sirius. Em 2021,
além da continuidade dos trabalhos de implementacdo de servidores do TEPUI, foram dedicados muitos
esforcos em se criar e implementar uma politica de uso dos recursos computacionais compartilhados,
tanto de processamento quanto de armazenamento de dados (Figura 76). Estas politicas foram
amplamente debatidas com os usudrios do CNPEM de forma a encontrar solu¢des que permitissem um
compartilhamento eficiente de recursos. A nota técnica referente a esta politica foi distribuida para todos
0s usuarios internos e externos.
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Figura 76 Representacdo grafica das politicas de retencao de dados.

Na nova politica sdo definidas cotas de armazenamento para linhas de luz e laboratérios de apoio,
uma vez que a capacidade de armazenamento de dados é limitada. Ao fim do periodo de retencdo o
usudrio fica responsavel por recuperar seus dados e armazena-los na sua instituicdo de origem. Neste
momento ainda ndo temos um sistema de arquivamento de dados ou politica de backup em vigor. No que
diz respeito ao uso do sistema de HPC, o tempo concedido por proposta depende se ela estd ou ndo
vinculada a tempo de linha de luz.

1.2. Pesquisa e Desenvolvimento in-house

Materiais Bioldgicos

As nanoparticulas s3o consideradas uma das estratégias mais promissoras para aumentar
significativamente a eficdcia da entrega de drogas. No entanto, sua transposicao as clinicas e hospitais
tem sido parcialmente impedida devido as interagdes inespecificas que ocorrem entre essas particulas
sintetizadas e os componentes bioldgicos. Entre esse componentes, as proteinas desempenham um papel
fundamental, uma vez que elas adsorvem espontaneamente nas nanoparticulas e afetam sua estabilidade
coloidal e capacidade de direcionamento. Dessa forma, o tamanho, densidade, composicdo e orientacdo
da camada de proteina, chamada coroa de proteina, governam o destino das nanoparticulas no corpo do
paciente e dita sua interacdo com as células e érgdos alvo. Embora essa camada protéica (coroa de
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proteinas) ja tenha sido amplamente estudada, a robustez dos métodos de caracterizagdo mais
empregados bem como a visualizacdo de suas fragbes ndao marcadas ainda precisa passar por
desenvolvimento e validagdo. Neste trabalho publicado na revista Nano Latters?, pesquisadores do LNLS
utilizaram espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS) para monitorar a formacdo da corona e
estimar os parametros de ligacdo entre as proteinas e as particulas. Complementarmente, a microscopia
eletrbnica de transmissdao sob condi¢cOes criogénicas associadas ao processamento de imagem de
correlacao cruzada e microscopia eletronica de transmissao filtrada por energia realizada em colaboracao
com pesquisadores do LNNano permitiu determinar a morfologia e a espessura da coroa da proteinas
juntamente com a visualizacdo de suas fragdes ndo marcadas. A estratégia descrita acima demostra um
enorme potencial para decifrar aspectos fundamentais da coroa de proteinas e pode contribuir para o
desenvolvimento racional de nanoparticulas para o uso médico.

e Microscopy
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Figura 77 Esquema experimental que mostra os resultados de microscopia a esquerda onde uma
camada de proteinas pode ser visualizada ao redor das nanoparticulas (vermelho e cinza escuro) e a
direita onde os dados de SAXS permitiram uma diferenciagdo entre a formag

A maioria dos medicamentos baseados em nanoparticulas sao preparados e armazenados em suspensdes
aquosas onde estdo propensos a hidrdlise, dissolugdo, fusdo de nanoparticulas, liberagao prematura de
droga e desnaturacao de biomoléculas conjugadas. A secagem apds congelamento rdpido, também
conhecida como liofilizagdao, é uma estratégia eficiente para evitar esses efeitos prejudiciais e manter as
propriedades das nanoformulagdes. Este processo remove a dgua do sistema e produz sélidos que podem
ser facilmente manuseados e transportados. No entanto, o processo de liofilizagdo pode induzir efeitos
indesejaveis devido a tensdes distintas durante as etapas de congelamento e secagem. Neste trabalho?,
a albumina de soro bovino (BSA) foi descrita como um excelente protetor para nanoparticulas de silica
(SNP) durante a liofilizagdo e os complexos SNP-BSA resultaram em estruturas sélidas com excelente
redispersibilidade (“solubilizacdo”) mesmo quando tempos de armazenamento mais longos sdo
considerados. Os pesquisadores do CNPEM demonstraram experimentalmente que a agregacdo massiva
do complexos SNP-BSA pode ser evitada quando uma camada de BSA é formada ao redor das SNP antes
do processo de liofilizagdo. Além disso, essa camada de BSA é capaz de evitar interagdes inespecificas
entre essas nanoparticulas e os sistemas bioldgicos, como evidenciado pela auséncia de citotoxicidade

1 Galdino, F.E. ; Picco, A.S. ; Capeletti, L.B. ; Bettini, J. ; Cardoso, M.B. . Inside the Protein Corona: From
Binding Parameters to Unstained Hard and Soft Coronas Visualization. Nano Letters, v. 21, p. 8250, 2021
2 Picco, A.S. ; Mondo, G.B. ; Ferreira, L.F. ; de Souza, E.E. ; Peroni, L.A. ; Cardoso, M. B. Protein Corona
Meets Freeze-Drying: Overcoming the Challenges of Colloidal Stability, Toxicity, and Opsonin
Adsorption. Nanoscale, v. 13, p. 753, 2021.
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residual, atividade hemolitica e adsor¢do de opsonina. Dessa forma, o recobrimento de nanoparticulas
com BSA pode e deve ser seriamente considerado pela industria farmacéutica uma vez que gera
nanoformulagdes sélidas e redispersaveis com biocompatibilidade avancada.

0, %@ OQ Nanoscale

o0 @ _@veo°
‘. o.‘

e ® \ & Yy )
‘00 -+ A - b ‘ ®
0.0 << o%
Y @
. @
.‘ A _+076 ‘ B nenst

SNP + BSA SNP-FDgga
Figura 78 a) Esquema experimental que mostra o processo de secagem e ressuspensao das nanoparticulas
de silica na auséncia e na presenca das proteinas. llustracdo esquemadtica da interacao das nanoparticulas
recobertas e ndo recobertas com proteinas e b) glébulos

Em paralelo aos mecanismos mais basicos de direcionamento de nanoparticulas, os
pesquisadores do LNLS também tém trabalho no desenvolvimento de sistemas biocompatives de alta
capacidade de incorporacdo de drogas. Em um outro trabalho foi investigada a influéncia estrutural
sofrida por nanoparticulas de cubossomos devido a presenca de miltefosina (HePC). A miltefosina vem
sendo amplamente utilizada no tratamento de alguns tipos de canceres, como o de mama por exemplo.
Além dessa aplicagdo como quimioterapico, a HePC também pode atuar contra outras doencas, como
evidenciado recentemente conta a Leishmaniose. Uma das grandes limita¢des de se ministrar a HePC em
humanos se da através dos seus efeitos colaterais, pois os pacientes relatam dores abdominais severas
quando estdo sendo tratadas com HePC por via oral. Neste trabalho?, os pesquisadores do LNLS colocaram
a HePC dentro de nanoparticulas, chamadas de cubossomos, com o intuito de gerar um sistema capaz de
diminuir os efeitos colaterais causadas pelo farmaco. Para elucidar o efeito da HePC nas nanoparticulas,
os pesquisadores utilizaram a técnica de espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS). Com isso, esse
estudo mostrou que a HePC se localiza nas paredes internas dos cubossomos, alterando pouco a sua
morfologia original. Também foi possivel quantificar um alto percentual de HePC encapsulada nas
nanoparticulas. Dessa forma, este trabalho abre novas portas para a utilizagdo dos cubossomos como
veiculos carregadores de HePC com possibilidade de mitigacdo de efeitos secunddrios do farmaco.

3 MALHEIROS, BARBARA ; CASTRO, RAPHAEL DIAS DE ; LOTIERZO, MAYRA C. ; CASADEI, BRUNAR. ;
MARIANI, Paolo ; Barbosa, Leandro R.S. . Influence of hexadecylphosphocholine (Miltefosine) in
phytantriol-based cubosomes: a structural investigation. Colloids and Surfaces A-Physicochemical and
Engineering Aspects, DOI: https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2021.127720
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Figura 79Representacdo esquemdtica da interacdo da miltefosina (verde) com a membrana da bicamada
de cubossomos de fitantriol (laranja). A direta temos as curvas de espalhamento de raios-X a baixos
dngulos dos sistemas que estudamos.

A doenca de Alzheimer (DA) é responsavel por cerca de 70% das doengas neurodegenerativas e é
uma causa de declinio cognitivo e morte para um terco dos idosos. Atualmente, a DA é subdiagnosticada
e ndo pode ser evitada com eficacia. A agregacdo de proteinas do tipo amildide (AB) tem sido associada
ao desenvolvimento de DA, e foi estabelecido que, em condi¢Ges patoldgicas, as proteinas AB sofrem
alteragGes estruturais para formar estruturas secunddrias de folhas-beta que sdo consideradas
neurotdxicas. Numerosos estudos in vitro forneceram informacGes detalhadas sobre os polimorfos
amildides; no entanto, pouco se sabe sobre como os agregados enriquecidos em folhas de amiléide
podem causar neurotoxicidade em ambientes relevantes. Na colaboracdo entre os laboratdrios LNLS, Max
IV, Soleil e a Universidade de Lund, pesquisadores utilizaram microscopia ética de campo préximo de
varredura do tipo espalhamento (s-SNOM) para estudar estruturas amildides em nanoescala, em
neurdnios individuais. Especificamente, o estudo* mostrou que em sistemas bem validados, a s-SNOM
pode detectar estruturas de folha-beta de amildide com resolu¢do espacial nanométrica em neurénios
individuais. Este é um estudo de prova de conceito para demonstrar que s-SNOM pode ser usado para
detectar estruturas de AP em superficies de células em nanoescala. Além disso, este estudo teve como
objetivo aumentar a consciéncia dos neurobiologistas sobre o potencial do s-SNOM e da espectroscopia
de infravermelho como uma ferramenta para analisar estruturas de folha-beta de amildéide em nanoescala
em neurdnios, sem a necessidade de imunomarcagao.

4 R. O. Freitas, A. Cernescu, A. Engdahl, A. Paulus, J. E. Levandoski, I. Martinsson, E. Hebisch, C. Sandt, G.
K. Gouras, C. N. Prinz, T. Deierborg, F. Borondics, O. Klementieva, Cells 2021, 10, 2559.
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Figura 80 - Nanoimagem e nanoospectroscopia de microscopia 6tica de campo préximo de varredura do
tipo espalhamento (s-SNOM). (a) Diagrama esquematico do principio de funcionamento, profundidade de
penetracdo e resolucdo lateral nanométrica. (b — f) imagens s-SNOM de neurdnios transgénicos APP/PS1
individuais cultivados no substrato de Au. (b) Topografia AFM de neurdnios individuais com indicagdo de
locais de aquisigdo de espectros pontuais.(c-f) imagens de refletividade e fase dptica (absor¢do de IR)
correspondentes adquiridas em 1656 cm™, 1630 cm™ e zoom digital da area indicada pelo quadrado
vermelho (e) para destacar a resposta de amildides na superficie neuronal. (g-j) Imagens s-SNOM de
neurdnios de tipo selvagem. (g) topografia AFM 10 x 10 um? de neurdnios individuais, seguido pela
imagem de refletividade (h) correspondente e imagens de fase dptica (i,j) adquiridas em 1656 cm™, 1630
cm™. (k) Média e normalizada de medidas de nano-FTIR registradas a partir de neurdnios transgénicos
APP/PS1 (vermelho) e tipo selvagem (azul). As linhas tracejadas verticais indicam ombros espectrais em
torno de 1656 cm™, 1630 cm™ e 1740 cm™.

Materiais Funcionais
Os destaques em materiais funcionais, projetados para cumprir funcGes especificas, mostram

como as vantagens de experimentos in-situ, ainda feitos no UVX, para o desenvolvimento de baterias e
catalisadores mais eficientes.

Estrutura Atémica de Baterias de Li-O2 em condigcées de operagéo

Baterias Li-O2 ou Li-ar possuem uma capacidade de armazenamento quase 5 vezes maior do que
baterias tradicionais de ions de litio e uma densidade energética semelhante a da gasolina. Estes
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dispositivos sdo compostos de um eletrodo de litio metdlico, um eletrélito e um eletrodo poroso que
adsorve oxigénio. Durante a descarga, o litio metalico (dnodo) é oxidado formando ions Li+ que por sua
vez sdo conduzidos através do eletrélito até o cdtodo onde a reagdo com o oxigénio ocorre. Durante a
carga ha liberacdo de oxigénio, revertendo o processo (Figura 81). No trabalho publicado na revista
Applied Materials and Interfaces, os pesquisadores do Avanced Energy Storage Division, Laboratory of
Advanced Batteries (LAB), Centro de Inovacao em Novas Energias, Faculdade de Engenharia Quimica,
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) em colaboracdo com o LNLS acompanharam as mudancas
estruturais de bateriais de Li-ar usando difragdo de raios-X em condigdes operando.

_/\Lizoz)\ Vil % :

Membrane
Lithium

Li-OZCeII Time (s)

Figura 81 Mudancas estruturais observadas por experimentos in-situ nas baterias de Li-O

Acompanhando a sintese de Zedlitas

Zedlitas sdo aliminosilicatos com uma rede cristalina de nano, micro e mesoporos que varia
dependendo da topologia. Zedlitas possuem vdrias aplicagdes na industria, em particular na area de
catdlise, e podem ser usados como adsorventes em processos de purificacdo de 4gua e em nanomedicina.
A estrutura, tamanho e rede de poros das zedlitas tém relacdo direta com suas propriedades, definindo
seu desempenho e eficiéncia nas diferentes aplicagées. O controle dos parametros de sintese desses
materiais possibilita ajuste de suas propriedades com eficiéncia.

Neste trabalho®, os mecanismos de nucleacdo e crescimento da zedlita pura silica HPM-1 foram
desvendados. Cientistas do CNPEM e da UFRN usaram a linha de luz de SAXS do UVX e microscopia
eletronica para estudar a sintese da zedlita HPM-1. Os resultados revelam um mecanismo ndo classico de
formacdo de zedlitas, demonstrando a existéncia de espécies intermedidrias com superficie porosa. Esses
estudos permitem aprofundar o conhecimento das rotas de sintese para um melhor controle de suas
propriedades cataliticas.

5 Vinaches, P.; Meneau, F.; Pergher, S. B. C. Microporous Mesoporous Mater. 2021, 315, 110893.
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Figura 82 Imagem de microscopia eletrénica de varredura mostrando a superficie porosa da espécie
intermedidria durante a sintese da zedlita HPM-1. b) Esquema ilustrando o mecanismo de sintese de
guatro etapas com base nas diferentes populacdes de nanoparticulas.

Materiais Nanofoténicos

O estudo do confinamento de luz na nanoescala em cristais bidimensionais, ou simplesmente cristais 2D,
tem ganhado muita forga ultimamente. Isso porque esses cristais, que sdo atomicamente finos, podem
ser integrados as circuitos eletronicos e eletro-épticos, permitindo uma diminuicdao dos componentes que
compbe muito das tecnologias atuais. Entretanto, a atividade desses materiais pode ocorrer em um
espectro de energia muito largo, exigindo assim, a utilizacdo de fontes brilhantes de banda-larga.
Recentemente, pesquisadores do LNLS e da Unicamp, reforcaram em um artigo® o papel da
Nanospectroscopia em Infravermelho como uma técnica crucial para o estudo de confinamento de luz em
materiais 2D. Nessa técnica, o feixe de luz sincrotron é combinado com métodos de interferometria e
microscopia de for¢a atdbmica. O resultado dessa combinagdo é uma técnica capaz de resolver campos
eletromagnéticos confinados muito além do limite da difragdo. O estudo ainda indica que simulagdes
numéricas podem ser utilizadas para garantir uma interpretagdo fisica dos fenébmenos na nanoescala,
permitindo um acesso completo as propriedades da luz em cristais 2D.

6 R. A. Mayer, F. H. Feres, R. O. Freitas, in 2021 Sbfot. Int. Opt. Photonics Conf. (Sbfot. IOPC), IEEE, 2021,
pp. 1-6.
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Figura 83 — (a) s-SNOM combina microscopia IR e AFM. A ponta atua como uma antena confinando os campos
incidentes no apice da ponta, criando uma nanossonda de ~25 nm. A topografia e a resposta dielétrica complexa
locais sdo medidas simultaneamente nesta técnica. (b) Experiéncia de nanospectroscopia de infravermelho
sincrotron (nano-FTIR). A radia¢do IR de banda larga do sincrotron (1) entra em um interferémetro de Michelson
assimétrico cujo divisor de feixe (2) divide o feixe em dois bragos: espelho de referéncia (3) e estdgio de amostra de
ponta (4,5,6), cujos feixes retroespalhados sdo recombinados apds o divisor de feixe e entregue (7) ao detector de
infravermelho (8).

Ainda no contexto de aplicacbes tecnoldgicas, o confinamento de luz em dispositivos
nanomeétricos é um dos grandes desafios da fotonica e sua promessa de uma computagdo mais rapida e
com menor consumo energético. No artigo” os pesquisadores do CNPEM e colaboradores do Brasil e
exterior estudaram o confinamento de ondas longas de infravermelho (IR) em nanofitas de 6xido de
estanho (Sn0,). Foram combinados experimentos de Nanoespectroscopia de IR realizados nas fontes de
luz sincrotron UVX, do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), e ALS, do Lawrence Berkeley
National Laboratory (EUA), e no laser de elétrons livres do Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf
(Alemanha). O conjunto de experimentos, além de teoria e simulagdes numeéricas, confirmou que
nanofitas de Sn0O, sdo uma excelente plataforma nanofot6nica para o confinamento de ondas longas de
IR. Através de imagens espectrais demonstrou-se que a luz pode ser confinada em uma escala
nanomeétrica formando uma cavidade de Fabry-Perot, um mecanismo que produz ondas estacionadrias
dentro do cristal. Por isso, de acordo com os pesquisadores, essa descoberta expande as possibilidades
do uso do SnO;, que na forma de nanofitas (1D) é naturalmente otimizado para aplicacbes em
ressonadores dpticos e, potencialmente, guia de ondas na faixa de IR longo.

7 Feres, F. H., Mayer, R. A., Wehmeier, L., Maia, F. C., Viana, E. R., Malachias, A., ... & Barcelos, I. D. (2021). Sub-
diffractional cavity modes of terahertz hyperbolic phonon polaritons in tin oxide. Nature communications, 12(1), 1-9.
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Figura 84 a) Esquema experimental que mostra o feixe de IR longo iluminando uma ponta metalica de microscopia
de forga atdbmica (nano-antena) para o experimento nanoespectroscopia. A radiagdo infravermelha é confinada no
apice da ponta numa regido de 25 nm. b) Imagens de microscopia eletrénica de nanofitas de Sn0O2. c) Fontes de IR
baseadas em aceleradores utilizadas nos experimentos. d) Vista da segdo transversal do campo elétrico simulado de
dentro da nanofita destacando a presen¢a de ondas estacionarias. e) Visualizagdo experimental dos modos de
cavidade através de imagens hiperespectrais.

Ainda na mesma linha de pesquisa, os pesquisadores do LNLS, em colaboracdo com a
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), a Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e
o Advanced Light Source (ALS), investigaram as propriedades nano-6pticas de nanofitas de trioxido de
molibdénio (MoOs). De forma similar ao estudo do SnO,, os pesquisadores demonstraram pela técnica de
Nanospectroscopia em IR que o material também é capaz de confinar radiagcdo no IR na nanoescala.
Entretanto, neste caso, o MoOs nao se limita apenas ao confinamento de ondas longas. Com atividade no
IR médio, ele também funciona como uma plataforma nanofotonica que cobre uma ampla faixa
espectral. Além do mais, por conta da anisotropia cristalina do MoQ3, tais ondas estaciondrias sdo restritas
a apenas algumas direcGes cristalograficas. Tal observa¢do foi comprovada por calculos analiticos e
simulagGes numéricas. Os autores explicam que as nanofitas de MoOs podem ser aplicadas para aprimorar
a interagdo da luz com a matéria em detectores de IR, células solares e técnicas de espectroscopia de
superficie®,

8 . D. Barcelos, T. A. Canassa, R. A. Mayer, F. H. Feres, E. G. de Oliveira, A.-M. B. Goncalves, H. A. Bechtel,
R. O. Freitas, F. C. B. Maia, D. C. B. Alves, ACS Photonics 2021, acsphotonics.1c00955.
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Figura 85 - a) Esquema dos trés sitios de oxigénio de ligagGes assimétricas Mo-0 ao longo dos diferentes eixos
cristalinos marcados como 01, 02 e 03 de a-MoOs. (b) A célula unitdria de a-MoO3 é mostrada pelas linhas
tracejadas com as constantes de rede: a=0,396 nm, b =1,385 nm e c = 0,369 nm. Esferas verdes / cinza representam
atomos de molibdénio / oxigénio (c) Imagens de SEM de nanofitas de a-MoOs (barra de escala: 1 um) no substrato.
d) Espectros nano-FTIR normalizados do nanobelt de a-MoOs no topo do substrato de Au obtido na posigdo marcada
pelo ponto verde na imagem topografica AFM (detalhe). A barra de escala representa 1 um. e) Simulagdo numérica
(esquerda) e experimento (direita) de linescan de nano-FTIR da nanofita com w =490 nm e t = 107 nm.

Ambientes de amostra in-situ, operando e in-vivo

O aumento de brilho das fontes de luz de ultima geragdo, permitindo altos fluxos de fétons em
regides confinadas de amostras, traz naturalmente a possibilidade Unica de realizagao de experimentos
em condigdes in-situ, operando e in-vivo.

Desenvolvimento de um dispositivo microfluidico selado com adesivo para medi¢cdes analiticas in situ
usando luz sincrotron

Dispositivos microfluidicos operam com pequenas quantidades de amostras através de canais
micrométricos. Como caracteristicas principais, esses dispositivos apresentam tamanho reduzido, baixo
peso e alto rendimento, ideais para uso em nanosondas. Essas caracteristicas tém atraido muita atengdo
por parte da comunidade sincrotron interessada em instrumentagdo compativel para experimentos in-
situ, operando e in-vivo.
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Figura 86 Experimentos de nanofluorescéncia no dispositivo microfluidico. (a) Representa um esquema

3D do porta-amostras microfluidico. (b) Espectro de fluorescéncia coletado no eletrodo central. (c-d)
Micrografia dptica do canal e eletrodos destacando o ROI.

Neste trabalho, recentemente publicado na revista Scientific Reports, a equipe da linha Carnauba, em
colaboracdo com o LNNano, apresentou a microfabricacdo e a caracterizacdo de um dispositivo
microfluidico multifuncional bem adequado para combinar técnicas analiticas de raios-X. O dispositivo
consiste em microcanais em vidro, onde trés eletrodos de ouro sdo depositados nos canais, para servir a
eletroquimica in situ, a analise ou as medicGes elétricas padrdo, selados por um filme de poliester. O
dispositivo demonstrou excelente resisténcia quimica a produtos organicos solventes, boa resisténcia as
pressoes, e sua eficiéncia na presenca de amostras bioldgicas (proteinas) é notdvel. Ele foi caracterizado
com luz sincrotron através do mapeamento 2D por fluorescéncia de raios X, tanto de seus componentes
basicos, como o eletrodo de Au e o filme de adesdo de Cr, como através do resultado de uma reagao
eletroquimica envolvendo Ag e Cl e a nucleagdo de nanoparticulas de Ag no eletrodo de Au.

1.3. Treinamento Educac¢do e Extensao
No ano de 2021 os grupos envolvidos com o Sirius organizaram a Conferéncia Internacional de
Aceleradores de Particulas, IPAC'21, de forma virtual (Figura 87). A conferéncia contou com
aproximadamente 1750 participantes, de 270 diferentes instituicdes e 38 paises. A participacdo de
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estudantes chegou a 24% do total de inscritos. O programa da IPACC’21 contou com 10 palestras
plendrias, 48 palestras convidadas, 50 palestras contribuidas, aproximadamente 1200 apresentagbes de
pOsteres, e 30 expositores industriais, que apresentaram seus produtos em salas especiais. A plataforma
virtual possibilitou também a criacdo espontanea de diversas salas de discussdao de variados assuntos,
desde tépicos técnicos até oferta de empregos na area de aceleradores. A publicacdo dos proceedings da
conferéncia foi particularmente desafiadora pois ndo pode ser feito da maneira tradicional, com um time
de editores experientes provenientes de varios laboratérios de todo mundo, capaz de finalizar a edi¢do
dos artigos ao final da conferéncia. No caso da IPAC’21, devido as restricdes de viagem durante a
pandemia, foi montada uma equipe local de editores novatos que finalizou os trabalhos de edicdo em
aproximadamente 4 meses.

IPAC2021 P otne

127 international Particle A

May 24-28th, 2021

Welcome to IPAC 21

Virtual Edition
Hosted by LNLS/CNPEM
Campinas, SP, Brazil

esenrch in
LNLSICNPEM)
26-28 May 2021

Figura 87 Esquerda: pagina da edigdo virtual da IPAC'21, ipac21.org. Direita: proceedings da IPAC’21,
com acesso no enderego jacow.org
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2. Laboratodrio Nacional de Biociéncias

2.1.Instalagdes Abertas a Usuarios Externos

Em 2021, o LNBio manteve suspensa suas instalacdes abertas a comunidade cientifica académica
e empresarial até o inicio do més de novembro, em fungao das a¢des de enfrentamento da pandemia de
Covid-19. Assim, os laboratdrios de Espectrometria de Massas (MAS), Espectroscopia e Calorimetria (LEC),
Cristalizagdo de Proteinas (ROBOLAB) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), atenderam um numero
reduzido de propostas de pesquisa externa, refletindo ndo apenas a suspensdo das atividades de
atendimento aos usudrios por parte do CNPEM, desde o inicio de abril de 2020, como também a
interrupcdo das atividades de pesquisa dos proprios usuarios. Por outro lado, vale ressaltar que tais
instalagdes ndo permaneceram inoperantes ao longo de 2021. Pelo contrario, diversas melhorias foram
implementadas, além de desempenharem um papel central nas acdes do laboratério dando suporte as
pesquisas desenvolvidas no ambito da forca-tarefa contra a Covid-19.

Laboratdrio de Espectrometria de Massas — MAS

Ainstalacdo do Laboratério de Espectrometria de Massas (MAS) tem se dedicado ao atendimento
de usudrios internos e externos ao longo dos anos dando suporte aos projetos que utilizam proteémica
baseada em espectrometria de massas. Esse suporte contempla todas as etapas do projeto, incluindo o
delineamento experimental, preparo das amostras, injecdo no espectrometro de massas acoplado a
cromatografia liquida e andlise dos dados. As principais técnicas disponibilizadas nesta unidade incluem
analises de massa intacta, de identificacdo e quantificacdo de proteinas em misturas simples e complexas,
de parceiros de interacdo, de modificacdes pds-tradicionais, como também analises de complexos de
proteinas visando mapeamento de interfaces de interagdo. Atualmente, o MAS opera com trés
espectrometros de massas, incluindo um equipamento ‘LTQ Orbitrap Velos ETD’ (Thermo Scientific) e um
‘UPLC-Q-TOF Premier’ (Waters), ambos acoplados a cromatdgrafos liquidos. Além desses equipamentos,
por meio de uma nova parceria entre LNBio e a empresa Agilent, foi instalado um novo espectrémetro de
massas ‘Q-TOF’, de alta resolu¢do, acoplado a um sistema de cromatografia liquida de alto desempenho.
Esse equipamento permitird aos usuarios do MAS realizar uma série de experimentos de proteGmica
baseada em espectrometria de massas com alta sensibilidade e acurdcia de massas. Como melhorias
realizadas no MAS em 2021, destacamos a adequacdo da sala de instrumentacdo para os novos
equipamentos, com novos mobilidrios, linhas de gases, rede elétrica e sistema de exaustdo; além da
aquisicdo de um computador Precision Torre T5820 (Dell), juntamente com novos programas para analise
de dados de protedmica. Destaca-se também a realizagdo de manutenc¢do corretiva do cromatdgrafo
liquido NanoAcquity (Waters); e dos nobreaks ligados aos Q-tof e LTQ Orbitrap Velos com a troca das
baterias e capacitores. Durante o periodo de 2021, foram desenvolvidas diversas técnicas de andlises de
protedmica baseada em espectrometria de massas, destacando-se o desenvolvimento de protocolos para
o enriquecimento de proteinas acetiladas e ubiquitinadas utilizando imunoprecipitagdo, com otimiza¢do
de métodos de aquisicdo e analise de dados; desenvolvimento de protocolos para andlises de interagdo
proteina-proteina, incluindo agentes de ligacdo cruzada clivdveis e proximity labeling; desenvolvimento
de script para sele¢dao de peptideos proteotipicos e elaboragdo de tutorial do programa Skyline para uso
em protedmica direcionada a alvos; desenvolvimento de métodos para enriquecimento de vesiculas
extracelulares (VEs) de amostras de pacientes (soro, plasma e saliva) e para extracdo de proteinas das
VEs; e otimiza¢do de protocolos e métodos para andlise de glicopeptideos.
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Laboratorio de Cristalizacdo de Proteinas — ROBOLAB

O ROBOLAB executa todas as etapas do processo de cristalizacdo de proteinas, desde o preparo
das matrizes de cristalizacdo até a distribuicao dessas condi¢des em microplacas e registro periddico dos
experimentos de cristalizagdo. Para tanto, disponibiliza aos seus usudrios uma plataforma totalmente
automatizada para triagem das condic¢des de cristalizacdo e dois sistemas de visualizacao de experimentos
gue podem ser acessados remotamente pelo usuario para acompanhamento da formacao de cristais nas
placas de cristalizagdo.

Em 2021, o ROBOLAB continuou atuando de forma coordenada a linha Manaca de difracdo de
raios-X do SIRIUS, na obtencdo de cristais que foram utilizados no estabelecimento dos melhores
parametros de difracao, coleta de dados e resolugao da estrutura atdmica de proteinas. Além disso, o
ROBOLAB manteve papel importante na obtengdo de cristais de proteinas do virus SARS-COV-2 com
ligantes, além de outros alvos relacionados com projetos institucionais (resultados detalhados na sec¢do
Forga-tarefa Covid-19).

Atendendo a demanda de alguns usudrios, como melhoria, deve-se citar a instalacdo de um
sistema de visualizagdo de gotas de cristaliza¢do, projetado e executado in-house. O sistema consiste em
uma lupa Leica MZ12s acoplada a uma camera fotografica gerenciada pelo software uEye. Com este
equipamento é possivel gerar imagens e videos de experimentos de cristalizagdo, além de registrar em
tempo real a manipulagdo dos cristais, auxiliando e facilitando a pratica de soaking de ligantes e
congelamento dos mesmos. Também foi adquirido um sistema completo de dewar totalmente compativel
com o método de coleta automatizada operante na linha Manaca do Sirius. Nele ficam armazenados os
cristais de proteina em nitrogénio liquido, os quais sdo transportados até a linha de luz no dia da coleta
de dados de difracgao.

Laboratorio de Espectroscopia e Calorimetria — LEC

O LEC realiza estudos biofisicos e bioquimicos objetivando caracterizar estrutura, funcdo,
dindmica e estabilidade de macromoléculas. Este laboratério desenvolve e aplica metodologias para
medidas de interacdo entre proteinas e outras moléculas, como pequenos ligantes, proteinas, lipideos e
acidos nucleicos, com determinacdo de constantes de afinidade, estequiometria de ligacdo, cinética e
parametros termodinamicos, fundamentais para avaliacdo e desenvolvimento de novos farmacos. Além
disso, o LEC possui instrumentagao para mensuragao do controle de qualidade de moléculas em solugao,
como a determinagdo de estado oligomérico, agregacdo e tamanho de proteinas e outras
macromoléculas, as quais sdo essenciais para decisdo sobre a aplicagdao das amostras em diferentes
cenarios.

Até o inicio do més de novembro deste ano, o atendimento aos usuarios externos foi suspenso
no LEC em fungdo das agdes de enfrentamento da COVID-19. Ainda assim, diversas melhorias foram
implementadas, incluindo a substituicdo do sistema de injecdo de amostras e atualiza¢cdo do software de
andlise de dados do equipamento OMINISEC, usado na determinag¢do do estado oligomérico e massa
molecular de proteinas e outras macromoléculas. Além disso, com auxilio dos recursos provisionados a
Plataforma de Virologia Estrutural, proveniente do Projeto de combate a Viroses Emergentes do MTCI, foi
instalado no LECum novo equipamento usado em experimentos de DSF
(differential scanning fluorecence), o Thyco Nanotemper-6. Esse equipamento, além de permitir a
aquisicdo de dados de maior precisdo usando quantidades diminutas de proteina, tema
vantagem de as amostras de proteina ndo necessitarem de marcacdo ectdpica com sondas fluorescentes,
o que reduz significativamente o tempo e o custo da experimentacdo. Neste mesmo projeto também foi
adquirido um equipamento de Dicroismo Circular, para andlise de estrutura secunddria de biomoléculas,
bem como sua estabilidade. Este novo equipamento possibilitard a analise de 6 amostras simultaneas,
além de contar com leitor de fluorescéncia acoplado ao de absorgdo. Esses equipamentos aumentarao,
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portanto, a capacidade do LEC em atender usudrios nas medidas de estabilidade térmica de
proteinas, de interacdo de proteinas com ligantes e farmacos, e na caracterizacdo estrutural de
biomoléculas. Outro equipamento de suporte que foi adquirido no LEC com recursos do projeto regular
da Fapesp (proc. # 2019/14465-1), trata-se de uma centrifuga de placas, que ird auxiliar na montagem de
placas que sao analisadas no laboratodrio.

2.2. Pesquisa e Desenvolvimento in-house

O LNBio possui como estratégia atuar na interface entre os avancos do conhecimento cientifico e
o amadurecimento de tecnologias que atendam demandas do sistema de salude. Dessa forma, sua equipe
cientifica redne competéncias especializadas a realizacdo de pesquisas em temas relevantes e
estratégicos nas areas de biociéncias e biomedicina. Durante este periodo de 2021, as linhas de pesquisa
dos Programas Tematicos “Mecanismos Moleculares do Desenvolvimento de Doencas”, “Métodos
Avancados em Biociéncias” e “Biologia Computacional” foram contempladas, resultando em importantes
avancos e resultados, os quais estdao sumarizados nessa sec¢do do relatério.

Além disso, a forga-tarefa organizada em 2020 no LNBio continuou dedicando-se a busca por
farmacos antivirais, ao desenvolvimento de meios de diagndstico da COVID-19 e ao entendimento de
mecanismos bioldgicos envolvidos na infeccdo pelo virus SARS-CoV-2. O projeto “Reposicionamento de
farmacos e biologia estrutural do SARS-CoV-2” financiado pelo MCTI por meio da FINEP trouxe ao LNBio
recursos adicionais para que nossos profissionais continuassem com suas pesquisas. Os resultados
sumarizados na secdo “Especial Forca-tarefa Covid-19” refletem o esforco e o empenho de nossos
pesquisadores no aprofundamento do conhecimento da biologia da infeccdo pelo SARS-CoV-2, além de
posicionar o LNBio como uma instituicdo de pesquisa ligada a area da saude humana.

Programa de Mecanismos moleculares do desenvolvimento e de doengas

Este programa reune estudos sobre o papel de macromoléculas na sinalizagdo, regulagao e
ativagcdo de processos metabdlicos associados a vdrias doengas humanas como cancer, doengas
metabdlicas e cardiovasculares, transtornos do neurodesenvolvimento, e doengas infecciosas causadas

por virus, bactérias e outros parasitas. Seu principal objetivo é desenvolver competéncias
multidisciplinares para o avanco da ciéncia basica dedicada a saide humana.

Subprograma Cdncer

O subprograma de pesquisa em cancer possui como foco principal identificar formas de suprimir
o crescimento de células tumorais, além de compreender vias de transformagdo e manuteng¢do do
fendtipo tumoral. O entendimento dessas vias e a identificacdo de proteinas diretamente associadas ao
processo de transformacdo maligna das células é a base para o desenvolvimento de novos farmacos
capazes de interferir no processo tumoral. A seguir serdo apresentados os principais projetos e resultados
cientificos obtidos no ambito dessa tematica em 2021. Destaca-se o desenvolvimento de novas
ferramentas para entrega de imunomoduladores alvo-especificos, além da elucidacdo de mecanismos e
proposicdo de alvos moleculares envolvidos em cancer oral e de mama.

No ambito da linha de pesquisa Desenvolvimento de estratégias alvo-dirigidas para
imunoterapia de cancer, o grupo de Imunologia do LNBio tém se dedicado ao desenvolvimento de
estratégias com alvo na estimulacdo do sistema imunolégico para eliminagdo de células tumorais. O
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principal objetivo consiste em aumentar a atividade de células T efetoras, evitando mecanismos de
imunossupressao, além de buscar inativar o efeito de células T regulatdrias.

Uma das abordagens do grupo consiste em utilizar moléculas de RNA que apresentam alta
afinidade e seletividade por alvos moleculares, de forma analoga a um anticorpo. Essa molécula,
denominada aptamero, pode ser modificada para carrear sequéncias inibitérias atuando como um vetor
para modificacdo de células alvo. Os aptameros foram desenvolvidos para carrear moléculas de RNA de
interferéncia diretamente a células T regulatdrias, com alvo de inibir a funcdo destas células que atuam
como mediadores de mecanismos imunossupressores conferindo uma protecdo das células cancerigenas
no organismo. Observou-se em modelos experimentais que estes aptameros potencializaram a resposta
antitumoral. O trabalho foi publicado em 2021 na revista Molecular Therapy Nucleic-acids °. Além
dos aptameros, outro trabalho desenvolvido consiste na engenharia de
nanoparticulas imunomodulatérias. Estas particulas derivam de vesiculas extracelulares e apresentam em
sua superficie elementos imunomoduladores. Nos modelos experimentais, foi observado que estas
particulas atuaram como coestimuladores do sistema imune, reduzindo a atividade de células T
regulatdrias e mediando a eliminacdo de células tumorais. Os resultados do trabalho foram publicados na
revista Scientific Reports, em 2020%e utilizados para o desenvolvimento de uma nova
plataforma imunomodulatdria baseada em virus-like particles (VLPs), que sdo decoradas com ligantes
para direcionamento para o sitio tumoral, e veiculagdo de imunomoduladores. Ensaios em modelos
experimentais demonstram que estas particulas potencializaram a reposta imunolégica antitumoral. Foi
efetuado um pedido de depésito de patente desta nova tecnologia desenvolvida no CNPEM e o trabalho
foi recém submetido para publicacdo. Este projeto contou com financiamento FAPESP 2019/04458-8.

No ano de 2021 também foi publicada uma revisdo de imunoterapia, na
revista Frontiers in Immunotherapy !, que apresentae discute diferentes estratégias baseadas
na coestimulacdo de elementos TNFSF, como OX40L e 4-1BBL, utilizados no LNBio no desenvolvimento de
nanoparticulas e vacinas antitumorais.

Algumas das ferramentas desenvolvidas pela equipe também foram aplicadas em outros projetos,
gerando resultados publicados em revistas cientificas. Tem-se como exemplo dos trabalhos publicados, o
estudo de vetores retrovirais para modificacdo de cardiomidcitos (Consonni et al, 2021)*? e colaboracdo
com outros grupos que utilizaram vetores de superexpressdo, vetores de RNAi e estabelecimento de

9 Manrique-Rincon, A.J., Ruas, L.P., Fogagnolo, C.T., Brenneman, R.J., Berezhnoy, A., Castelucci, B.,
Consonni, S.R., Gilboa, E., and Bajgelman, M.C. (2021). Aptamer-mediated transcriptional gene silencing
of Fox p 3 inhibits regulatory T cells and potentiates antitumor response. Mol Ther Nucleic Acids 25, 143-
151. 10.1016/j.omtn.2021.05.005.

10 Semionatto, I.F., Palameta, S., Toscaro, J.M., Manrique-Rincdn, A.J., Ruas, L.P., Paes Leme, A.F., and
Bajgelman, M.C. (2020). Extracellular vesicles produced by immunomodulatory cells harboring 0X40
ligand and 4-1BB ligand enhance antitumor immunity. Scientific Reports 10, 15160. 10.1038/s41598-020-
72122-3.

11 Mascarelli, D.E., Rosa, R.S.M., Toscaro, J.M., Semionatto, I.F., Ruas, L.P., Fogagnolo, C.T., Lima, G.C,,
and Bajgelman, M.C. (2021). Boosting Antitumor Response by Costimulatory Strategies Driven to 4-1BB
and OX40 T-cell Receptors. Front Cell Dev Biol 9, 692982. 10.3389/fcell.2021.692982.

12 Consonni, S.R., de Carvalho, A., Mauro, A.B., Franchini, K.G., and Bajgelman, M.C. (2021). Lentiviral
transduction of neonatal rat ventricular myocytes preserves ultrastructural features of genetically
modified cells. Virology 562, 190-196. 10.1016/j.virol.2021.07.015.
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linhagens para estudos metabdlicos desenvolvidos pelo grupo de Imunologia do LNBio (Carraro et al,
2021; Dias et al, 2020) 1314

O cancer de cabeca e pescoco é o sétimo tipo de cancer mais frequente no mundo, com incidéncia
anual superior a 830.000 casos e mortalidade anual maior que 430.000 casos. Apesar dos avangos nas
modalidades terapéuticas nas Ultimas décadas, a taxa de sobrevida continua baixa, aproximadamente
50% apds 5 anos do diagndstico. Os pacientes apresentam alta taxa de metastase linfonodal, entre 50-
75%, e a taxa recorréncia do tumor varia entre 18 e 76%. Portanto, é urgente a necessidade de descobrir
marcadores de diagndsticos e progndsticos, bem como, novos alvos terapéuticos para mudar esse
cenario. Nesse contexto, os projetos de “Protedmica aplicada ao cancer oral” visam investigar os
mecanismos moleculares de iniciacdo e progressao tumoral por meio da identificacdo de assinaturas
moleculares de diagndstico e progndstico, e de alvos terapéuticos com potencial de aplicacdo clinica,
utilizando como principal técnica a espectrometria de massas baseada em protedmica. No ano de 2021,
podemos destacar cinco estudos inéditos que permitiram avancar no conhecimento sobre o cancer de
boca. Por meio da combinacdo das andlises de protedmica e peptidémica da saliva de pacientes com
cancer de boca, foi identificada atividade proteolitica acentuada na saliva de pacientes com
metastase linfonodal, resultando na identificacdo de peptideos enddégenos mais abundantes nessa
condicdo clinica, que pode ser reflexo dos niveis reduzidos de inibidores de proteases na saliva desses
pacientes (Figura 88) >
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Figura 88 Composigdo diferencial de peptideos endégenos na saliva de pacientes com diagndstico
de preseng¢a e auséncia de metdstase linfonodal: visualizada por meio de agrupamento hierdrquico (A), de
sitios de clivagens dos peptideos (B) e do interactoma das proteases preditas (C)

13 Carraro, R.S., Nogueira, G.A., Sidarta-Oliveira, D., Gaspar, R.S., Dragano, N.R., Morari, J., Bobbo, V.C.D.,
Araujo, E.P., Mendes, N.F., Zanesco, A.M., Tobar, N., et al. (2021). Arcuate nucleus overexpression of
NHLH2 reduces body mass and attenuates obesity-associated anxiety/depression-like behavior. J
Neurosci. 10.1523/JINEUROSCI.0222-21.2021.

14 Dias, M.M., Adamoski, D., Dos Reis, L.M., Ascencao, C.F.R., de Oliveira, K.R.S., Mafra, A.C.P., da Silva
Bastos, A.C., Quintero, M., de, G.C.C., Ferreira, .M., Fidelis, C.H.V., et al. (2020). GLS2 is protumorigenic
in breast cancers. Oncogene 39, 690-702. 10.1038/s41388-019-1007-z

15 Neves, L.X, Granato, D.C., Busso-Lopes, A.F., Kowalski, L.P., Lopes, M.A., Paes Leme, A.F. (2020)
Peptidomics-Driven Strategy Reveals Peptides and Predicted Proteases Associated With Oral Cancer
Prognosis. Molecular & Cellular Proteomics 20, Doi :https://doi.org/10.1074/mcp.RA120.002227
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Um segundo estudo, também utilizando saliva de pacientes com ou sem lesdo ativa de cancer de
boca, demonstrou por meio da metaproteémica que a microbiota oral e suas proteinas tém valor
diagnodstico e progndstico em pacientes com cancer oral. Em outro estudo, estratégias multidomicas,
incluindo-se miRNA, protedmica, metabol6émica e lipiddmica, indicaram proteinas presentes nas VEs,
originadas de células de cancer de boca de tecido primdrio e de tecido metastatico, associadas a
metastase linfonodal e que podem ser candidatas a marcadores de progndstico em cancer de boca (Figura
89)%.
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Figura 89 Integragdo de dados de multibmicas de miRNA, proteémica, metabolémica e lipidémica de
vesiculas extracelulares de células de céncer de boca revela alvos associadas a metdstase linfondal.

Finalmente, para traduzir o conhecimento da pesquisa basica para a pratica clinica, foi
desenvolvido um protétipo de biossensor eletroquimico para andlise da interacdo entre proteinas que
tem a perspectiva de ser utilizado como teste rapido para diagndstico e progndstico de cancer de boca.
Esse biossensor foi desenvolvido sendo utilizada como prova de conceito a interacdo entre duas
proteinas conhecidas porinteragirem entre si, o dominio citoplasmatico da metaloproteinase de
membrana (ADAM17) e tiorredoxina (Figura 90) ¥

16 Busso-Lopes, A.F., Carnielli, C.M., Winck, F.V., Dryden, K., Fox, J.W., Paes Leme, A.F. A Reductionist
Approach Using Primary and Metastatic Cell-Derived Extracellular Vesicles Reveals Hub Proteins
Associated with Oral Cancer Prognosis. 2021. Molecular & Cellular Proteomics 20.
DOl:https://doi.org/10.1016/j.mcpro.2021.100118

17 Trino, L.D., Albano, L.G.S., Granato, D.C., Santana, A.G., Camargo, D.H.S., Correa, C.C., Bufon, C.C.B,,
Paes Leme, A.F. 2021. ZIF-8 Metal-Organic Framework Electrochemical Biosensor for the Detection of
Protein—Protein Interaction. Chem. Mater. 2021, 33, 4, 1293-1306
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Figura 90 Biossensor desenvolvido para detecgdo de intera¢do proteina-proteina

Em resumo, as estratégias integradas permitem uma melhor compreensao das caracteristicas
moleculares do cancer de boca, definindo a agressividade da doenca e pode ajudar nas decisdes sobre
tratamentos (Figura 91) 8.

18 Oliveira S3, J., Trino, L.D., Oliveira, A.K., et al. Proteomic approaches to assist in diagnosis and prognosis
of oral cancer 2021. Expert Review of Proteomics 18, Issue 4 -
https://doi.org/10.1080/14789450.2021.1924685
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Figura 91 - Estratégias utilizadas na descoberta e verificacdo de potenciais marcadores e alvos
terapéuticos em cdncer oral

No ambito da pesquisa “Desenvolvimento de inibidores de Glutaminase como terapia de
combate ao cancer” a equipe publicou recentemente um trabalho na ACS Pharmacology & Translational
Science onde apresenta uma nova molécula inibidora da enzima identificada apds campanha de High
Throughput Screening e otimizagdo de hit com ensaios enzimaticos e em células. Em colaboragdo com o
LNNano e a USP de Sao Carlos a estrutura do estado ativo da enzima glutaminase foi resolvida por Cryo-
EM, a qual se organiza na forma polimérica. Esta estrutura, além de desvendar pela primeira vez o
mecanismo de ativa¢do induzido por fosfato da enzima, revela uma nova superficie da enzima que pode
ser alvo do desenho de novos inibidores. A técnica de Cryo-FIB-Electron Tomography foi empregada (em
colaboragdo com um grupo de pesquisa do European Molecular Biology (EMBL) de Heidelberg) para
confirmar a organizac¢do polimérica da enzima in situ (especificamente, dentro de mitocondrias). Esta é a
primeira vez que a estrutura de uma enzima metabdlica é resolvida in situ; de fato, poucas estruturas de
grandes complexos macromoleculares ja foram resolvidos in situ até entdo. No momento, os
pesquisadores estdo empenhados em compreender o papel destes polimeros para a protecdo mitofagica
de mitocondrias em situa¢des de estresse nutricional. Por fim, foram alcancados avancos consideraveis
no estabelecimento de cultura 3D de linhagens de tumores de mama, glioblastoma e modelos de pele
para o emprego das mesmas no estudo de terapias com nanoparticulas ou pequenas moléculas. A
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proposta é utilizar estes modelos emulando a complexidade do microambiente (e células imune
associadas), com especial interesse no estabelecimento de organoides derivados de tumores de pacientes
em parceria com hospitais publicos e privados. Parceria com o hospital AC Camargo foi iniciada e coleta
de tumores de mama de pacientes recrutados no hospital ja foram iniciadas. Os tumores serdo expandidos
em camundongos e usados para o estabelecimento de organoides. O objetivo principal deste projeto é
estabelecer uma plataforma de testes terapéuticos personalizados em tumores de mama.

Receptores nucleares e acdo em cancer fazem parte do tema de dois projetos em andamento no
LNBio. No primeiro, foi verificado que a mutac¢do do RAR que causa uma fusdo com a proteina PML (PML-
RAR) leva a disfuncdo do receptor que perde a habilidade de se ligar a DNA ou a moléculas correguladoras,
transformando-o em um receptor inativo. Por meio de andlises biofisicas, estruturais e de microscopia
eletrbnica, foi verificado que o PML-RAR forma agregados que perdem a habilidade de exercer sua fungao
na célula, desregulando os efeitos do dcido retindico, o que explica a resisténcia que pessoas que possuem
esta mutacdo desenvolvem no tratamento da leucemia promielocitica aguda a quimioterapicos como o
acido retindico.

Com relagdo segundo projeto, foi verificado por meio de biologia computacional, que mutagdes
no receptor de estrégeno (ER) descritas em experimentos celulares como cancer ativadoras, provocam
mudancas conformacionais no receptor tornando-o constitutivamente ativo. Além disso, estas mutacGes
teriam o mesmo efeito que a basificacdo do pH intracelular, que altera a estrutura do receptor. Os
resultados referentes aos modelos computacionais e dindmicas moleculares foram confirmados por meio
de ensaios biofisicos e celulares, que mostraram que estas mutagdes, ou o aumento do pH induzem o
recrutamento de coativadores independentemente da presenca do estréogeno. O manuscrito com os
dados foi redigido e submetido a revista Biochemistry.

Subprograma Biologia Doen¢as Metabdlicas e Cardiovasculares

O objetivo do projeto “Estudo do PPARy e proteinas correguladoras para elucidacdo de vias de
controle metabdlico relacionadas ao diabetes e obesidade” é desvendar os mecanismos moleculares que
modificagGes pds-traducionais (PTM) provocam no receptor PPARy com relacdo ao seu modo de agdo.
Com isso, por meio de ensaios celulares e biofisicos foi demonstrado que a fosforilagdo do PPAR pela CDK5
(induzida em condi¢cbes de obesidade), interfere no recrutamento de correguladores alterando a
regulagdo do receptor. Estas modificagdes podem explicar a desregulagdo na expressao génica controlada
pelo PPAR, resultando na resisténcia a insulina.

Além deste estudo de mecanismo, foram desenvolvidos camundongos knockin com a
mutacdo PPARy ser273ala, que mimetiza o impedimento total da fosforilagdo do PPARy. Os
animais knockin tiveram desenvolvimento e comportamento aparente normal. Entretanto, apresentaram
maior peso corporal e hiperglicemia logo apés o desmame. Além disso, foi observada a redugdo na
expressao do PPARy, como a que ocorre em animais alimentados com dieta hiperlipidica. Os genes
regulados pela fosforilagdo em tecido adiposo branco também tiveram sua expressdo reduzida,
sugerindo alteracdo no padrdo de fosforilagdo nos animais obesos. Também foi observado
gue os animais obesos knockin possuem melhora na sensibilidade a insulina e reducgdo de insulina
circulante, porém apresentaram inducdo de esteatose hepdatica, mas o nivel de triglicérides hepatico e o
tamanho deste 6rgdo foi bastante reduzido. Aumento no tecido adiposo branco (WAT), reducdo no
numero de adipdcitos e aumento nos seus tamanhos também foram caracteristicas observadas. Estes
resultados estdao sendo compilados para publicacao.

Dando continuidade aos estudos com este receptor, foram avaliados os efeitos de diferentes
doses de um ligante ndo-agonista de PPARYy ja descrito por nosso grupo, o AM-879, comparados com o
modelo knockin (Figura 92). Este ligante também foi descrito com envolvimento na via do horménio
liberador de corticotropina (CRH). Resultados demonstraram que a dose menor do ligante promove mais
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efeitos na via do CRH, principalmente devido a alteragdes na expressdo génica, porém ainda atua em
genes alvo do PPARy. Com a dose maior, ha efeitos de melhora na sensibilidade a insulina, assim como
reducdo de consumo de dieta e triglicérides hepatico, além de aumentar a expressao de Ucpl, tanto no
tecido adiposo branco, quanto marrom. Esses resultados indicam que pelo fato do AM-879 atuar em duas
vias, a dose escolhida vai determinar em qual delas a atuacao do ligante sera predominante, porém esta
molécula demonstrou potencial de ser um modulador eficaz da sensibilidade a insulina sem causar efeitos
colaterais. Estes resultados também estdao sendo compilados para publicagdo.

? X Y I 1 Lep

5 - § ) () 11(7,; Tli'uhpl k
(4

i “l.q’l '1('436

ONa
/ 40mg Is‘;: dia %ﬂ;ﬁ&(
100mg/kg/dia
:;,: fl 7 fre txirr tGas
e 5 < | Ppmia, Txnip e Nr1d2
F > 1 Consumo 1 lln\ulinu

Peso figado

\\\ T('rh -
S

fapy 7

Figura 92 - Esquema do mecanismo de ac¢do do ligante AM-879 nas doses de 40mg/kg/dia e
100mg/kg/dia, atuando tanto na via do PPARy através do bloqueio da fosforilagdo na Ser273 e, também,
na via do horménio liberador de corticotropina (Crh).

Por fim, dando continuidade a elucidagdo de vias de controle metabdlico relacionadas a
obesidade, modelos de esferoides de tecido adiposo branco e marrom foram desenvolvidos,
caracterizados e validados. Utilizando-se de estratégias de protedmica e estudos de expressdo génica, foi
possivel confirmar o desenvolvimento de tecido adiposo branco sauddvel e obeso e do tecido adiposo
marrom. Modelos de testes para estes esferoides forma desenvolvidos, além de modelos de inflamagao,
resisténcia a insulina e de lipdlise 1° .

O projeto “Diagnostico sensor de coagulagdao” vem sendo desenvolvido em colaboragdo com o
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC) e com o Laboratério Nacional de Nanotecnologia
(LNNano/CNPEM) e tem como objetivo o desenvolvimento de um teste rapido de coagulagdo que
contenha um dispositivo sensor capaz de determinar o tempo de coagulacdo mediante a conversdo de
protrombina em trombina (Figura 93). Neste ano foram feitos avancos no desenho e parametrizacdo do
dispositivo, dentre eles medidas de impedancia e capacitancia das amostras de sangue nos eletrodos
vazios e contendo a proteina incorporada para verificagdo do monitoramento do processo de coagulagdo
sanguinea. No momento estdo sendo finalizadas as parametrizacdes para a montagem do dispositivo e
sua forma de leitura, além de adaptar as condi¢Ges de incorporacdo da proteina tromboplastina fusionada
a micelas lipidicas nos eletrodos. Apos a finalizacdo destas etapas, testes em larga escala serdo iniciados
com sangue de pacientes que possuam algum tipo de problema de coagulagdo sanguinea, dado que toda

19 Avelino, T.M., Garcia-Arévalo, M., Torres, F.R., et al., Mass spectrometry-based proteomics of 3D cell
culture: A useful tool to validate culture of spheroids and organoids, SLAS Discovery
https://doi.org/10.1016/j.slasd.2021.10.013
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a documentacdo necessdria para a realizagdo destes testes ja foi aprovada pelo comité de ética em

pesquisa do IDPC.
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Figura 93 Avancgos obtidos no desenvolvimento do teste de coagulagdo. Acima a esquerda temos
a proteina sendo produzida de forma recombinante, abaixo, dois protdtipos de dispositivos sensores
recobertos em ouro que foram produzidos. Ao centro, o setup experimental para as medidas de
impeddncia e capaciténcia que foram realizadas com sangue normal e em processo de coagulacéo e a
direita e acima, a caracterizacdo do sensor apds incorpora¢do da proteina tromboplastina e, abaixo, as
diferen¢as nos valores de impeddncia obtidos em diferentes amostras de sangue em condigcées de
coagulagdo e ndo coagulagdo.

Subprograma Doencas infecciosas e negligenciadas

O subprograma de pesquisa em doencas infecciosas e negligenciadas tem como principal meta o
entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos em infecgdes humanas causadas por arbovirus
emergentes, bactérias e parasitas, além da identificacdo de proteinas alvos para o desenvolvimento de
farmacos antivirais, antimicrobianos e antiparasitdrios. O subprograma agrupa varios projetos que visam
a descoberta de novas moléculas bioativas contra doencas negligenciadas como doenca de Chagas, bem
como aquelas causadas por bactérias e outros microrganismos. O estabelecimento do grupo de pesquisa
em virologia no LNBio foi essencial para a rapida resposta do CNPEM a pandemia da Covid-19.

Parasitas

Este ano foi concluido o trabalho em colaboracdo com pesquisadores da farmacéutica
GlaxoSmithKline (GSK) e do Tres Cantos Open Lab Foundation (TCOF) ambos em Madrid, Espanha, que
revelou o provavel mecanismo de acdo para moléculas selecionadas pela farmacéutica como potenciais
novos candidatos a farmacos para o tratamento da doenga de Chagas. Apds uma triagem de
aproximadamente 1,8 milhdes de moléculas quimicas em células de ratos infectadas pelo Trypanosoma
cruzi, a empresa selecionou as 220 moléculas mais promissoras em controlar a infecgao pelo T. cruzi sem
afetar a viabilidade das células hospedeiras. Denominada como ChagasBox, ela faz parte de uma iniciativa
da farmacéutica (do tipo inovagdo aberta) para o desenvolvimento de farmacos para as principais doengas
negligenciadas. Dessa forma, amostras do Chagasbox seriam compartilhadas sem restricGes de
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propriedade intelectual com pesquisadores externos interessados em investigar o mecanismo de ag¢ao
destas moléculas e avangar com desenvolvimento de novos farmacos para doenga de Chagas.

Uma andlise computacional do Chagasbox resultou na identificacdo de moléculas quimicamente
similares a inibidores da Enzima Madlica de T. cruzi (TcME), previamente reportados por pesquisadores do
LNBio-CNPEM ?° (Figura 94). A farmacéutica entdo enviou as moléculas do Chagasbox ao CNPEM e os testes
confirmaram a presenga de potentes inibidores da TcME. Estudos subsequentes, envolvendo sintese de
mais moléculas, ensaios enzimaticos, celulares, calorimetria e difracdo de raios-X, todos realizados no
CNPEM, resultaram na identificacdo do sitio de ligacdo destes inibidores na estrutura cristalografica da
enzima alvo. Estes resultados foram publicados em julho deste
ano no periddico Infectious Diseases da American Chemistry Society ?*. Esse projeto segue agora para fase
de estudos pré-clinicos, visando a confirmacao da eficacia em modelos animais da doenca de Chagas,
fases aguda e cronica.
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Figura 94 Resumo grdfico referente aos estudos para identifica¢do do sitio de ligacdo de sulfonamidas na estrutura
cristalogrdfica da Enzima Madlica de T. cruzi.

Virus

Neste ano, no ambito do projeto “Doengas Arbovirais Negligenciadas”, o Grupo de Virologia
publicou os resultados sobre a elucidagdo da estrutura do virus Mayaro na revista Nature
Communications®. Pela primeira vez no Brasil e na América Latina, a estrutura completa de um virus foi
elucidada por uma equipe multidisciplinar de pesquisadores do CNPEM. Os primeiros resultados deste
projeto ja haviam sido divulgados em formato preprint em 2020. No entanto, para a publicacdo em 2021

20 Ranzani, A.T, et al; 2017. SLAS Discov. 22(9):1150-1161

21 Mercaldi, G.F., Eufrasio, A.G., Ranzani, A.T., do Nascimento Faria, J., Mota, S.G.R., Fagundes, M.,
Bruder, M., Cordeiro, A.T. 2021 Trypanosoma cruzi Malic Enzyme Is the Target for Sulfonamide Hits from
the GSK Chagas Box. ACS Infect Dis. 2021;7(8):2455-2471. doi: 10.1021/acsinfecdis.1c00231.

22 Ribeiro-Filho, H. V., Coimbra, L. D., Cassago, A., Rocha, R. P., da Silva Guerra, J. V., de Felicio, R,, ... &
Marques, R. E. (2021). Cryo-EM structure of the mature and infective Mayaro virus at 4.4 A resolution
reveals features of arthritogenic alphaviruses. Nature communications, 12(1), 1-13.

75



foram realizados novos experimentos confirmatérios de espectrometria de massas, a pedido dos
revisores.

O virus, que foi primeiramente identificado em Trinidad e Tobago ainda na década de 1950, se
espalhou pelas Américas. A doenca infecciosa transmitida por mosquitos conhecida como Febre do
Mayaro provoca dores nas articulacdes que podem perdurar por meses. Considerada como uma das
doencas endémicas negligenciadas no Brasil, possui dificuldades de diagndstico e sintomas muito
parecidos com os da Chikungunya que prejudicam muito o planejamento de estratégias de controle.
Dados epidemioldgicos mostram que o virus vinha circulando hd décadas pelas regioes Norte e Nordeste,
mas o numero de pacientes infectados tem aumentado no Centro-Oeste e Sudeste nos ultimos anos.
Entretanto, acredita-se que o niumero de casos ainda é subnotificado, dada a dificuldade de métodos de
diagndstico especificos e de resultados que podem ser associados a Chikungunya e a Dengue.

O trabalho, publicado na Nature Communications, descreve a particula viral infecciosa, também
conhecida como virion, incluindo as proteinas estruturais que o compdem, denominadas E1, E2 e C.
Contando com a dedicagdo de 20 pesquisadores e colaboradores ao longo de trés anos e meio, a pesquisa
empregou equipamentos sofisticados de Criomicroscopia Eletronica e técnicas avangadas de virologia e
espectrometria de massas, representando um avangco em nossas capacidades de combate e
entendimento da Febre do Mayaro. Este estudo facilitard o desenvolvimento de novos métodos de
diagndstico, medicamentos e imunizantes contra a doenca transmitida por mosquitos, que representa um
risco de salde as populacGes em paises da América Latina.

O Mayaro virus é uma particula de 70 nm de didmetro com complexos de proteinas E1 e E2,
chamados de spikes, ancorados em uma membrana lipidica chamada envelope e apontados para o
exterior da particula. E importante entender como suas proteinas interagem e se organizam para
entender como o Mayaro virus se replica no interior de nossas células e para procurar eventuais
vulnerabilidades a serem exploradas no desenvolvimento de tratamentos. Detalhes inéditos da estrutura
molecular do virus Mayaro foram revelados com resolucao de 4.4 angstrom, aproximadamente 100 mil
vezes menor que a espessura de um fio de cabelo (Figura 95). Dentre esses destalhes inéditos destacam-
se as cadeias de acucares ligadas na proteina E2 (Figura 96), voltados uns para os outros em uma
configuracdo que se assemelha a um aperto de maos e que, portanto, foi apelidada de “handshake”
(aperto de maos). Os pesquisadores acreditam que esses aglcares, além de serem reconhecidos pelo
sistema imunoldgico, podem ajudar o virus a se organizar e ficar mais estdvel. A funcdo dessa parte
especifica do virus estd entre os temas que continuardo sendo estudados pelos pesquisadores.
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Figura 95 Imagem que representa a estrutura do virus Mayaro revela a particula viral — em parte aberta
para possibilitar a visualiza¢do de todas as suas proteinas. Cada uma das proteinas que forma a particula
viral estd representada por uma cor (verde, cinza e vermelho). Os agticares que sdo ligados das proteinas
estdo em laranja.

A

I E1 protein
I E2 protein
I C protein
I N-glycosylation

Figura 96 Elucidacdo da estrutura do MAYV e implicacbes diretas no desenvolvimento de
metodologias de diagndstico e estratégias de tratamento. A elucidagdo da estrutura do Mayaro em alta
resolugdo (4.44) (A) permitiu a identificagdo de caracteristicas virais nunca observadas em alfavirus, como
glicosilagbes nos spikes virais na configuragdo de aperto de mdos (handshake, em vermelho). Alvos
moleculares pertinentes ao desenvolvimento de métodos diagndsticos baseados em antigenos/
anticorpos, capazes de discernimento entre MAYV e CHIKV, foram identificados nas proteinas E1 e E2 (B),
sendo os residuos em ciano especificos para MAYV. Alvos pertinentes ao desenvolvimento de antivirais
também foram identificados, incluindo o ancoramento da proteina E2 a proteina do Capsideo, interagéo
critica a formagdo da particula viral (C), destacada nos retdngulos pontilhados. Adaptado de Ribeiro-Filho
e Coimbra, et al. Nat Comms 2021.
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O grupo de Virologia do LNBio também se empenhou no estudo do virus da encefalite de St. Louis
(SLEV). Considerada uma doenga arboviral negligenciada, o virus SLEV também é transmitido por
mosquito e afeta populagdes em paises em toda a extensdao das Américas. A infeccdo pelo virus, como
indicado pelo seu nome, pode causar uma encefalite viral, que é uma forma grave e perigosa de doenga.
Em um recente artigo publicado na revista Virulance %, os autores identificaram que nem toda resposta
imunoldgica ao virus é protetora, mesmo aquelas que estdo tipicamente associadas a resposta antiviral
durante uma infeccdo. Também foi observado que a resposta de Interferon do tipo Il, envolvendo um
mediador chamado IFNy, ndo é protetora frente a infeccdo pelo SLEV e pode ser danosa ao hospedeiro.
De forma contraria, a resposta de interferon do tipo |, envolvendo a ativacao do receptor IFNAR por uma
diversidade de mediadores desencadeados pela infec¢do viral, é essencial para o controle da replicacao
de SLEV no cérebro. Sem essa resposta protetora, o SLEV replica e induz uma resposta inflamatéria
excessiva que acelera o desenvolvimento de encefalite e a morte dos animais. O maior entendimento
sobre a contribuicdo das respostas de interferon no desenvolvimento da Encefalite de St. Louis
experimental em camundongos indica que mais estudos sdo necessdrios para entender como virus e
hospedeiros interagem e como essa interacao pode tender ao desenvolvimento de doenga.

Bactérias

O desenvolvimento de novos agentes bioldgicos, como os antimicrobianos, é uma necessidade
constante da sociedade. A importancia deste desenvolvimento fica ainda mais evidente diante do
decréscimo observado no nimero total de novos agentes antimicrobianos aprovados pelo FDA, das altas
taxas de resisténcia microbiana, da necessidade de agentes que atuem por mecanismos de ac¢do
diferentes aos dos farmacos em uso, e por outras diversas razdes. Assim, o estudo para a obtencdo de
novos compostos que exibem atividade antimicrobiana torna-se fundamental no campo da saude publica.
O projeto intitulado “Descoberta e desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos contra
bactérias Gram-negativas resistentes a carbapenémicos e cefalosporinas”, apoiado pela FAPESP, tem
como principal objetivo identificar novos compostos com atividade antimicrobiana sobre espécies de
bactérias Gram-negativas multirresistentes a antibiéticos. Para tanto, estdo sendo realizadas triagens de
bibliotecas de compostos através de ensaios fenotipicos de inibigdo de crescimento celular, e bioquimicos,
baseados em alvos moleculares da bactéria. Como principais avangos realizados no periodo, destaca-se a
identificagdo de trés proteinas de membrana da bactéria Xanthomonas citri, usada como modelo de bacilo
Gram-negativo multirresistente, como potenciais alvos de a¢do de uma quinazolina com propriedades
antimicrobianas sintetizada no LNBio. O nicleo quinazolina é encontrado em varios dos farmacos
comercializados atualmente. As quinazolinas e quinazolinonas correspondem a duas classes de moléculas
organicas heterociclicas aromaticas de intensa atividade bioldgica e, portanto, sdo de grande interesse
para a quimica medicinal. O mecanismo de agao de alguns compostos derivados dessas moléculas ja foi
elucidado, porém, no que diz respeito as quinazolinas com atividade antimicrobiana, apenas dois alvos
primarios de acdo dessa classe de moléculas tém sido reportados na literatura.

Um derivado de quinazolina com excelente atividade antimicrobiana, denominado QX1, foi
identificado anteriormente pelo laboratdrio e demonstrou atividade bactericida contra varias espécies de
Xanthomonas, incluindo X. citri, a semelhanga de tetraciclina. O principal objetivo desta linha de pesquisa
é determinar o mecanismo de acdo do composto QX1 em X. citri, bactéria que estd sendo usada como

23 Rocha, R.F., Del Sarto, J.L., Gomes, G.F., Gongalves, M.P., Rachid, M.A., Smetana, J.H.C., Souza, D.G,,
Teixeira, M.M. & Marques, R.E. (2021) Type | interferons are essential while type Il interferon is
dispensable for protection against St. Louis encephalitis virus infection in the mouse brain. Virulence, 12
—244-259.
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organismo modelo. Também é de interesse realizar a sintese de uma molécula quimera, Bio-Linker-QX1,
o composto QX1 biotinilado. Essa molécula serd utilizada para a construcdo da matriz de afinidade com
uma resina de estreptavidina e incubada com proteinas totais de X. citri, para identificagdo das proteinas
que ficardo retidas apenas na matriz contendo a quimera. Técnicas de espectrometria de massas serdo
utilizadas para identificar essas proteinas e aumentar as chances de sucesso dessa técnica de “fishing”, a
fim de identificar proteinas da bactéria que possam se ligar ao composto QX1, constituindo seus
potenciais alvos moleculares.

Na linha de pesquisa “Estudos de aminoacil-tRNA sintetases de organismo infecciosos”, avangos
foram feitos nos estudos relacionados a duas enzimas, prolil- e metioninil-tRNA sintetases (ProRS e MetRS,
respectivamente). Os avangos com a ProRS envolveram a validagdo de 4 candidatos a hits, dos quais 3 se
mostraram potentes inibidores da enzima de bactéria gram-negativa, selecionados a partir da triagem de
uma pequena biblioteca de derivados de quinazolinonas (Figura 97A). Dentre os inibidores de ProRS foram
encontradas moléculas capazes de matar bactérias gram-negativas em ensaios in vitro, demonstrando
gue essa enzima pode ser um alvo promissor para desenvolvimento de antibiéticos. Os préximos passos
do projeto devem abranger a selecdo de inibidores seletivos da ProRS bacteriana que mantenham efeito
fenotipico. No que diz respeito a MetRS, estudos estruturais e bioquimicos permitiram a elucidagdo das
bases moleculares da seletividade e mecanismo de acdo de antimicrobianos da classe diarildiamina (p. ex.
REP3123 e REP8839) pelas distintas formas da enzima metionil-tRNA sintetase (MetRS1 e MetRS2). Estes
estudos revelaram que as diarildiaminas ocupam nao sé o sitio de ligacdo da L-metionina como também
bloqueiam a regido envolvida no reconhecimento do braco aceptor do RNA transportador (tRNA) na
MetRS (Figura 97B). Além disso, foi demonstrado que residuos de aminodacidos polimérficos do sitio do
braco aceptor do tRNA estdo relacionados a baixa susceptibilidade da MetRS2 a inibidores derivados das
diarildiaminas. Como as bactérias que produzem a MetRS2 se mostram resistentes a antibidticos com
esqueleto basico de diarildiaminas, esforcos tém sido dedicados na identificagdo de sondas quimicas
capazes de modular a MetRS2. Para isso, duas estratégias tém sido empregadas, sendo que a primeira
envolve triagens automatizadas de pequenas moléculas usando uma MetRS2 de bactéria gram-negativa.
Nesta frente, uma pequena triagem automatizada contra uma biblioteca de derivados de produtos
naturais ja foi executada e candidatos a hits foram selecionados. Novas triagens automatizadas com a
mesma enzima estdo previstas, desta vez usando biblioteca maior composta de algumas dezenas de
milhares de moléculas sintéticas. Além das triagens automatizadas, também estao sendo viabilizados
protocolos para a sintese de compostos que sdo potenciais inibidores da MetRS2. Etapas sintéticas
também foram otimizadas, permitindo alcangar bons rendimentos nestes processos. Assim, esperamos
com essas iniciativas identificar novas sondas quimicas da ProRS e MetRS2 que serviram para avaliar o
potencial destas enzimas como alvos para desenvolvimento de farmacos contra bactérias gram-negativas
multirresistentes.
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Figura 97 Avancos obtidos nos estudos de aminoacil-tRNA sintetases de bactérias gram-negativas.
(A) Triagem com ProRS contra biblioteca de quinazolinonas levou a identificagGo de alguns candidatos a
hits (esquerda), dos quais 4 foram confirmados. Trés dos hits confirmados se mostraram inibidores
potentes da ProRS em ensaios dose-reposta (direita). (B) Detalhe do sitio catalitico da MetRS2 formando
um complexo com uma diarildiamina (REP8839) (esquerda) e ilustracdo da sobreposi¢cdo entre a por¢do
final do brago aceptor do RNA transportador com motivo quinolona do inibidor (direita).

O projeto “ANTIBIO-BAC”, desenvolvido no contexto de um Projeto Temdtico ‘Sdo Paulo
Excellence Chair (SPEC)’ em parceria com pesquisadores da USP, Univali, UNICAMP, e do Instituto de
Biologia Estrutural de Grenoble, Franca, tem como objetivo caracterizar complexos proteicos envolvidos
na biossintese da parede celular bacteriana e sistemas de secrecao de toxinas, a fim de identificar novas
moléculas antimicrobianas. Como avanco nessa linha investigativa no periodo, destaca-se o trabalho
descrevendo a estrutura oligomérica da proteina MreC do patdgeno Pseudomonas aeruginosa, resolvida
através da utilizacdo de técnicas como a crio-microscopia eletrénica (Figura 98) e a cristalografia de raios-
X, publicado na revista Nature Communications .

Figura 98 Mapa de crio-microscopia eletrénica do oligémero de MreC de Pseudomonas aeruginosa, que
se associa em forma de seis conjuntos de fibras antiparalelas. Um conjunto estd colorido em laranja e azul.

24 Martins, A., Contreras-Martel, C., Janet-Maitre, M., Miyachiro, M.M., Estrozi, L.F., Trindade, D.M.,,
Malospirito, C.C., Rodrigues-Costa, F., Imbertm L., Job, V., Schoehn, G., Attrée, |., and Dessen, A. 2021.
Self-association of MreC as a regulatory signal in bacterial cell wall elongation. Nature Comm. 12, 2987.
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Destaca-se também a caracterizacdo da proteina MagC, um membro do complexo Mag de P.
aeruginosa, que se liga a parede celular bacteriana com o intuito de estabilizar o complexo em si %°. Outros
esforcos do grupo nas areas de quimica e microbiologia visam a caracteriza¢do de novos produtos naturais
inibidores do crescimento de bactérias patogénicas.

Subprograma Neurobiologia Molecular

Atualmente, o subprograma de pesquisa em Neurobiologia Molecular conta com projetos que
abordam aspectos de mecanismos celulares e moleculares envolvidos no estabelecimento de doencas de
neurodesenvolvimento, com énfase em Deficiéncia Intelectual (DI) e Esclerose Multipla (EM).

A linha de pesquisa “Investigacdo de mecanismos celulares e moleculares associados a
deficiéncia da enzima conjugadora de ubiquitina UBE2A” visa a melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares associados a atividade da UBE2A e sua relagao com pacientes que apresentam Deficiéncia
Intelectual (D). Estudos demonstraram que uma mutagdo missense nesta enzima afeta sua capacidade
de formar o produto (proteinas ubiquitinadas) e que, o modelo animal portador da mutagdo em
questdo apresentou alteragdes de citoarquitetura cerebral, estrutura e funcao
mitocondrial, comprometimento da funcdo neuronal e déficit no processo de aprendizagem espacial.

Neste ano de 2021, foi realizado sequenciamento de RNA mensageiro de neurdnios hipocampais
primarios de animais controles (WT) ou mutantes (UBE2A Q93E) apds 14 dias de diferenciagdo em cultura.
Pela abundancia de genes identificados, hd uma distincdo entre os grupos experimentais WT e mutante
(grafico de PCA, Figura 99A). No total, foram identificados 15.790 genes diferencialmente expressos (DE),
dos quais 2.375 sdo significativos (p-valor ajustado ou FDR < 0.05). A lista dos 50 genes mais DE é indicada
no heatmap (Figura 99B). Dos DE, foram identificados 531 genes com expressdo aumentada e 107 genes
com expressao reduzida (fold change de 1.5 em cada direcdo) (Figura 99C).

25 Zouhir, S., Contreras-Martelm C., Trindade, D.M., Attrée, ., Dessen, A., and Macheboeuf, P. 2021. MagC
is a NIpC/P60-like member of the a2-macroglobulin Mag complex from Pseudomonas aeruginosa. FEBS
Lett. 595, 2034-2046.
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Figura 99 Andlise de sequenciamento de RNA mensageiro de neurbnios hipocampais primdrios de animais
controles (WT) ou mutantes (UBE2A Q93E) apds 14 dias de diferenciagcdo em cultura. (A) Andlise de
Componente Principal (PCA) da expresséo génica entre as amostras de neurénios hipocampais controles
(WT) e mutantes (UBE2A Q93E). (B) Grdfico de heatmap demonstrando os 50 genes mais diferencialmente
expressos (DE), de acordo com o p-valor ajustado ou FDR < 0.05, entre as amostras de neurénios
hipocampais WT e UBE2A Q93E. A escala de cores indica o z-score de cada gene (vermelho = expressdo
aumentada; azul = expressdo reduzida entre as amostras). (C) Volcano plot dos resultados de expressdo
diferencial. Em azul estdo representados os genes diferencialmente expressos (p-valor ajustado ou FDR <
0.05) com fold change > 1.5 em cada dire¢do. Os genes identificados representam os genes com menor p-
valor ajustado e mais significativos.

Inicialmente, o software Metacore foi utilizado para identificar genes alterados da via
de ubiquitinacdo de proteinas. Foi encontrado aumento de 2,9x (Q93E/WT) de expressdo de Ube2c,
enzima E2 com atuacdono processo de degradacdo de substratos mitdticos. Embora seja um
dado preliminar, sem indicacbes do exato mecanismo, o aumento de expressdo de outra enzima E2
pode significar uma forma de compensacdo da deficiéncia de funcdo de UBE2A no contexto em que
ambas compartilham a mesma funcdo. Foi feita uma busca por genes alterados e potencialmente
relevantes para as alteracGes de funcdo sinaptica observadas anteriormente. Nesta analise foi observada
a reducdo de sinaptotagmina, uma proteina que regula o processo de fusdo e exocitose de vesiculas
sindpticas. Se confirmado, este dado pode explicar o aumento de exocitose espontanea e reduzido
numero de vesiculas sindpticas observados anteriormente.

Outras analises dos dados obtidos neste transcriptomaestdo em andamento e serdo
complementares ao ensaio de proteoma global de ubiquitinacdo, também em andamento. Todos esses
resultados trardo  informag¢Ges cruciais para a melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares associados a atividade da UBE2A para a manutengdo da homeostase celular e fungao
sindptica.
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Em 2021, no ambito do projetointitulado “Estudos funcionais no modelo de
camundongo knockin GALR2 W248L” foram produzidos animais portadores da mutagcdo GALR2 W248L
em homozigose e ndo foi possivel observar fenétipos espontaneos de paralisia, um dos sinais clinicos de
Esclerose Multipla (EM). Entretanto, ensaios em animais podem requerer algum estimulo para se
observar o sinal clinico do paciente. De fato, em trabalhos anteriores com o modelo animal nocaute para
GALR2, os sinais de doenga foram demonstrados através do modelo de Encefalomielite Autoimune
Experimental (EAE), amplamente utilizado para investigar os aspectos inflamatdrios da
EM em roedores. Portanto, visando a aplicacdo do modelo de EAE em animais GALR2 W248L, no segundo
semestre de 2021 este procedimento foi padronizado com sucesso em machos (Figura 100A) e fémeas
WT (Figura 100B). O ensaio consistiu na imunizacdo dos camundongos com peptideo de mielina,
adjuvante de Freud e toxina pertussis, e acompanhamento didrio do comportamento e peso para
avaliacdo do grau de paralisia (score) de acordo com referéncias da area. A paralisia se iniciou da regido
posterior (cauda) e progrediupara o0s membros posteriores e anteriores, quando os
animais foram eutanasiados para coleta de tecidos para histologia e microtomografia de raio-x futura no
SIRIUS.

EAE (WT males) EAE (WT femeales)
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Figura 100 Padroniza¢éo do modelo de EAE em animais WT machos (n=5) e fémeas (n=5), apds
imunizacGo com peptideo MOG35-55. Os grdficos indicam a média + SE do grau de paralisia durante 23
dias de acompanhamento. Os animais controles (inje¢Go de PBS) ndo apresentaram sinais de doenca. Os
dias de inicio, pico e reversdo dos sinais clinicos estd dentro da janela temporal prevista na literatura para
este experimento. (A) machos e (B) fémeas.

Programa de Métodos Avancados em Biociéncias

O Programa de Métodos Avancados em Biociéncias compreende a execu¢do de projetos
estratégicos e de fronteira, de cardter multidisciplinar, alinhados as prioridades do MCTI e com potencial
impacto econGmico e social. Muitas das pesquisas em biologia tornam-se restritas pela falta ou limitagdo
de métodos adequados de investigacdo. O programa de P&D se beneficia do moderno parque de
equipamentos e competéncias disponiveis no CNPEM e tem carater abrangente, envolvendo o
aprimoramento e desenvolvimento de métodos e técnicas experimentais e instrumentagao cientifica que
permite impactar os demais eixos de atuacdo do Centro. Destacam-se, neste eixo, os subprogramas de
pesquisa e desenvolvimento voltados para a descoberta e desenvolvimento de fadrmacos e biofarmacos,
desenvolvimento de culturas 3D, além do subprograma de imagens bioldgicas. Todos focados no
desenvolvimento e na implantagao de novas e sofisticadas tecnologias.
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Subprograma Imagens Bioldgicas

O objetivo principal deste subprograma é o desenvolvimento de métodos e instrumentacdo
cientifica em luz sincrotron, em um cardter multidisciplinar. O subprograma visa o estabelecimento e
integracao de técnicas de captura e processamento de imagens de alta resolucdo de amostras bioldgicas
obtidas através de microtomografia (UCT) e fluorescéncia (XRF) de raios-X. Também prevé a integracdo
de instrumentacdo avancada em microscopias incluindo a implantacdo de técnicas avancadas de
microscopia otica de super-resolucao.

Um dos projetos realizados nesse subprograma envolveu a tomografia sincrotron do coragao de
camundongo com detalhamento celular. Apds a realizacdo das primeiras imagens de material bioldgico de
coracdo de camundongo na linha de micro e nano tomografia do Sirius (Mogno), verificou-se que as altas
energias da linha também causaram ruidos no detector, em especial os chamados “speckles” dinamicos,
sendo necessario o desenvolvimento de filtros para correcao de modo a melhorar o pds-processamento
do dado 3D (Figura 101). O algoritmo foi otimizado para processamento paralelo em CPU, o que permitiu
melhora significativa nos processos subsequentes de segmentacao (isolamento de cada célula no tecido)
para posterior quantificacdo (Figura 102). Ao final desse processo, iniciou-se o estudo do espaco entre as
células, chamado intersticio, do coragdo (Figura 103). Essa estrutura é o arcabouco de suporte das células
no tecido, cuja conformacdo 3D determina a funcdo desse 6rgdo e, consequentemente, desarranjos
estruturais podem levar a cardiomiopatias.
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Figura 101 Efeito dos pixels com o ruido de “Speckle dindmico” no detector. Na reconstrugdo da
imagem 3D causa padrées similares a linhas que prejudicam a resolugdo, ainda que de maneira sutil. O
efeito do filtro é remover estes artefatos sem causar perda na qualidade final.
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Figura 102 Renderizacdo 3D de uma das amostras de coracdo de camundongo mostrando cada
uma das células individualizadas. (A) Visdo geral da regido ventricular; (B) Detalhe do nivel celular.
Diferentes cores representam células individualizadas.

Figura 103 Representagdo 3D do espaco intersticial do musculo cardiaco de camundongos obtida
por tomogrdfia de raios-X.

Um avanc¢o necessdario e importante para imageamento de raios-X é a criagdo de um método de
marcagao para tipos celulares especificos dentro da amostra bioldgica. A ideia é a utilizagcdo de sondas
guimicas ou bioldgicas que liguem (reconhegam) proteinas que estejam presentes exclusivamente nas
células de interesse para o estudo. Dessa forma, foram sintetizadas sondas derivadas de um beta-
bloqueador (carazolol), da alta afinidade para o receptor B1ADR, que foram conjugadas com um
elemento pesado bromo (Br). Podendo assim utilizar técnicas de imagens diferenciais de raios-X e
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fluorescéncia de raios-X para identificacdo dos alvos. Com o inicio das atividades da linha de luz Carnauba
do Sirius, utilizou-se uma amostra de coracao de camundongo que fora marcada com as referidas sondas.
Foi desenvolvido um protocolo de preparo de amostras biolégicas para a linha Carnatba que permite
pouca manipulagdo inicial da amostra e possibilita utilizacdo de corte por pFIB (Focused lon Beam de
plasma) (Figura 104). Os resultados atestam que, apds o corte e montagem, a amostra continua integra.

Figura 104 Micrografias eletrénicas do preparo de amostra bioldgica (tecido cardiaco) para medidas na
linha carnauba. Esquerda, pilar de cerca de 100um de didmetro montado no porta-amostra (“carpin”).
Direita, detalhe de varredura do topo da amostra mostrando integridade do tecido.

A amostra foi levada para a nanoscopia na linha Carnadba em um primeiro teste. Os resultados,
embora preliminares e estatistica baixa revelam que a amostra resistiu aos danos de radiacado e indica
presenca elementos quimicos esperados, incluindo Br que seria derivado da sonda (Figura 105).

3 4 5 6 7 8 9 101 12213
Energy (keV)

Figura 105 Resultados preliminares de medidas de fluorescéncia de raios-X na linha CARNAUBA.
Presenca de elementos quimicos enddgenos e Br, que seria indicativo da localiza¢éo da sonda molecular.
Destaque para o elemento W que é contaminagéo da “colagem” da amostra no porta-amostra.

Na iniciativa de imageamento de amostras biolédgicas por luz sincrotron, em especial com raios-X
€ necessario considerar o dano radioldgico devido a radiacdo ionizante. Em colaboragdo com grupo de
protecdo radioldgica do Sirius (RADS) foi simulado por método de Monte Carlo as condi¢Ges experimentais
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da linha de tomografia Mogno para pequenos animais. Os resultados iniciais para corpo inteiro revelam
um cenario comparavel aqueles oriundos de equipamentos pré-clinicos de bancada (Figura 106). Isso
possibilita o imageamento em estudos longitudinais dos animais. Iniciamos os primeiros experimentos
com células vivas e os resultados devem ser obtidos no 12 semestre de 2022.

1074 . .
—— Geometric resolution (og)
—— Field of View at Sample (FOVs) =0 . <
10° —— Dose (mGy/s @350 mA) 1o g
T R
L 7
S 1074 F30 g_ 10 E?
» = >
> S 5O
Q 101 20 © g
0 &
1 L 103
10-¢ 10 8
o

10~3 1072 107t 10° 10!

Figura 106 Estimativa preliminar da taxa de dose absorvida na linha MOGNO de acordo com a
posicdo da amostra em relacdo ao foco. Triéngulo azul ilustra o perfil do feixe ao longo dos 30m desde a
fonte (esquerda) até o detector (direita).

Subprograma Biofarmacos

Desde 2014 o CNPEM vem se capacitando a desenvolver uma linhagem celular produtora de
anticorpo em escala de bancada e executar testes estruturais e funcionais que atestem viabilidade para
progredir na cadeia de desenvolvimento. Neste sentido, escolheu-se produzir o nivolumab, um
biofdrmaco de interesse do SUS, indicado para o tratamento de melanoma metastdtico e alguns tipos de
cancer de pulmdo. Sua patente expira em 2026, fornecendo tempo suficiente para que ocorra o
desenvolvimento completo, incluindo testes clinicos, para que o produto biossimilar chegue ao mercado
no momento da expiragdo de sua patente. Esta etapa do projeto encontra-se em andamento (financiado
pelo Ministério da Saude por meio do programa PRONON). Neste ano de 2021, a equipe destacou
resultados animadores para este projeto de alta complexidade, destacando-se a construgdo e testes piloto
do sistema de producdo de anticorpos recombinantes na linhagem HEK293, o estabelecimento de clones
produtores de anticorpo derivados da linhagem aderente CHO-K1, e por fim o desenvolvimento de
ensaios de caracterizacdo para avaliacdo de anticorpos produzidos pelos clones celulares.

Clones produtores de anticorpo derivados da linhagem aderente CHO-K1 foram identificados,
sendo que dois deles se mostraram promissores. O clone CHO-K1#33 apresentou estabilidade por 60 dias
em cultura, e o clone celular CHO-k1#93, que apresentou estabilidade por mais de 100 dias em cultura,
na auséncia de antibidtico. Nos testes da preparagao de anticorpo do clone #33, verificou-se seletividade
pelo alvo molecular em ensaios celulares. Além disso, a preparac¢do de anticorpo #33 também apresentou
bons resultados em ensaios funcionais demonstrando potencial imunomodulatério (Figura 107).
Adicionalmente a caracterizacdo funcional, também foi efetuado ensaios de caracterizagdo estrutural. A
estrutura primaria dos clones #33 e #93 foi sequenciada por espectrometria de massas, apresentando
cerca de 90% de cobertura em comparagao a sequéncia esperada para o anticorpo de referéncia Opidivo.

Foram observamos bons resultados no ensaio DLS, mostrando baixos niveis de agregados para
ambos os clones. No perfil de estrutura secundaria, observou-se melhor potencial do clone #93, com
resultados compardveis ao anticorpo referéncia, por dicroismo circular. No momento, a equipe se prepara
tecnicamente para prosseguir com ensaios de afinidade por termoforese, dando continuidade a
caracterizagdo funcional com este clone #93.
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Figura 107 Ensaio de citometria de fluxo para avaliar efeito imunomodulatdrio de anticorpos anti-
PD1. O efeito é indicado pela expressdo da citocina Interferon gama (IFNg), produzida em células
linfocitdrias. Neste ensaio incubamos células tumorais MDA-MB-231, que expressam o ligante PDL1, com
células linfocitdrias JURKAT, que expressam o receptor PD1. A interagdo de PDL1 com PD1 faz com que
ocorra redugdo nos niveis de IFNg produzidos pela célula JURKAT. Se um anticorpo anti-PD1 bloquear a
interagdo PD1/PDL1, deve ocorrer o resgate na expressdo de IFNg, o que observamos na presen¢a do
Opidivo (anticorpo referéncia) e também na presenca do candidato biossimilar do LNBio (clone#33).

/

Subprograma Meétodos aplicados a Descoberta e Desenvolvimento de Farmacos

A plataforma de descoberta de farmacos do LNBio-CNPEM visa entregar moléculas farmaco-
candidatas (candidato) para avaliagdo pré-clinica e clinicano processo de desenvolvimento e
reposicionamento de farmacos. Para entregar os farmacos-candidatos, a plataforma de descoberta de
farmacos do LNBio-CNPEM opera um fluxo de trabalho modular, operando em estratégias fenotipicas e
baseadas em alvo. A plataforma também traz diferenciais proporcionados pela infraestrutura e métodos
disponiveis e desenvolvidos no CNPEM. Outro diferencial é o uso de compostos da biodiversidade
brasileira, em abordagem de descoberta e desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais.
Neste caso, métodos e processos desenvolvidos e/ou implementados no CNPEM trazem, aliado a
diversidade quimica Unica dos produtos naturais, grandes diferenciais competitivos a plataforma (Figura
108).
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Figura 108 Fluxo de trabalho na plataforma de Drug Discovery do LNBio por mddulo. Estd
evidenciado a descoberta de moléculas de partida (hits), sua caracterizagéo e otimizagdo em um candidato
a molécula lider (lead) e sua validagdo em um fdrmaco-candidato (candidato), para a drea terapéutica do
projeto. SAR: structure-activity relationship; SPR: structure-property relationship; PK: pharmacokinetics;
MTD: maximum tolerated dose; PoC: prova de conceito/eficdcia in vivo. No inset é mostrada a abordagem
LNBio-CNPEM para a descoberta de novas substdncias quimicas bioativas partindo de bibliotecas de
produtos naturais unicas, e usando alta tecnologia para desvendar os produtos naturais bioativos e seus
sitios de ligagdo a proteina alvo. Estas sdo informagées chave para o desenvolvimento de fdrmaco-
candidatos atualmente.

Durante este ano de 2021, foram realizadas implementacGes de métodos analiticos ainda
ausentes na plataforma, investimentos na infraestrutura para a producdo e gestdo de moléculas naturais
e sintéticas e na estruturacdo de bases de armazenamento e mineracdo de dados. Destacam-se as
implementagdes no contexto de ensaios ADME-Tox in vitro, como os ensaios de citotoxicidade e
metabolismo descritos a seguir.

Nos ensaios de citotoxicidade, compostos selecionados por busca através de ensaios bioquimicos
com proteinas alvo purificadas devem ser subsequentemente avaliados pela maneira como impactam o
comportamento celular, tais como seu efeito direto na proliferagao e toxicidade para diferentes tipos
celulares. A técnica do High Content Analysis envolve microscopia de fluorescéncia automatizada
acoplada a software para quantificacdo de parametros celulares. Por exemplo, podem ser analisados
simultaneamente, e visualmente, dados de toxicidade tais como fragmentacdo nuclear, massa
mitocondrial, alteragdo no tamanho celular e nuclear, aumento de porosidade de membrana e estresse
oxidativo, oferecendo dados estatisticos robustos e completos sobre a agdo do composto em andlise.
Desta maneira, fatores como cardiotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, entre outros,
altamente relacionados a falhas em um processo de descoberta de novos farmacos, podem ser
precocemente identificados em ensaios celulares. Estudos como estes podem diminuir a quantidade de
compostos hit que sdo enviados a estudos pré-clinicos, diminuindo o uso de animais, e aumentando a
taxa de sucesso na obtencdo dos farmacos-candidatos.
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Para tanto, dois protocolos estdo sendo desenvolvidos para analise multiplex de citotoxicidade:
Ensaio # 1 contempla marcacBes nucleares, mitocondriais, de porosidade de membrana e apoptose;
Ensaio # 2 contempla marcacBes nucleares, de estresse oxidativo, de porosidade de membrana e
apoptose.

A linhagem celular HaCat (queratindcitos humano imortalizados) estd sendo empregada para
padronizar os ensaios Multiplex de Citotoxicidade #1 e #2 (Figura 109). Além desta linhagem referéncia,
foram também realizados investimentos na composi¢do de um banco de células certificadas (vide Tabela
2) para ensaios de citotoxicidade em células representativas dos principais tecidos humanos. Este banco
de células é também empregado na composicao de modelos celulares preditivos de eficdcia clinica
empregados nos diversos projetos de Descoberta de Farmacos do LNBio, incluindo os envolvendo infe¢des
virais.
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Figura 109 Ensaios multiplex de citotoxicidade em implementacdo na plataforma de descoberta de
fdrmacos do LNBio/CNPEM. (A) Microscopia de fluorescéncia de células HaCat tratadas com paclitaxel nas
concentragbes indicadas. Nucleos celulares foram corados com Hoescht para contagem de nucleos,
MitoTracker Deep Red foi usado para colorac¢o de mitocdndrias e definicdo de massa mitocondrial, Pl
para identificacdo de células necréticas e anti-caspase 3-Alexa 488 para marcagdo de células apoptdticas.
(B) ajuste sigmoidal da relacGo concentra¢do-resposta de paclitaxel e os pardmetros celulares
apresentados em (A). (C) Microscopia de fluorescéncia de células HaCat tratadas com menadiona. Imagens
de apenas controle e concentragdo mdxima sdo apresentadas. Nucleos celulares foram corados com
Hoescht para contagem de nucleos, Cell Rox foi usado para identificar células em estresse oxidativo e Pl
para identificagdo de células (D) ajuste sigmoidal da relacdo concentracdo-resposta de menadiona e os
pardmetros celulares apresentados em (C).
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CELULA TECIDO TIPO

REPRESENTATIVO
HaCat pele queratindcito
HCT-116 intestino cancer colon, epitelial
Calu-3 pulmao adenocarcinoma, epitelial
Caco-2 intestino cancer colon, epitelial
HI9C2 coracgdo miocardio (rato), mioblasto
HK-2 rim papiloma, cortex, tubo proximal
SH-SY5Y neural neuroblastoma, medula
Hep G2 figado carcinoma hepatocelular

Tabela 2 Painel de células representativas dos principais tecidos humanos em implementagao no LNBio.
Ensaios ADME in vitro

O sucesso clinico de um candidato a farmaco depende também de diversas propriedades que
devem ser determinadas em estagios iniciais da fase pré-clinica. Propriedades estas conhecidas pelo
acronimo ADME, onde A significa absorcao, D distribuicdo, M metabolismo e E eliminacdo. Assim, estes
parametros fornecem informacdes relevantes sobre o composto estudado e se este possui as
propriedades de farmaco desejadas para um /ead. Desta forma, antes da administracdo in vivo, estes
ensaios in vitro, que sdo relativamente rapidos, podem servir como indicadores e pautar as tomadas de
decisdo, uma vez que os processos de ADME determinam a concentracdo e o tempo despendido das
moléculas do fdrmaco no seu local de acdo. Para avaliar esses diversos parametros de ADME, tanto em
modelos in vitro quanto in vivo, é necessdrio desenvolver métodos analiticos e bioanaliticos capazes de
identificar e quantificar a molécula e seus produtos de biotransformacdo em matrizes complexas.

Os principais ensaios previstos para implementacdo sao ilustrados na Figura 110. No ano de
2021 deu-se enfoque na implementacdo de ensaios de metabolismo in vitro (Figura 110E).

Metabolismo in vitro: O metabolismo e a excrecdo do composto sdo fundamentais para a
determinacdo da dose administrada tanto na fase pré-clinica quanto clinica, pois impacta diretamente
no tempo de meia-vida. A identificacdo dos metabdlitos também é importante pois auxilia na
compreensdo do mecanismo de a¢do do composto assim como de potenciais efeitos colaterais. O
metabolismo geralmente ocorre no figado pela familia das enzimas CYP450. Esses ensaios de
estabilidade metabdlica, identificagdo e caracterizagdo do perfil metabdlico sdo realizados utilizando
fontes de enzimas (microssomas) e s3o analisados em UPLC/HR-MS (Figura 110E). A producéo in-house
de microssomas hepaticos foi padronizada assim como o processo para avaliagdo da taxa de
metabolismo e identificagdo de metabdlitos (Figura 110E, grafico com destaque em amarelo claro).
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Figura 110 Ensaios in vitro para determinagdo de propriedades de ADME nas etapas da obtengdo
do lead. (A) Estimativa da estabilidade do composto em diversos pHs fisioldgicos, (B) métodos
cromatogrdficos para determinagcdo da lipofilicidade (logP e logD), (C) avaliacdo da permeabilidade
através de monocamada de células Caco-2, (D) determina¢do da fracdo livre através de ensaio de ligagdo
a proteinas plasmdticas e (E) avaliagdo do metabolismo hepdtico utilizando-se microssomas com
determinagdo da taxa de metabolismo e identificagcdo dos metabdlitos produzidos; em destaque na caixa
amarela, uma molécula desenhada no LNBio sendo consumida pelas enzimas hepdticas (linha vermelha),
originando seis metabdlitos passiveis de identifica¢do (linhas em outras cores). Métodos cromatogrdficos
acoplados a sistemas de deteccdo sdo utilizados e otimizados para cada ensaio (A-E). A estrutura quimica
apresentada é meramente ilustrativa.

Ferramentas de quimioinformatica para a descoberta de produtos naturais bioativos

O projeto “NP3” visa o desenvolvimento de uma interface computacional capaz de integrar dados
de screening de bibliotecas de produtos naturais, espectrometria de massas e cristalografia de proteinas
para viabilizar a descoberta de farmacos a partir de produtos naturais da biodiversidade brasileira. Esse
projeto, conta com o apoio do Instituto Serrapilheira desde 2018. Foram consolidados algoritmos para o
tratamento de dados de espectrometria de massas, com aplicacdo direta na desreplicacdo e anotacdo de
produtos naturais bioativos. O algoritmo, denominado “NP3 MS workflow”, foi registrado no INPI (INPI BR
51 2021 000074-9) e disponibilizado para a comunidade cientifica?® sob licenca GNU - Figura 111.

26 https://github.com/danielatrivella/NP3_MS_Workflow
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Figura 111 Representag¢do esquemdtica do algoritmo NP3 MS workflow desenvolvido no CNPEM
com o apoio do Instituto Serrapilheira.

Foi também publicado um primeiro artigo cientifico como estudo de caso de uso do
algoritmo NP3 MS workflow27, onde é reportada a construgdo e analise de uma colegdo de bactérias
isoladas a altas profundidades oceanicas, uma colegao rara, que viabilizou a produ¢do e acesso a novos
produtos  naturais para a  descoberta  defarmacos (Figura  112). Esta  biblioteca
piloto, denominada EPfB, foi integrada a biblioteca de produtos naturais do LNBio e o “NP3MS workflow”
vem sendo utilizado na rotina nos projetos do LNBio usando produtos naturais.

27 de Felicio, R.; Ballone, P.; Bazzano, C.F.; Alves, L.F.G.; Sigrist, R.; Infante, G.P.; Niero, H.; Rodrigues-
Costa, F.; Fernandes, A.Z.N.; Tonon, L.A.C.; et al. 2021. Chemical Elicitors Induce Rare Bioactive Secondary
Metabolites in Deep-Sea Bacteria under Laboratory Conditions. Metabolites 11, 107.
http://dx.doi.org/10.3390/metabo11020107.
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Figura 112 Construgdo e andlise da biblioteca de produtos naturais bacterianos EPfB. (A)
Representacdo esquemadtica da abordagem para eliciagdo quimica e (B) mapeamento do espaco quimica
da biblioteca EPfB construida no LNBio-CNPEM a partir da cole¢do de bactérias de mar profundo da
Universidade do Vale do Itajai (Univali). As abordagens empregadas para a preparagdo e andlise desta
biblioteca foram publicadas em artigo cientifico na revista Metabolites no ano de 2021 [1]. Esta representa
a primeira publicagdo empregando o algoritmo NP3 MS workflow desenvolvido no CNPEM.

Também em desenvolvimento na plataforma NP2 é o treinamento de modelo de rede neural
profunda para a montagem automatica de produtos naturais ligantes de proteinas, oriundos de dados de
cristalografia de proteinas. Este médulo, denominado “NP3 ligands”, jd mostra mais de 60% de acurdcia
para identificacdo de ligantes e vem se tornando muito importante uma vez que a velocidade de coleta
de dados na linha MANACA do SIRIUS ja aumentou cerca de 10 vezes em relagio & MX2-UVX e mais
projetos de drug discovery estdo partindo de moléculas naturais e usando os algoritmos NP3.

Ferramentas biotecnolégicas para a descoberta de produtos naturais bioativos

Além da abordagem de eliciagdo quimica supracitada, novas abordagens experimentais voltadas
aos produtos naturais bioativos também foram implementadas no LNBio no ano de 2021. Em colaborag¢do
com o LNBR, e por meio dos projetos NP2 (Serrapilheira) e plataforma metagenomica (FAPESP-FAPESC), ja
foi  possivel estabelecer as rotinas para clonagem e expressaio de  clusters
génicos biossintéticos bacterianos, viabilizando a produg¢do de produtos naturais de interesse
farmacéutico no CNPEM usando abordagem biotecnoldgica (Figura 113). Um manuscrito reportando a
primeira clonagem de cluster génico biossintético completo e funcional realizada no LNBio foi submetido
para publicagdo e encontra-se em revisdao por pares.
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Figura 113 Representacdo esquemdtica da abordagem biotecnoldgica para clonagem de clusters
génicos biossintéticos implementada no LNBio para viabilizar a produgdo de produtos naturais de interesse
farmacéutico.

Modelos Bioldgicos - Proteinas de membrana isoladas para estudos bioquimicos e estruturais

Em 2021, o LNBio, em colaboracdo com o LNNano, avancou na implementacado de protocolos para
a expressao, purificacdo, caracterizacao e realizacdo de estudos estruturais com proteinas de membrana.
Especial atencdo é dada aos receptores acoplados a proteina G (GPCRs), que sdo alvos para
aproximadamente 40% dos farmacos. Os desafios para extracdo, purificacdo e estabilizacdo destas
proteinas para estudos estruturais foram contornados com a utilizacdo de abordagens na fronteira do
conhecimento. Para a producdo de GALR2, foram implementadas no LNBio as metodologias para cultivo
de células de mamifero em suspensdo. Para a extra¢do foram utilizados polimeros de estireno anidrido
maleico (SMA), que sdo capazes de extrair proteinas de membrana em particulas lipidicas circundadas por
SMA (SMALPs). A metodologia de Native-PAGE foi implementada como ultima etapa da purificagdo de
GALR2 resultou em amostras de melhor qualidade, reduziu o tempo de processamento da amostra de 2
semanas para 3 dias e aumentou os rendimentos em 5x aproximadamente em comparagdo com a
purificacdo por técnicas cromatograficas convencionais. Uma coleta preliminar de dados de crio-EM foi
realizada e esta sob analise, a qual orientara a coleta de dados final, bem como a preparacdo de novas
amostras de GALR2 para determinacao da estrutura. A Figura 114 mostra as principais etapas de
producdo da proteina, controles de qualidade e as particulas em grades de crio-EM.
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Figura 114 Expressdo, purificagdo e caracteriza¢Go de GALR2. (A) Extracdo de GALR2 em SMALPs.
(B e C) Fragdo soluvel do extrato contendo o receptor. (D) Purificagdo por Native-PAGE e (E) SDS-PAGE de
GALR2 purificado. (F e G) Controles de qualidade por DLS e NS-EM. (H) Imagens de crio-EM.

Subprograma Desenvolvimento de culturas 3D

A capacidade de construir biossistemas complexos, como tecidos e até mesmo érgdos completos,
tem gradualmente se aproximado da realidade, conforme as tecnologias de microfabricacdo avancam.
Modelos de estudos em culturas tridimensionais poderao ser utilizados na busca e no desenvolvimento
de metodologias para testes ADMTox de farmacos, o que ird promover o desenvolvimento de tecnologias
utilizando sistemas mais miméticos de um organismo humano, tanto para o desenvolvimento de novos
farmacos, quanto para estudos iniciais de toxicidade, absorgdo e metabolizagdo, reduzindo o nimero de
animais de experimentacao.

Neste contexto, a equipe de pesquisadores do LNBio vem se empenhando em desenvolver
modelos de pele reconstituida, esferdides de tecido adiposo, esferdides de figado e modelos de barreira
intestinal e de epitélio pulmonar, utilizando células derivadas de linhagens imortalizadas e células
primarias.

Nos modelos de tecido adiposo branco e marrom em esferoides, sendo o tecido adiposo branco
diferenciado em tecido adiposo magro e obeso, as culturas 3D foram validadas através de comparagdes
com tecido animal e bioensaios focando termogénese e lipdlise foram padronizados. Por fim, o modelo
de cultura de tecido adiposo foi transposto para células humanas e um modelo racional para o
desenvolvimento e caracterizagdo de culturas 3D, com controles de qualidade foi instituido no
laboratério. Outro modelo desenvolvido foi o de cultura de pele reconstituida. Neste modelo a pele
artificial contendo derme e epiderme foi montada e caracterizada para testes de produtos
dermatoldgicos, além da caracterizacdo de alvos importantes na composicao, regeneragdo e manutencgado
da sua homeostase. Diversos ensaios para alvos de reepitelizacdo foram definidos, com enfoque futuro
em aprimorar o modelo através do uso de bioimpressdo 3D visando o desenvolvimento de curativos
dermatoldgicos. Também estdo sendo desenvolvidos culturas 3d de figado, epitélio pulmonar e barreira
intestinal, focando o desenvolvimento de ensaios de toxicologia e outros métodos alternativos ao uso de
animais, sendo que estas culturas estdo caracterizadas e algumas delas sendo utilizadas em ensaios de
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organs-on-chip. Novamente o enfoque futuro é aprimorar o modelo destes tecidos utilizando
bioimpressao 3D.

Programa de Biologia Computacional

Dentre as principais linhas de pesquisa do programa de Biologia Computacional, destaca-se o
desenvolvimento e aplicacdo de ferramentas baseadas em biologia computacional para resolver
problemas bioldgicos (como andlise de estruturas de moléculas, interacGes entre alvos bioldgicos e
moléculas), bem como andlises de dados gerados por estudos genémicos, transcriptémicos, protedmicos
e metabolomicos. Além disso, o programa também prevé disponibilizar tais ferramentas para
pesquisadores internos e para a comunidade cientifica e empresarial brasileira. No ambito do Programa
de Computagao Cientifica, o LNBio tem realizado colaborag¢des cientificas com outros Laboratérios do
CNPEM, e com outros grupos de pesquisa do Brasil e do exterior.

A linha de pesquisa “Predi¢do e analise estrutural de biomacromoléculas” tem como principal
objetivo a construcdo de modelos estruturais de alta qualidade de proteinas e seus complexos com outras
macromoléculas e com pequenas moléculas. O programa de biologia computacional historicamente tem
um especial interesse no entendimento da interacdo entre proteinas quinases e seus substratos, dado o
papel chave que essas proteinas exercem na regulacdo dos mais diversos processos bioldgicos. Nesse
sentido, em colaboragdo com a Dra. Deborah Schechtman da Universidade de Sdo Paulo, nesse ano
investigamos, do ponto de vista estrutural, a interagcdo da proteina quinase TrkA e seu substrato PLCg1,
culminando com a identificacdo de um peptideo derivado dessa quinase com potencial agdo analgésica
(Figura 115). O artigo cientifico oriundo desse estudo estd atualmente em fase de revisdo final em
periddico internacional.

. Thr%¢

Peptideo derlvado
da TrkA

") PLCy C-SH2 Sitio de ligag&o a substralos

Figura 115 Modelos estruturais da interagdo da proteina quinase TrkA com seu substrato PLCg1.
(A) e (B) Modelos estruturais obtidos por modelagem molecular computacional da interagcdo entre TrkA
(em verde) e os dominio C-SH2 (em A) e N-SH2 (em B), respectivamente, da proteina PLCg1 (em magenta).
Essas interacbes acarretam fosforilagdo desses dominios. Em destaque sdo apresentados residuos
importantes para essa interacGo. Em B, estd apresentado também a interagdo entre um peptideo derivado
da quinase IRK (em azul) e a TrkA (em verde). (C) Modelo estrutural da intera¢do entre o dominio N-SH2
da proteina PLCgl (em magenta) e um peptideo derivado da TrkA com propriedades analgésicas (em
verde). Os residuos que participam da interagdo estdo evidenciados.

A linha de pesquisa “Desenvolvimento de algoritmos computacionais em biologia
molecular” tem como principal enfoque o desenvolvimento de programas e protocolos de analises para
sistemas organicos e bio-organicos em nivel atomistico. Nessa linha de pesquisa, a equipe implementou
e distribuiu o parKVFinder (https://github.com/LBC-LNBio/parKVFinder)28, um software desenvolvido in-

28 Guerra, J.V.S.; Ribeiro-Filho, H.V.; Bortot, L.O., Honorato, R.V.; Pereira, J.G.C.; Lopes-de-Oliveira, P.S.
2020. ParKVFinder: A thread-level parallel approach in biomolecular cavity detection. SoftwareX,
12:100606, doi:10.1016/j.s0ftx.2020.100606.
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house para deteccdo e caracterizacdo de cavidades em estruturas biomoleculares, como um servico
(Software as a Service - SaaS), denominado KVFinder-web. O KVFinder-web é composto por um servigo
web RESTful (https://github.com/LBC-LNBio/KVFinder-web-service) e um cliente grafico do PyMOL v2
(https://github.com/LBC-LNBio/PyMOL-KVFinder-web-Tools). Este servigo visa eliminar barreiras técnicas
enfrentadas por usuarios menos experientes do ponto de vista computacional, que comumente
enfrentam dificuldades na instalacdo e configuracao de programas standalone, e usuarios afetados por
recursos computacionais limitados. Atualmente, o servico web publico estd disponivel
em http://parkvfinder.cnpem.br, juntamente com a documentagdo completa. Alternativamente, os
usuarios podem configurar localmente um servico KVFinder-web em sua instituicdo de pesquisa ou
ensino.

Ainda na linha de estudo e deteccao de cavidades em biomoléculas, foi implementado um pacote
Python, denominado pyKVFinder (https://github.com/LBC-LNBio/pyKVFinder), com rotinas aprimoradas
e otimizadas do parKVFinder, o qual se aproveita da interoperabilidade do ecossistema Python. No
contexto de ciéncia de dados, o pacote abstrai as cavidades detectadas e suas caracterizacdes em matrizes
multidimensionais (ndarrays) em NumPy, possibilitando a integracdo com pacotes cientificos,
como SciPy e scikit-learn, e bibliotecas de terceiros, para calculos matematicos, andlises estatisticas e
visualizacdo tridimensional. Concomitantemente, novas caracterizacdes moleculares (Figura 116) foram
implementadas, como distribuicio de residuos de interface, profundidade e hidrofobicidade,
contribuindo para o estudo acerca de sua funcdo e interagGes do sitio de ligacdo; assim, auxiliando na
descoberta e melhoramento de farmacos. A caracterizagdo de hidropatia foi aplicada para comparar sitios
de ligacdo em alfavirus relacionados %°. Ainda, estas caracterizacdes também foram aplicadas para estudo
e comparacao em proteinas relacionadas com o dominio ADRP do SARS-CoV-2, que esta em processo de
revisdo em periddico internacional.

Figura 116 Detecgdo e caracterizagdo molecular de uma proteina pelo pyKVFinder. (A) Residuos
de interface (vermelho) ao redor da cavidade (branco). (B) Escala de hidrofobicidade “Eisenberg & Weiss”
dos residuos de interface projetada na superficie da cavidade. (C) Profundidade dos pontos de cavidade.
Estas visualiza¢bes foram produzidas usando a ferramenta NGLView pelo Jupyter Notebook.

Na linha de biologia integrativa, o projeto de pesquisa “Utilizagao de métodos de aprendizado
profundo para a detecgdo de novos alvos terapéuticos e biomarcadores” conta com a parceria com os
Drs. John Blangero e Marcio Almeida da University of Texas Rio Grande Valley para andlise genética de
popula¢Oes afetadas por diabetes e sindrome metabdlica. Em 2021 o modelo passou por modificagbes
gue resultaram em melhorias significativas em relacdo as diversas métricas calculadas. Na fase atual a

29 Ribeiro-Filho, H.V.; Coimbra, L.D.; Cassago, A. et al. 2021. Cryo-EM structure of the mature and infective
Mayaro virus at 4.4 A resolution reveals features of arthritogenic alphaviruses. Nature Communications,
12:3038. d0i:10.1038/s41467-021-23400-9.
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equipe estd analisando os resultados e extraindo informa¢Ges do modelo para relacionar esses dados
numeéricos ao significado biolégico (Figura 117). Os objetivos sdo obter, além de um método de predicdo
do risco genético de desenvolvimento de diabetes tipo 2, uma compreensdo de possiveis alvos
terapéuticos e suas vias metabdlicas.
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Figura 117 Resultado de teste do modelo e exemplos de predicéo do risco de desenvolvimento de
diabetes tipo 2. Grdfico da curva ROC e valor da drea sob a curva AUROC obtidos pelo modelo no conjunto
de teste com 550 individuos.

Pode-se observar na Figura 118 uma visdo geral do método de Virtual Screening criado pelo grupo
de Biologia Computacional do LNBio. A grande inovacdo do processo é a utilizacdo do método de
fronteiras de Pareto, que permite a utilizagdo de pardmetros multiplos otimizados na selecdo das
melhores moléculas. Neste caso, os parametros utilizados foram a energia livre do complexo em x e a
eficiéncia que nada mais é do que a energia livre dividida pelo nimero de atomos exceto hidrogénios.
Esta selegdo permitiu a escolha de uma maior diversidade funcional de compostos. Na primeira linha da
figura resume o processo de docking molecular a partir da escolha de um alvo, realiza-se uma amostragem
conformacional por dinamica molecular e cada uma das conformag&es é varrida por uma biblioteca de
compostos para a geragcao das melhores poses que sao selecionadas pelas melhores fronteiras de Pareto.
Em seguida as melhores poses/moléculas sdo submetidas a uma dindmica molecular de refinamento que
avaliara a estabilidade do complexo eliminando falsos-positivos do docking. Por fim, as
moléculas verdadeiro-positivas sdo ordenadas por estimavas de energia livre e serdo testadas em ensaios
bioquimicos.
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Figura 118 Visdo geral do método de Virtual Screening.

Secdo especial forga tarefa Covid-19

Apesar da significativa melhora no cendrio epidemioldgico e o Brasil ser um dos paises com maior
taxa da populacdo vacinada, a situacdo atual da pandemia ainda é preocupante e dbitos continuam sendo
registrados. Diante disso, a forca-tarefa Covid-19 organizada em 2020 no LNBio continuou se dedicando
a busca por farmacos antivirais, ao desenvolvimento de meios de diagndstico da Covid-19 e ao
entendimento de mecanismos bioldgicos envolvidos na infeccdo pelo virus SARS-CoV-2. O projeto
“Reposicionamento de farmacos e biologia estrutural do SARS-CoV-2" financiado pelo MCTI por meio da
FINEP trouxe ao LNBio recursos adicionais para que os profissionais continuassem com suas pesquisas. Os
resultados abaixo refletem o esforco e o empenho de nossos pesquisadores no aprofundamento do
conhecimento da biologia da infec¢do pelo SARS-CoV-2.

Reposicionamento e descoberta de fdrmacos - Desenvolvimento de ensaios baseado em alvos virais

A plataforma de descoberta de farmacos do LNBio-CNPEM vem sendo empregada no
desenvolvimento de projetos de descoberta e desenvolvimento de fdrmacos em conjunto com a Industria
nacional (vide Eixo 3) e com a Academia. Em decorréncia da pandemia Covid-19 a plataforma vem
sendo também amplamente empregada para a busca de antivirais no combate ao virus SARS-CoV-2.

Em 2021, o LNBio avancou na implementacdo das metodologias para expressdo de proteinas em
células de mamiferos aplicada a projetos de P&D in-house (Expressdo de proteinas de membrana —
GALR2). Esta mesma tecnologia foi utilizada para produgdo de proteinas humanas e de SARS-CoV-2, no
intuito de triar farmacos que atuem no processo da infecgao viral. Para tanto, as proteinas ACE2 humana
e a porcao RBD da Proteina S de SARS-CoV-2 foram produzidas e purificadas na forma soluvel, e a
funcionalidade do complexo foi confirmada por microscopia confocal e ensaios de interagdao proteina-
proteina, como mostrado na Figura 119. A equipe segue com asotimiza¢Ges necessdrias para
transposicdo do ensaio para formato HTS (high throughput screening ou triagens de alto desempenho).
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Figura 119 Proteinas ACE2 humana e RBD da Proteina S de SARS-CoV-2. (A) Fluxograma da
producdo das proteinas em células de mamiferos e purificagcdo. (B) Ensaios funcionais de liga¢éio ACE2-
RBD por microscopia confocal (esquerda) e polarizagdo (direita).

Ainda sobre este projeto, no tocante aos experimentos com SARS-CoV-2 infectivo em ambiente
de biosseguranca nivel 3 (NB3), foram finalizadas as campanhas de triagem da biblioteca de compostos
da Medicines for Malaria Venture (MMV). A triagem original de 400 compostos levou a identificacdo de
um composto com agdo anti-SARS-CoV-2 em multiplos tipos celulares. Em continuidade a parceria com a
MMV, solicitou-se uma nova série de compostos quimicos derivados do composto hit
original. Essa nova série quimica de 40 compostos foi triada, resultando na identificacdo e valida¢do de
um novo composto em culturas de células. Este novo composto tem maior poténcia em células Calu-3,
derivadas de epitélio alveolar humano e consideradas o melhor modelo em cultura de células para
avaliagdo de compostos contra SARS-CoV-2. Esses resultados estdo em processo de submissdo em
revistas cientificas internacionais com revisao pelos pares.

Os estudos com o composto LNB167, um composto esteroidal desenvolvido por pesquisadores
do LNBio/ CNPEM, indicaram sua capacidade em reduzir a replicacdo de SARS-CoV-2 em cultura de células
humanas. Experimentos mecanisticos e de virologia basica indicaram que as propriedades anti-SARS-CoV-
2 de LNB167 estdo associadas a capacidade do composto em modular o colesterol e lipideos de membrana
em células hospedeiras, especialmente em fases iniciais do ciclo de replicagdo viral (Figura
120). Experimentos visando a caracteriza¢do dos efeitos do composto sobre a biologia de SARS-CoV-2
também foram realizados e mostraram que o tratamento com LNB167 induz muta¢des em proteinas
estruturais transmembranares. Por fim, manuscritos derivados de ambos os trabalhos se encontram em
fase de submissdo a periddicos académicos internacionais.
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Figura 120 Figura 33. Atividade anti-SARS-CoV-2 do composto esteroidal LNB167 desenvolvido no
LNBio. Culturas de células humanas HEK293T ou HuH7.5 foram infectadas com SARS-CoV-2 em ambiente
de biosseguranc¢a nivel 3 (NB3) e tratadas ou ndo com o composto esteroidal LNB167 nas concentragdes
de 10 ou 32 uM. (A) A mensurac¢do da carga viral no sobrenadante de cultura indica que a replicagcéo do
SARS-CoV-2 foi reduzida pelo tratamento com LNB167 em uma maneira dose-dependente, impedindo a
replicacdo do virus em até 10000 vezes em relacdo ao controle. (B) Estudos em cultura de células Vero
CCL81 sobre o mecanismo de a¢do do composto LNB167 indicam que o mesmo altera lipideos de
membrana e colesterol, componentes celulares necessdrios a replicaco do SARS-CoV-2. Na figura,
observa-se que o tratamento com LNB167 resulta na formagéo de pontos de colesterol na célula, de
maneira similar ao composto controle U18666A. Esses pontos ndo estdo presentes no controle (DMSO) e
sdo observados em células tratadas com LNB167 na presenca ou auséncia de infecgdo.

Biologia Estrutural do SARS-CoV-2

No ambito do projeto de reposicionamento de farmacos para a COVID-19, financiado pela
FINEP, deu-se continuidade ao trabalho de produgdo das proteases 3CL e PL-Pro, assim como da
proteina nucleocapsideo (N) do virus SARS-Cov-2, as quais foram utilizadas em estudos estruturais e
ensaios bioquimicos para triagens de farmacos. Destaca-se no periodo a resolucdo das estruturas
cristalograficas da protease PL-Pro e do dominio C-terminal da proteina N do virus SARS-Cov-2 na
presenca de ligantes (Figura 121). Além disso, confirmou-se, por técnicas de RMN, a interacdo da proteina
N com um farmaco identificado nos ensaios bioquimicos em larga escala.

Figura 121. Cristais da protease PL-Pro do virus SARS-CoV-2.
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Investigagdes imunoldgicas do SARS-CoV-2

Desde o inicio da pandemia, a compreensao imunoldgica contra o SARS-CoV-2 tem sido investigada em
diferentes perspectivas. Durante esse periodo, a equipe de Imunologia Molecular e Engenharia de
Anticorpos do LNBio teve participagdo expressiva na forca tarefa Covid-19 do CNPEM,
desenvolvendo VLPs de SARS-CoV-2, imunoensaios para detecgdao de anticorpos antivirais, estudos de
correlagdo de resposta humoral e celular na infec¢do por SARS-CoV-2 e imunidade protetora. Os esforgos
dessa iniciativa originaram o estabelecimento de uma plataforma denominada PIMEA
(Plataforma de Imunologia e Engenharia de Anticorpos), que tem como objetivo a obtencdo de
anticorpos para novos alvos virais e desenvolvimento de imunoensaios que podem ser aplicados
para pesquisa e diagndstico.

As VLPs ou virus-like particles, sdo particulas defectivas que apresentam o envelope do virus SARS-CoV-2
e carecem de genoma. Dessa forma, as particulas tém alto nivel de seguranca e podem ser consideradas
como risco bioldgico |, ndo patogénico e ndo infeccioso, podendo ser manipuladas em laboratérios de
baixo nivel de contencdo bioldgica, em experimentos para o estudo de biologia estrutural e
desenvolvimento de imunoensaios, dentre outros. No laboratério do LNBio, foi desenvolvido um sistema
de producgdo baseado na transfeccdo de plasmideos codificantes de 4 proteinas estruturais virais (N,E,M
e S), em cultura de células humanas HEK293. Essas proteinas, expressas, originam a montagem da
particula, que é coletada e purificada. Ensaios administrando VLPs para animais foram efetuados e
verificou-se que estas particulas induziram resposta de anticorpos contra proteinas virais de SARS-CoV-2.
Também foi observado, em ensaios de microscopia eletrénica no Laboratério Nacional de Nanotecnologia
do CNPEM (LNNano), que estas particulas apresentavam morfologia similar a do coronavirus MHV3, risco
I, utilizado como controle em nossos experimentos (Figura 122). Neste momento protocolos para
enriquecimento e purificacdo das particulas estdo sendo aprimorados, viabilizando posteriores estudos
de biologia estrutural.
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Figura 122. Ensaio de microscopia eletrénica para visualizagdo de VLPs. As VLPs produzidas foram
analisadas por criomicroscopia eletrénica. Os painéis mostram particulas indicadas nas setas amarelas,
com a morfologia caracteristica de coronavirus.

Em uma segunda frente de pesquisa, foi desenvolvido um ensaio para avaliar intera¢do do sitio
de ligacdo viral do spike (RBD) com o receptor ACE2. A intera¢do da proteina de envelope spike viral com
o receptor celular ACE2 é uma via muito importante para infeccdo viral. Com o objetivo de viabilizar
estudos em menor risco de contencgdo bioldgica, idealizou-se uma estratégia de gerar uma proteina
guimérica contendo o dominio de ligacdo do spike (RBD) fusionado a uma proteina repdrter (GFP). Dessa
forma, a proteina RBD-GFP pode se ligar a proteina spike sollvel, ou mesmo ser expressa na superficie de
uma célula, podendo ser detectada em diferentes ensaios analiticos. A proteina foi produzida, sendo o
objetivo principal a utilizacdo dessa estratégia para avaliar candidatos inibidores da interacdo do RBD viral
com seu alvo celular, ou mesmo utilizacdo do ensaio para avaliar soroneutralizagdo e neutralizagdo por
anticorpos monoclonais. Atualmente ensaios analiticos estdo sendo desenvolvidos para utilizagdo da
proteina recombinante.

A equipe também teve resultados promissores na transferéncia de tecnologia para detecgdo de
anticorpos antivirais. Antigenos de SARS-CoV-2, para proteinas N e 3CL, foram gerados, e posteriormente
imunoensaios para detecgao de anticorpos virais foram desenvolvidos, otimizados e a tecnologia foi
transferida e implementada no Instituto Dante Pazzanese de Sao Paulo. A interagdao com o time do Dante
também resultou num estudo com amostras clinicas para entendimento da imunidade humoral em
individuos convalescentes, publicado na revista Frontiers in Immunology 3 A tecnologia
de imunoensaios também foi transferida para representantes da Biotec Amazbnia, bem como
treinamento de um pesquisador que veio ao CNPEM. Em adi¢do aos ensaios desenvolvidos com antigenos
gerados no CNPEM, também obtivemos a proteina do Spike Viral, cedida pela prof. Dra. Leda Castilho da

30 Peroni, LA, Toscaro, JM, Canateli, C, Tonoli, CCC, de Olivera, RR, Benedetti, CE, Coimbra, LD, Pereira,
AB, Marques, RE, Proenca-Modena, JL, Lima, GC, et al. (2021). Serological Testing for COVID-19,
Immunological Surveillance, and Exploration of Protective Antibodies. Front Immunol 12, 635701.
10.3389/fimmu.2021.635701.
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UFRJ, que possibilitou a geracdo de um imunoensaio de baixo custo, para deteccdo de anticorpos
antivirais, divulgado no repositério medRxiv 3! para disponibilizacdo imediata & comunidade cientifica.
Com a expertise adquirida neste Ultimo ano, em conjunto com Plataforma de Nanobiologia e Dispositivos
Diagnésticos do LNBio, estd sendo desenvolvido um ensaio para detecg¢do de antigeno viral do SARS-CoV-
2 em saliva, que poderd originar um teste rapido.

A equipe de Imunologia e Engenharia de Anticorpos do LNBio foi responsdavel pela investigacao
de aspectos da imunidade humoral e celular em individuos convalescentes e/ou vacinados para SARS-
CoV-2. Neste contexto, iniciou-se um trabalho de colecdo e caracterizacdo de amostras de soro e células
isoladas de voluntarios do CNPEM. Foram observadas a existéncia de particularidades na resposta celular
e correlagdes com niveis de soroconversao e soroneutralizacdo. Esses dados estdo atualmente sendo
compilados para gerar um trabalho que devera ser publicado em breve. E dando continuidade a
colaboragao com o Instituto Dante Pazzanese, a equipe de pesquisadores do LNBio teve acesso a milhares
de amostras sorolégicas e dezenas de amostras celulares de individuos vacinados. As amostras foram
catalogadas, armazenadas e analisadas num ensaio de soroneutralizacdo em alta demanda, montado no
LNBio e efetuado no laboratdrio NB3 da UNICAMP. Atualmente, a resposta celular destas amostras por
meio de ensaio de ELISA e ensaios de citometria, em modelos in vitro com células primarias e estimulos
antigénicos estdo sendo avaliadas, bem como a associacdo de resposta humoral e celular em individuos
vacinados com vacina de virus inativado. Os dados estdo sendo analisados e serdo compilados para
publicacdo futura.

Producdo de sondas in-house na busca de novos alvos terapéuticos

As proteases sdo enzimas que realizam fung¢Ges importantes em diferentes organismos, mediando
a hidrdlise de diferentes substratos celulares. Desta forma, a compreensdo de sua atividade em situacdes
especificas, como na infeccdo causada pelo SARS-CoV-2, é importante na busca de novos alvos
terapéuticos. Para tal, a utilizacdo de substratos fluorogénicos permite a analise cinética das proteases,
sendo extremamente Uteis na triagem de potenciais inibidores e na determinac¢do da especificidade ao
substrato pelas proteases. Os substratos comerciais, normalmente, utilizam uma amino-
trifluorometilcouramina (AFC) ou amino-4-methylcoumarin (AMC) para a marcacdo de peptideos
fluorogénicos. O comprimento de excitacdo destas sondas apresenta a desvantagem de interferir nos
experimentos de triagem de diferentes compostos, tanto naturais quanto sintéticos, gerando resultados
falso-positivos ou falso-negativos, devido a proximidade dos sinais. Desta forma, o laboratdrio de Biologia
Sintética e Engenharia Genética do LNBio propds uma nova abordagem de sintese de substratos
fluorescentes, especificamente, alvos da protease 3CLP™ do SARS-CoV-2. O objetivo foi desenhar sondas
utilizando o fluoréforo rhodamina 110 (Rh110), o qual possui excitagdo em 500nm, deixando o
experimento de triagem mais confidvel e amplo para o screening de diversos compostos. Outra vantagem,
é que ndo ha necessidade da presenca de um bloqueador do sinal de fluorescéncia (quencher), pois a
rhodamina ligada ao aminoacido adjacente tem o sinal bloqueado e a emissdo se da somente quando
ocorre a agdo no substrato pela enzima. Os resultados de UPLC/MS demonstraram o sucesso das sinteses
Figura 123). Também, apds a sintese, os substratos foram submetidos aos testes de concentragdo contra
a enzima 3CLP™ e os resultados foram comparados com um substrato comercial. Ambos os substratos
sintetizados no laboratério apresentaram respostas de incremento de fluorescéncia de forma mais
eficiente e intensa do que o substrato comercial, indicando que ndo houve inibicdo da reacgdo pelo

31 Peroni, LA, Toscaro, J, Canateli, C, Lima, G, Pagliarone, A, Cardoso, E, Viana, R, Borges, JB, Lin-Wang,
HT, Abboud, CS, Gun, C., et al. (2021). Development of low-cost serological immunoassay to detect
antiviral antibodies to Sars-Cov-2 Spike protein. medRxiv, 2021.2006.2007.21258114.
10.1101/2021.06.07.21258114
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substrato e, também, uma clara distingdo entre o sinal positivo e negativo, dentro do protocolo testado.
Os resultados apresentados demonstraram a eficiéncia na estratégia da sintese proposta, chegando-se a
substratos que produzem resposta em comprimentos de onda adequados, com baixo background (alta
relagdo sinal-ruido) e com perfil de resposta compativel aquele obtido com a sonda comercial.
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Figura 123 Perfil UPLC/MS das duas sondas sintetizadas.

Desvendando a estrutura do SARS-CoV-2 por Biologia Computacional

A equipe de Biologia Computacional e Inteligéncia Artificial do LNBio avangou no entendimento
da organizacdo estrutural da nucleoproteina do SARS-CoV-2 (Proteina N) cujas fun¢des sdo essenciais ao
ciclo de vida do virus e envolvem empacotamento do genoma viral, replicacido e montagem da
ribonucleoproteina em particulas virais. A determina¢do estrutural dessa proteina por abordagens
tradicionais é desafiadora devido a sua flexibilidade e capacidade de formar estruturas complexas. Para
relevar a organizagao estrutural da Proteina N, foram combinadas técnicas de biofisica e microscopia
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eletronica de transmissdo com técnicas computacionais de modelagem molecular e simulagGes de
modelos coarse-grained. A partir da combinacdo dessas técnicas foi possivel construir um modelo
estrutural do dimero da Proteina N na presenca de RNA e relevar a dindmica da Proteina N na auséncia
de RNA (Figura 124Figura 124). Além disso, por meio das simulagdes conseguiu-se identificar, nas imagens
de microscopia eletrénica, uma possivel organizacdao octamérica da Proteina N. O conteddo completo
desse trabalho estd disponivel através do repositério Biorxv 32 e atualmente estd em fase de revisdao em
periddico internacional.
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Figura 124. Organizagdo estrutural em diferentes estados oligoméricos da Proteina N de SARS-
CoV-2. (A) Classes de particulas de Proteina N em estado dimérico em presenga de dcidos nucléicos obtidas
por processamento de imagens de microscopia eletrénica por contraste negativo. Os quadros de inser¢Go
correspondem as imagens originais das particulas. (B) Mapa de densidade obtido a partir de reconstrugdo
3D das particulas em (A). No mapa estdo ajustados os dominios estruturados da Proteina N em
estado dimérico e em presenca de uma molécula de RNA. (C) Representagdo do estado octamérico da
Proteina N obtido por dindmica utilizando modelo coarse-grained. (D) Mapas de densidade
do octdmero da Proteina N obtido a partir de reconstru¢do 3D de particulas selecionadas baseando-se no
modelo coarse-grained apresentado em (C). O mapa de densidade do dimero estd também apresentado
para fins de comparagdo de tamanho.

Aplicacéo da Biologia Computacional no reposicionamento de fdrmacos em Covid-19

A linha de pesquisa “Predicdo e analise estrutural de biomacromoléculas” tem como objetivo
principal a construgdo de modelos estruturais de alta qualidade de proteinas e seus complexos com outras
macromoléculas e com pequenas moléculas. Através dessa linha de pesquisa, a participagdo do grupo na
forca-tarefa de enfrentamento a Covid-19, financiada pela Finep/MCTI, foi intensificada durante o
primeiro semestre de 2021. Analises computacionais de reposicionamento de farmacos contra quatro
alvos moleculares do SARS-CoV-2 foram concluidas, incluindo cinco novos alvos a essa anélise (Figura
125). Como resultado dessas analises computacionais, foi obtido uma lista de farmacos de prateleira que
tem alto potencial de interagdo com alvos moleculares envolvidos na fisiopatologia da COVID-19. O
trabalho conjunto do grupo de Biologia Computacional com outros grupos envolvidos na forga-tarefa
permitiu a validagdo do método computacional de triagem virtual desenvolvido pela equipe. Demonstrou-
se uma taxa de acerto de 9,4% de predicdes computacionais em relagdo a interagdo com alvos
moleculares do SARS-CoV-2. Isso representa um ganho de eficiéncia em relagdo a métodos tradicionais

32 Ribeiro Filho, HV, Jara, GE, Batista, FAH, Schleder, GR, Tonoli, CC, Soprano, AS, Guimaraes, SL, Borges,
AC, Cassago, A, Bajgelman, MC, Marques, RE, Trivella, DBB, Franchini, KG, Figueira, ACM, Benedetti, CE, &
Lopes de Oliveira, PS (2021). Structural dynamics of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein induced by RNA
binding. BioRxiv.
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de High Throughput Screening da ordem de 100 vezes. No total, foram analisadas mais de 5,3 milhdes de
possibilidades de interacdo molecular entre farmacos de prateleira com os alvos macromoleculares
investigados, gerando mais de 24 us de trajetdrias de simulagdo de dindmica molecular. O acordo com a
Oracle Brasil, que concedeu acesso a sua infraestrutura computacional Oracle Cloud Infrastructure, foi
essencial para a andlise desse grande volume de dados em um curto intervalo de tempo. Atualmente a
taxa de acerto das predicdes desenvolvida pela equipe, fica em torno de 25%, valor que é relativamente
superior a outros encontrados na literatura. Além disso, é importante destacar que foi possivel
implementar um protocolo de triagem virtual que estd fortemente acoplado com
as facilities experimentais existentes no LNBio.

Figura 125 Alvos moleculares que foram submetidos a andlise computacional de reposicionamento
de farmacos. (A) Sitio ativo da 3C-Like Protease, (B-verde) Sitio ativo da Papain-Like Protease viral, (B-azul)
Sitio de ancoragem do peptideo da Papain-Like Protease viral, (C-verde) Dominio peptidase
da Angiotensin-Converting Enzyme 2 humana, (C-azul) Dominio de ligagdo ao receptor (RBD) da
glicoproteina do Spike viral, (D) Dominio HR1 da glicoproteina do Spike viral, (E) Sitio do AMP do dominio
N-terminal da proteina do Nucleocapsideo viral, (F) Sitio do ssRNA do dominio N-terminal da proteina
do Nucleocapsideo viral e (G) Sitio de reconhecimento do peptideo da Neuropilina-1 humana.

2.3. Apoio a Geracdo de Inovacdo

Além da pesquisa in-house, o LNBio também apoia os esfor¢os de inovagdo do setor industrial
através de parcerias em projetos de colaboracdo com empresas para desenvolvimento de novas
tecnologias, desde estagios iniciais até potencial aplicacdo industrial. Em 2021, o laboratério continuou
atuando ativamente em projetos e iniciativas voltadas para o avan¢o do conhecimento sobre a a¢do do
virus SARS-CoV 2 e suas formas de combate, incluindo também o desenvolvimento de novos métodos
para diagnéstico. Dentre os compromissos com o desenvolvimento tecnolégico e a inovacdo no pais,
foram iniciadas quatro novas parcerias, sendo duas delas com startups.

Além das parcerias com empresas destacadas a seguir, foram também depositados 2 pedidos de
patentes, um junto ao INPI (Instituto Nacional de Propriedade Industrial) e outro junto ao escritorio
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americano de patentes USPTO (United States Patent and Trademark Office) além de um registro de
software. Ainda, foram estendidas duas tecnologias para fases nacionais.

Em parceria com a UNICAMP, foi registrado o software (BR 51 2021 000074 9) intitulado “NP3
Mass Spectrometry workflow” junto ao INPI. O software tem fung¢do de aprimorar o processamento e
analise de dados metabolémicos. Em conjunto com o LNNano, o LNBio desenvolveu a tecnologia intitulada
“Biossensor sem marcacao baseado em estrutura de imidazolato zeolitico, processo de fabricacdo do
mesmo e processo de detecgao de interagdes”, protegida junto ao INPI com o numero de depdsito BR 10
2021 002128 4. Adicionalmente, como resultado da linha de a¢des voltadas a compreensao e tratamento
de doengas negligenciadas, foi depositado o pedido provisdrio junto ao escritério de patentes americano
(USPTO) de titulo “Trypanosoma cruzi Malic Enzyme is the target for sulfonamide hits from Chagas Box”,
que recebeu nimero US63/183,812, e trata de novo ativo farmacéutico para o tratamento da doenca
causada pelo protozoario.
Desenvolvimento e caracterizacdo de culturas 3D bioimpressas

Em 2021 foi iniciado o projeto “Desenvolvimento e Caracterizagao de Culturas 3D Bioimpressas
para Comercializacdo”, parceria do Laboratdrio de Culturas 3D, Biobanco e Diagndstico do LNBio com a
startup brasileira 3DBS. A primeira fase do projeto trata de uma transferéncia de know-how do LNBio para
a 3DBS, visando a producdo de esferdides de figado e modelos de barreira intestinal, e da 3DBS para o
LNBio, para a producdo de um modelo de pele por bicimpressdao. Em uma fase posterior, os modelos
gerados serdo melhorados em desenvolvimento conjunto, sendo que os esferdides de figado e barreira
intestinal deverdo ser biofabricados por bioimpressdao e o modelo de pele devera ser validado para que
seja reconhecido no Brasil como um modelo regulamentado. O acordo de cooperacdo técnica foi firmado
em julho deste ano e foram iniciadas as atividades de transferéncia de conhecimento das tecnologias ja
produzidas pelos grupos participantes.

Desenvolvimento de farmacos anticancer a partir da biodiversidade brasileira

Com o objetivo de identificar ativos inexplorados da flora brasileira, que possuam agao anticancer,
um projeto foi iniciado em 2018 no CNPEM/LNBio, em parceria com o Aché Laboratdrios e a empresa
Phytobios, com cofinanciamento da EMBRAPIl. O projeto caminha para a conclusdo da etapa de
identificacdo e expansdo de hits e novos sitios de acdo, obtendo-se um conjunto de moléculas desenhadas
com esta acdo terapéutica, em adigdo a utilizacdo delas no contexto da refratariedade de tumores as
terapias atuais, ou mesmo em sinergismo as terapias vigentes.

O projeto comegou com a triagem da biblioteca de produtos naturais da biodiversidade brasileira,
construida pelo CNPEM e a Phytobios, testando-se as mostras quimicas da biodiversidade quanto a
atividade inibitéria da proteina alvo do projeto, que é validada para o tratamento de diversos tipos de
cancer. As amostras que se mostraram capazes de inibir o alvo foram analisadas usando uma metodologia
integrada proprietaria do CNPEM, que envolve a cristalografia de proteinas, e tem foco na captura dos
produtos naturais bioativos a partir das amostras da biodiversidade. Essas etapas revelam caracteristicas
importantes da estrutura dos produtos bioativos e quatro sitios de modulagao da proteina alvo foram
identificados nos produtos naturais da biodiversidade brasileira, cujas plantas produtoras foram
selecionadas para os estudos subsequentes. Prosseguiu-se entdo para o isolamento bioguiado dos
produtos naturais e sua avaliagdo em ensaios bioldgicos mais complexos. Encontraram-se oito classes de
produtos naturais com agao no alvo e em células tumorais.

Em 2021, foram iniciados os ciclos de expansao das séries quimicas e a otimiza¢do das moléculas
de partida, com base em dados de cristalografia de proteinas obtidos nas linhas do antigo acelerador UVX
e nalinha Manacad do Sirius. A expertise e infraestrutura do Ache também foram importantes nesta etapa,
permitindo o planejamento e sintese conjunto das moléculas com o CNPEM, também amparados pela
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avaliacdo e selegdo in silico. Quatro séries quimicas ja foram expandidas no projeto, otimizando a poténcia
ao alvo e agdao em células tumorais em mais de dez vezes. As moléculas selecionadas poderdo ser levadas
as préximas etapas de pesquisa e desenvolvimento, rumo a otimiza¢do de poténcia, seletividade e demais
propriedades biofarmacéuticas, no caminho para a selecdo de um candidato a farmaco com acdo
anticancer oriundo da biodiversidade brasileira.

Desenvolvimento de dermocosmético a partir de produtos naturais

Este projeto, cofinanciado pela EMBRAPII, realizado pelo LNBio em parceria com o Ache e a
Phytobios, visa o desenvolvimento de um dermocosmético para tratamento e regeneracao de pele com
efeitos antienvelhecimento a partir de extratos vegetais oriundos da flora brasileira. Iniciado em 2018,
com conclusdo em 2022, o projeto avancou em 2021 para os estudos de reprodutibilidade dos extratos,
apods a determinagdo de possiveis marcadores dos trés extratos selecionados (codificados através das
siglas PB024, PB092, PB369), realizando coletas diferentes e avaliando suas atividades e composicdo em
lotes diferentes. Os estudos de atividade e espectrometria de massas permitiram avaliar o quanto estes
extratos podem ser estdveis e reprodutiveis, e ainda forneceu informacgGes sobre modos de extracdo que
podem escalondveis para a producdo industrial. Adicionalmente, iniciou-se estudos mais aprofundados
sobre as caracteristicas quimicas do extrato PB092, o qual teve seu ativo quantificado por cromatografia
liguida, bem como as andlises do extrato PB369, para a identificacdo de seus marcadores e a determinagdo
da melhor forma de producao.

Estudos fenotipicos em modelo de pele reconstituida foram finalizados, apds o tratamento com
o extrato PB092, e estdo sendo realizados com o PB369, ambos selecionados nas atividades de screening
realizadas no inicio do projeto. Nesses estudos fenotipicos avalia-se as capacidades dos extratos de
aumentar a producdo de colageno, a formagdo de barreira de pele e a hidratagdo, além de prevenir
envelhecimento, remodelar a pele e induzir cicatrizacdo, sem causar nenhum tipo de toxicidade ou
redugdo de viabilidade celular. Por fim, estamos trabalhando o extrato PB024, também selecionado no
screening inicial, para a identificacao de seus marcadores, avaliacdo de reprodutibilidade e determinagao
de sua melhor forma de produgao, visando também o processo produtivo e os estudos fenotipicos, os
quais deverao ser realizados na préxima etapa do projeto.

Desenvolvimento de novo método alternativo ao uso de animais para avaliacdo de toxicologia sistémica
em cosmeéticos, dermocosméticos e suplementos orais.

O projeto “O Desenvolvimento de um Novo Método Alternativo ao Uso de Animais para Avaliagdo
de Toxicologia Sistémica de Cosméticos, Dermocosméticos e Suplementos Orais” iniciado em 2019 com a
empresa Natura. e contando com cofinanciamento da Embrapii, tem por objetivo desenvolver uma
metodologia alternativa ao uso de animais para ensaios de toxicologia, utilizando a tecnologia de sistemas
microfisiolégicos humanos, através do cultivo simultaneo de 3 modelos de culturas tridimensionais (pele,
figado e barreira intestinal) em um Chip, e avaliando a toxicidade de tratamentos topicos. A meta é que a
metodologia desenvolvida possa ser incorporada no processo de controle de qualidade de produtos na
empresa.

Em 2021, o projeto obteve avanc¢os no seu desenvolvimento, alcancando resultados promissores
e caminhando para uma conclusdao bem-sucedida em 2022. Durante este ano otimizou-se a producgao e
biofabricacdo de modelos de esferdides de figado e barreira intestinal, caracterizando-os quanto a sua
morfologia, fungdo e viabilidade. Estes modelos foram incorporados em sistemas microfluidicos, também
conhecidos como sistema de Organ-on-Chip, em conjunto com o modelo de pele fornecido pela Natura,
e os testes iniciais de viabilidade foram realizados. Com relagdo aos tratamentos, foram testados
compostos relacionados a 3 desfechos toxicoldgicos: toxicidade sistémica, disruptor enddcrino e
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carcinogénese, além de seus veiculos. Como o modelo a ser desenvolvido neste projeto é de avaliacdo de
toxicidade de um tratamento tépico por um produto, a entrada do composto no sistema € iniciada no
modelo de pele. Por isso, avaliou-se a viabilidade celular de células de pele e culturas 3D evitando que os
tratamentos causassem morte celular, porém, permitindo que a dose utilizada causasse algum tipo de
resposta toxicolégica. Além disso, avaliou-se a permeacdo dos compostos em pele por métodos in silico,
e a viabilidade e toxicidade dos compostos nos modelos 3D de figado e intestino.

Com isso, foi possivel a determinacdo das doses dos compostos a serem utilizadas nos
tratamentos. Em paralelo, foram selecionados 48 genes marcadores de cada um dos desfechos escolhidos
para a definicdo dos painéis génicos, que serdao utilizados para avaliar a expressdao genica destes
marcadores nos tecidos tratados em Chip. Apds todas essas analises e determinacao de doses, os modelos
de cultura 3D foram novamente biofabricados, inseridos nos chips e seus tratamentos estdo em
andamento. Ao final do processo, todas as culturas serdo avaliadas em termos de toxicidade e viabilidade
celular e os seus RNAs mensageiros serdo extraidos para andlises de expressdo génica nos painéis
montados.

Cristalizacdo de Proteinas no Espaco

Um acordo de cooperagdo em pesquisa, desenvolvimento cientifico e tecnolégico foi firmado
entre o CNPEM e as empresas AIRVANTIS INC e CIMED INDUSTRIA DE MEDICAMENTOS LTDA, em
setembro de 2021. O objetivo desse acordo é realizar experimentos de cristalizacdo de proteinas na
Estacdo Espacial Internacional. O acordo prevé, portanto, a producdo e o envio, por parte do CNPEM, de
amostras de proteinas de interesse para serem cristalizadas em condi¢6es de microgravidade na Estacdo
Espacial Internacional. Os cristais de proteina que eventualmente se formarem nas condi¢des especiais
de microgravidade serdo enviados de volta ao CNPEM para serem analisados na linha de luz Manaca de
difracdo de raios X, do Sirius. Neste acordo o CNPEM terd a possibilidade de enviar até seis amostras de
proteinas em estudo no LNBio a Esta¢do Espacial Internacional por um periodo de até dois anos. Essa
parceria podera viabilizar futuros experimentos de cristalizacdo de proteina no espago envolvidos em
projetos importantes do LNBio. Ao todo serdo 6 amostras divididas em 2 voos, 3 amostras em 2021
partindo do Cabo Canaveral (Falcon 9 - SpaceX) e 3 amostras em 2022 partindo do Cazaquistdo (Soyuz).
Essas amostras ficardo em torno de 4 meses no espago e depois voltam para o CNPEM.

Desenvolvimento de novo teste de diagndstico para SARS-CoV-2

No segundo semestre de 2021 foi oficializada a parceria do Laboratdrio de Culturas 3D, Biobanco
e Diagndstico do LNBio com a empresa Advagen. O objetivo deste primeiro projeto é o desenvolvimento
de um teste point-of-care para diagndstico de antigenos de SARS-CoV-2 em saliva, utilizando-se um
método menos invasivo de coleta de amostras e buscando um diagndstico de alta sensibilidade e
especificidade, que pode ser realizado em poucos minutos sem a necessidade de uma instrumentacdo
especifica. Nesta parceria, o LNBio ird desenhar o método de detecc¢do, produzir os anticorpos e antigenos
e desenvolver testes de prova de conceito. Do outro lado, a Advagen ira produzir os dispositivos cassetes
com a imobilizacdo das biomoléculas produzidas no LNBio e fazer a marcag¢do dos anticorpos com nano
particulas, desenvolvendo o protdtipo do dispositivo. Por fim, caberd ao LNBio fazer as medidas com
material biolégico humano.

Apesar desta parceria ter sido firmada no segundo semestre de 2021, o projeto encontra-se em
estdgio avancado. Toda a documentacdo relativa a coleta de amostras e testes de material humano ja foi
submetida ao sistema CEP-CONEP, pelo LNBio, para avaliagdo dos aspectos éticos da pesquisa.
Inicialmente produzimos os antigenos de SARS-Cov-2 para a imunizagdo de camundongos e, com isso,
anticorpos mono e policlonais anti-antigenos de SARS-Cov-2 foram produzidos e purificados em parceria
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com o Laboratdrio de Anticorpos Monoclonais do LNBio. Além disso, estes anticorpos foram
caracterizados biofisicamente, sendo que a marcacdo de um dos anticorpos com particulas de ouro
também ja foi realizada. Apds a producdo dos anticorpos, eles foram testados para verificacdo da
capacidade de reconhecimento de antigeno viral puro e presente em saliva.

Os préximos passos do projeto envolvera a coleta de saliva humana e a testagem nos dispositivos
montados. Além disso, a especificidade e sensibilidade serdo avaliadas com intuito de atender as
validagOes exigidas para o registro do teste junto aos érgdaos competentes.

Avaliacdo de luz no espectro de UVC distante como agente virucida de SARS-CoV-2

A pandemia da Covid-19 trouxe vdrios desafios e necessidades de tecnologias que permitam a
retomada as atividades de modo seguro. Dentre essas, encontram-se alternativas eficazes
descontaminacdo de superficies e objetos. A aplicagcdo de radiacdo ultravioleta (UV) para inativar virus
estd bem estabelecida, mas as lampadas germicidas tradicionais apresentam riscos a saide humana. Uma
janela de comprimento de onda no espectro UV-C distante tem mostrado grande poder antiviral e
antimicrobiano sem causar danos, sendo avaliada para construcdo de equipamentos. Com a ideia de
avancar na disponibilizacdo dessa tecnologia, o CNPEM/LNBIO firmou colaboragdo em 2020 com a Vale e
o Instituto Tecnoldgico Vale (ITV), com cofinanciamento Embrapii, para a avaliagdo do uso da radiagdo
UVC-distante para inativacdao do virus SARS-CoV-2. Este projeto representa uma oportunidade para a
construcdo de equipamentos dedicados a descontaminacdo do ar e de superficies em ambientes com a
presenca de seres humanos sem a necessidade de equipamentos de protecdo pessoal adicionais.

Os resultados obtidos até o momento indicam que o espectro em estudo é eficaz em inativar o
virus, com o beneficio de ndo gerar lesdes com potencial mutagénico. Contudo, a eficacia de inativacdo
depende também do meio liquido onde o virus se encontra. Dessa forma, pretende-se avangar em 2022
no estudo do efeito da luz em solucdo que simula fluidos respiratérios para se obter a dose adequada
para eliminag¢do do virus. Serdao ampliados, também, os estudos dos efeitos em células de pele para
modelos de camundongos e para o estudo de mecanismos moleculares ainda ndo avaliados na literatura.

Desenvolvimento de Novas Terapias para doencas multifatoriais

Em 2021 foi assinado o acordo de cooperagdo entre a startup Nintx e o CNPEM para utilizar
produtos da biodiversidade brasileira como plataforma para desenvolvimento de novas terapias para
doencas multifatoriais (terapias multi-target). Nesta parceria, Nintx e CNPEM irdo colaborar inicialmente
em quatro projetos, selecionados como os mais promissores para a abordagem multi-target. Por parte do
CNPEM a biblioteca de produtos naturais proveniente de bioprospeccdo, construida em parceria com a
Phytobios, sera empregada em sinergismo a tecnologias avancadas desenvolvidas no centro. Estas Ultimas
incluem um pipeline Unico com técnicas analiticas e de screening avancadas, cristalografia de proteinas
com o SIRIUS e algoritmos computacionais customizados para descoberta de farmacos a partir de
produtos naturais. Por parte da Nintx, o know-how em pesquisa e desenvolvimento de farmacos, aliado a
experiéncia e tecnologias proprietarias no campo do microbioma humano complementara a Plataforma
de Descoberta do CNPEM com vistas a novos desenvolvimentos na drea farmacéutica.

2.4. Treinamento, educacdo e extensdo

Seminarios e Palestras
Os pesquisadores do LNBio participaram ativamente de eventos cientificos a despeito das
restricdes imposta pela pandemia de Covid-19. Destacamos aqui a participacdao da Dra. Daniela Trivella
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na IUPAC | CCCE 2021 Conference, em agosto 2021 e do Dr. Rafael Elias na mesa redonda

“Young Inspiring Research”, do XXXIl Congresso Brasileiro de Virologia, em outubro 2021, ambos online.
Outras a¢Ges importantes de divulgacao estao listadas abaixo:

Adriana Franco Paes Leme

Angela Saito

Artur T. Cordeiro

Daniela Barretto
Trivella

Murilo de Carvalho

Rafael Elias Marques

Barbosa

Congress of Brazilian Society for Cell Biology, Janeiro, 2021.
Encontro Science, Analitica, agosto, 2021.

Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo,

ICESP, setembro, 2021.

VIl SEMIC, Sdo Leopoldo Mandic, outubro, 2021.
Sociedade Brasileira de Proteémica (BrProt), novembro,
2021.

X Annual Meeting of the Graduate Program in
Immunology, novembro, 2021.

Seminario para a equipe do Hemocentro/UNICAMP,
setembro 2021

Seminario para o Journal Club do Fertility Medical Group,
setembro 2021

Seminarios para o programa de pds-graduacao da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da UNICAMP, Abril 2021

Escola Sirius para Professores do Ensino Médio (ESPEM),
julho 2021

Unicamp Ciéncias Farmacéuticas, junho 2021
Seminarios Programa de Pds-graduacdao em Ciéncias
Farmacéuticas UFRGS, junho 2021

IUPAC | CCCE 2021 Conference, agosto 2021

Simpésio PPG Farmacologia FMRP USP, novembro 2021
Il Bionatural Meeting, novembro 2021

ESPEM-CNPEM, julho 2021

International Pan American Light Sources for Agriculture
(PALSA) and AgroEnviro Workshop, Abril 2021

13" SBBN (Sociedade Brasileira de Biociéncias Nucleares)
Congress, outubro 2021

XXXII Congresso Brasileiro de Virologia na mesa

redonda “Young Inspiring Research”, outubro 2021

Palestra de abertura ministrada na SIPAT 2021 do CNPEM
sobre a biologia do SARS-CoV-2 e as pesquisas realizadas no
CNPEM sobre a Pandemia de COVID-19

28° Congresso da Sociedade Brasileira de Microscopia e
Microandlise, julho 2021

Palestra ministrada no Centro de Pesquisas Boldrini, maio
2021

Seminario do INFAR — UNIFESP, maio 2021
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Sandra Martha Gomes Dias “Escola SIRIUS para Professores do Ensino Médio (ESPEM)” ,
julho 2021
Seminario para curso de pods-
graduacdo em Biotecnociéncias da UFABC, agosto de 2021
Semindrios Gerais do Programa
de Oncobiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
maio 2021
Palestra no departamento de Biofisica,
Bioquimica e Farmacologia da Universidade Federal de Sao
Paulo — UNIFESP/EPM, maio 2021

AcOes de Capacitacdo

Durante este ano de 2021, devido a pandemia e as medidas de isolamento social, foram poucas
as participacdes dos pesquisadores em cursos e treinamentos. Destacamos neste periodo algumas
atividades dos pesquisadores Rafael Elias e Angela Saito:

e Aula/ Palestra ministrada na ESPEM - Escola Sirius para Professores do Ensino Médio.
AplicacOes da luz sincrotron no estudo de arboviroses emergentes (Rafael Elias);

e Disciplina NI208 — Tépicos Especiais em Imunologia ministrada junto ao Programa de pods-
graduacdo em Genética e Biologia Molecular da UNICAMP (Rafael Elias);

e Palestra no Curso Pandemia COVID-19 organizado pela Sociedade Brasileira de Imunologia,
intitulado: Descoberta de compostos antivirais contra SARS-CoV-2 (Rafael Elias);

e Aulas sobre Edicdo Genbmica, do Curso de Pds-Graduacdo em Reproducdo Humana
Assistida, mddulo clinico-laboratorial da Associacdo Instituto Sapientiae, em marcoe
novembro de 2021 (Angela Saito)

2.4.3. Eventos Cientificos

O tradicional Workshop de Prote6mica do LNBio realizou sua décima edi¢ao de forma online, nos
dias 3, 4e5 de novembro de 2021. Os participantes tiveram a oportunidade de apresentar e-
posters durante o evento. Dentre os temas dessa edicao, foram abordados prote6mica quantitativa
baseada em descoberta e em alvos, protedbmica estrutural, modificagGes pds-traducionais, andlise de
interacdo proteina-proteina e prote6mica de single-cells.
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2.5. Infraestrutura, Operacdo e Melhorias Técnicas

Além das instala¢Oes abertas a comunidade cientifica académica e empresarial (MAS, RMN, LEC e
ROBOLAB), o LNBio mantém outros laboratdrios dedicados aos projetos cientificos e tecnolégicos
(internos e/ou em parcerias com empresas) associados aos Programas Tematicos do LNBio/CNPEM. A
seguir, destacam-se as melhorias realizadas nessas instalagdes, bem como as novas técnicas e
metodologias disponibilizadas aos usudrios em cada instalagdo.

Laboratério de Quimica Analitica - LQA

O Laboratdrio de Quimica Analitica (LQA) esta em fase de estruturacdo e ja conta com o apoio de
cientistas envolvidos na implementacdao e execucdo de vdrias metodologias que permitem avaliar a
pureza de compostos candidatos a farmacos assim como as suas propriedades de absorcao, distribuicao,
metabolismo e eliminacdo (ADME) in vitro e in vivo. Entre os investimentos feitos no LQA em 2021,
destaca-se a aquisicdo de um equipamento de cromatografia liquida (ArcHPLC) equipado com sistema de
bombeamento quaterndrio, amostrador automatico e forno para colunas. Este equipamento é acoplado
aos detectores de arranjo de diodos, fluorescéncia e de espalhamento de luz e serd utilizado para a
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos capazes de separar e quantificar compostos a partir de
matrizes diversas.

Laboratdrio de Culturas 3D e Biobanco

Neste ano, iniciamos a constituicdo do laboratério de culturas 3D e Biobanco, que inclui as
unidades de células IPSC, culturas 3D e biobanco. Como melhorias realizadas na unidade de culturas 3D,
destacam-se a aquisicdo e instalacdo de uma estufa de CO; para incubacdo de células e culturas 3D
(pHcbi), a aquisicdo de um contador automatico de células, o Countess 3FL (Figura 126), um equipamento
de g-PCR para anadlise de expressdo génica CFX -96 (Figura 126), um minifluorimetro utilizado para
quantificacdo de DNA e proteinas (Qubit 4), um banho térmico seco (Thermo GP 10) e uma bioimpressora
(Genesis, 3DBS) para impressao de tecidos e culturas tridimensionais. Com relagdo a unidade de IPSC, foi
adquirido um novo fluxo laminar e, na unidade do biobanco, um freezer -80°C foi alocado.
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Figura 126. Equipamentos adquiridos e Instalados no LC3DBD. Acima, da esquerda para a direita
temos: estufa de CO2 (pHcbi) para crescimento de céulas, tecidos e cultura 3D, g-PCR para quantificagdo
de expressdo génica (BioRad), computador (Dell), banho seco (Thermo), Fluxo laminar (Pachane), e abaixo,
da esquerda para a direita temos: contador de células automatizado (Invitrogen), Qubit (Invitrogen),
dewar (Volta) e Bioimpressora (3DBS).

Além do estabelecimento dos procedimentos de seguranca e de qualidade na experimentacao
cientifica e dos procedimentos de operacdo padrdao em todos os laboratérios, foram otimizados novos
protocolos de culturas 3D, incluindo producdo de pele, esferoides de figado, esferdides de tecido adiposo
branco e marrom, além de producdo de barreira intestinal. Foram otimizados protocolos de produgdo de
organoides cerebrais humanos a partir de células IPSC e foram retomados testes em sistemas
microfisiolégicos para ensaios toxicoldgicos usando-se esferdides e o treinamento para o suo da
bioimpressora foi realizado. A constituicdo do biobanco foi aprovada juntamente com toda sua
documentacgdo pela CONEP, e ja iniciamos algumas coletas e organizagdo de amostras.

Laboratdrio de Purificagdo de proteinas — LPP

Como principais melhorias realizadas no LPP em 2021, destaca-se a instalagao de um segundo
sistema de cromatografia liquida AKTA Pure (Figura 127), adquirido com financiamento da Plataforma de
Virologia Estrutural, sendo que o primeiro foi adquirido em 2020 com recursos da FINEP. O sistema AKTA-
Pure instalado estd equipado com bomba de injecao de amostra e sensor de ar que permite a inje¢do de
grandes volumes de amostra de maneira pratica, rapida e segura. O equipamento dispOe ainda de uma
valvula de coluna que permite o usudrio operar o sistema com o fluxo de liquidos nos dois sentidos, sem
a necessidade de inverter a coluna manualmente.
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Figura 127. Sistemas de purificacdo AKTA-Pure (GE-Healthcare) usados na purificacdo de proteinas. O
sistema AKTA-Pure permite a injecdo de grandes volumes de amostra de maneira rdpida e segura.

Laboratodrio de Biologia Molecular e Cultura de Células — LBMCC

Entre os investimentos feitos no LBMCC em 2021, destaca-se a aquisicdo e instalacdo de um
microfluidizador e disruptor de células LM20 (Microfluidics), usado para o rompimento da parede celular
de bactérias e outros microrganismos na preparagao de proteinas (). Em adigdo a isto, foi realizado compra
de novo sensor de oxigénio e manutencdo da estufa de hipdxia da sala de cultura de célula, trazendo para
sala capacidade de cultivo de células de mamiferos em baixa pressdo de oxigénio.

Figura 128(A) Microfluidizador de alta pressdo “LM20” (Microfluidics) usado na ruptura de células e
tecidos para o preparo de proteinas. (B) New Brunswick™ Galaxy® 48 S CO2 Incubator.

Laboratério de Bioensaios — LBE

Em 2021, foram realizadas manutencgGes corretivas no pipetador automatico JANUS-MDT, usado
na maioria dos ensaios de HTS e HTC sendo realizados no LNBio para a identificacdo de novos farmacos
contra a COVID-19 e outras doencas sendo estudadas no laboratério. Tal manutencdo, que incluiu a troca
de amortecedores, correias e rolamentos (Figura 129), visou corrigir falhas detectadas nos procedimentos
de transferéncias de compostos durante os ensaios.
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Figura 129 - Manutencdo do pipetador JANUS-MDT: substituicdo de
rolamentos e correias originais, com mais de 10 anos de uso.

Laboratorio de Gestdo de Compostos — LGC

O Laboratério de Gestdo de Compostos (LGC) foi recentemente criado para gerenciar as
bibliotecas de compostos quimicos e de produtos naturais do LNBio. Em 2021, o LGC recebeu a
certificagdo NB2 (nivel de biosseguranca 2) que permitiu a realizacdo de procedimentos como a
formatacdo de amostras de soro humano provenientes do Biobanco do LNBio, as quais estdo sendo
analisadas no ambito da forga-tarefa da COVID-19.

Laboratorio de Imagens Bioldgicas — LIB

Desde 2020, durante a fase de comissionamento do LIB, observou-se oscilagdes e instabilidades
na temperatura e umidade relativa do ar na sala que abriga os microscépios de fluorescéncia confocal e
super-resolugao. A fim de resolver o problema e evitar manutengdes recorrentes em componentes
elétricos e aumentar a vida util dos equipamentos, em 2021 foram realizadas varias melhorias na sala
incluindo isolamento térmico e instala¢do de resisténcias elétricas para aumentar a carga térmica interna.
Adicionalmente, instalou-se um sistema de monitoramento em tempo real da temperatura e umidade
relativa (Full Gauge), que ajusta automaticamente os valores de carga térmica e condicionadores de ar.
Os primeiros resultados comprovam que as a¢bes foram efetivas. Tais adequag¢des reduziram de forma
significativa a amplitude térmica da sala (+ 1°C), permitindo assim o uso continuo dos equipamentos sem
necessidade de alinhamentos mecanicos constantes dos componentes &pticos. Embora eventuais
flutuagOes térmicas ainda sejam observadas, elas sdo temporalmente restritas (Figura 130) e ndo chegam
a afetar a estabilidade dos equipamentos.
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Figura 130. Variagdo de temperatura e umidade relativa na sala de microscopia do LIB. Observa-
se a estabilidade média dentro dos limites ideais de + 1C, com pontos temporalmente restritos de maior
flutuagado.

Laboratorio de Anticorpos Monoclonais — LAM

No periodo de 2020/2021, o Laboratério de Anticorpos Monoclonais finalizou uma reforma para
adequacdo da sala as necessidades do projeto. A sala é atualmente usada para a obtengdo de clones
produtores de anticorpos recombinantes e para ensaios funcionais. Na reforma, a parte elétrica foi refeita,
bancadas, portas e divisérias foram reajustadas, armdrios foram trocados e o ar-condicionado foi
substituido. Além das adequacdes feitas na sala, equipamentos novos foram instalados, incluindo freezer
-80°C, incubadora de CO,, cabine de seguranca bioldgica Il, refrigerador, microscépio invertido com
camera, tanque criogénico, bomba de vacuo, mini centrifuga, agitador orbital para incubadora, agitador
magnético, banho seco, banho seco com agitagdo e banho-maria. O laboratério aloca ainda o
equipamento ClonePix, importante para a sele¢do de clones produtores de anticorpos que aguarda visita
técnica internacional para instalagdo e inicio das operagdes (Figura 131).

Figura 131. Sala principal do LAM mostrando sua nova configuragdo e equipamentos instalados como
freezer -800C, incubadora de CO2, cabine de seguranga bioldgica Il, mini centrifuga, agitadores, banhos e
o ClonePix.
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Laboratorio NB2 de manipulagdo de patdgenos — LMP

Entre as melhorias realizadas no LMP em 2021, destaca-se a instalacdo de varios equipamentos
incluindo microscépio ético convencional e microscépio 6tico invertido, utilizados na visualizagcdo de
células isoladas, cortes histologicos e contagem de células, cabine de seguranca bioldgica nivel I, usada
na manipulacdo de patdgenos, e lavadora de placas de 96 e 384 pocos, usada nas analises de plasma
humano (Figura 132). Tais equipamentos foram necessarios para suprir a demanda por experimentacgoes
envolvendo organismos de classe de risco bioldgico II.

Figura 132.Equipamentos instalagdo no LMP incluindo microscépio dptico convencional, microscopio
dptico invertido, fluxo laminar usado na manipulagdo de patégenos de nivel de biosseguranga 2 e lavadora
de placas.

Laboratdrio de Operacdes — OPR
Entre os investimentos feitos no OPR, destaca-se a aquisi¢do de uma impressora 3D, computador
dedicado e software para o desenvolvimento de projetos e impressdo de pegas e acessorios de

equipamentos diversos (Figura 133). Além disso, uma nova lavadora de vidrarias, e duas cabines de
seguranca bioldgica de uso geral foram adquiridas com recursos da FAPESP.
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Figura 133. Aquisicbes no Laboratério de Operagcbes - OPR. Impressora 3D e componentes
impressos por ela, incluindo hastes magnéticas para manuseio de cristais de proteina, modelo
tridimensional do virus Mayaro, suportes para filtros do equipamento Janus-MDT, suportes para cubetas
de quartzo e suporte para ldminas de microscopio.

Laboratdrio de Computacdo Cientifica - LCC

No primeiro semestre de 2021, foram investidos recursos na atualizacdo de estacdes de trabalho
de uso geral dos pesquisadores, especialistas e bolsistas. Com recursos da FINEP, foram adquiridas oito
estacdes de trabalho de alto desempenho dotadas das modernas GPUs Nvidia RTX3060 e monitores 4K
de 27’. Com intuito de incentivar o desenvolvimento na area de resolu¢do de estruturas por crio-
microscopia eletronica, foi adquirida uma estagao de trabalho dedicada a biologia estrutural com 32
nucleos e 64 threads, com 256GB de memadria RAM (DDR4), disco SSD de 2TB e 4 HDs de 12TB. Além disso,
visando o armazenamento de dados de modo seguro, foram adquiridos com recursos da FAPESP um
servidor NAS (Storage Sinology) de 40TB de espaco util, além de dois HDs de 8TB sobressalentes ao
sistema NAS.

Laboratorio de Organismos Modelo — LOM

Entre as melhorias realizadas no LOM em 2021, destaca-se a substituicdo de luminarias
convencionais por lampadas LED nas areas de producdo, manuten¢do e experimentacdo animal. A
mudanga proporciona maior bem-estar e redugdo do estresse animal, uma vez que a substituicdo de
lampadas LED é feita com frequéncia bem menor comparada as lampadas convencionais. Destaca-se
ainda a instalacdo de um microscopio invertido Nikon-Ts2 com contraste de fase, usado para
acompanhamento e aquisicao de imagens de células em cultura primdria e de tecidos extraidos de animais
(Figura 134).
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Figura 134. Microscdpio ético invertido Nikon-Ts2 com contraste de fase, usado na aquisi¢cdo de imagens
de células, culturas primdrias e tecidos obtidos de animais de experimentagdo.
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3. Laboratdrio Nacional de Biorrenovaveis

3.1. Instalagdes Abertas a Usuarios Externos

O LNBR disponibilizou este ano cinco instalagdes abertas a usuarios externos visando atender as
principais demandas nas areas correlatas ao desenvolvimento de biorrenovaveis. Restricdes devido a
pandemia limitaram o nimero de usudrios atendidos no periodo e houve uma acomodag¢ado no modo de
operacao permitindo o atendimento mediante o envio de amostras. As instalacdes abertas do LNBR sdo
fundamentais para os projetos de pesquisa e desenvolvimento dos Programas Tematicos do LNBR de
forma integrada com outros Laboratdrios Nacionais do CNPEM, além da destinagdo ao apoio a inovagao,
treinamento e capacitacdo. A seguir estdo os principais destaques de propostas atendidas mediante o
envio de amostras.

Instalacdo de Caracterizacdo de Macromoléculas (MAC)

Instalacdo dedicada a caracterizagdo bioquimica e biofisica de macromoléculas como proteinas e
enzimas, e nanopolimeros, como a nanocelulose e derivados de lignina. Com o uso das técnicas desta
instalacdo é possivel avaliar e selecionar proteinas potenciais com caracteristicas compativeis (como pH
e temperatura) para aplicacdo em bioprocessos. Além de toda a infraestrutura para caracterizacdo
bioquimica e biofisica de macromoléculas, que é de suma relevancia para aplicacdes industriais, esta
instalacdo conta com equipamentos instrumentais para enzimologia fina que envolve estudos de
especificidade e mecanismos de a¢do. Uma das propostas atendidas pela instalagdo MAC no ano de 2021
foi da UNICAMP de Limeira e teve como objetivo o desenvolvimento de novos nanomateriais para serem
usados no tratamento de efluentes contendo farmacos, corantes, surfactantes, entre outros. Através de
andlises de tamanho e carga das particulas em suspensdo realizadas no equipamento DLS (Espalhamento
Dindmico de Luz) foi possivel compreender a estabilidade das suspensées e os tipos de interagGes entre
o material adsorvente e o poluente. Dessa forma, as andlises feitas no MAC contribuiram para o
desenvolvimento de novos materiais filtrantes para a remog¢do de compostos téxicos presentes nas aguas
gue os tratamentos convencionais ndo removem e que trazem muitos maleficios a saude humana e ao
meio ambiente.

Instalacdo de Sequenciamento de Alta Performance (NGS)

Ainstalacdo NGS é uma unidade dedicada ao sequenciamento em larga escala de 4cidos nucleicos
(DNA/RNA), possibilitando a realizacdo de estudos para avaliacdo da expressdo génica de diversos
sistemas bioldgicos, sequenciamento de genomas, metagenomas, metatranscriptomas e marcadores
moleculares (16S rDNA e ITS). Atualmente é composta por dois sequenciadores que utilizam tecnologia
de segunda geragdo para o sequenciamento em larga escala de acidos nucleicos. Dispde de uma equipe
altamente qualificada para acompanhamento e assessoramento dos usuarios nas atividades laboratoriais,
monitorando todas as etapas do processo que vao desde o design experimental, preparagdo das amostras
até o sequenciamento. Destaca-se este ano proposta enviada por pesquisadores da USP, que visa o estudo
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de uma bactéria (Chromobacterium violaceum) de vida livre encontrada no solo e na dgua, causadora de
sérias infecgdes em mamiferos. O trabalho investiga os mecanismos de regulacao de genes em resposta
a estresse ocasionado pela limitacdo dos metais ferro e zinco. O conhecimento adquirido a partir do
sequenciamento do RNA por meio de plataformas de segunda geragdo, permitira identificar mecanismos
regulatdrios genéticos importantes para adaptacao da bactéria em condicdes infectantes in vivo ou em
condicbes relevantes do hospedeiro. O esclarecimento destas redes de expressdes genicas contribuird
para os esclarecimentos de fatores determinantes de viruléncia da bactéria. Esta instalacdo foi também
empregada na campanha COVID-19 do CNPEM contribuindo com o sequenciamento génico e estudos de
transcriptémica para compreensdo da resposta celular ao virus SARS-COV-2.

Metabolémica (MET)

A instalacdo Metabolémica permite a identificacdo e quantificacdo de metabdlitos em amostras
bioldgicas complexas por meio da espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida e gasosa.
A metabolomica representa a composicdo quimica de uma célula e permite uma visdao geral das fungdes
celulares, ja que reflete diretamente seu estado fisioldgico, permitindo a caracteriza¢do e diferenciacdo
dos organismos. A instalagdo atende usuarios com trabalhos relacionados a bioenergia e quimica verde.
Neste ano a instalacdo destaca a proposta do CENA/USP relacionada ao estudo de disponibilidade de
enxofre no metabolismo de plantas de soja. Atualmente ha caréncia de estudos sobre os efeitos deste
micronutriente no metabolismo destas plantas. Com isso, o estudo propde avaliar a disponibilidade de
enxofre em plantas de soja, visando compreender como nddulos radiculares e plantas de soja (raiz e folha)
interagem metabolicamente entre si para adaptarem suas caracteristicas fisiolégicas e sustentarem seu
crescimento. A instalagdo estad sendo crucial para a identificagdo dos metabdlitos relacionados ao ciclo de
carbono em diferentes quantidades de enxofre disponivel.

3.2. Pesquisa e Desenvolvimento in-house

O desenvolvimento sustentavel baseado em recursos de origem bioldgica cria desafios e
oportunidades de P&D. O Brasil pode assumir papel de protagonista nesse novo modelo global da
industria de transformacdo, se agregar valor a biomassa e a biodiversidade por meio de tecnologias
habilitadoras como a biotecnologia. A transicdo para uma economia de baixo carbono com uso
responsavel de recursos naturais levam a pressdes para mudar os modelos de produgdo e consumo de
produtos industriais incluindo a implantacdo de uma economia circular, que promova reuso de matéria-
prima e o aproveitamento de residuos. O crescimento da populag¢do e a tendéncia de urbaniza¢do geram
uma demanda crescente por energia e por produtos industrializados, sendo que atualmente as rotas
principais de transformacéao industrial usam derivados do petrdleo como matéria-prima. Ha necessidade
por solugdes alternativas, renovaveis e sustentaveis, por moléculas réplicas das derivadas de petrdleo.
Além disso, a expectativa de aumento do consumo de produtos industriais como plasticos, por exemplo,
demanda alternativas apropriadas para lidar com os residuos desses materiais. A biotecnologia pode criar
oportunidades para novos modelos de produg¢do industrial de base bioldgica, com menores impactos
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ambientais, uso racional de recursos naturais e que estimule a economia circular e promova a tecnologias
de baixo carbono.

Os esforcos do CNPEM no emprego da biotecnologia para o avanco do desenvolvimento
econdmico sustentavel sdo visualizados em suas linhas de pesquisa e projetos cientificos associados. Os
Programas Biotecnologia Industrial e Sustentabilidade, estdo diretamente associados a esses esforcos. A
integracdo dos Laboratérios Nacionais do CNPEM é uma rota recorrente e organica para atingir maior
profundidade e impacto cientifico em temas de grande relevancia para a biotecnologia.

A atuacdo neste ano se concentra nos seguintes temas-chave: materiais renovaveis (quimicos
renovaveis e biomateriais), energias renovaveis (biocombustiveis liquidos), agroambiental (biotecnologia
para agricultura) e sustentabilidade de biorrenovaveis. Estes temas se complementam e compartilham as
principais competéncias adquiridas e desenvolvidas ao longo da existéncia deste Laboratdrio nas areas de
Biologia Sintética, Biologia Molecular Estrutural, Bioprocessos, incluindo escalonamento e Avalia¢des de
Tecnologias e de Ecossistemas.

A seguir sdo descritas as linhas de pesquisa e seus projetos associados com os principais resultados
deste ano. Os artigos correspondentes aos trabalhos de pesquisa e desenvolvimento in-house sdo
apresentados nos anexos deste Relatdrio, ou apontados em notas de rodapé ao longo do texto.

Programa de Biotecnologia Industrial

A biotecnologia tem um papel relevante na producgao e consumo industrial criando novos modelos
a partir de matéria-prima renovavel e sustentavel que minimizem o impacto no meio ambiente e otimizem
a utilizagcdo de recursos naturais. O CNPEM atua na lacuna existente no Brasil desde a descoberta e
desenho racional de sistemas bioldgicos de alto desempenho até o desenvolvimento de P&D em escala
semi-industrial.

O Programa de Biotecnologia Industrial tem como foco o desenvolvimento e customizagdo de
biocatalisadores e micro-organismos de alto desempenho industrial com potencial impacto em varios
setores estratégicos para o Brasil como: energia/transporte (biocombustiveis), inddstria/materiais
(quimico de renovaveis e biomateriais) e agricultura (bioinsumos). No subprograma quimicos renovaveis
e biomateriais houve desenvolvimento de enzimas e microrganismos para producdo de hidrocarbonetos
renovaveis, que podem ser intermedidrios quimicos ou possibilitar o desenvolvimento de rotas bioldgicas
para combustiveis sustentdveis de aviagao. Além disso, o CNPEM investiga a lignina macromolecular e
soltvel visando o aproveitamento integral da biomassa renovavel na busca de alternativas sustentaveis
para os produtos petroquimicos. O tema agroambiental envolve a biotecnologia para a agricultura que
visa fornecer base para a engenharia racional do microbioma do solo, a fim de promover uma maior
disponibilidade de nutrientes, reducdo das emissGes de gases de efeito estufa e da poluicdo ambiental.
Além disso, também atua na prospeccdo de biomoléculas e desenvolve plataformas microbianas como
alternativas bioldgicas e de baixo carbono para uma agricultura mais sustentdvel. Outra importante
atuacdo é na elucidacdo dos mecanismos bioldgicos e fisicos associados ao estoque de carbono no solo e
a redugdo dos impactos ambientais, em particular gases de efeito estufa. No tema biocombustiveis, a
énfase esta no desenvolvimento de coquetéis enzimaticos e de rotas de producdo de etanol celuldsico.
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Para enderecar esses temas, o CNPEM utiliza as competéncias de Biologia Sintética e Molecular
como a engenharia genética, desenho e engenharia de proteinas, integracao de abordagens 6micas, e
prospeccdo e descoberta por métodos avancados de sequenciamento (como “single-cell sequencing” e
sequenciamento de 32 geracdo “long-read sequencing”), além do estado da arte em Biologia Estrutural
com sincrotron de 42 geracdo e experimentos resolvidos no tempo na escala de micro e milissegundos.
Conjuntamente, esta abordagem interdisciplinar gera conhecimentos mecanisticos e metabdlicos que sao
instrumentais para guiar o desenvolvimento de macromoléculas e sistemas bioldgicos complexos de alto
desempenho e customizados para a realidade brasileira.

Subprograma Quimicos Renovdveis e Biomateriais

O subprograma Quimicos Renovaveis e Biomateriais, possui duas linhas de pesquisa: Plataforma
Bioldgicas e Derivados de Lignina, ambos atuam em questdes fundamentais associadas a
biotransformacao de matérias-primas renovaveis, tipicamente residuos agroindustriais, em moléculas de
alto valor agregado com aplicagdes nos setores alimenticio, agricola, bebidas, quimico, farmacéutico,
cosmético, téxtil, automobilistico e outros. Enquanto a linha de pesquisa Plataforma Bioldgicas engloba o
desenvolvimento de enzimas e micro-organismos para converter agucares e lipidios presentes na
biomassa em moléculas de maior valor agregado e a prospeccdo de biomoléculas e micro-organismos que
possam ser utilizadas como alternativas bioldgicas para uma agricultura de baixo carbono, a linha de
Derivados de Lignina busca a conversao de aromaticos em intermediarios quimicos de origem renovavel.

Plataformas Bioldgicas

A linha de pesquisa Plataformas Bioldgicas é estruturante, abrangente e visa: (i) elucidar os

mecanismos fundamentais de sistemas bioldgicos complexos formados por micro-organismos e enzimas
para atuar na desconstrug¢do, modificacdo e biossintese da biomassa e (ii) entender microbiomas em
niveis molecular e populacional. Para tanto, o CNPEM busca elucidar rotas metabdlicas, descobrir novos
biocatalisadores e desenvolver ferramentas de manipulagdo genética de microrganismos como fungos
filamentosos, leveduras e bactérias. A seguir a descricdo dos esfor¢os de 2021 nos seguintes temas:
enzimas para aplicagbes industriais, plataformas microbianas para aplicagGes industriais e agricolas e

rotas bioquimicas para hidrocarbonetos renovaveis.

Enzimas para aplicacdes industriais

As enzimas estdo presentes no processamento ou na formulagdo de uma vasta gama de produtos
como por exemplo biocombustiveis, ragdao animal, alimentos, bebidas, cosméticos e detergentes. As
enzimas sdo geralmente proteinas com propriedades catalisadoras capazes de acelerar, em ordens de
grandeza, certas reacbes bioquimicas de maneira seletiva e altamente especializada. Os coquetéis
enzimaticos, representam formulagdes complexas e com multi-componentes biocataliticos, que sdo
fundamentais para quebrar a lignocelulose em aglcares avancados e lignina, onde aqueles serdo
fermentados por micro-organismos engenheirados. Um notdvel esfor¢co no desenvolvimento de linhagens
industriais de micro-organismos envolve modifica¢gdes das vias metabdlicas, que sdo essencialmente um
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conjunto de enzimas atuando em série, bioquimicamente correlacionadas, para gerar moléculas
altamente puras e complexas. O CNPEM vem se consolidando com abordagens avancadas para a
descoberta, compreensdo e redesenho de enzimas. A descoberta é baseada em andlises 6micas incluindo
gendmica, transcriptdomica, protedmica e metabdlica, que permitem uma compreensado aprofundada das
propriedades funcionais e estruturais, incluindo itinerdrios conformacionais das reacdes cataliticas e
determinantes estruturais para o modo de clivagem e a especificidade do substrato. O redesenho de
biocatalisadores depende em grande parte da elucidagdo mecanistica com estratégias racionais e
orientadas pelas informagdes da estrutura tridimensional em alta resolu¢ao das enzimas, visando criar
funcbes enzimaticas que ndo estdo presentes na natureza, identificando assim, novas classes de enzimas
de relevancia industrial. As enzimas, em formas de cristais ou mesmo monodispersas em solugdo, sdao
analisadas em aceleradores de luz sincrotron como o Sirius, ou em microscdopios eletrénicos de ultima
geracdo. Desta forma, é possivel correlacionar a estrutura tridimensional das enzimas e as suas fungdes.
O CNPEM é hoje referéncia nacional no desenho racional de enzimas e seus mecanismos de a¢do para a
desconstrucdo vegetal.

Um dos grandes desafios para utilizagdo dos componentes da parede celular vegetal é a despolimerizagdo
da biomassa, processo ainda ndo totalmente consolidado e nem economicamente viadvel para diversas
aplicacdes industriais. O projeto tematico FAPESP®® “Novas estratégias para a despolimeriza¢do de
polissacarideos da parede celular vegetal” destaca-se na area de descoberta e desenvolvimento de
enzimas e tem direcionado esfor¢os na elucida¢do de novas enzimas ativas sobre carboidratos (CAZymes)
com potencial de aplicagdo em processos industriais de relevancia nacional, como nas areas de
bioenergia, producdo de alimentos e setores correlatos. Trabalhos relacionados a este projeto foram
destaques deste ano, incluindo dois publicados na revista Nature Communications. Um dos trabalhos34,
com colaboragdo da USP e UNICAMP e envolveu todos os laboratérios nacionais do CNPEM, desvendou
toda a maquinaria molecular usada pelas bactérias Xanthomonas para a despolimerizacdo da xiloglicana.
A bactéria Xanthomonas, responsavel pelo cancro citrico, sempre foi conhecida como inimiga da
citricultura e este estudo demonstrou que os mesmos processos biolégicos usados pela bactéria para
enfraquecer alguns dos mais importantes sistemas de defesa das plantas, a parede celular vegetal, se
demonstram valiosos para a producdo de biorrenovaveis (Figura 135). Dentre os polissacarideos da
hemicelulose, a xiloglicana é uma fragdo significativa na maioria das plantas terrestres, com grande
potencial biotecnoldgico. As bactérias Xanthomonas possuem dezenas de enzimas que degradam
diferentes polissacarideos, e este trabalho descreve a descoberta de uma familia de enzimas, a
carboidrato esterase (CE20 - acrénimo para Carbohydrate Esterase family 20), que é um dos elos da
magquindria de despolimerizagcdo e captacdo da xiloglicana. Normalmente os acucares sdo fontes de
carbono para os micro-organismos, porém neste caso a bactéria além disso, utilizou os agucares da
despolimeriza¢do da xiloglicana como indutores de expressao de proteinas que auxiliam o microrganismo
a romper a parede celular e modular os mecanismos de defesa natural da planta. O conhecimento gerado
neste estudo, portanto, fornece uma nova classe de enzimas que auxilia na redu¢do da complexidade

33 Tematico FAPESP:2015/26982-0. Explorando novas estratégias para a despolimerizagio de polissacarideos da parede celular
vegetal: da estrutura, fungdo e desenho racional de hidrolases glicosidicas as implicagdes bioldgicas e potenciais aplicagdes
biotecnoldgicas.

34 Xyloglucan processing machinery in Xanthomonas pathogens and its role in the transcriptional activation of virulence factors.
Nature Communications.
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molecular das hemiceluloses facilitando a a¢do outras enzimas-chave na despolimeriza¢do, além de
contribuir no melhor entendimento dos mecanismos moleculares associados a doenga cancro citrico, que
pode ser explorado para o desenvolvimento de novas estratégias de combate a essa doenca de

importancia agricola no Brasil.
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Figura 135. Despolimerizagdo da xiloglicana pelas enzimas das bactérias Xanthomonas. As reagbes
catalisadas por xiloglicanase, acetilesterase, a-fucosidase, 6-galactosidase, a-xilosidase e 8-glicosidase
geram monossacarideos. Estes, sdo importados para o citoplasma e podem ser usados como fonte de
energia ou para desencadear uma cascata que leva ao enfraquecimento dos mecanismos de defesa da

planta.
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O segundo trabalho em destaque busca entender como as enzimas convertem um substrato em
moléculas de valor agregado. Esta outra publicacdo na revista Nature Communications® utilizou uma
abordagem multidisciplinar para mostrar que uma enzima (hidrolase glicosidica) que participa da
despolimerizacdo da hemicelulose é capaz de atuar por meio de dois itinerarios cataliticos distintos para
conversdo do substrato em produto (Figura 136). Para que as enzimas convertam um substrato em
produto, uma série de alteracdes conformacionais ocorrem e a esse processo da-se o nome de itinerdrio
catalitico. A descoberta da atuagdo por meio de dois itinerarios cataliticos distintos quebra o paradigma
de que somente uma rota para a conversao do substrato poderia ser adotada. Como as hidrolases
glicosidicas sao enzimas responsaveis por uma das principais bioreacdes da natureza e da industria, a
hidrélise de carboidratos, essa descoberta abre novos horizontes sobre o funcionamento molecular
dessas enzimas e traz impactos imediatos sobre o desenvolvimento de novos biocatalisadores e
inibidores.
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Figura 136. Estrutura cristalogrdfica revela enzima momentos antes de sua atua¢do no
substrato; detalhe na enzima (em roxo) se refere ao sitio ativo, exatamente onde o substrato se liga.

Além disso, um resultado promissor foi a elucidagdo das bases moleculares para o funcionamento
e seletividade de um conjunto de enzimas chamadas de manosidases provenientes de bactérias
probidticas (Bifidobactérias). Essa informacdo era uma grande lacuna no conhecimento acerca das
estratégias de sobrevivéncia das Bifidobactérias no limen instetinal, um nicho altamente competitivo e
escasso nutricionalmente. Para isso, essas bactérias desenvolveram sistemas multi-enzimaticos para
utilizacdo de carboidratos complexos e recalcitrances, como N-glicanos. Essas enzimas sdo de alto peso
molecular e oligomerizam, sendo bastante desafiadoras para se obter suas estruturas tridimensionais.
Portanto, em uma colaboragao entre o LNBR e o LNNANO, o estado-da-arte em criomicroscopia eletronica
foi empregada para obter dados estruturais de todas as enzimas manosidades dessa bactéria em
resolucdo melhores que 3.0 A (Figura 137), o que revelou o papel de sitios remotos polimérficos e
mutagbes pontuais no sitio ativo para conferir estéreo-seletividade e preferéncia ao substrato. Essas
informacdes combinadas com o estudo bioquimico de outros componentes dessa maquinaria molecular
permite completar todo o complexo quebra-cabega molecular para o processamento de N-glicanos de
Bifidobactérias, postulando um primeiro modelo de utilizacdo desses carboidratos nessas bactérias

35 Morais, M. A., Coines, J., Domingues, M. N., Pirolla, R. A., Tonoli, C. C., Santos, C. R., ... & Murakami, M.
T. (2021). Two distinct catalytic pathways for GH43 xylanolytic enzymes unveiled by X-ray and QVI/MM
simulations. Nature communications, 12(1), 1-13.
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probidticas e que se expande para todo o filo das Actinobactérias. Essa descoberta explica uma das
estratégias moleculares de como essas bactérias sobrevivem nesse nicho, que pode ser explorado na
modulacdo da microbiota intestinal de animais e humanos.
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Figura 137. Sitio ativo de enzima atuante sobre os residuos de manose em N-glicosilagbes. Em
amarelo é destacado os elementos estruturais elucidados pela estrutura a alta resolu¢do resolvida por
criomicroscopia eletrénica no super microscopio Titan Kryos do LNNANO.

A prospeccao de enzimas em manguezais é outra forma de explorar a biodiversidade e encontrar
solugGes para a producdo de Biorrenovaveis. Neste sentido destaca-se o trabalho “Microbial enrichment
and meta-omics analysis identify CAZymes from mangrove sediments with unique properties”,
publicado neste ano, que utilizou um processo de enriquecimento microbiano combinado com
abordagens 6micas integrativas para identificar enzimas promissoras para a desconstrugdo de biomassas
vegetais. Uma comunidade microbiana lignocelulolitica obtida por enriquecimentos a partir de amostras
de um bioma de mangue, foi submetida a pressdo seletiva com o objetivo de proporcionar a degradagao
de bagaco de cana-de-aglcar. Analises metagenomicas e metaproteémicas realizadas apés a degradacdo
indicaram a presenga de uma vasta gama de classes de enzimas de interesse para a desconstrugdo de
biomassa, que poderdo ser acessadas e exploradas para distintos processos biotecnolégicos.

No trabalho “Paradigm shift in xylose isomerase usage: a novel scenario with distinct
applications” foi realizada uma andlise abrangente sobre os aspectos bioldgicos, bioquimicos, estruturais
e termodinamicos das xiloses isomerases, uma classe de enzimas extensivamente usadas na industria do
xarope. Esse estudo destaca o potencial da reacdo de isomerizagao intra- ou extracelular da D-xilose na
biotecnologia para a produ¢do de uma gama de outros bioprodutos que podem ser utilizados em
cosmeéticos, na industria farmacéutica e de alimentagdo, também para a producgdo de bioplasticos e
biocombustiveis. Além disso, se discute o uso destas enzimas em sinergia com o desenvolvimento de
estratégias de engenharia de bioprocessos e de biologia sintética, ampliando o portfélio de biorrenovaveis
possiveis de serem obtidos a partir da xilose. A Figura 138 mostra exemplos dessas novas aplicaces de
xilose isomerases.
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Figura 138. Possiveis aplicagées de xilose isomerases.

Finalizando os destaques relacionados as enzimas industriais, o pesquisador Mario Murakami foi
selecionado como um dos finalistas do Prémio Science Breakthrough of the Year*®, promovido pela
Falling Walls Foundation (FWF), instituto alemao de promog¢ao da ciéncia com sede em Berlin. Murakami
concorreu na categoria Life Sciences (Ciéncias da Vida) e a pesquisa apresentada ao Falling Walls
demonstra como o CNPEM tem empregado a elucidagdo molecular associada a engenharia metabdlica e
biologia sintética para o desenho racional de sistemas bioldgicos (enzimas e microrganismos) para
resolver grandes desafios da biotecnologia moderna. Quebras de paradigma na biocatdlise e no
desenvolvimento de biofabricas celulares, também integram o projeto submetido ao Prémio.

Plataformas microbianas para aplicacdes industriais

Assim como as enzimas, 0s micro-organismos sdo essenciais na biotecnologia Industrial. O
metabolismo microbiano pode ser redesenhado, criando plataformas eficientes para converter biomassa
em moléculas de alto valor agregado, substituindo os derivados petroquimicos. A descoberta e elucidagdo
de novas vias metabdlicas e a engenharia bioldgica sdo essenciais para aumentar a tolerancia microbiana
as condigbes extremas encontradas em processos industriais. O CNPEM emprega abordagens
interdisciplinares para projetar plataformas microbianas incluindo modelos metabdlicos em escala de
genoma e ferramentas de biologia sintética, como engenharia genética e evolutiva, biologia de sistemas
e dmicas integradas.

O desenvolvimento de chassis microbianos eficientes para a producdo de bioquimicos e
biocombustiveis que tolerem os estresses do processo industrial é a base da construgdo de biorrefinarias.

36 Fonte: http://www.cnip.org.br/banco_img/Mulungu/erythrinavelutinawilld3.html
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O processo industrial de despolimerizacdo da biomassa libera uma fracdo de agucares, como a xilose, que
ndo sao convertidos naturalmente, além de produzir um conjunto de moléculas inibidoras tdxicas que
afetam a cinética microbiana. O projeto financiado pelo CNPg*” “Engenharia racional de transportadores
de xilose para aumento da eficiéncia de conversao de aglicares complexos da biomassa”, buscou
melhorar a conversdo metabdlica da xilose. Para tanto, desenvolveu bibliotecas sintéticas de
transportadores de membrana utilizando abordagens de evolucao dirigida em conjunto com biosensores
especificos de xilose. O projeto conta com uma parceria com a University of Liverpool e permitiu a
construgao de transportadores de agucares com maior afinidade a xilose, aumentando a velocidade de
assimilacdo desse acucar.

Visando explorar a integridade da parede celular frente a inibidores e estresses bidticos e
abidticos, com énfase em compostos fendlicos, o projeto financiado pela FAPESP*® “Abordagens
sistémicas integradas para o desenvolvimento de leveduras como plataformas microbianas em
biorrefinarias” integra abordagens biofisicas, bioquimicas e multibmicas. AlteracGes estruturais e
guimicas na arquitetura da parede celular na levedura foram identificadas utilizando microscopia de forca
atébmica e FTIR em parceria com LNNano e a equipe do Sirius. A analise da expressdo génica da cepa
estudada frente a exposicdo a compostos fendlicos revelou complexas modificagGes fenotipicas que
explicam as respostas celulares do microrganismo para a adaptacdo a essa condicdo de estresse industrial.
Outra vertente complementar a este projeto FAPESP e a temdtica de assimilacdo de xilose, é o
desenvolvimento racional de plataformas microbianas para a conversdo da totalidade dos agucares da
biomassa. O estudo publicado®® neste ano, identifica metabolismos envolvidos com a homeostase de
metais e a sua relacdo direta com a fermentacdo de xilose, aumentando em até dez vezes as taxas de
consumo de xilose. Isso permitird a construgcdo de cepas mais eficientes na conversdao de residuos
agroindustriais em bioprodutos.

Desenvolvimento de rotas bioquimicas para hidrocarbonetos renovaveis

Ha uma linha de pesquisa dedicada a plataformas bioldgicas para a produc¢do de hidrocarbonetos
renovaveis, dada a grande relevancia deles na produgdo de petroquimicos. Hidrocarbonetos renovaveis
sdo cadeias médias e longas de alcenos e alcanos, oriundos de diferentes tipos de biomassas
(lignoceluldsica e dleos vegetais). Estes compostos possuem caracteristicas fisicas e quimicas muito
semelhantes as do petrdleo, o que permite serem utilizados na producdo de biocombustiveis (diesel verde
e bioquerosene de aviagao), plasticos, lubrificantes sustentdveis, dentre outros biomateriais e, portanto,
sao denominados compostos drop-in. Uma das tecnologias utilizadas para a produgdo de hidrocarbonetos
renovaveis € a conversao quimica, a qual utiliza altas temperaturas e pressées, metais pesados e grande
guantidade de hidrogénio, o que representam grandes entraves tecnoldgicos e ambientais. Uma
alternativa promissora para esse problema é o uso de rotas bioquimicas baseadas em micro-organismos
engenheirados com enzimas altamente eficientes e especificas que sdo capazes de remover o oxigénio de

37 CNPqg 430291/2018-3. Engenharia racional de transportadores de xilose para aumento da eficiéncia de conversdo de acucares
complexos da biomassa.

38 FAPESP: 2020/07918-7. Abordagens sistémicas integradas para o desenvolvimento de leveduras como plataformas
microbianas em biorrefinarias.

39 Exploring metal ion metabolisms to improve xylose fermentation in Saccharomyces cerevisiae.
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cadeias longas de acidos graxos. A rota bioquimica, ao contrario a rota quimica, possibilita que a producado
dos hidrocarbonetos renovaveis seja realizada de forma mais limpa, sustentavel e especifica.

Essa pesquisa conta com o apoio da FAPESP*’ “Novos mecanismos de P450: uma estratégia
enzimatica para a produgdo de hidrocarbonetos renovaveis” e foco atual vem sendo na descoberta,
caracterizacdo e aplicacdo de novas enzimas que removem o oxigénio de cadeias de acidos graxos
produzindo alcenos terminais, isto é, moléculas drop-in. Desta maneira, varias descarboxilases
pertencentes a superfamilia do citocromo P450 previamente selecionadas por ferramentas de
bioinformatica, foram produzidas heterologamente com capacidade de se ligarem a acidos graxos. Uma
delas, a descarboxilase de Rothia sp, foi capaz de promover a descarboxilacao de diferentes tamanhos de
cadeia de acidos graxos, o que é muito atrativo desde a industria de quimicos renovaveis até
biocombustiveis. Com intuito de revelar as bases moleculares de sua reacao catalitica descarboxilase, sua
estrutura foi determinada por cristalografia de raios X no Sirius. A analise estrutural indicou residuos
criticos para essa atividade presentes no sitio ativo e bolsdo hidrofébico e mutantes desses residuos de
aminodcidos estdo sendo avaliados para a postular um modelo catalitico dessa enzima com grande
potencial biotecnoldgico. Atualmente todo o conhecimento acerca da atividade de descarboxilagdo por
proteinas P450 para formacdo de alcenos a partir de acidos graxos é baseado em apenas uma estrutura
tridimensional disponivel no Protein Data Bank (PDB). Sendo assim, a estrutura molecular elucidada pelo
CNPEM impactara significativamente a literatura, além de representar um novo modelo para estudo da
biocatalise de conversdo de 4cidos graxos para compostos drop-in.

Biotecnologia para Agricultura

A microbiota do solo tem grande relevancia para a agricultura. O solo é a base para a producdo
global de alimentos, biomassa e biocombustiveis e representa o principal reservatério de carbono da
biosfera terrestre. Os solos tropicais tém caracteristicas peculiares como a alta de infiltragcdo de agua, os
baixos estoques de carbono e nitrogénio e a baixa disponibilidade de nutrientes, as quais as condi¢cGes
climaticas locais, fazem do Brasil um pais singular quanto as vias e mecanismos que regulam as emissées
de gases do efeito estufa, a estocagem de carbono, o desenvolvimento de pragas e doencas e a
adsorcdo/disponibilidade de nutrientes no solo. Ademais, as emissdes de solos, associadas a aplicacdo de
fertilizantes e residuos organicos, sdo centrais para o programa RenovaBio*!, uma vez que representam a
principal fonte de emissdo de gases dos biocombustiveis a base de biomassa no Brasil. Outro ponto crucial
é que os insumos renovaveis podem substituir os fertilizantes e defensivos sintéticos e aqueles oriundos
de reservas minerais finitas. Insumos petroquimicos possuem impactos ambientais negativos e ha anos
desfavorecem a balanga comercial brasileira, todas questGes estratégicas para o Brasil.

A abordagem no CNPEM se baseia na busca de como o microbioma do solo pode promover uma
maior disponibilidade de nutrientes para as culturas agricolas e reduzir as emissdes de gases de efeito
estufa e a poluicdo ambiental pelo uso dos agroquimicos. Além disso, visa prospectar biomoléculas e
micro-organismos para o desenvolvimento de alternativas bioldgicas para uma agricultura mais
sustentavel. A seguir os destaques das pesquisas relacionadas a Biotecnologia para Agricultura em 2021.

40 FAPESP: 2019/08855-1. Novos mecanismos de P450: uma estratégia enzimatica para a produgdo de
hidrocarbonetos renovaveis.
41 Politica Nacional de Biocombustiveis, instituida pela Lei n2 13.576/2017.
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O CNPEM tem foco em microrganismos que podem aumentar a sanidade e produtividade vegetal
através da producdo de compostos organicos volateis (COVs), que sdo pequenas moléculas sinalizadoras
encontradas na forma gasosa em temperatura ambiente. Nessa tematica, destacam-se alguns resultados
do projeto “Identificagdo e uso de volateis bacterianos contra patégenos da cana-de-agticar”, financiado
pela FAPESP*, que se encerrou em 2021. Em 2020, identificou-se moléculas bioativas responsaveis pela
inibicdo do crescimento do Thielaviopsis ethacetica, fungo causador da doenca podriddo do abacaxi na
cana-de-agucar. Em 2021, verificou-se que o fitopatégeno, em contato com estas moléculas, hipo-
expressa diversos genes relacionados ao metabolismo central e a obtencdo de energia, o que pode
justificar seu menor crescimento nesta condigdo. Também foi observado que o fungo hiper-expressa um
conjunto de genes que formam um complexo de reparo de DNA dupla fita conhecido como MRN, o que
levantou a hipdtese de que estas moléculas gasosas poderiam causar danos no DNA do fitopatégeno. Para
comprovar esta hipotese, em colaboracdo com pesquisadores do Sirius, realizou-se analises de
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (Figura 139), e de fato foi verificado
que o DNA do fungo estava danificado caracterizado pelo deslocamento do pico de 1080 para 1040 cm™.
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Figura 139. FTIR, grdfico com absorbdncia em diferentes faixas. Visualizagdo de potencial dano ao
DNA. Em geral, os espectros da faixa 1280-1000 cm™ correspondem & estrutura do DNA. A regido
amplificada (1100 a 1000 cm™) mostra uma alterag¢éo no perfil de bandas na amostra tratada com o COV
B que, segundo a literatura, é um indicativo de dano ao DNA, o que corrobora os dados de expressdo
génica.

Para melhor entender o papel do COVs no fungo foram realizadas andlises de microscopia
eletrénica com e sem o contato com os COVs, que indicaram um severo dano celular causado pelos COVs.

42 FAPESP: 2017/24395-5. Identificagdo e uso de volateis bacterianos contra patdgenos da cana-de-agucar.
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Nas amostras sem COVs (Figura 140A), é possivel visualizar o conteldo celular organizado, organelas
nitidas e em maior nimero (como por exemplo, as mitocondrias), material de reserva visivel, membrana
plasmatica aderida a parede celular, e nucleo integro, ndo granular. Ja nas amostras tratadas (Figura
140B), ha poucas organelas presentes, desorganiza¢do celular, membranas ndo estdo aderidas a parede
celular, e nucleo com conteddo condensado, caracteristicas que culminam com a morte celular. A
descoberta deste COV cria uma alternativa bioldgica eficaz para o controle desta praga de importancia
econdmica para o setor canavieiro. Estes e outros resultados deste projeto foram apresentados no
workshop EsalgShow® e teve a cadeia produtiva da cana-de-aglicar como temética central, visando
estimular inovagdes e o empreendedorismo neste setor.

Figura 140. Imagens de microscopia eletrénica de transmissGo de cortes do micélio do
fitopatogeno, sem (A e B) e com os COVs (C e D). C=citoplasma, CG =citoplasma granular,
M = mitocéndria, MC = morte celular, ME = mucilagem externa, MP = membrana plasmdtica, MV =
membrana plasmdtica nGo aderida a parede, N = nucleo, R = conteudo de reserva, PC = parede celular, PE
= parede celular mais espessa, V = vactolo.

Outra linha de destaque foi a elucidagdo dos mecanismos que regulam as emissdes de gases de
efeito estufa dos solos. O éxido nitroso (N,O), um dos principais gases causadores do efeito estufa, é
emitido majoritariamente pela aplicacdo de fertilizantes sintéticos e organicos em solos sob cultivo
agricola. As emissdes de N,O do solo e suas relagdes com a comunidade microbiana do solo sdo estudadas
no projeto “Adubacgdo nitrogenada e praticas alternativas de manejo do solo na cana energia e seus
efeitos nas emissoes de gases do efeito estufa”. Neste projeto, foram finalizadas as atividades do Projeto

43 Na Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (Esalg/USP).
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BEPE-FAPESP* em parceria com o Instituto Francés de Pesquisa em Agricultura e Ambiente (INRAE). Por
meio de andlises de gPCR*, o projeto avaliou o efeito dos tratamentos nos genes funcionais responsaveis
pelas emissdes de N,O em solo tropical e qual o papel de residuos organicos, tais como a vinhaga e o
biochar®® nestas emissdes. A aplicacdo do biochar se mostrou uma alternativa vidvel para mitigar as
emissdes de N,O do solo, enquanto a adicdo de vinhaca no solo acentuou estas emissdes. Diferentemente
do reportado na literatura para solos em condicdes de clima temperado, no qual as reducdes das emissdes
de N,0 ocorrem por meio da rota da desnitrificacdo, os resultados indicaram que o biochar reduziu a
atividades de nitrificadores (bactérias e arquéias oxidadoras de amoénio). Estes resultados demostram que
a nitrificacdo é a rota predominante de producao de N,O e que o biochar pode ser considerado como uma
estratégia (natural e renovavel) de mitigacdo das emissdes. Vale ressaltar que novos estudos serdo
realizados para corroborar estas evidéncias.

Por fim ha dois trabalhos relacionados ao ciclo do nitrogénio. O primeiro, com o titulo
“Implications of regional N;O-N emission factors on sugarcane ethanol emissions and granted
decarbonization certificates” foi publicado em revista de ampla circulacdo e repercutiu na midia*’, ao
revelar que a emissdo de N,O em solos tropicais € menor que o valor preconizado pelo Painel
Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC). Realizado em colaboragdo com pesquisadores do
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), o trabalho obteve, de forma inédita, fatores regionais de emissado
de N,O resultantes da aplicacdo de fertilizantes nitrogenados em areas de cana-de-agucar. O uso destes
fatores regionais (baseado em medigGes feita no Brasil) reduziu em 17% as emissdes totais de GEE do
etanol de cana-de-aglcar em comparacdo aqueles estimados utilizando o fator padrdo do IPCC (Figura
141). O estudo demonstrou ainda que a adog¢do de praticas inovadoras, como a aplicacdo de inibidores de
nitrificacdo, pode reduzir ainda mais as emissdes dos solos tropicais e assegurar uma maior obtencdo de
certificados de descarbonizacdo (CBIOs) previstos no programa RenovaBio*®, melhorando a
sustentabilidade do etanol brasileiro. J& o segundo projeto “How do nitrogen fertilization and cover crop
influence soil C-N stocks and subsequent yields of sugarcane?”, verificou que a aplicacdo de fertilizantes
nitrogenados sintéticos ndo afeta a estocagem de carbono e nitrogénio do solo, mas a inclusdo de uma
planta fixadora de nitrogénio atmosférico, aumenta os estoques de nitrogénio do solo e o potencial
produtivo de plantas de cana-de-agucar (aumento entre 9 e 15%).

44 FAPESP 2019/21817-1: Microbiota associada a emissdo de N,O em solo sob plantio de cana energia.
45 Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real.

46 Biomassa de origem vegetal processada por meio de pirdlise.

47 Etanol brasileiro polui menos do que se pensava, diz estudo - VValor

48 Politica Nacional de Biocombustiveis, instituida pela Lei n2 13.576/2017.
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Figura 141. Emissbes de GEE do etanol de cana-de-acucar considerando o uso de fatores de
emissbes de N,O recomendados pelo IPCC e novo fator com dados medidos em solo brasileiros (Tier 2 e
Tier 2 + inibidores de nitrificagdo).

Derivados de Lignina

Esta linha de pesquisa visa a valorizagdo da lignina, que é um dos trés principais componentes
macromoleculares da biomassa lignocelulésica e, nesse contexto, a principal fonte renovavel de
compostos aromaticos. Entretanto, nas biorrefinarias a lignina possui baixo valor agregado sendo
gueimada para a gerac¢do energia. Produtos como fragrancias, solventes e plasticos podem ser produzidos
a partir de quimicos obtidos de lignina, permitindo substituir por equivalentes renovaveis, os produtos
guimicos hoje derivados do petréleo, além de criar oportunidades para obtenc¢do de novas moléculas com
vantagens funcionais em relagdo aos petroquimicos atuais. Apesar das particularidades de cada
bioquimico derivado da lignina, existem desafios comuns como a compreensdo dos mecanismos de
despolimerizacdo da lignina macromolecular e a conversdo da diversidade de fragmentos de lignina
despolimerizada em um Unico composto alvo. O CNPEM emprega ferramentas de biologia sintética,
guimica, modelagem computacional, radia¢do sincrotron e instrumentac¢dao de larga escala na planta
piloto para o desenvolvimento de bioquimicos derivados de lignina.

O foco atual visa a obten¢do de acidos organicos de alto valor agregado a partir da lignina. O
primeiro passo é despolimerizar a lignina gerando compostos aromaticos monomeéricos (bio-6leos), aptos
a sofrerem bioconversdo para moléculas de maior valor agregado. Em seguida, é necessario criar
plataformas biolégicas capazes de realizar essa bioconversdo para a obtencdo dos compostos de
interesse, que também envolve o desenvolvimento de bioprocessos e estratégias de recuperagao,
separacdo e purificagdo dos produtos. Em 2021, destacam-se os esfor¢os na despolimerizagdo de lignina
e na obtenc¢do de microrganismo capaz de realizar a bioconversdo dos bio-6leos gerados, com trés
avancos relevantes: (i) despolimerizagdo hidrotérmica de lignina, (ii) consolidagdo de métodos analiticos
para lignina despolimerizada, e (iii)j modelagens computacionais para fragmentos de lignina
despolimerizada.
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Na despolimerizacdo de lignina, destacam-se resultados do projeto “Modificagdo bioldgica de
fragmentos de lignina na obteng¢do de compostos fendlicos”, financiado pela FAPESP49 e CAPESS50. Este
projeto visa aproveitar ligninas obtidas a partir do bagaco de cana-de-acucar na producao de diferentes
monomeros fendlicos e outros quimicos de alto valor agregado, com abordagens experimentais para a
despolimerizagdo hidrotérmica de lignina (Figura 142). Como a lignina é uma macromolécula complexa,
formada pela polimerizacdo de fenilpropanoides (monolignois) é necessario primeiro realizar sua
despolimerizacdo, quebrando as principais liga¢gdes que formam a lignina macromolecular para obter alto
rendimento de compostos aromaticos monoméricos.

Despolimerizagao da lignina \

Lignina Mondmeros
ssa
olar /

Agua, temperatura e P
pressdo

Figura 142. llustragdo da despolimerizagdo hidrotérmica da lignina em monémeros aromadticos (bio-6leo).

Este ano foram realizados experimentos de despolimerizagao de lignina em condi¢des otimizadas
com o intuito de obter, na fase aquosa, o maximo rendimento em monémeros e oligdbmeros aromaticos
derivados da lignina. Tipicamente a despolimerizagdo pirolitica ndo é solvente em d4gua, portanto a
necessidade da despolimeriza¢do hidrotérmica para o aproveitamento bioldgico do bio-6leo que precisa
ser feito em meio aquoso. O fluxograma da Figura 143mostra as etapas de despolimerizacdo hidrotérmica
(fases aquosas, sélidas e organicas). As fragGes bio-6leos (ricas em fragmentos de lignina) obtidas foram
empregadas para o desenvolvimento de metodologias analiticas, balangos de massas e estudos de
extracgoes liquido-liquido como estratégia de recuperacdo dos fragmentos derivados de lignina.

49 FAPESP 2019/22213-2: Modificagdo bioldgica de fragmentos de lignina na obten¢ido de compostos fendlicos.
50 Bolsa PClI CAPES/CNPEM.

139



Despolimerizacdo . F.aquosall
p o Extragao
hidrotérmica — F.aquosal  ————
Liquido-Liquido — i "
F. organical (“Rica em monémeros”)
e Agua 3 l
Lignina | —— — Bio-6leos

. . F. orgéanicall
L. [F.soldal %{
cldo-=gHido F.solida ll

FiItr+a950

Figura 143. Fluxograma das principais etapas de despolimerizagédo hidrotérmica da lignina.

Os bio-6leos sao as fontes de carbono para o crescimento dos micro-organismos e o fluxograma
da Figura 144 mostra o funcionamento do funil bioldgico, que comega com a alimentagdo do bio-oleo
extraido das fracGes organicas | e Il da Figura 143. Uma nova fracdo aquosa lll contendo diferentes
mondmeros aromaticos é usada para a conversdo biolégica produzindo uma fragdo organica lll (rica em
acidos carboxilicos) e um fracdo sélida Il (rica em residuos microbianos). Os acidos carboxilicos sdo o

produto quimico renovavel de interesse e os residuos microbianos serdo fruto de nova linha de pesquisa
para agregacdo de valor.
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Figura 144. Fluxograma do tratamento bioldgico do bio-dleo.

O projeto “Desenvolvimento e validagdo de método de cromatografia por permeagao em gel
(GPC) para determinagdo da distribuicdo de massa molar de fragdes contendo fragmentos de lignina”
viabiliza o monitoramento das rea¢des de despolimerizagcdo e do consumo bioldgico dos fragmentos de
lignina. Até entdo o CNPEM nao possuia metodologia para quantificar a eficiéncia de despolimerizagdo da
lignina. A Figura 145 mostra como a GPC identifica os diferentes tipos de fragmentos de lignina, o que
também possibilitard a quantificacdo temporal da eficiéncia de despolimerizac3o.
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Os bio-d6leos de lignina possuem uma grande diversidade de compostos que necessitam ser
identificados. Essa diversidade vem sendo estudada a partir de uma biblioteca de compostos dedicada a
fragmentos de lignina. Para esse estudo o CNPEM utiliza modelagens computacionais de fragmentos de
lignina despolimerizada. Este ano uma primeira versao da biblioteca foi construida com mais de 300
compostos cujas propriedades foram obtidas de dados publicos, com destaque para a biblioteca
NIST/EPA/NIH (para padrdo de fragmentacdo em espectrometria de massas) e a base PubChem (para
propriedades gerais dos compostos). As informacgdes das bibliotecas publicas foram complementadas por
calculos de DFT (Density Functional Theory) realizados pela equipe do CNPEM. Testes demonstraram a
viabilidade da abordagem de DFT para complementacdo das informacées obtidas de bibliotecas publicas.

A bioconversao dos varios compostos aromaticos derivados da lignina em moléculas Unicas de
interesse industrial tem sido a estratégia utilizada pelo CNPEM para superar o desafio da heterogeneidade
guimica desse abundante residuo agroindustrial e assim viabilizar seu uso como matéria prima na
industria de transformacgao. No estudo “Investigacao das rotas metabdlicas utilizadas por Xanthomonas
axonopodis pv. citri para a utilizacido de compostos aromaticos derivados da lignina, apoiado pela
FAPESP%!, demonstrou-se, nesse ano, que a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) é capaz de
metabolizar diversos compostos derivados de lignina, incluindo amostras complexas como o bio-6leo de
melhor rendimento em monémeros resultante da despolimerizacdo hidrotérmica e de uma lignina
alcalina comercial. A Figura 146 mostra as curvas de crescimento da Xac em varios meios (painéis: a, b e
c). O consumo dos compostos modelo foi validado por analises de HPLC como mostrado no painel (d)
usando o alcool coniferilico como exemplo. Outros picos identificados no cromatograma representam
metabdlitos intermediarios da bioconvers3o desse alcool.

51 FAPESP: 2019/06921-7. Investigac¢do das rotas metabdlicas utilizadas por Xanthomonas axonopodis pv. citri para a utilizacdo
de compostos aromaticos derivados da lignina. 2019/08590-8: bolsa de doutorado.
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Figura 146. Bioconversdo de derivados de lignina por Xac. Curvas de crescimento de Xac (a, b e c). Todas
as condigées, com excegdo do dcido 4-hidroxibenzoico e lignina de baixa massa molar, contém glicose
como fonte adicional de carbono. Consumo de dlcool coniferilico pela Xac (d) com picos de metabdlitos
intermedidrios da bioconversdo.

Para se desvendar quais genes a Xac utiliza para o metabolismo de alcoois, aldeidos e acidos
aromaticos derivados de lignina, além de misturas complexas de compostos resultantes da sua
despolimerizacdo, foram realizadas analises na instalagdo de Sequenciamento de Alta Performance (NGS)
do CNPEM. As etapas de crescimento bacteriano, extragdo e quantificacdo de RNA, deple¢do do rRNA,
montagem da biblioteca de cDNAs e sequenciamento genético foram concluidas, com andlise dos dados
em andamento. Assim, espera-se elucidar novas rotas metabdlicas de bioconversdao de aromdticos para
chassis microbianos capazes de transformar amostras complexas de fragmentos de lignina em produtos
de relevancia industrial.

Na tematica da lignina destaca-se ainda o resultado de uma colaboragdo com a Universidade
Federal de Pernambuco que teve como objetivo a valorizagdo das biomassas abundantes no norte-
nordeste brasileiro. O trabalho “Characterization of a lignin from Crataeva tapia leaves and potential
applications in medicinal and cosmetic formulations” realizou o isolamento e caracteriza¢do de uma
lignina extraida das folhas de Crataeva tapia. Os resultados dos ensaios in vitro, mostraram que a lignina
obtida é um potencial agente antioxidante. A macromolécula ndo apresentou toxicidade frente a células
animais, além disso, foi capaz de promover proliferacao e ativacdo celular. Em ensaios de fotoprotecdo in
vitro, a lignina apresentou resultados bastantes promissores. Estes resultados reforcam o uso
farmacoldgico das folhas de Crataeva tapia e sugerem a necessidade de novos estudos in vivo para
determinar os potenciais aplicagdes medicinais e cosméticas desta biomassa.

Outro importante componente da biomassa é a celulose, o biopolimero mais abundante do
planeta. Sdo varias as solugGes para seu aproveitamento na forma macromolecular em produtos de alto
valor agregado. As fibras de celulose podem ser parcialmente desconstruidas em blocos conhecidos como
celulose fibrilada, de dimensGes varidveis e controlaveis que se estendem até a nanoescala. Esses blocos
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sdo utilizados para o desenvolvimento de uma nova geracao de materiais tecnolégicos e avangados de
base renovavel. O destaque deste ano neste tema é a publicacdo na revista Nature “Developing fibrillated
cellulose as a sustainable technological material”. Liderado por grupo da University of Maryland (EUA) e
coautoria de pesquisadores do Japdo, Europa e América do Norte, o trabalho aponta caminhos para o
futuro das pesquisas para desenvolvimento da celulose fibrilada como plataforma de novos biomateriais
sustentdveis. Foram exploradas aplicacbes em compdsitos, fibras, peliculas, membranas e géis e
destacados os desafios para ganhos de escala na producdo desses materiais.

Subprograma Biocombustiveis

Os biocombustiveis tém papel central na substituicido de combustiveis fésseis nas matrizes
energéticas de transporte e, consequentemente, na mitigacdo da emissdo dos gases de efeito estufa. O
Brasil é reconhecido mundialmente pela sua matriz energética renovdvel e pelo pioneirismo no
desenvolvimento de bioetanol. Com o desenvolvimento dos setores de etanol e biodiesel, os combustiveis
liquidos no Brasil experimentaram mudancas significativas ao longo das ultimas décadas. Dentre as
opcoes tecnoldgicas para aumento da producdo de biocombustiveis que vém sendo desenvolvidas no
Brasil, destaca-se o etanol celulésico ou de segunda gerac¢do, que apresenta vantagem de poder ser
produzido a partir de residuos agroindustriais com baixos impactos ambientais. Outras opc¢des
tecnoldgicas para o pais baseiam-se no desenvolvimento de rotas de producdo de biocombustiveis para
transporte aéreo, maritimo e rodovidrio para veiculos pesados. Tendo em vista a auséncia de oferta
desses biocombustiveis em escala comercial no curto prazo, deve existir uma confluéncia de fatores para
superar os desafios da oferta no pais, visto que a utilizacdo de combustiveis sustentaveis é imprescindivel
para assegurar a operacao dos servicos de transporte em um cenario de limitacGes de emissdes de gases
de efeito estufa.

O CNPEM tem apoiado o desenvolvimento de tecnologias para a produgdo de etanol celuldsico,
em especial por meio da constru¢do de um coquetel enzimatico competitivo e do desenvolvimento de
cepas microbianas capazes de metabolizar de forma integral os aglcares fermentesciveis provenientes da
biomassa. Outras op¢des tecnoldgicas apoiadas para o pais baseiam-se no desenvolvimento de rotas de
producdo de biocombustiveis para transporte aéreo, maritimo e rodovidrio para veiculos pesados.

Etanol

O bioetanol a partir do caldo da cana-de-agucar é um biocombustivel avangado devido ao seu
baixo indice de emissGes de gases de efeito estufa, quando comparado a gasolina, além de apresentar
custo competitivo e de possuir mercado consolidado no Brasil. Visando a maior disponibilidade de
combustiveis e ao aproveitamento de biomassa o etanol celulésico despontou como nova tecnologia.
Considerando o aproveitamento de palha e bagaco de cana-de-agUcar para geragdo do etanol celuldsico,
é possivel aumentar em até 50% a produc¢do de etanol no Pais, com redugdo de até 30% nos impactos
ambientais. Entretanto, o etanol celuldsico requer o desenvolvimento de novas tecnologias e o CNPEM
tem atuado no desenvolvimento de tecnologias nacionais para coquetéis enzimaticos, leveduras e de
rotas de producdo de etanol celulésico, pois estas tecnologias sdo controladas por oligopélio estrangeiro.
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A obtencdo de coquetéis enzimaticos especificos para a sacarificagdo da biomassa a um baixo
custo e em grandes quantidades é um dos desafios a serem superados para viabilizar a producao do etanol
celulésico no pais. A eficiéncia da sacarificacdao enzimatica depende de multiplos fatores relacionados a
natureza e composicdo da biomassa, ao tipo de pré-tratamento e as propriedades funcionais das enzimas.
Assim, a obtencdo de uma sacarificacdo eficiente requer o desenvolvimento de coquetéis enzimaticos
customizados com enzimas especificas para cada biomassa e tipo de pré-tratamento. Para tanto, o CNPEM
tem dedicado esforgos extensivos para desenvolver uma plataforma fungica para a produgao de enzimas
para reduzir o custo da producado de etanol celuldsico com tecnologia brasileira validada em condicdes de
operacdo industrial. O projeto “Desenvolvimento de novas plataformas enzimaticas visando a produgao
de biocombustiveis” emprega uma abordagem interdisciplinar, que engloba desde a biologia molecular
até a avaliacdo técnico-econdmica. Em 2021, foram realizados varios cultivos em biorreatores de bancada
com o objetivo de otimizar parametros para o crescimento e producdo enzimatica pela plataforma flungica
desenvolvida pelo CNPEM. Os resultados possibilitaram identificar as condicGes ideais de inéculo, pH,
temperatura e alimentacdo para o escalonamento da tecnologia em escala piloto. Paralelamente, foi
iniciada a avaliacdo técnico-econ6mica do processo de producdo enzimatica com as informacgbes dos
testes em bancada. Além disso, neste periodo duas novas modificacGes genéticas do fungo foram
realizadas na tentativa de aumentar a sua capacidade de producdo de celulases e melhorar a eficiéncia
de sacarificacdo da biomassa.

Para aumentar a eficiéncia dos processos biotecnolégicos usados na producdo do etanol
celulésico é preciso conhecer a estrutura da biomassa. Nessa tematica, o CNPEM colabora com o INCT

Bioetanol>?

e ao longo de 2021 seguiu aprofundando o conhecimento sobre os componentes inorganicos
da biomassa. Destaca-se a publicacdo de revisdo vinculada ao estudo “Imageamento multimodal dos
componentes inorganicos intrinsecos e extrinsecos do baga¢o e da palha de cana-de-aglcar”. Essa
apresentacao estruturada do papel dos inorganicos permitird melhorias nos desenhos racionais de novos
processos de bioenergia e biorrefino que utilizem a biomassa de cana-de-aglcar, servindo de base
também para entendimento de outros residuos agricolas e gramineas energéticas.

Outra atuacdo na producdo de etanol esta relacionada aos microrganismos e enzimas
responsaveis pela fermentacdo dos acucares. Além da tradicional levedura modelo industrial S. cerevisiae,
o estudo com leveduras nao-convencionais fornece uma base ampla para o redesenho de vias
metabdlicas. Nesse contexto, a levedura Spathaspora passalidarum é uma potencial plataforma para
aplica¢Ges industriais na obtencdo de biocombustiveis e bioquimicos devido sua capacidade natural de
fermentar xilose. Neste ano foi finalizado o trabalho “Estudo fisioldgico de Spathaspora passalidarum na
cofermentagdo de hexoses e pentoses em etanol de segunda geragdo”. Além da capacidade natural de
produzir etanol a partir de pentoses, a levedura S. passalidarum também pode ser utilizada como
plataforma bioldgica para obter outros compostos quimicos a partir da biomassa vegetal. O trabalho
publicado neste ano discute sobre o potencial desta levedura ndo-convencional em biorrefinarias.
Parametros fermentativos e cinéticos em hidrolisados industriais sdo comparados com a levedura
tradicional S. cerevisiae, mostrando o potencial da S. passalidarum na producdo de etanol e outros
bioquimicos.

52 O INCT é co-financiado por CNPq, CAPES e FAPESP.

144



No que diz respeito a enzimas para producdo de etanol, destaca-se também a parceria com a
UFMG na publicacao “Simultaneous saccharification isomerization and Co-fermentation — SSICF: A new
process concept for second-generation ethanol biorefineries combining immobilized recombinant
enzymes and non-GMO Saccharomyces” que propde um novo conceito de sacarificacdo, isomerizagdo e
co-fermentacgdo simultanea (SSCIF) do bagaco de cana-de-acgucar. Estratégias integradas de bioprocessos
podem facilitar a producdo de etanol a partir dos acucares glicose e xilose, presentes em materiais
lignoceluldsicos. O processo discutido no trabalho envolve um sistema multi-enzimatico imobilizado em
nanoparticulas de ferro, além do uso de levedura sem modificacdes genéticas, permitindo o reuso de
enzimas recombinantes por magnetismo (Figura 147). O processo tem patente requerida®.
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Figura 147. (a) Novo conceito de SSICF permitiu o reciclo das enzimas imobilizadas utilizando um magneto.
(b) resultado do perfil de producéo de etanol por meio da SSCIF utilizando enzimas imobilizadas em
nanoparticulas de ferro.
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Vale observar que muitos resultados reportados no item Biotecnologia Industrial, incluindo o
desenvolvimento de enzimas e microrganismos, podem também ser direcionados a produgdo de
biocombustiveis.

Programa de Sustentabilidade

O Programa de Sustentabilidade visa assegurar o uso da biotecnologia e dos processos industriais
no ambito do desenvolvimento sustentdvel. O CNPEM possui ferramentas para avaliar quantitativamente
os impactos na sustentabilidade (econémica, ambiental e social) das tecnologias em desenvolvimento,
bem como dos impactos globais em ecossistemas. Ha alinhamento com os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) estabelecidos pela Organizagdo das Nagbes Unidas ao desenvolver tecnologias para
produgdo sustentavel de biorrenovdveis de forma a manter positivo o balango entre os servigos e
desservicos ecossistémicos gerados por estas cadeias produtivas.

Subprograma Sustentabilidade de Biorrenovaveis

A transicdo para uma economia de base biolégica requer a garantia de que os biorrenovaveis
produzidos minimizardao os impactos sobre o meio ambiente, otimizardo o uso dos recursos naturais e

53 Patente: INPI — BR 1020200111221
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promoverdo beneficios socioecondmicos. Em relagdo a sustentabilidade de biorrenovaveis o CNPEM
direciona suas linhas de acdo em dois niveis. No nivel de biorrefinarias e rotas de producdo de
biorrenovaveis o CNPEM realiza avaliacdo tecnoldgica de modelagem e simulagao de processos industriais
utilizando técnicas avancadas de modelagem e simulacdo para antecipar os impactos ambientais e
econbmicos da producado visando orientar os desenvolvimentos tecnoldgicos e apoiar os processos de
tomada de decisdo em varios niveis. Em um nivel mais amplo desenvolve uma plataforma para
guantificacao e avaliacdo dos servicos e desservicos dos ecossistemas, em escala regional e nacional, para
assegurar a producdo sustentavel de biorrenovaveis. Um exemplo de servicos ecossistémicos é a
mitigagdo da mudanga climatica e de desservigos a emissao de gases de efeito estufa.

Avaliagéo Tecnoldgica

Considerando que os biorrenovdveis podem ser produzidos utilizando uma grande variedade de
matérias-primas com multiplas combinagdes de caminhos de conversdo industrial, é importante
compreender completamente seus impactos antes de escalonar novas tecnologias em biorrefinarias. A
necessidade de antecipar as consequéncias adversas antes da implementacdo real em larga escala é
fundamental para promover a competitividade econo6mica, melhorar os beneficios ambientais e
socioecondmicos a curto e longo prazo. O CNPEM emprega sua propria plataforma avaliagdo, denominada
Biorrefinaria Virtual, para avaliar as tecnologias envolvidas na producdo de biorrenovaveis. Esta
plataforma combina modelos matematicos e ferramentas de simulacdo para avaliacbes customizadas,
qgue consideram toda a cadeia de producdo e integram modelos de producdo agricola a diversas
configuragdes industriais. A plataforma se baseia no conceito de Process Design para avaliar uma nova
tecnologia, cujos indicadores sdo dados pela avaliagdo técnico-econémica e pela Avaliagao do Ciclo de
Vida (ACV). Também apoia ciclos continuos de desenvolvimento tecnolégico, auxiliando os processos de
tomada de decisdo na escala da biorrefinaria.

Este ano, destacam-se resultados do estudo “Avaliagao de alternativas de integra¢ao energética
e hidrica de biorrefinarias de cana-de-agticar”, cujo objetivo é identificar oportunidades de integracdo e
otimizar o uso de calor e agua em biorrefinarias de cana de primeira e de segunda geragdo. Para
biorrefinarias de primeira gerag¢do, os resultados mostraram que a integragao hidrica é capaz de diminuir
a captagdo de agua do processo em até 25%. Combinada a integragdo energética, essa redugao foi
superior a 50%, demonstrando a importancia de considerar os usos de vapor e dgua de forma conjunta.

Também neste ano foram publicados dois capitulos — modelagem matematica e simulagao e
avaliagdo econdmica de bioprocessos — como parte de um livro® dedicado a Biotecnologia Industrial (22
edicdo). Este livro, referéncia tedrica para profissionais, estudantes e pesquisadores da area, oferece
conhecimentos relevantes e atualizados sobre engenharia bioquimica dentro do escopo da biotecnologia
industrial.

Outra iniciativa em andamento envolve a integra¢do da industria sucroenergética com a pecudria.
A expansdo da producdo de biocombustiveis com base em culturas de alimentos e seus impactos no uso
da terra originaram o debate "alimentos versus biocombustiveis". Ao mesmo tempo, a pecuaria é a
atividade humana com maior territério ocupado no planeta, com pastagens e dreas agricolas dedicadas a

54 Biotecnologia Industrial Vol. 2: Engenharia Bioquimica. Blucher, 2021.
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producdo de alimentos para gado. A pecudria nacional apresenta baixa produtividade média devido ao
manejo extensivo, ao baixo uso de insumos e a baixa tecnificacdo. Neste contexto, a integracao da
producao de etanol com a pecuaria pode melhorar o uso de terra, pois sistemas mais intensivos podem
manter ou mesmo aumentar a producgdo de alimentos enquanto reduzem o uso da terra. E possivel,
portanto, expandir a area destinada a producdo de biocombustiveis sem deslocar o cultivo de alimentos
ou a pecudria, que, por sua vez, poderiam avancar em areas de vegetacao natural. O projeto tematico
FAPESP> “Avalia¢io da Integracdo Cana-pecudria: Modelagem e Otimizacdo” é realizado em
colaboracdo com 16 instituicBes parceiras®® — integrando universidades nacionais e internacionais,
instituicdes de ciéncia e tecnologia e empresas. Esse estudo visa explorar as sinergias entre as cadeias
produtivas sucroenergética e agropecuadria, avaliando seus aspectos logisticos e de sustentabilidade.
Diante da nova realidade imposta pela pandemia, foram privilegiadas neste ano principalmente atividades
de planejamento experimental e integracao entre os multiplos grupos de pesquisa envolvidos no projeto
bem como o estudo de metodologias e tecnologias disponiveis para construcdo dos metamodelos
representativos das diversas etapas que compdem os cendrios de integracdo cana-de-acucar/pecuaria.
Também foi realizada a estruturacdo da metodologia a ser empregada na otimizagdo das cadeias
produtivas e da logistica representativa dos cenarios de integracdo propostos, considerando como
critérios diversos indicadores de sustentabilidade econdmica e ambiental. No final do segundo semestre
as atividades experimentais foram retomadas nos diversos laboratérios e os diversos grupos envolvidos
neste projeto tematico.

Avaliagdo de Ecossistemas

Os agroecossistemas sdo essenciais para produzir alimentos e fibras e, se bem administrados,
podem também fornecer outros servicos e bens importantes. O CNPEM avalia cadeias de producdo
biorrenovaveis que podem impulsionar a provisdo de servicos ecossistémicos a partir de
agroecossistemas, tais como mitigacdao da mudanga climatica, reciclagem e manuteng¢do da qualidade da
agua. Estes também podem promover a redugdo de desservicos comuns, tais como desmatamento, perda
de nutrientes, emissdo de gases de efeito estufa, entre outros. O CNPEM vem desenvolvendo e adaptando
ferramentas e modelos para quantificar e avaliar sinergias e trade-offs entre beneficios e impactos
negativos nos ecossistemas relacionados com as cadeias de produc¢do biorrenovaveis. O objetivo é
desenvolver uma plataforma de avaliagdo de sustentabilidade georreferenciada que possa ser
customizada e aplicada na avaliagdo do desempenho ambiental e econ6mico para diversos bioprodutos
e aplicadvel em diferentes escalas geograficas. Esta plataforma permitird a quantificacdo e avaliacdo
confidvel dos servigos e desservigos dos ecossistemas, essenciais para assegurar a produgao sustentavel
de biorrenovaveis.

55 Tematico FAPESP: 2017/11523-5. Avaliagdo da Integragdo Cana-pecuaria: Modelagem e Otimizagao.

56 Participam também as seguintes instituicdes brasileiras: EMBRAPA (CNPMA, CNPTIA, CNPSE, CNPGC e CPAP), Unicamp (NIPE,
FEQ, FCA, IE e FEAGRI) e USP (EESC e CEPEA). InstituicBes internacionais: Michigan State University, Texas A&M University e
University of Edinburgh.
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Como resultado do estudo “Valorizagdo de servigos ecossistémicos através do aprimoramento
de cadeias produtivas de biorrenovaveis”, foi publicado um trabalho® que mapeou as possiveis areas
com solugdes ganha-ganha do ponto de vista dos servicos ecossistémicos da producao de biorrenovaveis
no Brasil. Foram identificadas areas para expansao considerando a preservagao da vegetacao nativa, da
biodiversidade e da producao de alimentos. O estudo mostrou que temos cerca de 20 milhdes de hectares
para produzir cana-de-aclcar ou outras biomassas, intensificando as vantagens ambientais advindas nao
s6 da substituicdo de fésseis, mas também da utilizagcdo racional dos recursos naturais. Com este trabalho
o0 Zoneamento Agroecolégico da Cana-de-Acucar foi atualizado com dados e mapas mais recentes,
trazendo a disponibilidade de areas para expansao para a realidade de 2019. Este trabalho também estd
servindo de mapa base para outros trabalhos do CNPEM.

Outro destaque esta relacionado ao estudo “Avaliagdao do uso de recursos naturais integrada a
iniciativas de descarboniza¢do” que mapeou®® os potenciais de recolhimento da palha de cana-de-aglcar
no Centro-Sul do Brasil para aproveitamento energético, ao mesmo tempo em que uma quantidade
minima foi mantida no solo para sua conservacdo e beneficio na produtividade dos canaviais. O
mapeamento mostrou que, sem aumentar nenhum hectare de cana-de-aglcar, 62% da palha pode ser
estrategicamente recolhida, o que potencialmente poderia gerar mais de 100 TWh de eletricidade, o
suficiente para suprir mais de 80% da demanda residencial no pais. Além disso, essa eletricidade mitigaria
anualmente cerca de 13% das emissdes de gases de efeito estufa do setor energético brasileiro.

3.3. Apoio a geracdo de inovacdo

O CNPEM tem como uma de suas atribuigcées a realizagdo de projetos de P&D que visam solucionar
os problemas e desafios cientificos e tecnoldgicos do desenvolvimento econémico sustentdvel, por meio
do emprego da biotecnologia. Os projetos desenvolvidos pelo CNPEM em colaboragdo com empresas vdo
desde tecnologias em estdgios iniciais e em escala piloto até ambientes operacionais semi-industriais.

Além das parcerias com resultados importantes relatados a seguir, também foram depositados
em 2021 um pedido de patente e uma extenséo de pedido de patente para o PCT*°. As protecdes ocorreram
em dreas relacionadas a bioprocessos, combustiveis e quimica renovdvel. O pedido de titulo “Uso de
monooxigenases liticas de polissacarideos, composicdo enzimdtica contendo as e método de degradagdo
de polimeros pldsticos” foi estendido para fase internacional via PCT recebeu numero
PCT/BR2021/050203.

Projetos desenvolvidos em parceria com empresas

57 Hernandes, T. A. D., Duft, D. G., dos Santos Luciano, A. C., Leal, M. R. L. V., & Cavalett, O. (2021). Identifying suitable areas for
expanding sugarcane ethanol production in Brazil under conservation of environmentally relevant habitats. Journal of Cleaner
Production, 292, 125318.

58 de Souza, N. R. D., Duft, D. G., Bruno, K. M. B., de Souza Henzler, D., Junqueira, T. L., Cavalett, O., & Hernandes, T. A. D. (2021).
Unraveling the potential of sugarcane electricity for climate change mitigation in Brazil. Resources, Conservation and
Recycling, 175, 105878.

59 Tratado de Cooperagdo de Patentes, do inglés, Patent Cooperation Treaty - PCT.
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Etanol 2G - Desenvolvimento das etapas criticas do processo de produgdo de etanol de sequnda geragéo.

O projeto é realizado pelo CNPEM/LNBR em cooperacdo com a Petrobras e cofinanciado pela
EMBRAPII. Com o objetivo de desenvolver uma rota de producdo de etanol celulésico para biomassas do
setor sucroenergético, o projeto envolve estudos em escalas laboratorial e piloto, integrando os
resultados em modelos de cenarios industriais para avaliacGes técnico-econémicas e ambientais. Ao longo
de 2021, ultimo ano do projeto, foram concluidos o escalonamento da etapa de hidrdlise enzimatica em
reator de 300 litros, e os ensaios de cofermentacdo de glicose e xilose em escalas laboratorial e piloto. Os
resultados experimentais foram integrados em modelos de cenarios industriais, para avaliacdo de
condicBes otimas de processo em diferentes configuracdes industriais e de sensibilidades de custos e
precos exogenos ao processo, sejam eles insumos (como enzimas) ou produtos (como eletricidade e
etanol). Os avancos do projeto foram reconhecidos pela sua indicagdo como um dos finalistas ao Prémio
ANP de Inovacdo Tecnoldgica na categoria Redugdo de Impactos Ambientais e Energias Renovaveis.

Estratégias enzimdticas para combustiveis avan¢ados.

O desenvolvimento de alternativas de energia limpa e renovavel para a matriz energética tem sido
pautado como agenda prioritdria para a sustentabilidade global. O projeto realizado em parceria entre o
CNPEM/LNBR e a Sinochem Petroéleo Brasil, cofinanciado pela EMBRAPII, contribui com essa agenda por
meio do desenvolvimento de estratégias enzimaticas para a producdo de biocombustiveis avancados, com
atividades que se dividem em duas frentes principais.

A primeira envolve o desenvolvimento de uma plataforma microbiana capaz de secretar altos
teores de um coquetel enzimatico otimizado para a sacarificagao do bagago de cana-de-agucar. Em 2021,
foram utilizadas técnicas de biologia sintética para construcdo de uma nova cepa engenheirada, contendo
gene codificante da enzima selecionada. Ensaios de otimizacdo para o cultivo e producdo do coquetel
enzimdtico da cepa melhorada foram realizados em escala laboratorial e piloto. Este novo coquetel
demostrou aumentada atividade hidrolitica em bagaco de cana em compara¢do com a cepa nao
otimizada.

A segunda frente do projeto visa desenvolver uma rota bioquimica para produgdo de
hidrocarbonetos renovaveis. Nesta frente, em 2021, realizaram-se estudos estruturais e bioquimicos para
compreensdo da reacdo e das caracteristicas Unicas de enzimas envolvidas na descarboxilacdo de acidos
graxos, para producdo de alcenos terminais (olefinas). Iniciou-se, também, a busca de anterioridade e
trabalhos para depdsito da patente do projeto. Importante destacar que, que alcanos e alcenos de cadeia
média e longa tem grande valor comercial por possuirem propriedades fisico-quimicas similares aos
combustiveis fésseis convencionais. Adicionalmente, os alcenos terminais sdo bases quimicas importantes
para producdo de polimeros, fertilizantes e surfactantes, apresentando alto valor comercial.

Desenvolvimento de processo de produgdo de dcido citrico
O projeto realizado pelo CNPEM/LNBR em cooperacdo com a Tate & Lyle e cofinanciado pela

EMBRAPII tem como objetivo avaliar os pontos criticos na producdo do acido citrico e desenvolver um
protocolo otimizado para o processo industrial, buscando contornar possiveis gargalos. Em 2021, realizou-
se a avaliagdo dos dados do processo produtivo da empresa e, com isso, fez-se uma identificacdo
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preliminar das varidveis que mais impactam na produtividade do acido citrico. A partir desta analise,
experimentos em escala de bancada foram propostos e executados para estabelecer quais seriam as
faixas de operacao dessas varidveis e seus efeitos.

Desenvolvimento de um biorreagente seletivo para flotagdo reversa de minério de ferro

Reagentes quimicos sintéticos sdo muito usados no beneficiamento do minério de ferro, para
modificar a superficie e facilitar a separacdo de contaminantes por flotacdo. O projeto de pesquisa
realizado pelo CNPEM/LNBR em cooperac¢do com a Vale S/A e o Instituto Tecnoldgico da Vale (ITV),
cofinanciado pela EMBRAPII, busca desenvolver um reagente coletor para a flotagdo reversa de minério
de ferro que seja de origem bioldgica, apresente alta seletividade para o quartzo e tenha baixo impacto
no meio ambiente. Em 2021, foram realizadas diversas analises quimicas visando obter informacdes sobre
as caracteristicas desejaveis que uma molécula coletora deve apresentar. A partir destes dados, novas
moléculas de reagentes coletores especificos para o quartzo foram propostas, visando a producdo por
rota bioldgica, e estas moléculas estdo sendo avaliadas em ensaios de microflotacdo para verificar suas
efetividades no processo.

Desenvolvimento de enzima para nova rota biotecnoldgica de producao de bioplasticos.
O projeto realizado pelo CNPEM/LNBR, em cooperacdo com a Braskem S/A cofinanciado pela

EMBRAPII, tem como objetivo o desenvolvimento de enzimas para producdo de bioplasticos a partir de
acucares derivados de biomassa. Em 2021, a equipe do LNBR executou atividades de prospecg¢do de novas
enzimas por meio de andlises de Bioinformatica, bem como a interpretacdo de dados de caracteriza¢do
funcional das candidatas fornecidas pela Braskem. Andlises estruturais e simulacbes computacionais
foram realizadas com a finalidade de direcionar esfor¢os para a engenharia racional dos alvos iniciais,
visando a otimizac¢do das atividades enzimaticas.

Servicos tecnolégicos especializados
Recuperacdo de residuos urbanos
A Companhia Brasileira do Aluminio (CBA) firmou colaboracdo, em 2020 e 2021, com o

CNPEM/LNBR para realizagdo de servico tecnoldgico especializado visando o escalonamento do processo
de recuperagao da fragdo aluminio em residuos urbanos. As atividades envolveram experimentos em
escala piloto para valida¢do do protocolo desenvolvido pela prépria empresa. Por meio da utilizacado de
diferentes métodos e arranjos experimentais, foi possivel compreender melhor as condi¢des industriais
de producao, replicando-se com sucesso os resultados encontrados em escala de bancada. Segundo
Roberto Seno Junior, Gerente de Tecnologia da CBA “O processo de desenvolvimento de novos produtos
e solugBes exige uma conexao forte com o mercado para responder rdpido as demandas e absorver este
aprendizado”.
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3.4. Treinamento, Educacdo e Extensao

A atuacdo do LNBR em treinamento, educacao e extensdo envolve a participacdo em eventos com
palestras orais e pOsteres onde se realizam divulgacdo cientifica e importantes interagdes com o meio
cientifico e industrial. Outras atividades envolvem eventos promovidos pelo Laboratério, direcionados
para a capacitacao de pessoas e divulgacao cientifica. Por fim, ha a atuacao na orientacdo de bolsistas e
estagiarios internos, assim como a participagdo em bancas em universidades. Destaca-se este ano os
eventos online promovidos, com expressivo nimero de participantes de todas as regiées do pais e no
exterior.

A seguir os principais destaques deste ano em treinamento, educacdo e extensao.

Seminarios e Palestras
Neste ano, mesmo no cendrio de pandemia, colaboradores, pesquisadores e pesquisadores voluntarios

(majoritariamente bolsistas) realizaram 55 apresentagdes orais em reuniGes e eventos nacionais e
internacionais.

1. BioDesign of synthetic yeast platforms for bio-based polymers production, Ill GBMeeting:
Encontro da Pés-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular do Instituto de Biologia, UNICAMP,
Campinas, Brasil, janeiro de 2021 (online).

2. Redesigning a new transport system in Saccharomyces cerevisiae to improve biomass conversion
in biorenewable compounds, lll GBMeeting: Encontro da Pdés-Graduacdo em Genética e Biologia
Molecular do Instituto de Biologia, UNICAMP, Campinas, Brasil, janeiro de 2021 (online).

3. Design of microbial cell factories for renewable fuels and fine-chemicals, Seminario sobre
desenvolvimento de carreira em biotecnologia, UFSCar, Sao Carlos, Brasil, janeiro de 2021 (online).

4. Bacterial volatile organic compounds as a strategy for biocontrol of sugarcane phytopathogens.,
Il GBMeeting: Encontro da Pds-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular do Instituto de Biologia,
UNICAMP, Campinas, Brasil, janeiro de 2021 (online).

5. Exploring bacterial volatile organic compounds to increase the growth of crops, Ill GBMeeting:
Encontro da Pds-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular do Instituto de Biologia, UNICAMP,
Campinas, Brasil, janeiro de 2021 (online).

6. Pegada Hidrica: Definigdo, Metodologia e Aplicagdo, disciplina de pds-graduagao do programa de
Planejamento de Sistemas Energéticos da FEM, UNICAMP, Campinas, Brasil, janeiro de 2021 (online).

7. Unveiling distinctive mechanisms of recognition and cleavage of plant polysaccharides,
Biochemistry and Molecular Biology Seminar Series, USP, Sdo Paulo, Brasil, abril de 2018 (online).

8. Evaluation of the impacts of maintaining sugarcane straw on water availability in a brazilian
hydrographic basin, 29th European Biomass Conference & Exhibition, EUBCE, abril de 2021 (online).

9. Influence of yield gap and straw recovery rates on Ecosystem Services associated with sugarcane
electricity, 29th European Biomass Conference & Exhibition, EUBCE, abril de 2021 (online).

10. Breakout session on sample preparation and data analysis for Tomography at MOGNO beamline

(Sirius), 2nd International Pan American Light Sources for Agriculture (PALSA 2021), CNPEM, Campinas,
Brasil, abril de 2021 (online).

11. Protein crystallography and biochemicals processes in plants, 2nd International Pan American
Light Sources for Agriculture (PALSA 2021), CNPEM, Campinas, Brasil, abril de 2021 (online).
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12. Matéria organica do solo: conceitos, fun¢des e fatores que determinam sua dindmica, Palestra
ministrada aos alunos do Programa de Pds-Graduacdao em Solos e Nutricio de Plantas, ESALQ-USP,
Piracicaba, Brasil, abril de 2021 (online).

13. Aproveitamento da palha de cana-de-agucar: Resultados do Projeto SUCRE, Disciplina de pés-
graduacao do programa de Planejamento de Sistemas Energéticos da FEM, UNICAMP, Campinas, Brasil,
abril de 2021 (online).

14. Protein crystallography and biochemicals processes in plants, 2nd International Pan American
Light Sources for Agriculture (PALSA 2021), CNPEM, Campinas, Brasil, abril de 2021 (online).
15. Multi-scale observations of mineral impurities in sugarcane bagasse and straw, BBEST 2020-21 /

BIOFUTURE SUMMIT Il, FAPESP (BIOEN) / MRE (Plataforma Biofuturo), Sdo Paulo, Brasil, maio de 2021
(online).

16. Técnicas de pré-tratamento para bagaco de cana: estudo de casos e aplicacGes, Ciclo de Palestras
em Biocombustiveis, Universidade Federal de Uberlandia, Diamantina, Brasil, maio de 2021 (online).

17. Understanding the pros and cons of crop residues removal for bioenergy production on soil
greenhouse gas emissions, BBEST 2020-21 / BIOFUTURE SUMMIT I, FAPESP (BIOEN) / MRE (Plataforma
Biofuturo), Sdo Paulo, Brasil, maio de 2021 (online).

18. Enzymatic Strategies for Biorenewables, Semindrios da Pds-graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas, UNICAMP, Campinas, Brasil, maio de 2021 (online).

19. Comparison of Biofuel Life Cycle Analysis Tools: Biochemical 2G ethanol production and
distribution, BBEST 2020-21 / BIOFUTURE SUMMIT Il, FAPESP (BIOEN) / MRE (Plataforma Biofuturo), Sdo
Paulo, Brasil, maio de 2021 (online).

20. Design and assessment of optimal logistic chains, BBEST 2020-21 / BIOFUTURE SUMMIT Il, FAPESP
(BIOEN) / MRE (Plataforma Biofuturo), Sdo Paulo, Brasil, maio de 2021 (online).

21. Biotechnology to address scientific and technological challenges of sustainable economic
development, Swedish Week, Sweden, maio de 2021 (online).

22. Technology Push Policies, BBEST 2020-21 / BIOFUTURE SUMMIT Il, FAPESP (BIOEN) / MRE
(Plataforma Biofuturo), Sdo Paulo, Brasil, maio de 2021 (online).

23. Integrated multi-omics of the capybara gut microbiome reveal unprecedented enzymatic
strategies for plant polysaccharides breakdown, IIl IBSB — Enzymes for Biorenewables, CNPEM, Campinas,
Brasil, junho de 2021 (online).

24, Potencial biotecnolégico de moléculas sinalizadoras para controle de doengas de culturas
agricolas, Esalqg SHOW — 42 edigdo, ESALQ-USP, Piracicaba, Brasil, junho de 2021 (online).
25. Decarboxylation mechanisms to produce drop-in chemicals from fatty acids by P450

peroxygenases, Il IBSB — Enzymes for Biorenewables, CNPEM, Campinas, Brasil, junho de 2021 (online).
26. Combining experimental and in silico approaches to reveal the molecular mechanisms of
xylanolytic glycoside hydrolases, 3rd Industrial Biotechnology and Synthetic Biology Workshop (Il IBSB),
CNPEM, online, Brasil, junho de 2021 (online).

27. Physics and the Future of (bio)-Manufacturing, Reunido da Sociedade Brasileira de Fisica, Painel
Fisica na Industria, Brasil, Junho 2021 (online)

28. Reflexdes sobre o mapeamento da Bioeconomia, Panorama da Produc¢do Cientifica em
Bioeconomia no Brasil e no Mundo, CGEE, Brasilia, junho 2021 (online)
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29. Engenharia Bioquimica: utilizando catalisadores bioldgicos em uma biorrefinaria, IX Encontro de
Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, Brasil, junho de 2021 (online).

30. Genome-scale metabolic models for industrial strains design, Coffee Science - Pés-Graduag¢ao em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos e Engenharia Quimica, Universidade Federal do Rio Grande - FURG, Rio
de Janeiro, Brasil, julho de 2021 (online).

31. A biotecnologia industrial e o desenvolvimento sustentavel, Coléquio Cientifico do CBPF, Rio de
Janeiro, Brasil, julho de 2021 (online)

32. A biotecnologia industrial e o desenvolvimento sustentavel, Escola Sirius para Professores de
Ensino Médio, CNPEM, Campinas, Brasil, julho de 2021 (online)

33. Biologia sintética aplicada a leveduras visando a producdo de compostos renovaveis, InovaBiotec
I, Lajeado, Brasil, julho de 2021 (online).

34, Da dorna a Prateleira: As diversas formas de se purificar bioprodutos industriais, Escola Sirius para
Professores do Ensino Médio (ESPEM), CNPEM, Campinas, Brasil, julho de 2021 (online).

35. Tour Virtual: Planta Piloto de Desenvolvimento de Processos, Escola Sirius para Professores do
Ensino Médio (ESPEM), CNPEM, Campinas, Brasil, julho de 2021 (online).

36. Como uma enzima é? A juncao entre biologia, quimica e fisica nos permite descobrir., Escola Sirius
para Professores do Ensino Médio (ESPEM), CNPEM, Campinas, Brasil, julho de 2021 (online).

37. Luz sincrotron: Uma ferramenta da fisica aplicada a agricultura sustentavel, Escola Sirius para
Professores do Ensino Médio (ESPEM), CNPEM, Campinas, Brasil, julho de 2021 (online).

38. Structural basis of N-glycan demannosylation by the probiotic Bifidobacterium longum, 28th
Congress of the Brazilian Society of Microscopy and Microanalysis, Brazilian Society of Microscopy and
Microanalysis, Sdo Paulo, Brasil, julho de 2021 (online).

39. Planta Piloto do Laboratério Nacional de Biorrenovaveis: Estrutura e Possibilidades, Disciplina
ACH5507 Engenharia Bioquimica Il, Universidade de Sdo Paulo (USP), Sdo Paulo, Brasil, julho de 2021
(online).

40. Biorefining sugarcane lignocellulose into sustainable fuels, chemicals and materials, Sustainable
Materials Research Summit, Consércio de Universidades, Kunming, China, agosto de 2021 (online).

41. Energy-cane as a strategy to mitigate soil greenhouse gas emissions, EuroSoil 2021, European
Confederation of Soil Science Societies, Geneva, Suiga, agosto de 2021 (online).

42. Biorrefinarias virtuais, Palestra para alunos de graduacdo da disciplina Bioprocessos Aplicados a
Industria de Bioenergia, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana - UTFPR, Toledo, Brasil, agosto de
2021 (online).

43, Bioinformatics @ CNPEM, Ciclo de Palestras 2a Liga Brasileira de Bioinformatica, AB3C, ISCB
Regional Student Group Brazil, online, Brasil, setembro de 2021 (online).

44, Exploring metal ion metabolism to improve xylose fermentation in Saccharomyces cerevisiae,
GENETICA 2021 - 66th Brazilian Congress of Genetics, Sociedade Brasileira de Genética, Brasil, setembro
de 2021 (online).

45, Biomédico na Biotecnologia Industrial, 22 Jornada da Biomedicina, UNIFESP, S3o Paulo, Brasil,
setembro de 2021 (online).

46. Industrial Biotechnology and sustainable development — IPR issues, Xlll ENAPID - Encontro
Académico de Propriedade Intelectual e Inovagdo, Brasil, Setembro de 2021 (online)
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47. Engenharia genética de levedura para producdo de biorrenovaveis, XI Semana Académica de
Biotecnologia, PUCPR, online, Brasil, outubro de 2021 (online)

48. Evaluation of steam demand, water use and integration opportunities in Brazilian Sugarcane
Biorefineries, 16th Conference on Sustainable Development of Energy, Water and Environment Systems,
SDEWES Centre, Dubrovnik, Crodcia, outubro de 2021 (online).

49, Industrial Biotechnology and Sustainable Development, 10° Workshop da Divisao de Catalise,
Biocatalise e Processos Quimicos (DICAP) do INT, Rio de Janeiro, Brasil, outubro de 2021 (online)

50. A biotecnologia industrial e o desenvolvimento sustentavel, 132 Semana Académica de
Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Santa Catarina (XIll SAEMAT), Santa Catarina, Brasil,
outubro de 2021 (online)

51. Estabelecendo um Guia para Remocao de Palha no Centro-Sul do Brasil, Aproveitamento da palha
de para a geracao de energia elétrica, STAB, Piracicaba, Brasil, novembro de 2021 (online).

52. Synthetic biology of yeasts for production of renewable bio-based compounds, Il Semana de
Bioquimica Aplicada, UFV, Vicosa, Brasil, novembro de 2021 (online).

53. Current status of 2G ethanol in Brazil and worldwide, Workshop CNPEM-USP-KU Leuven (EPNOE):
Challenges and opportunities to promote Circular Bioeconomy, CNPEM-USP-KU Leuven (EPNOE),
novembro de 2021 (online).

54, Bioeconomy Strategy and Perspective in Brazil Workshop CNPEM-USP-KU Leuven (EPNOE),
novembro de 2021 (online)

55. Microbial biotechnology to boost biomass conversion into value-added products, Energy and
Bioproducts Research Institute's Seminar Series, Aston University, Birmingham, Reino Unido, dezembro
de 2021 (online).

AcOes de Capacitagao
Neste ano foram oferecidos dois cursos na modalidade online. A seguir maiores detalhes dos
cursos realizados.

| Curso de Biologia Sintética de Microrganismos Aplicada a Biotecnologia Industrial

Agosto foi marcado pela 12 edicdo do Curso de Biologia Sintética de Microrganismos Aplicada a
Biotecnologia Industrial . A biologia sintética tem sido amplamente empregada no redesenho de
organismos e criagdo de novos modelos bioldgicos com aplicagdo industrial diversa. O curso introduziu
aos participantes o estado-da-arte em Biologia Sintética, destacando ferramentas e abordagens para a
construcdo de plataformas microbianas a serem aplicadas em diversos processos biotecnoldgicos. O
evento, conduzido totalmente online, contemplou os seguintes tdpicos: Biologia sintética na construcgdo
de microrganismos, Modelos metabdlicos e possibilidades de aplicagdo, Engenharia metabdlica e
evolucao adaptativa, Ferramentas para otimizacdo e escalonamento de processos e cases industriais de
sucesso utilizando biologia sintética.

60 https://pages.cnpem.br/cursobiologiasintetica .
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Figura 148. Divulgagdo do | Curso de Biologia Sintética de Microrganismos Aplicada a Biotecnologia
Industrial.

Curso de Introdug¢do a Microbiémicas: de multi-6micas a descoberta de enzimas

O curso “Introducdo a Microbidmicas: de multi-dmicas a descoberta de enzimas” ¢, realizado
nos dias 18 e 19 de novembro, introduziu aos participantes o estado-da-arte em andlises 6micas,
destacando ferramentas e estratégias computacionais dedicadas ao estudo de comunidades microbianas
com enfoque na descoberta de novas enzimas com possiveis aplicagbes biotecnoldgicas. Ferramentas
Omicas tém sido amplamente empregadas em diversas areas da biologia moderna, dentre as quais
destacam-se o estudo da diversidade e potencial genético de microrganismos e comunidades microbianas
amplamente distribuidas em todos os habitats do nosso planeta. As comunidades microbianas, sobretudo
aquelas ndo cultivaveis, guardam potencialidades enzimaticas e metabdlicas que mais recentemente vem
sendo desvendadas e exploradas por meio da gen6mica, metagendmica e metatranscriptomica. Para
garantir a imersdo do publico nos tdpicos sugeridos, o curso teve como diferencial a execugao de tarefas
simultaneamente com o palestrante durante o curso, no formato hands-on.

61 https://pages.cnpem.br/microbiomicas .
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Figura 149. Curso de Introdugdo a Microbiémicas: de multi-6micas a descoberta de enzimas.

Eventos Cientificos
Neste ano o LNBR promoveu evento cientifico internacional, totalmente online. A seguir sdo

apresentados maiores detalhes. Também é destacada a participagdo em evento co-organizado pelo
European Polysaccharide Network of Excellence (EPNOE)-Katholieke Universiteit Leuven (KU Leuven,
Bélgica), USP e CNPEM.

Ill Industrial Biotechnology and Synthetic Biology (IBSB): Enzymes for Biorenewables

Entre os dias 7 e 8 de junho de 2021, realizou-se a terceira edicido do IBSB®? (Industrial
Biotechnology and Synthetic Biology), série que teve inicio em mar¢o de 2018 e que, na ultima edicdo,
foi dedicado ao tema “Enzymes for Biorenewables”. Nesta edicdo foram discutidas as pesquisas mais
recentes sobre prospeccdo e design de enzimas, enzimas ativas sobre carboidratos e mecanismos de
enzimas redox, bem como o desenvolvimento de plataformas microbianas para a producdo de enzimas
industriais. O evento promoveu um espaco acolhedor para discusses e networking entre os participantes,
que incluiu estudantes de graduacdo e pds-graduacdo, profissionais, professores e pesquisadores
trabalhando na area de Biotecnologia. O Ill IBSB promoveu um férum para discutir questdes-chave no
estado da arte para o desenvolvimento de enzimas industriais, divulgando as pesquisas desenvolvidas no
Brasil e incentivando um ambiente colaborativo. O evento foi realizado em modo online.

62 https://pages.cnpem.br/IndustrialBiotech/.
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Figura 150. Divulgagdo do Industrial Biotechnology and Synthetic Biology: Enzymes for Biorenewables (l11
IBSB).

Workshop CNPEM-USP-KU Leuven (EPNOE) “Challenges and opportunities to promote Circular
Bioeconomy”

O evento foi organizado pelo European Polysaccharide Network of Excellence (EPNOE)-Katholieke
Universiteit Leuven (KU Leuven, Bélgica), pelo Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais/Laboratério Nacional de Biorrenovaveis (CNPEM/LNBR), e pelo Centro de Ciéncia e Tecnologia
de Biorecursos (CiTecBio/USP-IQSC). Aconteceu de forma online nos dias 23 e 24 de novembro de 20213,
Neste workshop, estratégias de pesquisa e inovacdo para promover a bioeconomia circular tanto na
Europa como no Brasil foram discutidas, incluindo oportunidades de parceria e financiamento bilateral. O
evento contou com apresentacGes de representantes de cada instituicdo sobre o estado-da-arte em
biologia sintética e sustentabilidade.

£l -
4

Figura 151. Divulgag¢do do Workshop “Challenges and opportunities to promote Circular Bioeconomy

7

63 https://www.epnoe.eu/wp-content/uploads/2021/11/EPNOE_CNPEM_USP_KULeuven-workshop_v0lagenda.pdf
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Orientagao e Supervisao

O LNBR/CNPEM apresenta continuo esfor¢o na formacgdo de pesquisadores e jovens cientistas. O
apoio a formacao de alunos de pds-graduacao ocorre por meio do credenciamento de pesquisadores do
LNBR/CNPEM como orientadores em Programas de Pds-graduacdo regulares de instituicbes de ensino e
pesquisa. Os colaboradores também participaram de 42 bancas de avaliacdao de trabalhos académicos,
incluindo qualificacdes e defesas de mestrado e doutorado. A seguir, alguns destaques dessas acdes este
ano:

1. Conclusdo de estdgio de pesquisa no exterior (BEPE/FAPESP) “Microbiota
associada a emissao de N,O em solo sob plantio de cana energia” da pds-doc Mara Regina
Moitinho, no Agroécologie INRA (Franca), (janeiro de 2020 a janeiro de 2021).

2. Conclusdo estagio de pesquisa no exterior (Print/CAPES) "Estudo de novas
enzimas para rapida liquefacdo na sacarificacdo de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com
alto teor de sélidos" da doutoranda Liliane Pires Andrade, na Universidade de York (Inglaterra),
(margo 2020 a fevereiro 2021).

3. Conclusdo do projeto de pesquisa de pds-doutorado “Resolucdo das estruturas
tridimensionais de luciferases de besouros e enzimas relacionadas por cristalografia de raios X:
relacdo entre estrutura, espectros de bioluminescéncia e atividade oxigendsica” do doutor Atilio
Tomazini Junior.

4, Conclusdo do projeto de pesquisa de pds-doutorado “Estudos de obtencdo e

utilizacdo de C5 aplicados a engenharia evolutiva a partir da a¢do de xilose isomerase e a
bioprospecgao de micro-organismos extremofilos” da doutora Amanda Silva De Sousa.

5. Defesa de tese de doutorado "Identificacdo e caracterizacdao de um novo loci de
utilizagdo de carboidrato (PUL): estrutura, fungdo e potenciais aplicagées" no Instituto de Biologia,
UNICAMP, da aluna Marcele Pandelo Martins.

6. Defesa de tese de doutorado "Abordagem cinética e multiémica de Spathaspora
passalidarum no processo Mellet-Boinot" na Bioenergia, UNICAMP, do aluno Thiago Neitzel.

7. Defesa de tese de doutorado " How do management strategies affect soil carbon
and sugarcane yields in brazilian conditions?" na Bioenergia, UNICAMP, da aluna Sarah Tenelli.

8. Defesa de tese de doutorado " Avaliagdo e Otimizagdo da Sustentabilidade
Econ6mica e Ambiental da Cadeia Produtiva da Cana-de-agucar" na Bioenergia, UNICAMP, da
aluna Jessica Marcon Bressanin.

9. Defesa de tese de doutorado "Modelagem matematica para descrever o processo
de producdo de etanol 2G utilizando leveduras ndo Saccharomyces e geneticamente modificadas
" na Faculdade de Engenharia Quimica, UNICAMP, do aluno Fernan David Martinez Jimenez.

10. Defesa de dissertagdo de mestrado "ldentificagdo e caracterizagao de volateis
como indutores de crescimento em culturas agricolas" no Departamento de Genética e Biologia
Molecular, UNICAMP, da aluna Natalia Oliveira de Araujo (fevereiro de 2020).

11. Defesa de dissertacio de mestrado "Cadeia de transporte de elétrons e
fosforilacdo oxidativa" no Departamento de Genética e Biologia Molecular, UNICAMP, da Anna
Julyana Viana Chianca Brilhante (2021).

1. Selecdo e participagdo no IIASA’s 2021 Young Scientists Summer Program - YSSP

2021. Projeto: “Valorization of ecosystem services through location optimization of integrated
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value chains for biofuel and livestock production in Brazil”. 01 de junho a 31 de agosto de 2021.
online. Narie Rinke Dias de Souza.

12. Prémio de melhor trabalho na 'GBMeeting 2021 conference'. Encontro da Pds-
graduacdo em Genética e Biologia Molecular realizada em Campinas, Brasil. Mirta Natalia
Coutouné.

13. Prémio de melhor trabalho oral na drea de genética de Microrganismos
"Exploring bacterial volatile organic compounds to increase the growth of agricultural crops” na
'GBMeeting 2021 conference'. Encontro da Pds-graduacao em Genética e Biologia Molecular
realizada em Campinas, Brasil. Natalia Oliveira de Araujo.

14. Prémio de melhor trabalho na area de divulgacdo cientifica na 'GBMeeting 2021
conference'. Encontro da Pds-graduacdo em Genética e Biologia Molecular realizada em
Campinas, Brasil. Gisele Cristina de Lima.

15. Prémio Milton Krieger de melhor trabalho na area de Genética De
Microrganismos da Sociedade Brasileira de Genética (SBG). Gisele C L Palermo.
16. Prémio de melhor poster "Biochemical characterization and structure elucidation

of a new cytochrome P450 decarboxylase", Annual SBBq Meeting, outubro - Leticia Rade.

17. Prémio de melhor poster "Mechanism elucidation of a non-conventional
peroxygenase applied on production of drop-in biofuels", Annual SBBq Meeting, outubro - Mayara
Chagas.
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4. Laboratorio Nacional de Nanotecnologia

4.1. Instalacdes Abertas a Usuarios Externos
Técnicas de Caracterizagdo

As atividades associadas as técnicas de caracterizacdo sao divididas em 4 diferentes subareas: Microscopia
de Forca Atdbmica, Microscopia Eletronica de Varredura e de Duplo feixe, Microscopia Eletrénica de
Transmissdo e Criomicroscopia Eletrénica.

Microscopia de For¢ca Atémica

Atualmente as instalacGes abertas de Microscopia Forga AtOmica operam com quatro microscopios,
equipados com grande variedade de técnicas relacionadas as dreas de fisica, quimica e biologia. Devido a
pandemia de COVID-19, no inicio do ano os projetos externos foram executados pela equipe da instalacdo
e acompanhados de maneira online pelos usuarios. Com a gradual flexibilizacdo da quarentena, o
acompanhamento dos usudrios passou a ser de maneira parcial e finalmente presencial. No segundo
semestre, com a volta presencial dos pesquisadores e alunos aos laboratérios das universidades e centros
de pesquisas, confirmou-se um evidente aumento nos agendamentos das instalacgdes.

Buscando incrementar a diversificacdo dos recursos instrumentais oferecidos, continuamos o trabalho de
atualiza¢Ges e desenvolvimento interno da instrumentacdo, além de estudos de limites e aplicacGes de
novas técnicas de microscopia de varredura por sonda, em particular AFM.

Destacamos a aquisicdo de mais dois lasers para serem utilizados no AFM acoplado com nano-
espectroscopia e imageamento de infravermelho, utilizando a técnica de expansao térmica (AFM-IR). A
faixa espectral serd assim expandida em mais de 5 vezes, cobrindo a maior parte das aplicagdes desejadas.

A partir do segundo semestre foi disponibilizado aos usudrios do AFM modelo Multimode 8-HR — BRUKER
o moédulo de forca pulsada (peakforce) com alta resolucdo e velocidade. Com este mddulo, imagens de
superficies planas podem ser adquiridas com alta resolugao em velocidades até 6 vezes maiores que as
técnicas convencionais.

Com a disponibilizacdo da plataforma do Bio-AFM aos usuarios, ocorreu uma crescente demanda de
projetos que requerem sondas de AFM funcionalizadas com os mais diversos materiais (como proteinas,
lignina, latex e outros), para uso em experimentos de espectroscopia de forga. Assim, foi desenvolvido e
construido um aparato para realizar esta funcionalizagdo. Medidas como essas, de alta sensibilidade,
levaram a realiza¢do de um estudo de estabilidade do sistema de detec¢do da deflexdo da sonda do AFM.

Em relacdo as atividades de ensino, este laboratdrio se destaca tanto na divulgagdo como no treinamento
basico de novos usuarios, bem como no treinamento avancado de técnicos de outros laboratdrios de
microscopia de varredura por sonda, que necessitam de treinamento para aumentar seu nivel de
aprimoramento.
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Microscopia Eletrénica de Transmissdo

No segundo semestre de 2021 foi retomada a execucdo de propostas externas através do envio de
amostras, discussao, planejamento e realizacdo dos experimentos por um especialista do LNNano com o
usudrio. Além disso foram atendidas durante todo o ano um numero expressivo de propostas na
modalidade fast track. Neste periodo, discutimos também com o comité externo a realizacdo de um
workshop para direcionar o futuro da microscopia eletronica, bem como a implementacdao de novas
modalidades de proposta, inclusive para discutir as chamadas tematicas.

Criomicroscopia eletrénica

Ao longo do ano, a instalacdo aberta de criomicroscopia eletronica atendeu aos usudrios externos
remotamente, recebendo as amostras dos projetos e realizando as andlises. Reuniées com os usudrios
foram conduzidas virtualmente para sanar duvidas internas durante o preparo e analise das amostras, e
para auxiliar os usudrios quanto ao entendimento das andlises realizadas. Propostas de pesquisas
relacionadas ao estudo de Covid-19 foram atendidas pela instalacdo e visavam principalmente o estudo
fundamental de Covid-19 e o desenvolvimento de vacinas.

Sintese

A drea de sintese disponibiliza atualmente trés equipamentos para usudrios externos e internos. No
proximo ano (2022), espera-se que o microscépio confocal Raman seja disponibilizado para utilizacdo,
com a finalizacdo do processo de comissionamento. Outra novidade foi a chegada de um novo
equipamento de Espectroscopia de Fluorescéncia Horiba Fluoromax 4 Plus, que foi instalado no final de
julho de 2021. O equipamento vem sendo utilizado diariamente para pesquisa in-house no laboratdrio de
Sintese de Materiais 2D e Nanoparticulas (Divisdo de Sintese do LNNano). O corpo técnico foi devidamente
treinado em técnicas in-situ e também nos diferentes acessdrios bem como a sala de apoio foi preparada
para acomodar e atender o publico com toda seguranga necessdria. Outras melhorias foram realizadas e
disponibilizadas para o usudrio, tal como apresentada a seguir.

Em relagdo ao Microtomografo (MicroCT) de Raios X, o corpo técnico responsavel esta realizando
melhorias e manutengdes preventivas na maquina. A FAPESP aprovou a compra de uma nova fonte de
alimentagdo que ira garantir o funcionamento constante da maquina. Uma novidade nessa instalagao
consistiu na disponibilizagdo ao usuario, no momento da submissao da proposta, a possibilidade de utilizar
os laboratérios quimicos como apoio para preparacdo das amostras e tratamentos especificos. Ainda
foram ampliados os tipos de andlise realizados por essa instalacdo, oferecendo ao usudrio a possibilidade
de realizar as caracteriza¢des de seus materiais sob compressado utilizando um equipamento de tracao
(estudo de propriedades mecanicas), com o objetivo de oferecer maior versatilidade. A Microtomografia
de Raios-X (MicroCT) recebeu inimeras propostas de usuarios externos no ano de 2021, nas mais diversas
areas de atuacgdo, como bioldgicas, odontoldgicas, biomédicas, geoldgicas, compdsitos inorganicos e
organicos. A partir deste ano, a instalacdo também conta com a incorporacdo de ensaios ex situ aos
experimentos de MicroCT, ou seja, os usuarios poderdo submeter propostas e analisar a amostra apods a
compressdao mecanica do material. Além disso, um projeto financiado pela FAPESP foi aprovado para a
compra de uma nova fonte de raios-X para o equipamento.
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O trabalho intitulado “Influence of void content and morphology on the creep behavior on glass/epoxy
composites”®, pode ser considerado um destaque neste periodo. Neste trabalho da Universidade Federal
da Integracdo Latino-Americana, de Foz do Iguacgu - PR, os resultados de microtomografia contribuiram
na aquisicao de imagens tridimensionais, as quais possibilitaram a visualizacdo morfoldgica do material,
assim como vazios e/ou defeitos no interior dos compdsitos. Esses resultados contribuiram para o melhor
entendimento das propriedades dindmico mecanicas e térmicas dos compdsitos, que foram
correlacionados com eventos morfoldgicos.

O espectrometro de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) equipamento de alta demanda e responsavel
por alto numero de publicacdes, teve sua agenda interrompida a partir de julho de 2019 para
manutencdo. Apds longo periodo fora de operacdo o equipamento foi reaberto esse ano para a
comunidade cientifica. Por um periodo de 60 dias o equipamento ficou em comissionamento atendendo
apenas a usuarios internos ao CNPEM. Recentemente foi aberta no portal do usuario para recebimento
de proposta

O difratdmetro de raios X modelo Focus D8 Advances Bruker ECO foi diagnosticado com um problema na
parte dtica responsavel pelo controle de todos os acessdrios da mdquina, que passou por manutencgado e
estd em teste para certificar que o problema foi resolvido. Em breve este equipamento sera aberto para
usuarios externos.

Nano e Microfabricacdo

Assim como em 2020, o ano de 2021 continuou sob forte influéncia da pandemia de COVID-19. As
atividades relacionadas a instalagdo aberta a usuarios externos foram reiniciadas, mas sem a presenca
fisica dos usudrios. O atendimento ocorreu através do envio de amostras ao CNPEM para serem
processadas pela equipe da Divisdo de Nano e Microfabricacdo e devolvidas aos usudrios para seu
posterior uso ou caracterizacdo. Devido as caracteristicas desta instalacdo, este tipo de operacdo causa
certa dificuldade de realizacdo e duvidas frequentes quanto as reais necessidades do usuario que seriam
facilmente sanadas em situagdes de atendimento presencial. Independentemente destas limitagdes,
todas as propostas externas aprovadas e agendadas na instalagdao foram executadas. Algumas poucas
propostas externas ndo foram realizadas devido a dificuldade dos proponentes em acessar seus préprios
laboratérios nas universidades de origem por conta das restrices impostas pela pandemia de Covid-19.
Muitas das propostas realizadas estdo relacionadas a projetos que envolvem pesquisa dedicadas ao
combate a pandemia. Projetos multidisciplinares, em especial nas dreas de sensores e microfluidica, sdo
alguns de maior nimero e destaque. Os usudrios atendidos sao oriundos de diversas universidades como
USP, UNICAMP, UNESP, IF-S3o Paulo, UTFPR, e Universidade Presbiteriana Mackenzie, e de outras
instituicdes de pesquisa como CTI Renato Archer e EMBRAPA.

Dentre os artigos publicados em 2021 fruto do atendimento a usudrios, destacamos dois trabalhos do
grupo da USP/S3o Carlos. Um dos artigos apresenta um estudo para a aplicacdo de genosensores em

64 Alves, Fillip Cortat et al. Influence of void content and morphology on the creep behavior on
glass/epoxy composites. Composites Communications, v. 25. Disponivel em:
<http://hdl.handle.net/11449/208508>.
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cancer de préstata®. O segundo®, mostra um estudo de biossensores para aplicagdes em SARS-CoV-2.
Este ultimo foi capa do periddico Materials Chemistry Frontiers. Ambos foram destacados em reportagens
pela Agéncia FAPESP® e tiveram repercuss3o internacional.

No que se refere a infraestrutura aberta, estamos implementando uma nova area dedicada a
nanofabricacdo, conforme detalhamento na secdo 4.5. Esta infraestrutura oferecerd novas alternativas
aos desafios cientificos e tecnoldgicos dos usudrios, agora através de processos de fabricacdo com
controle de tamanho nanométrico.

Nanotoxicologia e Nanobiotecnologia

A instalacdo de Nanotoxicologia e Nanosseguranca (Nanotox) finalizou a etapa de comissionamento em
dezembro de 2021. Esta instalacdo esta disponivel para apoiar pesquisas e estudos que visam entender
os impactos de diferentes tipos de materiais nanoestruturados, derivados funcionalizados e subprodutos
(residuos) sobre organismos vivos e meio ambiente na dire¢do de inovacdo responsavel e safe-by-design.
Durante este primeiro de ano de atividades foi realizado o comissionamento dos seguintes equipamentos
e bioensaios para usuarios externos: espalhamento de luz dindmico multi-angulo (MALDS); sedimentacdo
centrifuga diferencial (DCS); microscopia hiperspectral de campo escuro (CytoViva), Sala de Cultura de
Células e Zebrafish (ZFET). Além disto, um novo modelo biolégico (Daphnia) foi estabelecido nesta
instalacdo para atendimento de usudrios. Foram atendidos nesta instalacdo usuarios externos da UFC,
UFPI, InCor/USP, UFABC, Unicamp e Instituto Butantan. Pesquisadores do Instituto Federal do Piaui (IFPI)
e Universidade Federal do Piaui (UFPI) utilizaram as facilidades desta instalacdo para avaliacdo da
ecotoxicidade de nanoparticulas de carbono (carbon quantum dots) que foram sintetizadas a partir de
biomassa de babacu (Orbignya speciosa). Foi verificado uma alta biocompatibilidade e auséncia de efeitos
toxicos destas nanoparticulas sobre o organismo aquatico Daphnia magna (Figura 152). Este trabalho foi
publicado no periédico Carbon Trends®.

65 RAYMUNDO-PEREIRA, Paulo A.; PIAZZETTA, Maria Helena de Oliveira; CARVALHO, André L.; et al. Influence of the molecular
orientation and ionization of self- assembled monolayers in biosensors: application to genosensors of prostate cancer antigen 3.
Journal of Physical Chemistry C, Washington, DC, v. 125, n. Ja 2021, p. 498-506, 2021. Disponivel em: <
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jpcc.0c09055 > DOI: 10.1021/acs.jpcc.0c09055.

66 SOARES, JULIANA COATRINI; SOARES, ANDREY COATRINI ; RODRIGUES, VALQUIRIA CRUZ ; OITICICA, PEDRO RAMON ALMEIDA
; RAYMUNDO-PEREIRA, PAULO AUGUSTO ; BOTT-NETO, JOSE LUIZ ; BUSCAGLIA, LORENZO A. ; DE CASTRO, LUCAS DANIEL CHIBA
; RIBAS, LUCAS C. ; SCABINI, LEONARDO ; BRAZACA, LAIS C. ; CORREA, DANIEL S. ; MATTOSO, LUIZ HENRIQUE C. ; DE OLIVEIRA,
MARIA CRISTINA FERREIRA ; DE CARVALHO, ANDRE CARLOS PONCE LEON FERREIRA ; CARRILHO, EMANUEL ; BRUNO, ODEMIR M.
; MELENDEZ, MATIAS ELISEO ; OLIVEIRA, OSVALDO N. . Detection of a SARS-CoV-2 sequence with genosensors using data analysis
based on information visualization and machine learning techniques. Materials Chemistry Frontiers, v. 5, p. 5658-5670, 2021.
https://doi.org/10.1039/D1QMO00665G

67 AGENCIA FAPESP. Study could help develop biosensors for non-invasive diagnosis of diseases. Publicado em 22 de margo.
https://agencia.fapesp.br/study-could-help-develop-biosensors-for-non-invasive-diagnosis-of-diseases/35459/

68 Costa, R.S. et al (2021). Carbon-dots from Babassu coconut (Orbignya speciosa) biomass: Synthesis, characterization, and
toxicity to Daphnia magna. Carbon Trends (Accepted)
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Figura 152. Sintese de nanoparticulas de carbono fluorescentes utilizando biomassa de Babagu via
carbonizacgdo hidrotermal e avaliagdo da ecotoxicidade sobre o organismo aqudtico bioindicador
Daphnia magna

4.2.Pesquisa e Desenvolvimento in-house

Na pesquisa e desenvolvimento in-house, destacam-se as seguintes pesquisas em andamento:

Criomicroscopia

O projeto “Desenvolvimento de metodologias para processamento de dados de criomicroscopia
eletronica de particulas isoladas” busca o desenvolvimento de novos métodos de processamento que
explorem a informagdo presente em grandes conjuntos de dados de criomicroscopia e sejam capazes de
elucidar questdes relacionadas a heterogeneidade estrutural dos mesmos. No ultimo periodo, foi dado
prosseguimento ao projeto de desenvolvimento de métodos e aplicagdes da métrica de “resolugdo local
cruzada”. Em pesquisa iniciada em 2019-2020, foi desenvolvido um novo algoritmo para avaliar a
resolugdo local cruzada, que permite a comparagdo de estruturas de macromoléculas . A teoria classica
de informacgao de Claude Shannon nao é adequada para quantificar formas de informag¢des desconhecidas
na origem, tal como encontrado em um ambiente de sinal-ruido alto. Isso é um aspecto critico para a
microscopia, em particular a criomicroscopia, mas também para todos os modos de coleta de novos dados
como a coleta de radiografias de pacientes clinico por Raios-X. Essa nova métrica de informa¢do vem
sendo testada em diferentes tipos de dados. Em particular, destaca-se as analises realizadas em estruturas
da proteina S (“spike”) de SARS-CoV-2. Anteriormente, estruturas foram analisadas para a visualizagcdo de
glicosilagbes na proteina, comparando-se duas estruturas depositadas no PDB. Ao longo do ultimo ano,
foram comparadas centenas de estruturas de proteina S, ja depositadas no Electron Microscopy Data
Bank (EMDB), buscando identificar diferencgas e similaridades entre as mesmas. De fato, o que se observou
é que a comparacdo direta entre estruturas depositadas ndo foi possivel devido a inconsisténcia de
calibragdo entre as coletas de dados e processamentos realizados em diferentes laboratdrios, que faz com
que as proteinas depositadas tenham tamanhos ligeiramente diferentes (até 4%). Essa variabilidade
dimensional impossibilita a comparacgdo direta, sendo necessaria a realizagdo de um ajuste entre todas as
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estruturas antes da aplicacdo da metodologia desenvolvida. As estruturas 3D necessitam ser classificadas
em grupos, dependendo do seu tamanho, e entdo ajustadas para que possam ser comparadas. Sendo
assim, foram desenvolvidos e implementados métodos para a classificacdo das estruturas em funcdo do
seu tamanho, utilizando-se Andlise de Componentes Principais (PCA). A Figura 153 mostra imagens de
projecdo de médias de estruturas 3D, de diferentes tamanhos, com linhas indicativas para facilitar a
comparacdo. O estudo das variagOes entre estruturas de proteinas S no EMDB envolveu cerca de 300
estruturas diferentes. No momento, estdo sendo realizadas analises de variabilidade conformacional
entre as estruturas.

Figura 153. Variagbes de tamanho do complexo “spike” do virus SARS-CoV-2 que foram depositados no
EMDB. Estas variagdes, de até 4%, foram detectadas com nossas novas metodologias, baseado em ~200
estruturas do trimero “spike”, varia¢des que refletem inconsisténcias de calibragéo dos dados depositados.
O estudo destas variagdes foi aumentado para incluir um total de ~300 estruturas depositadas.

O projeto “Desenvolvimento de metodologias orientadas para otimizagdo e integragdo de
instrumentagdo” visa propor novas metodologias nas areas de normalizacdo de dados de cdmeras,
correcdo da funcdo de transferéncia de contraste (CTF), integracdo de teorias de andlise espectral de
imagens (P-spectrum e S-spectrum) em microscopia e alinhamento de filmes de dados obtidos por
detectores diretos. Em anos anteriores ja haviam sido obtidos resultados preliminares, utilizando-se nova
metodologia de analise espectral, desenvolvida especificamente para coletas de filmes (movie-mode),
com a qual foi detectada uma instabilidade no ajuste de astigmatismo do Titan Krios G3i (Thermo Fisher
Scientific), posteriormente corrigida, liberando a instrumentacdo para coleta de dados em alta resolucgao.
Com essa nova metodologia de analise, foram processados os primeiros resultados da cdmera K3 do
Gatan, coletados em janeiro de 2021. Os erros detectados ainda ndo foram corrigidos pois serd necessaria
a troca da camera K3 da Gatan.

Como é possivel observar na Figura 154, a nova camera “K3” do Gatan gera imagem retangulares de
4092x5760 pixels. Em consequéncia os espectros dos movies sdo retangulares (lado esquerdo) com uma
resolugdo anisotrépica no espaco reciproco. Image Science em Berlin alterou o cédigo dos programas para
gerar espetros quadrados (lado direito) resolvendo este novo problema, de maneira que os programas
classicos de “CTF” fitting podem ser usados normalmente. Ja na Figura 155, o espectro (lado esquerdo;
primeiro vetor préprio) foi calculado com a nova opg¢do para movies retangulares e corresponde a area
inteira do sensor. O espectro do lado direito foi calculado com s6 o centro do sensor (4000x4000 pixels).
As linhas verticais nesses espectros sdo o resultado de erros de estabilidade do sensor K3. Os erros estdo
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até mais pronunciados nas areas laterais do sensor, um porque o espectro na esquerda demostra até mais
erros do que o do lado direito.

Figura 154. Imagens retangulares de 4092x5760 pixels da nova cdmera “K3” do Gatan.

Figura 155. O espectro (lado esquerdo; primeiro vetor prdprio) foi calculado com a nova opg¢do para movies
retangulares e corresponde a drea inteira do sensor. O espectro do lado direito foi calculado com so6 o
centro do sensor (4000x4000 pixels).

A técnica de criomicroscopia eletrGnica permite a obtencdo de estruturas de alta resolucdo de complexos
macromoleculares, tendo ampla utilizacdo no entendimento de processos bioldgicos. Este projeto visa a
obtencdo de informacdo estrutural de complexos macromoleculares, por criomicroscopia eletrénica de
particulas isoladas. Em 2020 foram coletados os primeiros conjuntos de dados no Titan Krios, sendo obtida
a estrutura do virus Mayaro (EMD-22961, PDB-7ko8), em colaboragdo com o LNBio. Os resultados
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preliminares deste estudo apresentados no Relatdrio Anual de 2020 foram publicados no primeiro
semestre deste ano no periédico Nature Communications®.

Nesse mesmo periodo, tivemos também a publicacdo do estudo do hexametro de septinas humanas,
realizada em colaboragdo com o IFSC/USP S3o Carlos. Septinas sdo proteinas do esqueleto celular,
envolvidas em uma série de processos intracelulares, incluindo divisao celular, trafego de vesiculas, entre
outros. Septinas se polimerizam na forma de heterocomplexos, ou seja, complexos formados por
diferentes septinas. Esses complexos, por sua vez, formam filamentos que se organizam em estruturas
maiores. Em 2019 foi finalizado um estudo sobre a organizacao estrutural de septinas, possibilitando
visualizar corretamente a localizacdo das subunidades de um complexo hexamérico. Os dados de
microscopia eletronica foram essenciais para a elucidacdo da ordem correta do complexo, mostrando que
o modelo existente na literatura estava incorreto’®. Dando continuidade a esse estudo, o complexo
SEPT2G/6/7 foi purificado, tendo seus dados coletados e processados por criomicroscopia eletronica. Os
resultados deste estudo foram publicados nesse ano no Journal of Molecular Biology™.

A Figura 156 mostra os resultados obtidos, com resolucao média de 3.25 A.Um importante aspecto deste
estudo foi o entendimento da flexibilidade existente nessa proteina, que é fundamental para a sua fungao
estrutural. Os resultados obtidos foram depositados nos repositérios EMDB e PDB (EMD-23698, PDB-
7M6J).

SEPT2 SEPT6 SEPT6 SEPT2

Figura 156 Mapa tridimensional e modelo estrutural, obtidos por criomicroscopia eletrénica, do
complexo humano SEPT2G-SEPT6-SEPT7

69 Ribeiro-Filho, H.V., Coimbra, L.D., Cassago, A., Rocha, R.P.F., Guerra, J.V.S., Felicio, R., Carnieli, C.M.,
Leme, L., Padilha, A.C., Leme, A.F.P., Trivella, D.B.B., Portugal, R.V., Lopes-de-Oliveira, P.S., Marques,
R.E., Cryo-EM structure of the mature and infective Mayaro virus at 4.4 A resolution reveals features of
arthritogenic alphaviruses. Nat Commun 12, 3038 (2021). 10.1038/s41467-021-23400-9

70 Mendonga, D. C., Macedo, J. N., Guimaraes, S. L., Silva, F. L. B., Cassago, A., Garratt, R. C., Portugal, R.
V., Araujo, A. P. U., A revised order of subunits in mammalian septin complexes, Cytoskeleton, 76 (9-10),
457-466 (2019). DOI:10.1002/cm.21569.

71 Mendonga, D.C., Guimaraes, S.L., Pereira, H.D.M., Pinto, A.A., de Farias, M.A., Godoy, A.S., Araujo,
A.P.U,, van Heel, M., Portugal, R.V., Garratt, R.C., An atomic model for the human septin hexamer by
cryo-EM. J Mol Biol (2021) 10.1016/j.jmb.2021.167096.
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Em outras atividades desse projeto, ao longo do ano, foram coletas e analise de dados de octaméros de
septinas humana e de Ciona intestinalis. Estudar septinas de Ciona intestinalis é interessante por ser um
organismo utilizado como modelo em diversos estudos evolutivos, devido a sua classificagdo num grupo
basal dentro dos Cordados. As analises indicaram a presencga de misturas de octameros e hexameros, com
dominancia desse ultimo. Sendo assim, alteracdes nos protocolos de expressao e purificacao estao sendo
introduzidas pelo grupo do IFSC/USP para melhorar a pureza das amostras de octdmeros. Até o momento,
ndo existe nenhuma informacdo estrutural disponivel para um octdmero completo de septinas, de
nenhum organismo.

Destaca-se também o projeto de desenvolvimento de plataformas de estudos para a criacdo de particulas
pseudovirais (virus-like particles - VLP), que sdo particulas que se assemelham a virus, mas ndo sdo
infecciosas, por ndo conterem o genoma do virus selvagem. No ambito do desenvolvimento de vacinas,
os projetos executados apresentaram niveis de amadurecimento distintos. Alguns estudos preliminares
estavam relacionados a visualiza¢do da morfologia do virus SARS-CoV-2 e outros, mais avangados, visavam
viabilizar andlise junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Sendo assim, foram apoiados
projetos que visavam a obtencado de vacinas nacionais, as quais serdo de suma importancia para a saude
publica do pais.

A utilizacdo dos microscépios Talos Arctica e Titan Krios, para aplicacdes em biologia estrutural vem se
consolidando. Anteriormente, ja haviam sido reportadas estruturas de macromoléculas obtidas por
contrastacdo negativa com dados coletados no LNNano, além da estrutura do virus Mayaro, obtida por
criomicroscopia em 2020, tendo sida publicada em 2021 no periddico Nature Communications’® (EMD-
22961, PDB-7ko8).

Microscopia Eletronica de Transmissao

Dentre os trabalhos em desenvolvimento em microscopia eletronica de transmissao (MET), o destaque é
uso da técnica ePDF, ou seja, como utilizar a técnica PDF (pair distribution function) a partir de dados de
difracdo de elétrons obtidas em um microscépio eletrénico de transmissdo convencional, ampliando
assim a difusdo desta técnica de caracterizagdo estrutural. Estamos explorando as vantagens de se utilizar
o ePDF em materiais nanométricos e em materiais amorfos, incluindo liquidos amorfos congelados. Este
trabalho é resultado de uma interacdo intensa entre pesquisadores de diferentes divisGes do LNNano,
inclusive participacdo dos grupos de teoria. Como descrito na Figura 157 . Etapas para obtencdo do padra
PDF a partir de dados de difracdo de elétrons o processo de obtencdo do padrdo de PDF demanda varias
etapas de coleta de dados e processamento de imagens e dados. Assim estamos nos dedicando ao
aprimoramento dos softwares existentes, para facilitar e padronizar operagdes importantes, tais como
subtragdo da linha base e minimiza¢do de distor¢Ges provocados pelos detectores e lentes no processo
de geracdo do padrdo de difracdo de elétrons. Outro tema relevante é compreender a contribuicdo

72 Ribeiro-Filho, H.V., Coimbra, L.D., Cassago, A., Rocha, R.P.F., Guerra, J.V.S., Felicio, R., Carnieli, C.M.,
Leme, L., Padilha, A.C., Leme, A.F.P., Trivella, D.B.B., Portugal, R.V., Lopes-de-Oliveira, P.S., Marques, R.E.,
Cryo-EM structure of the mature and infective Mayaro virus at 4.4 A resolution reveals features of
arthritogenic alphaviruses. Nat Commun 12, 3038 (2021). 10.1038/s41467-021-23400-9
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instrumental do MET no padrao final PDF. Os avangos obtidos na técnica ePDF deste ano foram publicados
em um artigo de revisdo, na revista Matter’3.
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Figura 157. Etapas para obtengdo do padra PDF a partir de dados de difragéio de elétrons
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Microscopia Eletrénica de Varredura e de Duplo feixe

A proposta de pesquisa submetida pelo LNNano em colaboragdo com a Universidade Presbiteriana
Mackenzie se destacou entre as propostas executadas em microscopia eletronica de varredura no ano de
2021. Neste trabalho os autores desenvolveram dispositivos OECTs (Organic Electrochemical Transistors)
com performance excepcional utilizando uma técnica de rolling-origami. As imagens foram adquiridas no
microscopio eletrénico de varredura Thermo Fisher Quanta 650 FEG sendo uma delas (Figura 158), depois
de devida edicdo artistica, capa da edi¢do 29 (volume 33) da Advanced Materials™.

73 SOUZA JUNIOR, JOAO BATISTA; SCHLEDER, GABRIEL RAVANHANI ; BETTINI, JEFFERSON ; NOGUEIRA,
ICAMIRA COSTA ; FAZZIO, ADALBERTO ; LEITE, EDSON ROBERTO . Pair Distribution Function Obtained
from Electron Diffraction: An Advanced Real-Space Structural Characterization Tool. Matter, v. 4, p. 441-
460, 2021.

74 Leticia M. M. Ferro, Leandro Merces, Davi H. S. Camargo, Carlos C. Bof Bufon. Ultrahigh-Gain Organic
Electrochemical Transistor Chemosensors Based on Self-Curled Nanomembranes. Advanced Materials
2021, 33 (29), 2101518. https://doi.org/10.1002/adma.202101518
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Figura 158. Imagem da capa da edi¢Go 29 (volume 33) da revista AVANCED MATERIALS de julho de 2021

Com relacdo a microscopia de duplo feixe (FIB), gostariamos de destacar um trabalho executado em
parceria entre pesquisadores do LNNano e do LNLS que necessitou do preparo de ponteiras especiais de
AFM para deposicdo de filmes magnéticos, exigindo o desenvolvimento de metodologias especiais para
nanofabricacdo. Neste trabalho uma ponteira convencional de AFM foi submetida a processos de milling
por FIB (Focused lon Beam) em um microscépio eletronico de duplo feixe Thermo Fisher Helios Nanolab
660 (Figura 159). A utilizacdo de softwares especificos para nanofabricacao, aliada a ferramentas de nano
manipulacdo disponiveis no equipamento, permitiu a producdo de ponteiras que atendessem as
necessidades de morfologia necessarias ao trabalho em desenvolvimento.

Os resultados obtidos nesse projeto se mostraram extremamente promissores no desenvolvimento de
ponteiras de MFM (Magnetic Force Microscopy) com caracteristicas superiores aos modelos comerciais e
encontram-se em processo de avaliagdo para solicitagdao de patente de protecao tecnoldgica.

Figura 159. Ponteira de AFM (A) antes e (B) apds o processo de nano fabrica¢do da ponta de 250 nm. A
extremidade da ponteira produzida por FIB pode ser vista em (C)
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Por fim, ainda foram publicados artigos nos periddicos Nano Letters’, Carbon’®, ACS Sustainable
Chemistry & Engineering’’, Nanomedicine’®, Journal Of Physical ChemistryC’.

Nanomateriais Renovaveis
Comportamento coloidal de suspensées complexas de nanocelulose

Esta linha de pesquisa tem como objetivo estudar o comportamento coloidal de suspensdes de
nanocelulose para obter materiais avangados. Os trabalhos englobam desde a producao até a aplicagdo
de nanocelulose em diferentes sistemas.

No projeto sobre recalcitrancia de biomassa, em colaboragdo com LNBR, avancamos no estudo da
interacdo entre celulose e lignina através de medidas de indentagdo por AFM e dindmica molecular. O uso
de machine learning para o tratamento estatistico das milhares de curvas de forca versus distancia
permitiu, pela primeira vez, obter evidéncia experimental sobre a energia de interacdo entre os
biopolimeros em fungdo das faces cristalinas da celulose. A metodologia desenvolvida abre um novo
caminho para o estudo da recalcitrancia da biomassa, pois permite obter experimentalmente informacdes
sobre interacdes intermoleculares em escala nanométrica.

Em estudos anteriores, verificamos que a extracdo de nanofibrilas de celulose de bagaco de cana de
acucar é favorecida quando uma etapa de oxidagdo é realizada antes da desfibrilagdo mecéanica (Figura
160). As forcas de coesdo da celulose foram determinadas em func¢do do grau de oxidagdo das fibras em
um estudo tedrico-experimental, publicado no Journal of Physical Chemistry®®. Quanto maior a

75 Galdino, FE (Galdino, Flavia E.); Picco, AS (Picco, Agustin S.); Capeletti, LB (Capeletti, Larissa B.); Bettini,
J (Bettini, Jefferson); Cardoso, MB (Cardoso, Mateus B.). Inside the Protein Corona: From Binding
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guantidade de grupos carboxilatos, menos efetivas sdo as interacdes ndo covalentes, sendo as inter-
cadeias mais afetadas do que as inter-folhas. O resultado é que a desagregacao das fibras oxidadas ocorre
preferencialmente no sentido de formacdo de nanofibras e cadeias de celulose destacadas, ao invés de
folhas, como visualizado por microscopia de forga atdmica (AFM), Figura 160, direita.

Oxidation
via TEMPO

Figura 160. Reagdo de oxidacdo da celulose (esquerda); imagens de tdpografia adquiridas por AFM de
nanofibras de celulose oxidadas (direita)

A baixa estabilidade mecanica em agua de materiais produzidos a partir de nanofibras de celulose é um
dos principais desafios a serem vencidos para a substituicdo de derivados de petrdleo por esses
nanomateriais renovaveis. Em um trabalho publicado na Carbohydrate Polymers®!, a complexacio
eletrostatica entre nanofibras catiGnicas e anibnicas foi utilizada com estratégia para melhorar a
resiliéncia de espumas em meio aquoso. Resultados de SAXS e Cryo-TEM mostraram que as dispersées
contendo as nanofibras de cargas opostas apresentam regides com agregados de nanofibras e regides
contendo uma rede interconectada. O balango entre essas duas estruturas governa a estabilidade coloidal
e a reologia das suspensdes, bem como a estabilidade em 4gua das espumas.

Na mesma linha de complexagdo eletrostatica, foram desenvolvidos adesivos com alta estabilidade em
meio aquoso, duas formulacdes ja estdo patenteadas (INPI BR10202002595%2 e INPI BR1320210213301%%).
Essas colas sdo bioinspiradas em mexilhGes (sandcastle worm) que excretam uma mistura de proteinas
para aderir areia. As formula¢Ges adesivas, produzidas no laboratério, sdo obtidas através da mistura
controlada de biopolimeros com cargas opostas e sdo capazes de aderir diferentes substratos.
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A estabilidade elétrica de dispositivos preparados com nanocelulose em ambiente Umido é uma barreira
a ser vencida para avangar no uso dessa nanoparticula em eletrénica flexivel. Em um trabalho patenteado
(INP1 BR10202100807%4) e publicado na ACS Applied Bio Materials®®, a interac3o da celulose com &gua foi
substancialmente reduzida por meio de modificacdo quimica de hidrofobizagdo com HMDS
(hexadimetilsilasano), levando assim a uma estabilidade das propriedades elétricas dos dispositivos,
mesmo em altas umidades.

Nanociéncias e Materiais Avangados
Inibicdo do SARS-CoV-2 induzida por nanofibras de celulose oxidada

Superficies desempenham um papel importante na disseminacdo de virus, a estratégia de desenvolver
materiais que possuam a capacidade de inativar o virus, sem a necessidade de uma etapa de limpeza é
bastante promissora para evitar a sua propagacao. Em um recente trabalho de simulacdo computacional
foi verificado que o poder infectante do SARS-CoV-2 pode ser reduzido através da interagao eletrostatica
de parte do virus com moléculas/particulas carregadas negativamente. O objetivo desse projeto € avaliar
se nanofibras de celulose (CNFs) com grupos carboxilatos na superficie (-COO-) sdo capazes de interagir e
inativar o SARS-CoV-2. Essas nanoparticulas oxidadas podem ser utilizadas, por exemplo, para
desenvolver coatings para diferentes substratos, como tecidos para mascaras. A interacdo eletrostatica
serd avaliada através de medidas de potencial zeta e Cryo-TEM, e inicialmente serdo ficados sistemas
simples, ou seja, CNF e arginina. Posteriormente, sistemas mais complexos que envolvem parte do virus
(spike) ou o virus inteiro serdo estudados. As CNFs ja foram preparadas utilizando duas condi¢des de
oxidacdo que levaram a duas quantidades de grupos carboxilatos na superficie das nanofibras (0.4 e 1.4
mmol/g). Andlises da interacdo entre as CNFs oxidadas e arginina por medidas de potencial zeta e
transmitancia revelam que ocorre a interacdo entre as espécies. Imagens de cryo-TEM desses sistemas
serdo obtidas para verificar a agregacdo das fibras na presenca de arginina.

Desenvolvimento de bionanocompdsitos reforcados com nanoestruturas de celulose funcionalizada

O interesse por polimeros biodegradaveis tem aumentado exponencialmente devido as preocupagdes
ambientais globais sobre o descarte inadequado de materiais pldsticos convencionais, como o polietileno
(PE) e polipropileno (PP). Diante dessa questdo, o poli (adipato-co-tereftalato de butileno) (PBAT) é um
bom candidato para aplicagdo em filmes, uma vez que apresenta processabilidade, propriedades termo-
mecanicas desejaveis e promissoras e menor solubilidade em 3agua, quando comparado com outros
biopolimeros. No entanto, o PBAT exibe propriedades mecanicas inferiores em comparagao aos polimeros
convencionais. Para superar essa questdo, os nanocristais de celulose acetilados (CNCs-Ac) foram
sistematicamente investigados através da incorporagao de diferentes proporgdes dessa nanoestrutura
em filmes baseados em PBAT produzidos através da técnica de solvent casting seguido da prensagem a
guente, como ilustrado na Figura 16l1a. Este processo, combinado com a inser¢do de um reforgo
hidrofdbico, garantiu um aumento na resisténcia mecanica ao escoamento dos filmes de 30%, mdédulo de
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Young de 90% e flexibilidade em mais de 650%, quando comparado aos filmes de PBAT puro, como
demonstrado na Figura 161b. Os CNCs-Ac garantiram a estabilidade térmica dos nanocompdsitos de PBAT
acima de 350 °C devido ao grupo funcional acetil compativel a matrizes de PBAT (Figura 161c). Este
comportamento foi relacionado a dispersdo e distribuicdo homogénea dos CNCs-Ac sem aglomeragGes
por toda a matriz de PBAT, produzindo maior compatibilidade de interface entre a carga acetilada e a
matriz. Neste caso, a etapa de prensagem a quente garantiu menores valores de indice de cristalinidade
da matriz polimérica (Figura 161d), permitindo uma melhoria na resisténcia ao escoamento e ao médulo
de Young com alongamento semelhante na ruptura do PBAT puro. Com isso, este trabalho proporcionou
uma nova rota para a preparacao de bionanocompdsitos baseados em PBAT e nanocelulose,
apresentando maior potencial para embalagens biodegraddveis, que podem ser uma alternativa aos
polimeros convencionais. Esse trabalho foi submetido para a revista Industrial Crops and Products e esta
em fase final de revisao.

Figura 161. Bionanocompdsitos de PBAT reforcados com CNC-Ac. (a) Procedimento esquematico para
acetilar os CNCs (esquerda) e para produzir os bionanocompésitos de PBAT. (b) Propriedades mecanicas
das formulagcbes dos nanocompédsitos de PBAT. Propriedades térmicas das formulagdes dos
nanocompdésitos de PBAT: (c) termogravimétria (TGA) e termogravimétria diferencial (DTG); (d) e curvas
de calorimetria exploratdria diferencia (DSC) com area destacada relacionada a entalpia de fusdo (AHf).
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Espumas de nanocelulose e Idtex: uma estratégia para remediacdo ambiental

A escassez de dgua doce adequada ao consumo vem se intensificando em diferentes regides do planeta
em decorréncia de descartes irregulares de esgoto, de poluicdo por derramamentos/vazamentos de
produtos quimicos organicos e inorganicos (metais pesados, corantes, entre outros), seja por resultado
de acidentes, por desastres naturais ou por mas praticas laboratoriais/industriais. Tal contaminacdo
ocorre em aguas maritimas e estudrios, prejudicando a pesca, o lazer e outras atividades ligadas aos mares
e litorais. Em geral, a grande maioria dos contaminantes é sempre prejudicial a todos os seres vivos que
compdem um determinado ecossistema, sejam eles humanos ou ndo. Um método promissor para a
remocdo de poluentes em meios aquaticos é o processo de adsorcdo e/ou absorcdo, utilizando um
material absorvente para a captura desses contaminantes. O processo tem se mostrado eficiente para
diversas aplica¢des e possui a vantagem de ter um custo mais baixo comparado com os demais processos.
Neste cenario, a biomassa é uma op¢dao como matéria-prima para biopolimeros biodegradaveis,
renovaveis, e aplicaveis no desenvolvimento de novos materiais absorventes/adsorventes. Dentre esses
materiais, destaca-se a nanocelulose, principalmente, pela sua abundancia na natureza e suas excelentes
propriedades de reforco, além de ser um material renovavel e biodegradavel. Sendo o Brasil o maior
produtor mundial de cana-de-agucar, hd um enorme potencial associado ao reaproveitamento desses
residuos na producdo de materiais com maior valor agregado. No entanto, a nanocelulose possui baixa
resiliéncia estrutural em meios aquosos, por ser uma estrutura extremamente hidrofilica, causando a sua
desestruturacdo mecanica em agua. Para contornar esses desafios, o latex de borracha natural é usado
para atuar como um ligante ou agente reticulante para as nanoestruturas de celulose, mantendo uma
estrutura 3D resiliente, estdvel e robusta em meios aquosos.

A Figura 162 ilustra a adsorcdo de ions Cu Il na espuma, que foi analisada por microtomografia de raios-X,
de forma a identificar as possiveis mudangas morfoldgicas, bem como as diferencas de atenuacdo de
raios-X, apds a adsorcdo dos ions cobre. Esse ensaio foi realizado com as amostras apds imersdao em
solugdo de CuCl, e posteriormente seca por 2 dias (Figura 162d), bem como nas espumas secas (Figura 162
e Figura 162 f) antes da imers3o. A reconstrucdo das imagens das espumas antes e apds o teste de adsorgdo
mostram claramente regiées com maior atenuagdo de raios-X (regides em azul - Figura 162d), o que indica
a retencao de espécimes com maior densidade eletrénica, permitindo inferir que se trata da adsorgao do
cobre Il pela espuma. Isso fica mais evidente quando comparamos essa reconstru¢do com aquela feita
para a espuma antes do ensaio (Figura 162f). Nesta Ultima é possivel verificar apenas o sinal atenuado para
valores menores, comumente correlacionados a materiais compostos por carbono, como a celulose
nanofibrilada. Esses dados confirmam a efetividade da espuma contendo nanocelulose e latex em manter
sua estrutura porosa quando submetida a ambientes aquosos e alta capacidade de adsorgao de metais
pesados, como verificado para o cobre Il. A eficiéncia de adsorgdao também foi confirmada por dados
experimentais de espectrometria de emissdo dptica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). Tais
confirmagbes estdo diretamente correlacionadas a adicdo do ldtex e a oxidacdo da celulose,
respectivamente.
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Figura 162 Espumas de nanocelulose e Idtex de borracha natural usadas na remediagéo de meios contaminados com
CuCl2. (a-b) Fotografias de ambientes com dgua e solugdo de CuCl2 (c) Espumas apds imerséo em solugdo de CuCl2.
(d) Microtomografia de raios-X de uma espu

Essa tecnologia desenvolvida pelo CNPEM foi protegida em dois pedidos de patentes de invencdo e o
licenciamento estd atualmente sendo discutido com uma empresa do setor produtivo, com atuacdo em
solucdes verdes para remediacdo de problemas ambientais.

Atualmente, essa mesma tecnologia estd sendo adaptada através da incorporacdo de nanoparticulas com
atividades virucidas, pois esse material € promissor para a remedia¢do de meios contaminados por SARS-
CoV 2.

Além disso, as espumas também estdo sendo avaliadas quanto a sua capacidade de reuso para a absor¢do
de éleo, visando a remediagdao ambiental de meios aquosos contaminados por poluentes hidrofébicos.
Neste trabalho, o monitoramento experimental esta sendo correlacionado com alteragdes morfolégicas
e morfométricas (como tamanho de poros, porosidade, espessura de paredes, etc) com dados avangados
de tomografia de raios-X. Como perspectivas, novas microtomografias serdo obtidas na linha MOGNO do
Sirius, com maiores resolucGes espaciais e temporais (cerca de 16s cada reconstrucdo 3D). Isso permitira
0 acompanhamento in situ da dindmica de absorcdo de dleos e alteragdes morfolégicas causadas por
esses eventos, em uma escala curta de tempo. Para a andlise dos dados que devem chegar na ordem de
terabytes, o software Annotat3D desenvolvido pelo Grupo de Computacdo Cientifica do Sirius (GCC) sera
utilizado para o treino de uma rede neural, que serd usada na segmentagdo automatica e quantificacdo
de dados extraidos das espumas. Além disso, serd preciso desenvolver algoritmos baseados em GPU para
a analise quantitativa dos dados, em vez de usar softwares comerciais, aproveitando assim do potencial
da workstation recentemente adquirida pelo grupo de sintese do LNNano. Esse projeto de pesquisa faz
parte de uma colaboragado interna entre o LNNano e Sirius e foi recentemente aprovado pela FAPESP.

Nanomateriais para Energia

Producgdio de Hidrogénio “verde”: Fotossintese Artificial

O ano 2021 foi oficialmente finalizada a implementacdo do laboratério dedicado ao estudo,
desenvolvimento de nanomateriais e tecnologias para producao e armazenamento de energia limpa. O
laboratério tem infraestrutura competitiva e ja nesse ano com os resultados obtidos o LNNano-CNPEM ja
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figura no cenario nacional e internacional. No total foram publicados 4 artigos cientificos em revistas
internacionais indexadas, incluindo a participacdo em tdpico especial na area de energia renovavel a
convite de pesquisadores internacionais. O avango na fabricacdo e caracterizacdo de materiais
nanomeétricos de o6xidos foi um passo importante para incluir o CNPEM nesse cendrio competitivo.
Concomitantemente foi priorizado o desenvolvimento de metodologias e técnicas de fabricacdao que
permitam a producdo desses materiais ja em escala industrial. Neste sentido, podemos destacar a
fabricacdo de materiais em escala nanométrica aptos a absorverem a luz do sol e na presenca de agua
promoverem sua quebra formando gas O, e H,. A produgdo de hidrogénio por essa rota classificado como
verde, pois ndo envolve em nenhuma etapa a liberacao ou formacao de CO,. Ainda nesse mesmo ano
protétipos foram projetados e estdo em fase final de fabricacdo, o que permitird o LNNano-CNPEM
quantificar o quanto é gerado de H, por cm? de material. Poucos laboratérios tém realizado esse tipo de
experimento. A Figura 163 destaca um processo quimico simples que permitir a producdao de uma
variedade grande de o6xidos simples e complexos com propriedades fotocatalisadoras, ou seja,
nanomateriais que absorvem luz do sol e promovem a geracdo de H, verde.

Figura 163 Representagdo do processo de fabricagdo de nanomateriais em diferentes escalas para fabricagdo de H2
verde

Os artigos publicados nesse ano na Applied Physics Letters®®” e na Chemistry of Materials®, envolvendo

os pesquisadores e equipe técnica do LNNano, bem como colaboradores internacionais, destacam esse
desenvolvimento bem como o estudo e compreensdao de fenédmenos fisicos e quimicos que nos
permitiram avancar na criacdo dos métodos simples e versateis como o ilustrado acima.

Desenvolvimento de uma célula eletroquimica para medidas Raman in situ de materiais para energia

Neste projeto foram prototipadas por impressao 3D duas versdes distintas de célula eletroquimica (Figura
164) que contemplam um design modular no qual podem ser instalados diferentes tipos de eletrodos de
trabalho, referéncia e contra, e que possuem também conexdes que permitem o fluxo de eletrélito. A
primeira versdao, em que podem ser instalados eletrodos comerciais, ja foi completamente comissionada.
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Foram realizados ensaios que atestam o potencial deste tipo de dispositivo em experimentos que
correlacionam alteragdes em propriedades estruturais e quimicas de materiais com experimentos
eletroquimicos. Foi estudada, por exemplo, a estabilidade eletroquimica e fotoquimica de flakes de MoS;
(Figura 164) que é tido como um material com potenciais aplicacdes em geracao e armazenamento de
energia. Esta versdo estd prevista a ser disponibilizada para os usudrios externos assim que o
espectrometro Raman for aberto aos usuarios externos.

A segunda versao do dispositivo, que contempla uma arquitetura que permitird a instalacdo de eletrodos
integrados, microfabricados e diferentes tipos de substratos, e um sistema de iluminacao para a realizacao
de ensaios de fotoeletroquimica se encontra em fase de comissionamento. Estdo sendo testados e
realizados ajustes na configuracao do dispositivo para otimizar a sua vedacao e o estabelecimento dos
contatos elétricos entre os eletrodos e o potenciostato que controla os experimentos.
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Figura 164 Configuragdo das duas versées da célula eletroquimica para medidas Raman in situ prototipadas por impressdo 3D e
ensaio de estabilidade eletroquimica de um flake de MoS2

Eletrdlitos sdlidos cerdmicos para dispositivos de armazenamento de energia

O principal objetivo o desenvolvimento de materiais ceramicos do tipo LLZO (Li7La3Zr2012) para utiliza-
los como eletrélitos em baterias no estado sélido de ions litio. Duas rotas de sintese tém sido exploradas
neste projeto: a rota cldssica de sintese no estado sélido, e a producdo de filmes finos a partir de
decomposi¢cdo de precursores metalorganicos. O enfoque dos estudos com estas rotas esta em
estabelecer as correlagbes entre os processos de sintese e processamento, as propriedades criticas e a
eficiéncia destes materiais na sua aplicagdo fim. Para materiais do tipo LLZO é desejado que se obtenha a
fase cristalina cubica uma vez que esta é a que apresenta melhor mobilidade i6nica para os ions Li+, no
entanto ela é mais instavel do que a fase tetragonal. No primeiro semestre, foram realizados os primeiros
estudos da sintese de materiais ceramicos do tipo LLZO a partir da rota no estado soélido. Empregou-se,
como ponto de partida, composicdes e parametros escolhidos a partir de uma extensa revisdo
bibliografica. Apds uma série de ajustes nos parametros e método de sintese de materiais ceramicos do
tipo LLZO dopados com Al e Ta foram alcangados 6timos resultados com relagdo a obtengao da fase
cristalina desejada com baixissimo grau de impurezas. A revisdao bibliografica realizada evidenciou a
auséncia de estudos de ecotoxicologia destes materiais o que abriu uma janela de oportunidade com
sinergia com os trabalhos voltados a caracterizagdo da toxicidade e do ciclo de vida de nanomateriais da
Divisdo de Nanobiotecnologia e Nanotoxicologia do LNNano Figura 165). Nessa dire¢do, no segundo
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semestre, os materiais do tipo LLZO dopados com Al e Ta comecaram a ser caracterizados visando estudos
futuros da sua toxicidade frente a embrides de Danio rerio (peixe-zebra) que é um modelo relevante tanto
para ensaios ecotoxicolégicos como de saude humana.
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Figura 165 Rota de preparacdo de LLZO via sintese no estado sdlido e selecdo de amostra alvo para ensaios de
ecotoxicidade
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Uma rota, sem precedentes na literatura, de decomposicdo de precursores metalorganicos, tem sido
desenvolvida para a preparacao de filmes finos de LLZO. Essa é uma estratégia para aumentar a eficiéncia
das baterias de ions Li de estado sélido com vistas a redugdo da resistividade iGnica total por reducdo da
espessura do eletrdlito. Essa rota consiste na deposicdo por dip coating de solucGes contendo
metalorganicos dos metais precursores (Li, Zr, La e dopante Nb) sobre substratos seguida pela
decomposi¢do térmica em dxidos para a formacgdo da LLZO (Figura 166). Os estudos tém evidenciado que
é possivel obter filmes finos de LLZO sem impurezas. Varia¢Ges desta rota, como por exemplo a realizacdo
de multiplos ciclos de deposicdo e decomposicdo ou o controle da estequiometria da solugdo dos
precursores, serdo empregadas para controle de espessura, da composicdo e das interfaces dos filmes
finos.
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Rota de preparagao Ciclos de deposi¢do e decomposigdo
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Figura 166 Rotas de obtengdo de filmes finos de LLZO a partir a deposicdo e decomposi¢Go de precursores
metalorgdnicos

|‘

Sintese e Caracteriza¢do Estrutural Avangada De Nanoparticulas de Semicondutores

O objetivo deste projeto é desenvolver métodos avancados de caracterizacao estrutural por Microscopia
Eletrénica de Transmissdo (TEM) para estudar os defeitos estruturais de nanomateriais semicondutores e
otimizar suas propriedades 6ticas e eletronicas. No inicio de 2021 foi publicado na revista Matter da Cell
Press um review que demonstra a importancia da técnica de Funcao de Distribuicdo de Pares Atémicos
por Difracdo de Elétrons (ePDF) para determinacdo estrutural de nanomateriais e materiais amorfos®. No
primeiro semestre de 2021 foram sintetizadas nanoparticulas monodispersas esféricas de éxidos de ferro
(FesO4 — magnetita) entre 2 e 13 nm e coletados os dados de difracdo de elétrons de para estudar como
os parametros instrumentais afetam os dados de ePDF. Dados quantitativos de estruturas cristalograficas
foram obtidos e refinados utilizando o software PDFGui obtendo o grupo espacial de simetria, os
parametros de rede da célula unitaria, posicdes atdmicas, os parametros de deslocamento atdmico (ADP
- atomic displacement parameter), e tamanho de cristalito. O manuscrito com a compilagdo destes
resultados estd em fase final de redagdo para submissdo. A sintese dos nanomateriais semicondutores
com dimensdes abaixo do confinamento quantico dos portadores de carga também foi realizada,
especialmente os calcogenetos metadlicos de CdSe (< 5.4 nm), e os resultados de ePDF estdo em fase final
de aquisi¢do e tratamento de dados. Com estes resultados, a otimizacdo dos parametros estruturais de
nanomateriais semicondutores e sua correlagdo com suas propriedades 6ticas e eletrénicas estdo sendo
avaliadas durante o segundo semestre visando o inicio da aplicacdo em dispositivos optoeletrénicos
planejado para 2022. Em outubro de 2021 foi aprovado um Projeto Regular FAPESP sobre o “Controle
Estrutural de Nanoparticulas Semicondutoras: Superficie, Defeitos e Propriedades”®®. Qutras publicacdes
em colaboracdo relacionadas a andlise estrutural por TEM, ePDF ou materiais semicondutores foram
publicadas ou encontram-se em andlise® 9293,

89 Souza Junior, J. B. S., Schleder, G. R., Bettini, J., Nogueira, I. C., Fazzio, A., & Leite, E. R. Pair Distribution Function Obtained
from Electron Diffraction: An Advanced Real-Space Structural Characterization Tool. Matter, v. 4, n. 2, p. 441-460, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.matt.2020.10.025.

90 Regular FAPESP: 2021/03321-9. Controle Estrutural de Nanoparticulas Semicondutoras: Superficie, Defeitos e Propriedades
91 de Lima, F. C., Schleder, G. R., Souza Junior, J. B., Souza, F. L., Destro, F. B., Miwa, R. H., ... & Fazzio, A. Unveiling the dopant
segregation effect at hematite interfaces. Applied Physics Letters, v. 118, n. 20, p. 201602, 2021.

92 Rodriguez-Gutierrez, 1., Souza Junior, J. B., Leite, E. R., Vayssieres, L. Souza, F. . An intensity modulated photocurrent
spectroscopy study of the role of titanium in thick hematite photoanodes, Applied Physics Letters, v. 119, n. 7, p. 071602, 2021.
93 Souza Junior, J. B., Souza, F. |., Vayssieres, L., Varghese, O. K. On the relevance of understanding and controlling the locations
of dopants in hematite photoanodes for low-cost water splitting, Applied Physics Letters, just accepted.
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Micro e Nano dispositivos
Esfoliagdo e caracterizagdio eletroquimica de materiais 2D

Os materiais lamelares tém sido um dos grandes alvos de estudo visando a produgdo e armazenamento
de energia. Esses materiais possuem ligacGes mais fracas ocorrendo entre suas camadas possibilitando a
esfoliagao e obtengdao de monocamadas. Dentre os inimeros materiais bidimensionais podemos destacar
os dicalcogenetos de metais de transi¢cdo (TMDs), de maneira especial o dissulfeto de molibdénio (MoS,),
material abundante na crosta terrestre, de baixo custo e utilizado em diversos estudos na drea de energia.
Nesse trabalho buscamos compreender o papel dos defeitos localizados no plano basal do MoS,, regido
de maior drea no material, visando a producdo de hidrogénio. Para isso, um dos desafios iniciais consiste
no preparo de monocamadas de MoS, com alta razdo de aspecto para extrairmos informacdes
inequivocas a respeito da atividade eletrocatalitica do plano basal. Desenvolvemos e aprimoramos
durante este ano uma nova rota eletroquimica visando obter monocamadas com alta razdo de aspecto.
Este projeto tem financiamento do programa Serrapilheira intitulado “Compreendendo defeitos quimicos
no plano basal de materiais 2D em direcdo a reacdo de evolucdo de hidrogénio” (Serra-1912-31228).

Inicialmente, cristais multicamadas sdo transferidos para substratos de ouro microfabricados.
Aproveitamos a alta energia de ligacdo entre o MoS; e as superficies de ouro para minimizar a lixiviacdo
do material 2D durante o processo eletroquimico. O processo de desbaste eletroquimico de cristais de
MoS; multicamada até o nivel de monocamada é simples, rapido e possibilita o preparo de monocamadas
com alta razdo de aspecto. Os cristais de MoS;, foram caracterizados por espectroscopia Raman,
microscopia de forca atdmica e experimentos de fotoluminescéncia, confirmando assim a natureza de
monocamada do material 2D investigado. A hifenizacdo da técnica eletroquimica com microscopia éptica
nos permitiu a observacdo em tempo real do processo de desbaste. Além disso, um tratamento de
imagem alternativo foi usado para calcular a taxa e a drea de desbaste, que atingiu valores de 90 - 100%
em condicBes otimizadas. Por fim, com o objetivo de ampliar as possibilidades do método e possibilitar
ensaios de caracterizagdo por microscopia eletrénica de transmissao, demonstramos pela primeira vez o
processo de desbaste eletroquimico em laminas de ouro flexiveis contendo microfuros. A Figura 167 (a-
c) mostra imagens das laminas de ouro flexiveis contendo microfuros. Cristais de MoS, podem ser
desbastados eletroquimicamente nos substratos fabricados, assim como ilustrado na Figura 167 (d-e). A
Figura 167 (f-g) mostra imagens de microscopia eletrénica de varredura e um mapa de EDS,
respectivamente, que confirmam a presenc¢a do material 2D sobre a regidao do microfuro.
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Figura 167. a-c) Fotos das laminas de ouro flexiveis contendo microfuros de 20 Bim de didmetro. d-e)
Foto do cristal de MoS2 multicamada sobre os microfuros antes e apds o desbaste eletroquimico,
respectivamente. f) Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura do cristal de MoS2 apéds o
tratamento eletrquimico. G) Mapa de distribuicdo dos elementos quimicos

Assim, demonstramos pela primeira vez o processo de desbaste eletroquimico em laminas de ouro
flexiveis contendo microfuros que possibilitaram a prepara¢do de camadas de MoS, suspensas que irdao
auxiliar em futuras caracterizagdes. O método proposto abre a possibilidade de estudar propriedades
Opticas, mecanicas e eletroquimicas em monocamadas de MoS; suspensas.

Uma das formas de alterar as propriedades eletrocataliticas do MoS; é através da geracdo de defeitos
guimicos no material. O tratamento térmico, por exemplo, pode contribuir para a remoc¢ao de dtomos de
enxofre do material e potencializar sua performance visando a producdo de hidrogénio (H;). No entanto,
a remocado de enxofre ocorre em temperaturas préximas a 1000°C onde grande parte dos substratos
condutores utilizados em dispositivos ndo resiste ao tratamento. Dessa forma, propomos uma
metodologia alternativa que consiste em transferir cristais de MoS, para substratos de papel. O papel
possui muitas propriedades interessantes como baixo custo, alta disponibilidade e biodegradabilidade.
Além disso, mediante a realizacdo de processo de pirdlise em atmosfera inerte, pode se tornar um
material altamente condutor elétrico. Aproveitando sua estrutura altamente porosa, o papel também é
promissor para utilizagdo como substrato para incorporagdo de particulas de materiais para diferentes
aplicagcGes. Dissulfeto de molibdénio (MoS,), por exemplo, pode ser incorporado no desenvolvimento de
catalisadores para reagdo de evolugdo de hidrogénio94. Contudo, ja foi demonstrado que a atividade
catalitica desse material se relaciona a presenca de sitios de borda, sendo que o plano basal ou terrago, é
inerte para tal processo. Desde 2013%, métodos para realizar “engenharia de defeitos” tém sido

94 Hinnemann, B.; Moses, P. G.; Bonde, J.; Jérgensen, K. P.; Nielsen, J. H.; Horch, S.; Chorkendorff, I.; Ngrskov, J. K. Biomimetic
Hydrogen Evolution: MoS2 Nanoparticles as Catalyst for Hydrogen Evolution. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127 (15), 5308-5309

95 Xie, J.; Zhang, H.; Li, S.; Wang, R.; Sun, X.; Zhou, M.; Zhou, J.; Lou, X. W.; Xie, Y. Defect-Rich MoS2 Ultrathin Nanosheets with
Additional Active Edge Sites for Enhanced Electrocatalytic Hydrogen Evolution. Adv. Mater. 2013, 25 (40), 5807-5813
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propostos para introduzir sitios de borda no plano basal, visando aumentar a eficiéncia de MoS, como
catalisador. Um dos métodos destacados é a criacdo de vacancias de enxofre mediante a volatilizacdo
desse elemento em processos realizados a altas temperaturas®. Através da combina¢do de MoS; em
papel fica evidente que processo de pirélise possui dupla fungao: (i) gerar defeitos quimicos no MoS; e
tornar o substrato de papel condutor.

A Figura 168 apresenta uma imagem de microscopia 6tica, demonstrando a texturizacdo de um cristal de
MoS; ocasionada pelo processo de pirdlise realizado. Curvas de polarizacdo obtidas a partir de papel
pirolisado (PP - controle) e papel pirolisado modificado com MoS; (PP + MoS,) antes e depois da realizacdo
do processo de pirdlise podem ser vistas na Figura 168b. A partir da analise das curvas obtidas é possivel
perceber que ocorreu grande melhoria na resposta eletrocatalitica dos dispositivos modificados indicada
pelos menores sobrepotenciais necessarios para promover uma densidade de corrente de 10 mAcm-2.
Além disso, para o dispositivo modificado antes da pirdlise, onde espera-se a formacao de defeitos, foi
observado valor de sobrepotencial ainda menor, indicativo de aumento de desempenho. Notadamente,
enquanto o dispositivo fabricado a partir de papel pirolisado n3o alcancou valor de 10 mA cm™? nem
mesmo acima de 550 mV, o dispositivo fabricado a partir de papel e MoS; modificado depois da pirdlise
apresentou 430 mV, enquanto o dispositivo modificado antes da pirélise alcancou tal valor em 245 mV,
demonstrando clara melhoria de desempenho. Curvas de Tafel ilustradas na Figura 168c demonstram
uma melhoria na resposta do eletrocatalisador apdés o tratamento térmico realizado. Mais
especificamente, o dispositivo modificado apds a pirdlise apresentou um valor de 267 mVdec™ enquanto
o dispositivo modificado antes apresentou um valor de 98 mV dec™. Esse menor valor indica que com uma
menor variacdo de sobrepotencial ocorre um maior aumento de corrente, novamente demonstrando a
eficiéncia do tratamento térmico na ativacdo do MoS..

Figura 168. a) Imagens de microscopia Gtica: i) Cristal controle; ii) Cristal Pirolisado. Barra de escala
equivale a 50 Bm. b) Curvas de polarizagdo obtidas em meio a solug¢do 0,5 M de H2S04 a uma velocidade
de varredura de 5 mVs-1. c) Curvas de Tafel obtidas para dispositivos PP + M0S2 Antes e PP + MoS2
Depois
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96 Kiriya, D.; Lobaccaro, P.; Nyein, H. Y. Y.; Taheri, P.; Hettick, M.; Shiraki, H.; Sutter-Fella, C. M.; Zhao, P.; Gao, W.; Maboudian,
R.; Ager, ). W.; Javey, A. General Thermal Texturization Process of MoS2 for Efficient Electrocatalytic Hydrogen Evolution Reaction.
Nano Lett. 2016, 16 (7), 4047-4053
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Aplicagdo de polidopamina no desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos flexiveis

Revestimento quimico inspirado em mexilhdes, comumente chamado de polidopamina (PDA), foi
inicialmente proposto em 2007, visando mimetizar propriedades adesivas de proteinas secretadas por
estes animais. A grande vantagem apresentada pela PDA é o fato de poder ser formada em praticamente
qgualquer tipo de superficie através de um processo simples e de Unica etapa de imersdo ou deposicdo de
solucdo contendo seu precursor, a dopamina, e agentes oxidantes. Essas caracteristicas fazem com que a
funcionalizacdo com PDA ganhe destaque frente a métodos amplamente utilizados em pesquisa como
self-assembled-monolayers, layer-by-layer assembly e deposi¢cdo de Langmuir-Blodgett®’. PDA formada
em diferentes superficies fornece grupos quimicos ricos em oxigénio e nitrogénio, que colaboram para o
aumento de molhabilidade e biocompatibilidade dessas superficies. Além disso, sua formacao é
acompanhada da introducdo de grupos quinona que podem apresentar atividade eletrocatalitica. Dessa
forma, filmes de PDA podem ser promissores com relacdo a fabricacdo de dispositivos flexiveis e
miniaturizados, combinando hidrofilicidade e propriedades eletrocataliticas em superficies de carbono.

Embora PDA possua aplicacdes em areas como baterias, ciéncias biomédicas e tratamento de dgua®,
pouca atencdo tem sido dada a sua preparagdo em superficies para fabricacdo de dispositivos
eletroquimicos flexiveis. Nesse contexto, PDA poderia ser explorada para trazer novas funcionalidades e
expandir o campo de aplicagdo para tais dispositivos. Neste primeiro trabalho, é apresentada a fabricacdo
de um dispositivo eletroquimico flexivel feito a base de papel sulfite e lapis comercial seguido por sua
funcionalizacdo com PDA. Inicialmente, eletrodos de trabalho foram preparados a partir do método de
transferéncia direta, denominado de pencil-drawing e, em seguida, filmes de PDA foram formados sobre
o eletrodo de trabalho utilizando a rota quimica de polimerizacdo. Uma foto do dispositivo flexivel
fabricado pode ser vista na Figura 169a. Apds o processo de funcionalizacdo, foi observada a introducao
de grupos ricos em oxigénio e nitrogénio que ajudam a aumentar a hidrofilicidade da superficie
(diminuicdo do angulo de contato em 33%) (Figura 169b). Além disso, os nanofilmes de PDA, com
espessura em torno de 6 nm, ndao bloquearam a transferéncia heterogénea de elétrons. De fato, foi
observada uma das maiores constantes heterogéneas de transferéncia de elétrons para eletrodos
baseados em papel, 2,5 x 10-3 cm s*. Em adicdo, grupos carbonilicos, fornecem atividade redox ao
nanofilme, possibilitando aplicagdes na area de eletrocatalise. Dessa forma, como prova de conceito, a
eletro-oxidacdo da espécie relevante biologicamente nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) revelou
caracteristicas notdveis como menor potencial de detecgao e correntes de pico mais que 30 vezes maior
se comparado a dispositivos ndo funcionalizados. A Figura 169c apresenta voltamogramas obtidos para
dispositivos funcionalizados na auséncia e presenca de 3 mM de NADH, onde é possivel verificar um
grande aumento na corrente de pico anddica, revelando a atividade eletrocatalitica dos grupos quinona
da PDA.

97 Lee, H.; Dellatore, S. M.; Miller, W. M.; Messersmith, P. B. Mussel-Inspired Surface Chemistry for
Multifunctional Coatings. Science (80-. ). 2007, 318 (5849), 426—430

98 Hasimoto, L. H.; Corréa, C. C.; Costa, C. A. R.; Santhiago, M. Polydopamine Nanofilms for High-
Performance Paper-Based Electrochemical Devices. Biopolymers 2021, No. August
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Figura 169. a) Dispositivo eletroquimico flexivel desenvolvido. b) dngulo de contato i) sem PDA,; ii) com
PDA; c) Voltamogramas para eletrodos funcionalizados na auséncia e presenca de 3 mM de NADH
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Nesta mesma linha de dispositivos flexiveis a base de papel com PDA, também estd sendo estudado a
elaboracdo de dispositivos com papel pirolisado e funcionalizados com PDA. O papel possui uma estrutura
fibrosa que possibilita tanto a filtracdo como o transporte de amostras por capilaridade, Figura 170a e,
além disso, ao passar por processos térmicos (pirélise), passa a ser um material condutor, logo o tornando
um excelente candidato para detecgdes eletroquimicas. Contudo, o papel pirolisado, apesar de condutor,
apresenta comportamento hidrofdbico. Neste sentido, a incorporacdo de PDA favorece o retorno da
hidrofilicidade, devido aos grupos funcionais polares presentes em sua estrutura molecular. A dopamina
(DA) passa pelo processo de oxidacdo em meio alcalino para a formacdo de PDA sobre o papel pirolisado.
Assim como visto na imagem ilustrada na Figura 170b, os agregados nanoparticulados de PDA decoram
as fibras pirolisadas. A deposicdo de PDA adiciona uma série de grupos funcionais que possibilitara a
interacdo com outras moléculas (compostos organicos, biomoléculas). Neste trabalho também esta sendo
estudada a possibilidade da formacao de filmes suspensos, ou seja, um extenso filme suspenso de PDA
sobre as fibras do papel pirolisado que podera trazer o maior controle de porosidade na incorporagdo de
liguidos. Essa alteragao na superficie pode favorecer o aumento de sensibilidade devido a penetragdo do
liguido por capilaridade nas regides mais internas do papel. Dessa forma, o trabalho estd em estagio de
andlise, com a verificagcdo do ganho de drea com a PDA, sensibilidade e condutividade, além de possiveis
mudangas na rota de formag¢do de PDA para o melhoramento das propriedades citadas.
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Figura 170. Imagens feitas por microscopia eletronica de varredura (MEV). a) Fibras do papel. b)
Material nanoparticulado de PDA sobre as fibras de papel pirolisado

Dispositivos elétricos baseados em Materiais 2D para sensores e biossensores

Neste projeto sdo fabricado dispositivos do tipo transistores eletroliticos sobre substratos de SiO; visando
aplicagGes em sensores quimicos e biossensores. Transistores sdo dispositivos eletronicos muito versateis
e sua inerente capacidade de amplificar sinais elétricos faz com que possam ser utilizados como um
poderoso transdutor em aplicacGes sensoriais. Nestes dispositivos, utilizamos como material ativo no
canal filmes ultrafinos automontados de éxido de grafeno reduzido (rGO). A Figura 171a ilustra um “chip”
contendo 3 dispositivos fabricados no LNNano. E possivel visualizar os eletrodos de fonte, dreno, e porta
coplanar de cada transistor. Na Figura 171b, ilustra-se sua curva caracteristica de opera¢do, denominada
de curva de transferéncia, onde se destaca a condugdo de corrente elétrica por portadores do tipo p
(buracos) e do tipo n (elétrons). Atualmente, temos trabalhado na caracterizagdo da estabilidade elétrica
destes dispositivos visando sua aplicagdo como transdutores em sensores e biossensores. Essas atividades
estdo em linha com a proposta de pesquisa na modalidade “Jovem Pesquisador” submetida a FAPESP em
Junho/2020 e que se encontra em analise. O enfoque do projeto é a funcionalizagdo de materiais 2D com
receptores moleculares e biorreceptores como camada ativa em transistores eletroliticos para o
(bio)sensoriamento de espécies quimica e bioquimicas em solugdo.
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Figura 171. a) Dispositivo contendo 3 estruturas do tipo transistores eletroliticos onde sdo indicados os
terminais de gate, fonte e dreno, e o local onde é depositado o filme de rGO. b) Curva de transferéncia
(operagao) de um transistor eletrolitico de rGO em saliva artificial ilustrando a conducdo de corrente
com um comportamento ambipolar (portadores do tipo p e n)
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No que se refere ainda ao desenvolvimento de sensores e biossensores utilizando materiais a base de
carbono (ex. grafeno e seus derivados), publicamos neste ano de 2021 um capitulo de livro®*

Desenvolvimento de Transistores de Filmes Ultrafinos para Sinapse Artificial

Utilizando a mesma arquitetura de transistores e materiais como o préprio rGO e semicondutores
organicos moleculares, temos conduzidos experimentos acerca da sua resposta neuromoérfica, i.e., sua
resposta temporal a partir de estimulos elétricos pulsados que imitam a sinapse neural. A Figura 172a
ilustra as conexdes elétricas de um transistor eletrolitico operando sob estimulo pulsado no terminal de
gate, e a Figura 172a) Um chip contendo transistores de rGO operando em solugdo, conectados a instrumentagdo
de caracterizagdo elétrica por meio de uma estagdo de pontas (probe station). b) Resposta do dispositivo (corrente
de fonte-dreno) a pulsos de tens3o (V) aplicadosb o perfil do estimulo e a resposta elétrica do dispositivo
(corrente no canal). O entendimento da dindmica de polarizagdo elétrica nestes dispositivos (por ions e
elétrons/buracos) permitird ajustar propriedades de interface e operacionalidade dos transistores
visando aplicagdes sensoriais, como o monitoramento de neurotransmissores e outras pequenas
moléculas de interesse bioldgico.

99 de Barros, Anerise ; Braunger, Maria Luisa ; de Oliveira, Rafael Furlan ; Ferreira, Marystela . Functionalized Advanced Carbon-
Based Nanomaterials for Sensing. Reference Module in Biomedical Sciences. -ed.: Elsevier, 2021, v. -, p. 0-0.
doi.org/10.1016/B978-0-12-822548-6.00014-5

187



Time (s) .
Figura 172 a) Um chip contendo transistores de rGO operando em solugdo, conectados a instrumentagdo de
caracterizagdo elétrica por meio de uma estag¢do de pontas (probe station). b) Resposta do dispositivo (corrente de
fonte-dreno) a pulsos de tensdo (V) aplicados

Dopagem de Filmes Metdlicos com Conjuntos Moleculares: Andlise do Transporte Eletrénico e
Magnetoeletrénico

Recentemente o LNNano adquiriu um PPMS (Physical Parameter Measurement System), um instrumento
no estado da arte para a caracterizagdo elétrica do transporte eletrénico e magnetoeletrénico em baixas
temperaturas (até 1,8K) e altos campos magnéticos (até 14T). A aquisicdo deste equipamento tem
permitido estudar neste projeto o efeito de dopagem por spin em filmes metdlicos diamagnéticos
utilizando conjuntos moleculares semicondutores com alto grau de controle de espessura (na faixa de
poucos nanémetros, 10 nm). A Figura 173a ilustra o dispositivo em estudo, denominadas de junc¢Ges
sanduiches Au/conjunto molecular/Au, onde tais conjuntos correspondem a camadas termicamente
depositadas de ftalocianinas metadlicas. Figura 173b ilustra a curva de resistividade em fung¢do da
temperatura onde observa-se claramente o aparecimento do Efeito Kondo em amostras dopadas com
moléculas, a dizer, amostras dopadas com moléculas de ftalocianina de cobre e ftalocianina de cobre
fluoradas. Nota-se que a estrutura molecular do dopante e suas propriedades fisico-quimicas afetam
significativamente o ponto de minimo nestas curvas, quando a resistividade das trilhas de Au passa a
aumentar com a diminuicdo da temperatura. Atualmente estamos buscando entender como estas
caracteristicas governam o Efeito Kondo através de novos experimentos e suporte da teoria e simulagdes
computacionais. O objetivo é desenvolver novos dispositivos quanticos como valvulas de spin.
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Figura 173 a) Representagdo esquemdtica da segdo transversal das amostras dopadas, em que a organizagéo
molecular do filme de ftalocianina é retratada em azul e as regiées em amarelo representam os filmes de ouro e
sua interface com as Pcs apds a deposigcdo b) Grdfico da resistividade normalizada em fungdo da temperatura, em
que as amostras de Au dopadas com CuPc e com F16CuPc apresentam aumento da resistividade com a diminuigdo
da temperatura, comportamento que indica o surgimento do efeito Kondo induzido pela dopagem com as
moléculas orgdnicas

Desenvolvimento de Plataformas Tridimensionais como Dispositivos de Biossensoriamento Eletroquimico

A pandemia do novo coronavirus escancarou a necessidade da sociedade e sistemas de saude por novos
biossensores, capazes de monitorar a transmissdo da doenca e a condigao clinica dos infectados. Visando
o desenvolvimento de novas solugdes tecnoldgicas para essa finalidade temos desenvolvidos novos
dispositivos tridimensionais que atuem como transdutores eletroquimicos para o biossensoriamento de
antigenos do virus SARS-CoV-2. A Figura 174a ilustra um conjunto de 24 dispositivos fabricados sobre
substratos de vidro por métodos de microfabricacdo e litografia dptica, tecnologias dominadas pela
industria e, portanto, compativel com o escalonamento para a produgdo em massa. Nesses dispositivos,
anticorpos especificos por identificar e interagir com uma parte do virus (antigeno) sdo imobilizados de
maneira orientada sobre a superficie de eletrodos metalicos atuando como biorreceptores. Medidas de
espectroscopia de impedancia elétrica (Figura 174b) de cada dispositivo individual sdo usadas na detec¢do
da amostra de interesse. Uma vez consolidada a arquitetura do dispositivo, o método de deteccdo sera
posto a prova em amostras de pacientes infectados pelo virus.
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Figura 174 a) Chip contendo x dispositivos microfabricacdo e pronto para uso. b) Estag:&o de medida utilizada para
a caracterizagdo

Crescimento de Filmes Epitaxiais de Arseneno e Caracteriza¢do de suas Propriedades Topoldgicas

Em 2005 foi proposto um modelo teérico no qual os estados de bordas do grafeno apresentariam o efeito
chamado spin-Hall quantico (QSH) no qual o acoplamento spin érbita (SOC) induz o alinhamento dos spins
em relacdo a direcdo do momentum do elétron produzindo uma corrente de spins polarizados sem a
necessidade da aplicacdo de um campo magnético externo. Entretanto, o SOC no grafeno é muito fraco
e, portanto, a observacdo experimental do efeito QSH torna-se muito dificil. Desde entdo a procura por
materiais bidimensionais que sejam capazes de realizar efeitos como o QSH em temperatura ambiente
tem sido um crescente campo de investigacdo devido ao seu profundo impacto na spintrénica e na
computagao quantica.

Estudos recentes mostram que o arseneno, monocamada de arsénio (As) com estrutura hexagonal
guando submetido a tensdes em sua rede cristalina pode ser um forte candidato a nova gerac¢do de
materiais QSH. Essas tensdes podem ser induzidas extrinsecamente por meio de células de pressdo ou
intrinsecamente por meio da epitaxia entre o substrato e o material depositado. Deste modo, o sistema
de Epitaxia por Feixe Molecular (MBE) do LNNano (Unico do pais a possuir um sistema difracdo de elétrons
de baixa energia integrado), Figura 175a, vem sendo utilizado para investigar o crescimento de estruturas
bidimensionais a partir dos compostos llI-V. As amostras produzidas mostram um empilhamento com
altura maxima de trés camadas atomicamente planas de arseneno, conforme indicado por imagens de
microscopia eletrénica de transmissao (Figura 175b). As proximas etapas do projeto incluem estabelecer
as condigOes de crescimento para filmes monocamadas de arseneno e caracterizar as propriedades de
transporte eletronico no material.
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Figura 175 (a) Sistema de Epitaxidipor Feixe Molecular (MBE) do LNNano, dedicado ao crescimento de compostos
1lI-V. (b) segdo transversal de uma amostra na qual é possivel observar entre o substrato de carbeto de silicio (SiC) e
a camada protetora de aluminio (Al)

Nanotoxicologia e Nanobiotecnologia

Construgdo de uma plataforma integrada de pesquisa para nanociéncia ambiental, nanotoxicologia e
nanosseguranga

O crescimento da nanotecnologia em diferentes setores industriais estd cada vez mais evidente,
apresentando grande potencial para inovacdo e geracdo de novas tecnologias. Assim, é essencial
avangarmos nos estudos dos impactos destes novos materiais em nanoescala sobre sistemas bioldgicos e
meio ambiente dentro de uma perspectiva ampla de prote¢do da saude humana, animal e ambiental
associado com conceitos importantes de economia circular, inovagdo responsavel e sustentabilidade.
Nesse sentido, avangamos no entendimento do efeito combinado (co-exposi¢do) de nanomateriais com
poluentes ambientais (pesticidas e metais pesados) sobre organismos bioindicadores de qualidade de
aguas e ecotoxicidade aquatica.

Palaemon pandalirformis é uma espécie de camardo amplamente distribuida na regido costeira brasileira
e com importante papel econdmico. Além disso, este organismo é considerado um indicador de polui¢do
ambiental em estudrios; entretanto, suas respostas fisioldgicas aos poluentes ambientais, incluindo
pesticidas e nanomateriais, ndo sdo bem conhecidas, especialmente os efeitos da co-exposi¢do. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos da co-exposicdo entre nanotubos de carbono
oxidados e o pesticida Carbofuran no metabolismo de rotina de P. pandalirformis. Nossos resultados
mostraram que os camardes expostos aos nanotubos oxidados (10 pug L-1) aumentaram a taxa metabdlica
(consumo 0O;) em 292% e a excregdo de amOnia em 275%; aqueles expostos ao Carbofuran (10 pg L-1)
aumentaram sua taxa metabdlica em 162% e a excregdo de amobnia em 425%; e com a co-exposi¢ao
(nanotubos + pesticida) também houve aumento da taxa metabdlica em 317% e excregdo de amOnia em
433% quando comparado ao controle Figura 176). Esses resultados fornecem informagdes importantes
para um melhor entendimento das respostas fisioldgicas de camarGes apds a exposicdo combinada a
nanomateriais e pesticidas em ambientes aquaticos. Este trabalho foi realizado em parceria com o
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Instituto de Pesca de Sdo Paulo em Cananéia e Instituto de Quimica da UNICAMP, e foi publicado no
periddico Chemosphere (Elsevier)'®,
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Figura 176 Estudo do efeito combinado de nanotubos de carbono oxidados e pesticida Carbofuran sobre o
metabolismo (consumo de oxigénio e excregcdo de aménia) de Palaemon pandaliformis (camardo)

Em outro estudo, investigamos a toxicidade combinada de particulas fluorescentes de silica (SiNPs) com
cadmio (Cd2+) apds co-exposicao ao microcrustaceo aquatico Ceriodaphnia dubia. O Cd2+ e matéria
organica natural (NOM) foram escolhidos como poluente modelo (metal pesado) e compostos organicos
ambientais onipresentes, respectivamente. A toxicidade aguda (imobilidade) foi utilizada para comparar
os efeitos das misturas na presenca e auséncia de NOM a 10 mg L-1. Ensaios de alimentacdo de C. dubia
com Pseudokirchneriella subcapitata (algas verdes) e biodistribuigcdo das particulas SiNP (microscopia de
fluorescéncia) em C. dubia também foram empregados para monitorar essas nanobioeco-interacées e
efeitos da co-exposicdo. A presenca de NOM aumentou drasticamente a estabilidade coloidal das SiNP
em agua reconstituida. De acordo com os valores de imobilidade mediana aguda (24 h-IC50 e 48 h-IC50),
nenhum efeito significativo foi observado na toxicidade do Cd2+ puro tanto com NOM (10 mg L-1) quanto
com concentragées variadas de SiNPs (0,1, 1.0 e 10 mg L-1). Da mesma forma, ocorreu para SiNPs (1.0 mg
L-1) juntamente com Cd2+ e NOM (10 mg L-1). Foi observada dependéncia de SiNPs na dose para
bioacumula¢do, aumentando-a proporcionalmente. Apesar da auséncia de efeitos interativos observados
nos resultados de imobilidade (toxicidade aguda), supomos que as alteragdes no comportamento
alimentar e o aumento da bioacumulagdo de SiNPs indicam risco em potencial para C. dubia da exposicdo
combinada a SiNPs, Cd2 + e NOM. A co-exposi¢do a SiNP, NOM e Cd2+ resultou em uma resposta de
alimentagdo ao estresse estimulante na concentragdo mais baixa de Cd2+ e declinio na dose mais alta
deste metal, devido a um comprometimento funcional do trato digestivo (Figura 177). Nossos resultados
até o momento indicam que os efeitos dessa mistura (SiNP + Cd2+ + NOM) na presenca de algas pode
afetar processos vitais e causar impactos de longo prazo na sobrevivéncia de C. dubia. Este trabalho foi
desenvolvido em colaboragdo com o Grupo de Nanociéncia Ambiental da University of Birmingham - UoB
(Reino Unido), e com apoio do acordo de cooperagdo FAPESP-UoB.

100 Alves, K.V.B., Martinez, D.S.T., Alves, O.L., Barbieri, E. Co-exposure of carbon nanotubes with
carbofuran pesticide affects metabolic rate in Palaemon pandaliformis (shrimp). Chemosphere. 2021
Sep 24; 288(Pt 1): 132359. doi: 10.1016/j.chemosphere.2021.132359.
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Figura 177 Estudo do efeito combinado de nanoparticulas de silica fluorescentes com o metal pesado Cadmio sobre
0 microcrustdceo aqudtico C. dubia na presenca e auséncia de matéria orgdnica natural (NOM) e alimentagdo com
algas

Sensores eletroquimicos para diagndsticos

O projeto “Sensores para diagndsticos” objetiva o desenvolvimento de sensores elétricos e
eletroquimicos, microfluidicos ou em batelada, com compatibilidade de producdo em larga-escala para
diagndsticos point-of-care (POC) em meios bioldgicos complexos. Desde o inicio de 2021, esforgos vém
sendo direcionados para diagndstico da COVID-19 a partir da deteccdo de anticorpos. Esses projetos na
divisdo de Nanotoxicologia e Nanobiotecnologia (NBT-LNNano) se encontram vinculados ao Programa
Estratégico Emergencial de Prevencdo e Combate a Surtos, Endemias, Epidemias e Pandemias da CAPES
(projeto tematico CAPES-EPIDEMIAS).

Especificamente, eletrodos consistindo em papel grafitico poroso, condutor e hidrofébico preparado por
meio da pirdlise de papel celulésico vém sendo usados em combinacdo com a adigdo do polissorbato 20
(Tween® 20, T20) a fim de produzir uma nanocamada hidrofilica (< 2 nm). Tal nanocamada pode ser
gerada de modo in-situ (simultaneamente com a adicdo da amostra) e evita a biopassivacdo além de
permitir a penetra¢do gradual da amostra através dos poros do papel. Esses dois fendmenos cooperativos,
como ilustra a

, elevam a corrente e a sensibilidade, que aumentam ainda mais com o tempo de exposi¢ao (até 4h). Logo,
esse método representa uma quebra de paradigmas para testes eletroquimicos em fluidos biolégicos
complexos, imediatas ou que envolvam monitoramento a longo prazo, por garantir analises quantitativas
ultrassensiveis sem a necessidade de modificagdo quimica covalente da superficie do eletrodo de trabalho
com camadas anti-biopassivagdo como aborda a literatura. Além de afetarem o custo, a complexidade e
a capacidade de escalonamento do método, essas camadas levam a uma deterioragao da sensibilidade e
da reprodutibilidade das medidas.
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Figura 178 . Sensor baseado em papel pirolisado e nanocamada de T20 para andlises eletroquimicas diretas sensiveis em meios
bioldgicos complexos. (A) Efeitos cooperativos da nanocamada (< 2 nm), quais sejam, evitar a contaminagdo do eletrodo por
proteinas e permitir a penetrago da amostra nos poros do eletrodo 3D (60 um de espessura). Esses fenémenos garantem
respostas eletroquimicas altas em plasma humano e demais amostras bioldgicas complexas. (B) Dados de resisténcia a
transferéncia de carga (Rct) obtidos pelo método usando nanoparticulas de ouro, a proteina Spike como receptor e a técnica de
espectroscopia de impeddncia eletroquimica a amostras de soro de individuos sauddveis e de pacientes da COVID-19. Esse
grdfico demonstra o potencial do método para triagem da COVID-19

Em 2021, foram realizadas etapas de caracterizacdo as quais abrangeram técnicas espectroscépicas e
microscopicas (de transmissdo e varreduras eletronica e por sonda), dentre outras, para analises da
topografia do eletrodo, da sua composi¢ao quimica, do fendmeno de capilaridade das amostras através
dos poros do papel e da espessura e propriedade anti-biopassivacdo da nanocamada de T20. Além de
ensaios eletroquimicos na presenca de BSA e plasma humano ndo diluido, o método foi aplicado com
sucesso para o diagndstico da COVID-19 a partir de amostras de soro. Andlises a dezenas de amostras
demonstraram que o método desenvolvido é capaz de classificar com sucesso amostras de individuos
saudaveis e com a COVID-19. Um artigo contemplando todos esses resultados encontra-se em fase de
revisdo em um periédico. Ademais, um pedido de patente!® foi depositado junto ao Instituto Nacional da
Propriedade Industrial.

A proteina Spike, responsavel por mediar a entrada do virus SARS-CoV-2 nas células humanas, tem sido
largamente utilizada em biossensores impedimétricos para reconhecimento de anticorpos da COVID-19.
Porém, o seu uso implica em limitagdes para producdo em massa de testes rapidos e o seu uso de rotina
considerando-se etapas como armazenamento e transporte. Essas limitagdes incluem uma sintese
complexa, de baixo rendimento e de alto custo e as possibilidades de desnaturacdo, que resultam em uma
baixa estabilidade. Como solugdo, um projeto da divisdo NBT-LNNano vem substituindo a proteina Spike
por um peptideo como receptor. Selecionado via bioinformatica a partir de estudos sobre a composicao
de subprodutos da subunidade S1 da Spike apds interacdo com anticorpos produzidos em peixes, esse
peptideo se encontra presente na subunidade de ligagdo (S1) da proteina Spike como mostra a Figura 179.

101 LIMA, RENATO S; Santhiago, Murilo. todo para analises eletroquimicas sensiveis em fluidos
biolégicos complexos. 2021, Brasil. Patente: Privilégio de Inovac¢do. Numero do registro:
BR1020210161078, titulo: "todo para analises eletroquimicas sensiveis em fluidos bioldgicos
complexos", Instituicdo de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial. Depdsito:
14/08/2021
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Esse peptideo possui vantagens competitivas em relacdo a Spike no que concerne a construgao de testes
rapidos mais acessiveis e aplicdveis no mundo real, sdo elas: estabilidades de armazenamento e
estocagem (ndo ha o problema de desnaturagdo como ocorre com as proteinas) e maior simplicidade e
menor custo de sintese. De fato, esse peptideo pode ser sintetizado de forma simples e barata e apresenta
alta estabilidade térmica. Adicionalmente, o peptideo tem demonstrado capacidade de interagao seletiva
com anticorpos produzidos em amostras de soro de pacientes com o SARS-CoV-2 conforme experimentos
de caracterizacao de superficie, ensaios eletroquimicos e estudos tedricos de docagem molecular. Esse
sistema, notoriamente, também gerou testes com maior sensitividade em relacdo as analises com a Spike
como receptor. Esse resultado é crucial uma vez que diminui os riscos de falsos negativos.

O sistema com o peptideo consiste em um biossensor usando eletrodo de carbono vitreo e nanoparticulas
de ouro (AuNPs, 34 nm) modificadas via adsor¢cdo eletrostatica direta com o peptideo para
reconhecimento do Ab do virus SARS-CoV-2 em amostras de soro de pacientes com COVID-19 através de
medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica. Essa rotina adotada envolve uma arquitetura
modaular, permitindo facil adaptacdo para deteccdo de demais analitos. Mediante tratamento dos dados
por um método de machine learning (ML), o método possibilitou a triagem de amostras de soro de
individuos sadios ndo vacinados e vacinados e de pacientes da COVID-19. Objetivamos, assim, a
construcdao de uma plataforma portatil capaz de diagnosticar a COVID-19 e com viabilidade de translacdo
do laboratério para analises clinicas de rotina. Um artigo contemplando esses resultados encontra-se em
fase final de digitacdo e sera submetido para publicacdo.
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Figura 179 Biossensor contendo peptideo como receptor para detecgdo de Ab da COVID-19. (A) Modelos estruturais da proteina
Spike e do peptideo. (B) Representagdes esquemadticas das vantagens de uso do peptideo, do biossensor e do diagrama de
Nyquist obtido na presen¢a de um complexo de ferro como sonda redox. (C) Triagem de amostras de soro de individuos sadios
ndo vacinados e vacinados e de pacientes da COVID-19. Esses resultados foram obtidos apds processamento de dados do
diagrama de Nyquist por ML
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Sensores para nanomateriais

O projeto “Sensores para nanomateriais” da divisdo NBT-LNNano visa o uso de sensores como solugdes
de baixo custo e rdpidas para o monitoramento de nanomateriais sintéticos e coloidais, quando
biotransforma¢des como a formacdao de protein corona e agregacao passam a exercer um papel
fundamental sobre as propriedades fisico-quimicas e as intera¢des dos nanomateriais. Um outro alvo de
investigacdo é a determinac¢do do grau de toxicidade desses nanomateriais, o qual depende fortemente
dessas biotransformacdes.

Um sensor microfluidico eletroquimico baseado em PDMS e eletrodos interdigitados de ouro vem sendo
usado para o monitoramento in-situ e em tempo real de nanoparticulas de silica (SiO;NPs). Ao longo da
sua sintese (24 h), a partir do uso de ML, o sensor é capaz de fornecer multideterminagées do diametro
hidrodinamico e da concentracdo das SiO,NPs a partir de medidas Unicas de impedancia como exibe a
Figura 180. Um artigo com esses resultados encontra-se em fase final de digitacdo para submissdo em um
periddico.
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Figura 180 Sensor microfluidico baseado em capacitores de dupla-camada elétrica para o monitoramento em
tempo real de propriedades como concentragdo e didmetro hidrodindmico de nanoparticulas de silica ao longo da
sua sintese. (A) Meio reacional, plataforma e nanoparticulas. (B) Carregamento da interface do eletrodo. (C)
Eletrodos e canal de PDMS. (D) Etapas da sintese

Sensores eletroquimicos para o meio ambiente

De maneira similar ao projeto anterior, o projeto “Sensores para o meio ambiente” da divisdo NBT-
LNNano visa o desenvolvimento de sensores eletroquimicos, microfluidicos, em batelada ou vestiveis, que
permitam andlises in-situ de baixo custo, rapidas e sensiveis voltadas ao monitoramento ambiental
usando uma instrumentacao portatil e dispositivos apresentando viabilidade de producdo em larga escala.
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Usando o eletrodo de papel pirolisado e isopropanol para permeacao das amostras pelos poros do papel,
determinacgdes eletroquimicas ultrassensiveis foram obtidas para determinacgao de tragos de fosfato em
adgua mediante a sua complexacao com sal de molibdato. O complexo formado (=250 nm), denominado
dnion de Keggin, é eletroativo, sofrendo redugdes em +0,38 V (vs. Ag/AgCl) e +0,21 V que correspondem
as reacdes de transferéncia de carga de Mo*® para Mo** e Mo** para Mo*?, respectivamente. A andlise de
fosfato é relevante, pois essa espécie gera a eutrofizacdo em meios aquaticos quando em concentragdes
excessivas. A sensibilidade (-1,9 x 10°* mA cm™2 ppb~!) e o limite de deteccdo (1,1 ppb) foram melhorados,
respectivamente, por fatores de 33 e 99 sobre os dados obtidos sem a adicdo de isopropanol, listando
entre os melhores valores quando comparados com os resultados relatados na literatura para fosfato.
Uma imagem ilustrativa desse trabalho segue apresentada na Figura 181. Um artigo com esses resultados
foi publicado no periddico ACS Sensors®*

Concentration

Figura 181 Sensor baseado em papel pirolisado e isopropanol para determinagdes eletroquimicas ultrassensiveis
sem a necessidade de modificagdo quimica do eletrodo. (A) Segdo transversal do eletrodo e ilustragéo do complexo
formado ao longo dessa regido do papel. (B) Eletrodos 2D e 3D (com permeagdo da amostra pelos poros do papel)

sem e com adi¢éo prévia de isopropanol

Em um outro projeto, desenvolvemos um método eletroquimico para analise rapida, simples e
ultrassensivel de compostos quimicos volateis. Como ilustra a Figura 182, usamos malhas com micro-furos
concomitantemente como membrana para a extracdo por difusdo em fase gasosa do analito da amostra
e eletrodo para a determinacgao eletroquimica desse alvo com o eletrélito receptor em repouso. Usamos
dois tipos de malhas com beneficios complementares, (i) uma malha de Ni fabricada por métodos
robustos, escalonaveis e bem estabelecidos para a fabricagdo de geometrias especificas e (ii) uma malha

102 SHIMIZU, FLAVIO M. ; PASQUALETI, ANIELLI M. ; NICOLICHE, CAROLINE Y. N. ; GOBBI, ANGELO L. ;
Santhiago, Murilo ; LIMA, RENATO S. . Alcohol-Triggered Capillarity through Porous Pyrolyzed Paper-
Based Electrodes Enables Ultrasensitive Electrochemical Detection of Phosphate. ACS Sensors, v. 6, p.
3125-3132, 2021.
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de aco inoxidavel, que é disponivel comercialmente a baixo custo. Esse método produziu uma espécie de
difusdo reversa do analito dissolvido no eletrdlito (receptor), ou seja, do eletrodo para o seio da solugdo,
0 que permitiu analises altamente sensiveis. Utilizando malhas de Ni revestidas com nanoparticulas de
Ni(OH),, esse sistema foi aplicado para determinacdo de etanol em amostras reais relacionadas a
producdo do biocombustivel etanol. Uma equacdo simples obtida por ML foi capaz de fornecer analises
acuradas.

Testes preliminares também demonstraram o revestimento bem-sucedido das malhas com filme de ouro
como um material de eletrodo alternativo e o monitoramento de HCl utilizando malhas de aco revestidos
com ouro. Essas estratégias ampliam a aplicabilidade da plataforma que pode fornecer solugdes Uteis de
deteccdo de espécies volateis para o mundo real. Um artigo sobre esse trabalho foi publicado no periddico
ACS Appl. Mater. Interfaces!®. Ademais, um pedido de patente foi depositado junto ao INPI%4,

Figura 182 Novo método para andlise de espécies volateis. (A) llustragio genérica do trabalho. (B) Representagdo
esquemdtica da plataforma. (C) Imagens de microscopia eletrénica das malhas metdlicas de Ni e ago. (D) Fotos
dessas malhas, as quais foram usadas como membrana para a extragéo por difusdo em fase gasosa do analito da
amostra doadora e eletrodo para sua determinagdo eletroquimica. RE, CE e WE sdo os eletrodos de referéncia,
auxiliar e de trabalho, respectivamente. As barras de escala correspondem a 5 (a esquerda) e 10 mm (a direita)

A industria de d6leo e gas envolve a geragdo de uma grande quantidade de agua produzida (PW), que
incorpora produtos quimicos ecologicamente nocivos, como compostos de petrdleo que também

103 GIORDANO, GABRIELA F. ; FREITAS, VITORIA M. S. ; SCHLEDER, GABRIEL R. ; Santhiago, Murilo ;
GOBBI, ANGELO L. ; LIMA, RENATO S. . Bifunctional Metal Meshes Acting as a Semipermeable
Membrane and Electrode for Sensitive Electrochemical Determination of Volatile Compounds. ACS
Applied Materials & Interfaces, v. 13, p. 35914-35923, 2021.

104 LIMA, RENATO S; GIORDANO, GABRIELA F; FREITAS, V. M. S. ; GOBBI, ANGELO L. . Método e sistema
de detecgdo eletroquimica de compostos voldteis compreendendo eletrodo-membrana semipermedvel.
2021, Brasil. Patente: Privilégio de Inovagdo. Nimero do registro: BR1020210163950, titulo: "Método e
sistema de detecc¢do eletroquimica de compostos volateis compreendendo eletrodo-membrana
semipermeavel", Instituicdo de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial. Depésito:
18/08/2021

198



implicam em efeitos deletérios a sua taxa de recuperacdo e seguranca de trabalho. Como limitacao, o
monitoramento de éleo em amostras de PW (OiW) em pocgos on-shore e off-shore é desafiador uma vez
gue os métodos atualmente disponiveis geralmente envolvem o uso de equipamentos de bancada e
rotinas experimentais laboriosas. Usando o método baseado em microemulsificacdo (MEC), que foi
introduzido por nosso grupo em 2014%, desenvolvemos uma estratégia econémica, de facil uso, rapida,
escalondvel e aplicavel em campo para a determinacao de OiW. De acordo com a Figura 183, a analise é
baseada na medida do volume minimo de anfifilico necessario para estabilizar termodinamicamente
dispersdes turvas (emulsGes ou sistemas de Winsor), formando microemulsdes transparentes. Aplicando
a amostra como fases 6leo-agua, Tween-80 como fase anfifilica e um turbidimetro portatil, os ensaios sao
realizados em 5 min com um limite de detec¢do em torno de 6 ppm, o qual é inferior a média maxima
mensal de OiW que é limitada oficialmente no Brasil (29 ppm).

PW sample
(0/w)

Cloudy emulsion Transparent ME

Figura 183 Principio e operagédo do MEC para determinagéo de éleo em uma amostra de PW. Esse método se
assemelha a uma titulagdo, embora o ponto de viragem ndo seja consequéncia de reagdes quimicas, mas da
estabilizagdo termodindmica de dispersées. Uma outra diferenca é que a mudanga abrupta de cor como acontece
em titulagbes é substituida, nesse caso, por uma variagdo de turbidez

Além de apresentar elevada robustez frente a mudangas de salinidade, vale ressaltar que o método
possibilitou a determinagdao do OiW em amostras reais com acurdcias entre 95,7% e 105,6%. Nossos
resultados sdao um passo relevante para a quantificagdo de OiW em campo. A indUstria de petréleo e gds
pode se beneficiar desse método para traduzir solugdes uteis para o mundo real, minimizando, logo,
possiveis efeitos adversos ecoldgicos e operacionais associados a OiW. Um artigo com esses resultados
foi publicado no periddico Fuel®°.

Em um outro projeto da divisdo NBT-LNNano, sensores eletroquimicos vestiveis em folhas em combinacdo
com o uso de ML vém sendo desenvolvidos para o monitoramento in-situ, em tempo real e a longo prazo
de parametros fisioldgicos de plantas de soja. Sensores vestiveis impedimétricos sdo uma estratégia
promissora para determinar a perda de agua (LW) das folhas uma vez que podem possibilitar a

105 Renato S. Lima.; Shiroma, Leandro Yoshio ; TEIXEIRA, ALVARO VIANNA NOVAES DE CARVALHO ;
TOLEDO, JOSE ROBERTO DE ; DO COUTO, BRUNO CHARLES ; CARVALHO, ROGERIO MESQUITA DE;
Carrilho, Emanuel ; Kubota, Lauro T. ; GOBBI, A. L. . Microemulsification: a novel approach for analytical
determinations. Analytical Chemistry (Washington), v. 86, p. 9082-9090, 2014.

106 DE OLIVEIRA, RICARDO A.G. ; CARVALHO, ROGERIO M. ; GOBBI, ANGELO L. ; LIMA, RENATO S. .
Microemulsification-based method enables field-deployable quantification of oil in produced water.
FUEL, v. 308, p. 121960, 2022.
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quantificagdo in-situ e ndo destrutiva da dgua celular a partir de uma uUnica medida. Uma vez que LW é
um marcador crucial da saude das plantas, o seu monitoramento pode fornecer informagdes essenciais
em dreas como agricultura de precisao, estudos de toxicidade e desenvolvimento de insumos agricolas.
Os desafios ante a esse monitoramento sdo a adesdo na folha, a compatibilidade, a viabilidade de
escalonamento e a reprodutibilidade dos eletrodos, especialmente quando submetidos a
monitoramentos de longo prazo. Neste projeto, desenvolvemos um conjunto de inovacdes em
sensoriamento (medidas de bioimpedancia) e solucdes tecnoldgicas e de processamento de dados
objetivando superar esses obstaculos.

Eletrodos adequados para producdao em massa consistindo em filmes stand-alone de Ni obtidos por
métodos de microfabricacdo bem estabelecidos e papel pirolisado ecologicamente amigdvel permitiram
a determinacdo reprodutivel de LW de folhas de soja com sensibilidades 6timas de 27,0 (Ni) e 17,5 mQ
%—1 (papel). Além disso, os eletrodos de Ni apresentaram alta adesdo na folha e compatibilidade de longo
prazo. Suas respostas de impedancia permaneceram inalteradas sob a acdo do vento em velocidades de
até 2,0 ms—1, enquanto experimentos de fluorescéncia de nanossonda de raios-X fornecidas pelo Sirius
(linha Carnauba) nos permitiram confirmar a compatibilidade do Ni através do monitorando dos
micronutrientes presentes no interior da folha em uma area na regido de fixacdo do eletrodo externo.
Ambos os eletrodos foram transferidos diretamente sobre as folhas utilizando um adesivo comum como
mostra a Figura 184.

G SANS under deformation On-leaf deformation

=652 @

Unknown Impedance BLE microcontroller Android
impedance analyzer CC2541 Application
Sensor connection AD5333 Remote assay

Figura 184 Sensores vestiveis para o monitoramento de folhas de soja. (A) llustragdo genérica do trabalho. (B)
Eletrodos de Ni (SANS) e papel pirolisado (PGP) sob estados de deformagdo conforme indicados. (C) Sensores
fixados sobre folhas de soja com o auxilio de um adesivo comum. Apds a fixagdo, os pads dos eletrodos foram
cortados para permitir o contato elétrico dos eletrodos com o equipamento (potenciostato) para as medidas de
impeddncia. (D) Diagrama de blocos indicando componentes do potenciostato portdatil (BluChem) conectado a
internet das coisas (loT). A insercdo mostra uma foto desse potenciostato. A barra de escala expressa 20 mm
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Usamos um potenciostato portdtil e de baixa demanda de energia elétrica com conexdo sem fio a um
smartphone para determinar de maneira remota ao longo de 24 h o LW de plantas colocadas no interior
de uma cdmara com controles de temperatura, iluminacdo e umidade. Notoriamente, um modelo de ML
foi capaz de converter os dados do sensor usando eletrodos de Ni em uma equagdo matematica simples
capaz de gerar determinacées dos valores de LW em duas temperaturas (30 e 20 °C) com erros de raizes
médias quadraticas baixos (0,1% a 0,3%). Esses dados sugerem uma ampla aplicabilidade da plataforma
ao permitir a determinacdo direta do grau de hidratacdo de folhas em temperaturas variaveis. Nosso
método é promissor para o desenvolvimento de tecnologias capazes de fornecer andlises em tempo real
e remotas da salde de plantas, com implicagcdes em dreas como agricultura de precisdo e nanotoxicologia.
Um artigo contemplando esses resultados encontra-se em fase de revisdo em um periddico. Essa
submissdo estd vinculada a um convite que o pesquisador da Divisdo de Nanotoxicologia e
Nanobiotecnologia recebeu da revista para publicacdo de artigo em um volume especial dedicado a
trabalhos de jovens pesquisadores (ACS Applied Materials & Interfaces's Forum "Early Career Forum").

4.3. Apoio a geracdo de inovacdo
O LNNano é um laboratério referéncia nacional em nanociéncia e em sua aplicacdo para geracdo de
tecnologias voltadas ao desenvolvimento sustentavel. Em 2021, o Laboratério estabeleceu uma parceria
estratégica com grandes empresas do setor de papel e celulose com o objetivo de validar materiais
nanoestruturados de origem renovavel que pode ser amplamente incorporado em outras matrizes, de
modo a melhorar suas propriedades fisico-quimicas. Os resultados desse projeto tém potencial de gerar
impacto positivo significativo para o setor, uma vez que habilitardo o uso seguro da tecnologia.

Paralelamente aos projetos e parcerias com empresas realizados no ano, que serdo detalhados abaixo,
foram depositados um numero recorde de pedidos de protecao de propriedade intelectual junto ao INPI
(Instituto Nacional de Propriedade Industrial), resultantes das atividades de pesquisa e desenvolvimento
do LNNano. Adicionalmente, houve o depdsito de um pedido definitivo via Tratado de Cooperacdo de
Patentes (do inglés Patent Cooperation Treaty - PCT).

Detalhando as protecdes de propriedade intelectual de 2021, comegamos pelo desenvolvimento interno
em conjunto com o LNBio, que gerou a tecnologia intitulada “Biossensor sem marcacdo baseado em
estrutura de imidazolato zeolitico, processo de fabricacdo do mesmo e processo de deteccdo de
interacdes”, depositada no INPI sob o nimero de depdsito BR 10 2021 002128 4

O pedido intitulado “Processo e sistema de deteccdo de padrdo molecular de amostra biofluidica” é
resultante de uma pesquisa interna que utilizou inteligéncia artificial e um sensor eletroquimico
multidimensional ndo seletivo para detec¢do e quantificacdo de biomarcadores, e foi depositado junto ao
INPI com nimero BR 10 2021 005098 5.

As pesquisas internas na area sensoriamento produziram outras duas tecnologias: a tecnologia intitulada
“Método de detecgdo eletroquimica em meios fluidicos, eletrodo e kit para andlises eletroquimicas”, que
permite a anadlise de amostras bioldgicas complexas utilizando eletrodo de papel, e depositada no INPI
sob o numero BR 10 2021 016107 8; a tecnologia de deteccdo eletroquimica de gases inorganicos e
compostos organicos volateis, intitulada “Método e sistema de detec¢do eletroquimica de compostos
organicos volateis e gases inorganicos compreendendo eletrodo-membrana semipermedvel e processo
de fabricacdo do mesmo”, e depositada no INPI sob o nimero BR 10 2021 016395 0.

A tecnologia intitulada “Nanopapel de celulose modificada, sistema tinta-nanopapel de celulose
modificada, dispositivos baseados nos mesmos e seus processos de fabricacdo”, também desenvolvida

201



internamente no LNNano, destaca o uso de nanocelulose para a producdo de dispositivos elétricos e
eletronicos flexiveis, e foi protegida no INPI sob o nimero BR 10 2021 008072 8. Ainda na area de
eletronica, a tecnologia protegida “Células eletroquimicas baseada em nanomembranas e processo de
fabricacdo das mesmas” contempla uma célula eletroquimica de nanomembranas autoenrolada com
microambientes de difusao, e foi depositada no INPI sob o nimero BR 10 2021 011740 0. Na area de
descontaminacdo, foi protegida a tecnologia “Espuma porosa para retencdao de compostos organicos e
inorganicos, processo de producdo da mesma e seus usos”, com deposito no INPI sob nimero BR 10 2021
021329 9. Essa espuma apresenta alta capacidade de adsor¢do de compostos organicos (como corantes
e detergentes) e compostos inorganicos de metais pesados e é produzida com componentes renovaveis.

Utilizando materiais renovdveis, foi desenvolvido um “Adesivo a base de latex, nanocelulose cationizada
e lignina ndo-funcionalizada, processo de producdao do mesmo e seus usos”, depositado no INPI sob o
numero BR 13 2021 021330 1. Por fim, em parceria com a empresa Robert Bosch, foram depositados dois
pedidos de patente relacionados ao desenvolvimento de componente automotivo que visa o aumento da
performance da combustdo. Nos préximos pardgrafos, serdo descritos os projetos realizados em
colaboragdo com empresas no ano de 2021.

Biossensor nanoestruturado para determinagao da glicemia por método transdérmico ndo-invasivo

Este projeto estd sendo desenvolvido em parceria com a startup Se7e Digital, dentro do ambito do
SibratecNano — Rede de Nanodispositivos e Nanosensores e foi iniciado no primeiro semestre de 2020. A
parceria tem como objetivo desenvolver uma solucdo nacional e de baixo custo para a quantificacdo de
glicose e determinacdo da glicemia sem a necessidade de perfurar a pele, como ocorre nos exames
convencionais de coleta de sangue ou utilizando-se o dispositivo dextro. Neste sentido, a equipe do
LNNano vem trabalhando no desenvolvimento de um sensor vestivel, capaz de realizar esta leitura a partir
do fluido intersticial da pele. Em 2021, as atividades foram concentradas no desenvolvimento de
eletronica portatil, por meio da engenharia do front end (interface do usudrio) e do firmware que controla
cada uma das funcgGes do dispositivo, como os sinais para a promoc¢ao da coleta de fluido intersticial da
pele, detecgdo de glicose, comunica¢do Bluetooth e NFC com dispositivo mével, e gerenciamento de
memoaria e bateria da aplicacao.

Dispositivos de Corte e Erosdo com Revestimento Nanoestruturado (Plenus Coating)

Com o objetivo de desenvolver um método de aplicagdo de revestimento de instrumentos cirurgicos, uma
demanda importante da area saude, o LNNano em colaboracdo com a NChemi, uma startup do setor de
nanomateriais para a prote¢do mecanica de instrumentos odontoldgicos e médicos, iniciou este projeto,
gue vem desenvolvendo uma técnica e um equipamento automatizado para a deposicdo de uma
suspensdo de nanoparticulas por spray, buscando-se a customiza¢do do processo e a qualidade do
revestimento produzido. Em 2021, foram preparadas e caracterizadas diversas amostras-modelo
constituidas de aco polido, utilizando-se um aerdgrafo manual para verificacdo da potencialidade da
técnica para a deposicao do filme de nanoparticulas. O equipamento automatizado para deposi¢ao dos
filmes tem sido desenvolvido em etapas ao longo deste ano, culminando na construcdao do primeiro
protdtipo. Atualmente, o sistema de movimentagdao do mddulo spray do equipamento, nos eixos X, Y e Z,
estd em desenvolvimento, bem como a cdmara de deposicao de filmes com sistema de aquecimento
integrado.
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Desenvolvimento de coating para reducdo do efeito de "Light-struck” em embalagens de vidro

Neste ano, o LNNano iniciou uma colabora¢gdo com a AMBEV com o objetivo de desenvolver camadas
protetivas para embalagens. Até o presente momento, foi possivel obter uma camada transparente e com
a menor coloragdo possivel, e eficiente para bloquear a entrada de luz do sol e evitar o seu contato com
liquidos presentes no interior das embalagens de vidro. Além de uma metodologia para producdo em
larga escala dessas camadas protetivas, o processo de aplicacdo dessa tecnologia foi desenvolvido na
primeira etapa do projeto. O proximo passo sera estudar aderéncia, resisténcia quimica (processos de
lavagem) e iniciar os testes de aplicacdo no produto fornecido pela empresa.

Desenvolvimento de nova metodologia para avaliacdo da toxicidade e seguranca de microfibrilas de
celulose

Como parte dos esforcos das duas grandes empresas do setor de papel e celulose, a Klabin S.A. e a Suzano
S.A, com apoio da Associacdo Brasileira Técnica de Papel e Celulose (ABTCP), estabeleceram cooperacgéo
com o CNPEM com cofinanciamento Embrapii para a validacdo da seguranca no uso de microfibilas de
celulose, cujos resultados representardo um grande avanco na regulamentacdo e comercializacdo de
nanocelulose no pais. O projeto foi firmado no primeiro semestre de 2021 e, até o momento, a equipe do
LNNano ja realizou experimentos para caracterizacdo dos materiais selecionados conforme previsto no
cronograma.

Desenvolvimento de métodos de preparo de amostra e sensores na area de petroleo e gas considerando
a utilizacdo e concepgdo de plataformas microfluidicas

Projeto realizado pelo CNPEM/LNNano em parceria com a Petrobras, estd em andamento desde 2019 e
tem como objetivo utilizar plataformas microfluidicas para a identificacdo de insumos quimicos utilizados
pela industria do petréleo. Na primeira etapa do projeto, foram avaliados dispositivos microfluidicos
baseados no sistema de lingua eletrénica, e concluiu-se que, apesar de eles permitirem a discriminagdo
de faixas estreitas de concentracdo de diferentes insumos, as medidas ndo possuem boa
reprodutibilidade. Observou-se, também, que esses dispositivos ndo seriam capazes de determinar os
grupos quimicos do principio ativo dos insumos, uma vez que eles usam métodos ndo seletivos. Portanto,
o escopo do projeto foi alterado para o desenvolvimento de um método eletroquimico seletivo, utilizando
eletrodos de carbono baseados em papel pirolisado. Ensaios ja realizados mostraram que o método possui
alta sensibilidade, e possibilitaram a obtengdo de limites de detec¢do da ordem de parte por bilhdo do
teor de fésforo. Importantes informacGes ja foram extraidas, tais como a identificacdo da presenca de
grupos fosfatos com concentragdes da ordem de centenas a milhares de partes por milhdo. Como
proximos passos, serd avaliada a resposta de padroes fosfonatos para comparagdo com os resultados
atuais, possibilitando melhor entendimento dos mecanismos de deteccao.

Além do uso de insumos, aindustria de petrdleo e gds gera grande quantidade de agua produzida
(PW — produced water), que é composta dadguade formacdoe 4gua injetada junto com
produtos quimicos no reservatério para aumentar a taxa de recupera¢do de petrdleo. Como existem
normas que limitam os valores de éleo em &gua produzida (OiW —oil in water), a determinacgdo
de OiW em PW em pocos onshore e offshore é fundamental devido aos danos ao meio ambiente e aos
animais marinhos. Para isso, utiliza-se o método baseado em microemulsificacio (MEC), que foi
desenvolvido pelo grupo de microfluidica do LNNano em 2014. Trata-se de uma estratégia econémica,
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rapida, escalonavel de facil uso, que também fornece a determinagcdo em campo de OiW. O MEC pode ser
aplicado tanto para quantificacdo a olho nu, quanto com o auxilio de um turbidimetro portatil e os
ensaios sao realizados em menos de 5 minutos com um limite de detec¢do de aproximadamente 6 ppm.
Além de apresentar elevada robustez frente as mudancas de salinidade, o método permite a
determinacdo de OiW em amostras reais com acurdcias entre 95,7% e 105,6%. Os resultados obtidos até
0 momento representam um avang¢o importante para a quantificacdo em campo de OiW, e para a
industria de petréleo e gds, que pode se beneficiar deste método para desenvolver solugées que facilitem
a tomada de decisdao e minimizem o impacto ambiental.

Destilacdo de volumes reduzidos de petréleo

Este projeto foi realizado pelo CNPEM/LNNano em parceria com a Petrobras de 2018 e concluido em
2021, tendo o objetivo desenvolver um destilador miniaturizado para a destilacdo de pequenos volumes
de petrdleo bruto. A destilacdo é um processo critico para a caracterizacdo do 6leo bruto, permitindo
identificar e quantificar as fracdes de petrdéleo por suas faixas de temperatura de ebulicdo, através da
curva de pontos de ebulicdo verdadeiros (PEV). Na industria, a curva PEV é elaborada seguindo a norma
ASTM D 2892, que necessita de 1 a 30 litros de éleo. Contudo, ha casos em que a quantidade amostrada
é reduzida, como na prospecc¢do de novos pocos, o que dificulta a caracterizacdo por destilacdo. Neste
projeto, foram concebidos dois sistemas capazes de realizar a destilacdo de 2mL de petrdleo bruto. O
primeiro foi construido em vidro, com coluna de fracionamento com recheio de corda de aco-inox,
acoplado a técnica de machine learning, e apresentou resultados de exatiddo entre 96% e 103% para a
qguantificacdo dos derivados nafta, querosene e diesel presentes nas amostras de éleo. Contudo, a
fragilidade do vidro e as caracteristicas do processo produtivo dificultam a producdo em larga escala e a
precisdo inter-dispositivos desse sistema.

O segundo sistema foi concebido inteiramente em ago-inox, através de usinagem mecanica, que tem a
vantagem de ter os componentes construidos em pegas independentes e rosquedveis entre si, o que
facilitou a montagem, limpeza e troca. Com este dispositivo, observou-se a reducdo do tempo de
operacao e foi possivel calcular as concentragdes dos derivados. Houve boa correlagdo com o método da
ASTM D 2892 e exatiddo de 94% a 108%. Por fim, foram feitos estudos para a incorporagdo de uma coluna
de pratos perfurados ao sistema de ago-inox, com malhas hidrofdbicas de niquel obtidas por fotolitografia
e eletrodeposicdo. Observou-se uma melhor separacdo dos derivados do petréleo em comparagdo com
os outros recheios estudados. Como vantagens, essas colunas envolvem uma fabricagdo escalondvel e
robusta, além de permitirem a facil modulagao da eficiéncia de separagdo mediante alteragdes simples
como no nimero de malhas e/ou nas dimensdes dos micro furos. Esses resultados demonstraram que as
plataformas desenvolvidas sdo promissoras para avaliagdao de petréleo quando os volumes de amostra
sdo reduzidos.

Desenvolvimento de sistemas microfluidicos para a extracao de espécies presentes no petroleo e
separacdo de fases em emulsdes

Este projeto foi iniciado em 2018, pelo CNPEM/LNNano em parceria com a Petrobras, e continuara em
andamento em 2022. O objetivo deste projeto é desenvolver sistemas de extracdo microfluidicos de alta
eficiéncia, ultrarrdpidos, com baixo consumo de amostras e com fabricagao reprodutivel e escalonavel.
Esses sistemas visam a extracdo e a andlise da dgua de formagdo, encontrada em forma de emulsdo
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agua/dleo no petréleo, e presente em toda cadeia extrativa e produtiva. Essa agua apresenta
caracteristicas inorganicas importantes para industria petrolifera, pois sua composicdo salina pode
produzir incrustacées em varias etapas do processo, impactando a rentabilidade. Portanto, métodos de
extracdo e analise sdo fundamentais para a tomada rapida de decisdo. Ao longo do projeto, vém sendo
exploradas duas vertentes na confeccao dos dispositivos microfuidicos: a primeira baseou-se no método
de polimerizagdo e remocdo de scaffold (PSR - polymerization and scaffold removal) utilizando-se uma
resina epdxi de bisfenol (BPA); a segunda envolveu o uso de impressora 3D com a técnica de
estereolitografia (SLA), utilizando-se uma resina polimérica a base de poli metacrilato de metila (PMMA).
Neste ultimo caso, novos formatos estdo sendo estudados, buscando-se obter um dispositivo com a
maxima eficiéncia de extra¢do possivel. Até o momento, desenvolveu-se um dispositivo que possibilitou
extracdes ultrarrapidas com eficiéncia préxima a 82 % em relacdo ao valor obtido pelo método de
referéncia, que é o misturador mecanico.

Adicionalmente, este projeto também se dedica a exploracdo do uso de sensores multidimensionais para
a analise dos ions metalicos presentes nas amostras de dgua, obtidas apds o processo de extracdo descrito
acima. Estes sistemas sdo compostos de sondas de sensoriamento ndo seletivas, que interagem
diferencialmente com uma mesma amostra, e que produzem padrdes de resposta Unicos para cada uma
delas (impressdes digitais). Ja foi possivel desenvolver um sensor multidimensional eletroquimico com
uma Unica sonda comum e com detecg¢do capacitiva universal em chips microfluidicos, também conhecido
como lingua eletronica. Os ions estudados inicialmente foram Ca2+, Ba2+ e Cl- em diferentes niveis de
concentracdo. Os dados obtidos foram tratados por técnicas de machine learning (ML) para avaliar o
potencial efetivo da plataforma para fins de classificagdo e multideterminacdo dos ions. Os resultados
obtidos até o presente momento juntamente com as técnicas de machine learning e revelaram a
capacidade de classificar e determinar a concentragdo dos ions estudados em misturas preparadas em
laboratdrio, com acurdcias proximas a 100 % para as amostras de validagdo e teste.

Avaliacdo de estabilidade e desempenho de produtos quimicos por sistemas micro/mesofluidicos

Este projeto foi contratado no segundo semestre de 2021, realizado em colaboragdo com a Petrobras,
tendo como objetivo o desenvolvimento de dispositivos micro/mesofluidicos capazes de simular diversas
condi¢des de escoamento em dutos de petrdleo, visando estudos in-situ relativos a formagdo e inibi¢do
de incrustagdes, e a avaliagdo da eficiéncia de diferentes desemulsificantes na quebra de emulsdes do
tipo agua/dleo. O escopo do projeto também inclui o estudo do efeito de alguns pardmetros como o tipo
de material e a porosidade do canal sobre a cinética de incrustagao.

4.4. Treinamento, Educacao e Extensao
Semindrios e Palestras

O LNNano ofereceu, ao longo de 2021, seminarios abertos a comunidade do CNPEM, em formato hibrido
(online e presencial), que sdo apresentados pelos seus préprios pesquisadores, como também por
convidados externos com grande relevancia cientifica:
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1. Semindrio "Supercondutividade e DFT: aspectos basicos e perspectivas novas", no dia 02 de
fevereiro de 2021 (79 participantes). Palestrante: Klaus Capelle.

2. Seminario "Defect Engineering of Solution-processed 2D Materials for Improved Electronic
Devices", no dia 09 de fevereiro de 2021 (59 participantes). Palestrante: Rafael Furlan de Oliveira.

3. Seminario "A Fisica e suas relagdes com o Patrimonio Cultural”, no dia 18 de fevereiro de 2021 (53
participantes). Palestrante: Marcia de Almeida Rizzutto.

4. Seminario "Conformational analysis of tannic acid: environment effects in electronic and reactivity
properties", no dia 23 de fevereiro de 2021 (46 participantes). Palestrante: Romana Petry.

5. Seminario “ePDF - Um modelo de projeto em equipe”, no dia 02 de margo de 2021 (65
participantes). Palestrante: Edson Leite.

6. Seminario “Simula¢des Atomisticas de Nanoestruturas e Colaboragées Teoria/Experimento”, no
dia 30 de marco de 2021 (72 participantes). Palestrante: Rodrigo Capaz.

7. Seminadrio “Design de Ligas de Alta Entropia para Armazenagem de Hidrogénio”, no dia 20 de Julho
de 2021 (42 participantes). Palestrante: Guilherme Zepon.

8. Seminadrio “Investigacao experimental em filmes epitaxiais de isolantes topoldgicos tridimensional
(Bi2Te3) e cristalino (Pb1-xSnxTe)”, no dia 08 de julho de 2021 (52 participantes). Palestrante: Eduardo
Abramof.

9. Seminario “A tecnologia da microeletronica e o desenvolvimento de nanodispositivos”, no dia 21
de Outubro de 2021 (69 participantes). Palestrante: Roberto R. Panepucci.

10. Seminario "Doping and Stability: open issues in halide perovskites", no dia 28 de outubro de 2021
(52 participantes). Palestrante: Gustavo M. Dalpian.

11. Seminario “Application of FTIR to (photo)(electro)chemistry. Everybody has, just a few take
advantage”, no dia 18 de novembro 2021 (58 participantes). Palestrante: Dr. Pablo Sebastidn Fernandez.

12. Seminario: “SUPERCAPACITORS”, no dia 25 de novembro de 2021 (82 participantes). Palestrante:
Hudson Zanin.

13. Seminario “Desafios para a conversdo de CO2 e CH4 em sistemas Fotoeletrocataliticos”, no dia 02
de dezembro de 2021. Palestrante: Caué Ribeiro de Oliveira.

14. Semindrio "Usando a dptica ndo linear para estudar moléculas em superficies", no dia 09 de
dezembro de 2021. Palestrante: Paulo B. Miranda.

Alguns semindrios/palestras externos que os pesquisadores do LNNano participaram em 2021 sdo destacados a
seguir:

1. Palestra “Flexible cellulose-based electric and electrochemical devices”, para alunos de Graduagdo
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), no dia 23 de margo de 2021.

2. Coldquios e Seminarios do PPG-NMA - UFABC. Titulo da palestra: “A versatilidade de aplicagGes da
(nano)celulose: uma plataforma para produgdo de novos compdsitos”, no dia 01 de julho de 2021.
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3. Fronteiras da microscopia eletronica aplicada a Biologia Estrutural (Palestra). Curso de Microscopia
Eletronica Aplicada a Sistemas Bioldgicos: Principios e Preparagdo de Amostras, na Universidade Federal do
Ceara (On-Line), no dia 09 de agosto de 2021.

4, Palestra “Comportamento coloidal de suspensdes complexas de nanocelulose”, no Webinar da
ABTCP - Associagdo Brasileira Técnica de Celulose e Papel, no dia 14 de setembro de 2021.

5. Palestra “Aplicagdes de criomicroscopia eletrénica, de materiais moles a proteinas" (online). No
ambito dos Seminarios do INCT-FCx, oferecido pelo IF-USP, no dia 15 de outubro de 2021.

6. Open core-facilities at LNNano/CNPEM towards BRICS cooperation on Materials Science and
Nanotechnology (seminario). 32 Encontro do Grupo de Trabalho dos BRICS/MCTI, 26 a 28 de outubro de
2021, Manaus, AM.

7. Coldquio da IBM “Descoberta de novos materiais para um futuro sustentavel”. Titulo da palestra:
“Nanoestruturas da natureza usadas como plataformas para a produgdo de novos materiais sustentaveis”,
no dia 25 de novembro de 2021.

8. Nano & Environmental Heatlh: from single- to mixture toxicity assessment of graphene-based
materials (seminario). Universidad Nacional de Trujillo (UNITRU), lll Simposio Internacional de Nanociencia
y Nanotecnologia, 12 de novembro de 2021, Trujillo, Peru.

Ac0es de Capacitagao

O LNNano atuou intensamente na capacita¢do de profissionais e pesquisadores de diversas Instituicdes
Cientificas, Tecnoldgicas e de Inovagdo. Destacamos algumas inciativas, listadas a seguir:

1. O LNNano realizou em 2021 a primeira edigdo do “Curso tedrico e demonstrativo de técnicas avanc¢adas
de caracterizagdo de nanomateriais”, entre maio e agosto. O evento, totalmente online, contou com
especialistas e pesquisadores do Laboratdrio para ministrar aulas tedricas, demonstracdes experimentais e
tratamento de dados, das seguintes técnicas de caracterizacdo de nanomateriais:

Criomicroscopia Eletronica (cryo-TEM)

Espectroscopia de Fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

Microscopia de Forga Atémica (AFM)

Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM)

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Microtomografia de raios X
2. O LNNano pariticipou do comité organizador da Escola Sirius para Professores de Ensino Médio (ESPEM),
realizado de maneira remota nesse ano no periodo de 26-30 de julho de 2021. O evento contou com aulas
expositivas e visitais virtuais realizadas por pesquisadores do CNPEM. Houve apresentacdes de pesquisas
conduzidas no laboratério, assim como visita virtual ao vivo pelos laboratérios de micro/nanofabricacdo e

microscopia mostrando alguns de nossos equipamentos e infraestruturas avangadas.

3. VCurso de Introdugdo — Nanotecnologia & Nanotoxicologia. “Fundamentos de Nanotoxicologia: Ambiente,
Saude e Segurancga” (palestra), 19 e 20 de agosto de 2021, Campinas, SP.
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4. “Nanomateriais, Nanotoxicologia e Nanosseguranga” (mini-curso). Universidade Tecnolégica Federal do
Parand (UTFPR), IV SIMDAQBI, 23 de agosto de 2021, Curitiba, PR.

5. LNNano InstalagOes Abertas (palestra) e Nanotoxicologia (mini-curso). Universidade Federal do Piaui (UFPI),
V Workshop PPG-Ciéncia de Materiais, 29 de setembro de 2021, Teresina, PI.

6. Curso Tedrico e Demonstrativo de Técnicas Avancadas de Caracterizagdo de Nanomateriais, oferecido pelo
CNPEM/UFABC, nos dias 19, 21, 26 e 28 de julho de 2021.

7. Curso “Principles of Cryo-EM”. Oferecido pela Asociacion de Universidades Grupo Montevideo. 22 Escuela
Virtual AUGM de Tecnicas Biofisicas Aplicadas al Estudio Funcional y Estructural de Proteinas (On-Line), no dia
14 de setembro de 2021.

8. Curso de “CryoEM aplicado a macromoléculas: aspectos tedricos gerais e aplicagdes”. Oferecido pela
USP/UnB/Sociedade Brasileira de Cristalografia, nos dias 24 de setembro e 22 de outubro de 2021

9. Apresentacdo oral: Pés-graduacdo em Biotecnociéncia da UFABC. Titulo da apresentacdo: “Biossensores
eletroquimicos: conceito, configuragdes e aplicagdes no diagndstico da COVID-19”. Data: 19 de julho 2021.

10. Apresentagdo oral: V Curso de Introdugdo — Nanotecnologia & Nanotoxicologia do LNNano-CNPEM. Titulo
da apresentagdo: “Nanomateriais em biossensores para diagndstico da Covid-19”. Data: 20 de agosto de 2021.

11. Apresentacgdo oral: terceira edigcdo da Escola Sirius para Professores do Ensino Médio (ESPEM 2021) do
CNPEM. Titulo da apresentagdo: “Sensores Eletroquimicos: conceito, montagem e aplicagdes no diagndstico da

COVID-19”. Data: 26 a 30 de julho de 2021.

Os Pesquisadores do LNNano também lecionaram disciplinas em Programas de Pds-Graduacdao, como no
Instituto de Quimica (IQ) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) e no Programa de Pds-
Graduagdo em Nanociéncias e Materiais Avangados (PPG-NMA) da Universidade Federal do ABC (UFABC).

Eventos Cientificos

Destacamos algumas participagdes do LNNano em eventos de relevancia cientifica e tecnoldgica:

1. Electronic and Optical Properties of Twisted Multilayer Graphene Near the Magic Angle,
2DMAT2021, Paris, Franga, 23-26 agosto 2021 (participacdo remota devido a pandemia de COVID-19).

2. Latin America - Europe Symposium on Research Infrastructures, organizado pela Instruct-ERIC, em
que foi apresentada a palestra “Models for Integration”, no dia 16 de junho 2021;

3. Encontro da Sociedade Brasileira de Pesquisa em Materiais (SBPMat), ocorrido no dia 31 de agosto
de 2021;
4, Participacdo em iniciativa na area de inovagdo com foco em conhecimentos na area de

nanocelulose e nanotecnologia, em empresa produtora e exportadora de papéis para embalagens do Brasil,
em abril de 2021.
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Orientagao e Supervisao

Os pesquisadores do LNNano atuam amplamente na orientagdo de estudantes de iniciagcdo cientifica e
desenvolvimento industrial, de dissertacdes de mestrado e teses de doutorado. Além das orientagdes,
nossos pesquisadores participam frequentemente de bancas de qualificacdo e defesa de mestrado e
doutorado.

4.5. Infraestrutura, Operacdo e Melhorias Técnicas
Microscopia de Forga Atbmica

Atualizacao dos Lasers do AFM-IR

O laboratério dispGe de um AFM acoplado com nano-espectroscopia e imageamento de infravermelho,
utilizando a técnica de termo expansdo (AFM-IR). O modelo é o nanolR2-s (Figura 185), do fabricante
Anasys (atualmente BRUKER), que foi adquirido pelo projeto SisNano em setembro de 2016.

True model-free IR Sub-20 nm complex
absorption spectroscopy  optical property imaging

Figura 185 AFM-IR e SNOM modelo NanolR2-s — ANASYS / BRUKER

O sistema esta disponibilizado para usudrios externos deste julho de 2017. Mais de 60 propostas de
pesquisas foram realizadas, com vdrios artigos publicados por usuarios, inclusive uma capa de revista.

Para a realizacdo das técnicas de AFM-IR, o instrumento atualmente estd equipado com um laser de
cascata quantica, que opera na faixa de 1540 cm-1 a 1860 cm-1. Para a técnica de s-snom (o instrumento
combina métodos dpticos com a microscopia de forca atomica) é utilizado um laser de CO2, que opera
em numero de onda fixo de 1000cm-1.
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Como é possivel observar, a faixa da Figura 186 é estreita, o que limita bastante os resultados desse
instrumento. Nesta atualizacdo estamos realizando a expansdo desta faixa (Figura 187

), com a aquisicdo de 2 lasers abrangendo uma maior regido de interesse:

Laser 1 - LS-QCL-CWP-PS (em amarelo) - AFM-IR - faixa espectral de 950 cm-1 a 1900 cm-1 e s-snom:
950 cm-1a 1150 cm-1e 1700 cm-1 a 1850 cm-1

Laser 2 - Laser FASTspectra-OPO (em verde) - AFM-IR - faixa espectral de 2700 cm-1 a 3600 cm-1
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Estes 2 lasers foram entregues no LNNano no quarto trimestre de 2021, com previsdao de
instalagdo/treinamento no inicio de 2022. O comissionamento deste sistema devera ocorrer no primeiro
semestre de 2022. No segundo semestre devera ser disponibilizado para realizacdo de propostas de
pesquisas externas.

Implementagdo do Mdédulo de Alta Resolugao e Velocidade

Buscando melhorar o desempenho do AFM modelo Multimode 8-HR — BRUKER(Figura 188), a partir do
segundo semestre foi disponibilizado para os usuarios o modulo de forca pulsada (Peakforce) com alta
resolucgdo e velocidade. Com este médulo, um modulador extra é inserido no eixo z, possibilitando atingir
uma maior frequéncia na pulsacdo da forca, o que permite adquirir imagens de amostras de baixa
rugosidade com alta resolugao, em velocidades até 6 vezes maiores que as técnicas convencionais.
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Figura 188 Multimode 8-HR — BRUKER

Construgao de um Dispositivo para Funcionalizagdo de Sondas de AFM

Sondas comerciais para AFM estdo disponiveis com uma grande variedade de modelos com diferentes
constantes elasticas, frequéncias de ressonancia, afiacbes das extremidades, materiais e outros. Contudo,
algumas analises requerem sondas modificadas especificas para uso em experimentos de espectroscopia
de forga, funcionalizadas com os diversos materiais em estudo (como proteinas, lignina, latex e outros).

Aimersdo total da sonda na dispersdo do material a ser depositado provoca o recobrimento total da haste
da sonda. Com isso, o local onde é refletido o laser do sistema de deteccdo da deflexdo da haste também
contém material aderido, que pode alterar a eficicia da detecgdo. Assim, foi aqui desenvolvido e
construido um aparato para mergulhar somente a extremidade da sonda na dispersdao do material a ser
depositado. Desta forma, o recobrimento é realizado somente na extremidade da sonda, mantendo
intacto o local da haste onde o laser de controle é incidido.
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Figura 189 Sonda de AFM com recobrimento de Au

As imagens de MEV (Figura 189) da esquerda mostram uma sonda de AFM com recobrimento de Au sem
funcionalizagdo e as imagens da direita esta sonda apds o processo de funcionalizagdo com lignina.

Testes de Estabilidade

Com o aumento da demanda de projetos que requerem uma grande quantidade de dados para um estudo
estatistico das propriedades estudadas, ocorreu um aumento no tempo das aquisicbes de dados,
principalmente na plataforma do Bio-AFM (Figura 190). Em razdo disso, nds investigamos
sistematicamente a estabilidade do sistema, testando diferentes procedimentos para minimizar suas
flutuagoes.

Figura 190 Bio-AFM modelo Nanowizard 4 JPK/BRUKER

Foi observado que a principal causa destas flutuagdes sdo decorrentes das mudangas térmicas. Elas
modificam o sistema de deteccdo de deflexdo da haste da sonda, afetando a sensibilidade e calibragdo de
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forga, criticas para imagens e medigOes espectroscdpicas de AFM. Os testes mostraram a importancia do
aquecimento correto antes da aquisicdo dos dados, bem como as variagGes observadas ao longo do tempo
com os diferentes procedimentos. As varia¢Ges podem chegar a 80% apds a incorreta ativagao. Seguindo
os procedimentos elaborados, as variagdes permanecem em uma faixa de 5%. Estes procedimentos foram
descritos e publicados no memorando técnico intitulado “AFM thermal stability tests: effects in the
cantilever deflection detection system modifying sensitivity and force calibration”, disponiveis na
biblioteca CNPEM.

Microscopia Eletronica de Varredura e de Duplo feixe
Instalacdo e comissionamento de um novo microscépio eletrénico de duplo feixe (FIB)

O LNNano adquiriu em 2021 um novo microscépio eletronico de duplo feixe modelo Thermo Fisher
Scientific SCIOS 2 (Figura 191), que sera disponibilizado como instalacdo aberta para utilizacdo pela
comunidade cientifica a partir de 2022. Trata-se de um equipamento de alta resolu¢cdo que combina um
microscopio eletronico de varredura com canhdo FEG (Field Emission Gun) e um canhdo de ions de Galio
(FIB—Focused lon Beam). Este instrumento possui dez detectores para aquisicdo de imagens por elétrons
secundarios, retroespalhados e transmitidos, sendo trés destes detectores instalados dentro da coluna de
elétrons do microscopio, o que permite realizar analises com resolucdo de até 0,7 nm.

Além disso, este instrumento permite o preparo de seccdes transversais e amostras ultrafinas para
microscopia eletrénica de transmissdo, possuindo para isso dispositivos de deposicdo de Platina e
Tungsténio, além de um sistema de nano manipulacdo de alta precisdo. Diferente de outro microscépio
de duplo feixe ja em operagdo no LNNano (Thermo Fisher Helios Nanolab 660), este novo sistema é capaz
de operar com a amostra em ambiente de baixo vacuo, o que juntamente com outros recursos permite o
preparo e analise de amostras ndo-condutivas e magnéticas, aumentando a diversidade de materiais com
os quais o LNNano pode trabalhar. Também possui softwares de programacao e controle para o preparo
de amostras ultrafinas e mapeamento de grandes areas, o que possibilita automatizar determinadas
tarefas demoradas e repetitivas.

Sua operacdo serd focada no preparo de amostras ultrafinas, sendo um aliado de fundamental
importancia aos microscopios eletronicos de transmissdo de altissima resolucdo do LNNano. Isso
permitird que o microscopio de duplo feixe ja em operacdo seja utilizado para realizar analises de
varredura de alta resolugdo e aquisicao de dados para reconstrucdo 3D.
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Figura 191 Microscdpio eletrénico de duplo feixe Thermo Fisher Scientific Scios 2 instalado no LNNano

Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Em MET, as atualizacdes de infraestrutura foram mais no sentido de novos porta amostras e de
atualizacdo de software, como descrito abaixo

Atualizagao do servidor do Titan Cubed Themis

Neste processo o sistema foi atualizado para o software Velox, possibilitando a aquisicdo de imagens em
modo TEM com as seguintes velocidades, 30 f/s para imagens 4kx4k, 120 f/s para imagens 2kx2k e 480 f/s
para imagens de 1kx1k, o que possibilita a realizacdo de estudo in-situ na escala de microssegundos.

Comissionamento do porta-amostra Wildfire para Biasing

Este comissionamento possibilita o estudo in-situ no microscdpio Titan Cubed Themis do efeito de campos
elétricos de até 300 kV/cm em amostras manométricas na escala de microssegundos. Ainda no tépico
novos equipamentos, neste segundo semestre implementamos a compra de mais acessorios para a MET,
como descrito abaixo.

Implementacdo da técnica 4D-STEM

Compra de um detector pixelado de alta drea por pixel e mais softwares de controles para instalagdo no
Titan Themis 300. Esta atualizagdo permitird a realizacdo da técnica 4D-STEM no Titan Themis 300. Esta
técnica é a mais avangado na caraterizagdo estrutural via imagem por microscopia eletrénica de
transmissdo e vai permitir a implanta¢do da técnica avancadas de difracdo de elétrons.
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Implementacgao da técnica de microdifragao

O Talos F200C receberd uma atualizacdo que permitird fazer microdifracdo 3D, tornado o MET uma
plataforma de determinacao de estruturas cristalinas de micro e nanocristais, incluindo pequenos cristais
moleculares, cristais organicos de pequenas moléculas e cristais inorganicos. Esta técnica vai
complementar a drea de crio-microscopia eletrénica, ampliando o potencial de determinacdao de
estruturas de proteinas e cristais organicos e inorganicos.

Criomicroscopia Eletronica

O preparo de amostras para criomicroscopia eletrénica demanda o uso de proteina purificada, que
tipicamente necessita o uso de um sistema de cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC — Fast
Protein Liquid Chromatography). Em diversos casos é necessario que o preparo das grades de microscopia
seja realizado imediatamente apds a purificacdo da proteina, para que se mantenha a qualidade da
mesma. Como a maior parte dos grupos de usudrios ndo possui infraestrutura para preparo das grades
em seus laboratdrios, o LNNano adquiriu um FPLC (Akta Pure - Cytiva) para disponibilizar aos seus usuarios
de criomicroscopia. Dessa maneira, as etapas finais de purificacdo podem ser realizadas no laboratério de
preparo de amostras do LNNano, imediatamente antes do preparo das grades de criomicroscopia,
melhorando a qualidade das amostras.

As instalagdes de computagado cientifica (HPC) do LNNano tiveram uma atualizagdo de sua infraestrutura
por meio da instalacdo e ativacdo de um novo Datacenter. O antigo datacenter era composto por dois
racks e ar-condicionados do tipo split, que ndo sdao recomendados para Datacenters. Este sistema foi
substituido por racks enclausurados com dois ar-condicionados de precisdo, instalados diretamente nos
racks, com possibilidade de instalacdo de uma terceira unidade. Isso permite um melhor controle da
temperatura e umidade, bem como uma redug¢do no consumo de energia, pois a sala ndo precisa ser
resfriada, apenas os racks. Além disso, o novo sistema possui uma unidade de combate a incéndio
integrada e dois nobreaks de 20 kVA, com possibilidade de instalacdo de uma terceira unidade. Todo o
sistema possui a capacidade de monitoramento remoto via web, onde a temperatura, umidade, carga
elétrica, funcionamento dos ar-condicionados e nobreaks podem ser acompanhados. Neste sistema de
monitoramento podem ser configurados alarmes para eventuais riscos na operagdo, tais como
temperatura e carga. No total, o novo sistema possui quatro racks, sendo um ocupado pelos sistemas de
monitoramento e nobreaks e trés para receber equipamentos. Cada um dos trés racks disponiveis possui
a capacidade de carga de 15 kVA. Atualmente estamos utilizando um rack completo e um quarto de um
segundo rack. Desta maneira, temos uma capacidade de expansdo que devera atender ao LNNano nos
proximos anos. A Figura 192 mostra o novo sistema de racks enclausurados.
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Figura 192 Sistema de racks enclausurados para equipamentos de HPC do LNNano

Sintese

Durante todo ano de 2021 os laboratdrios da Divisao de Sintese foram reorganizados de forma tematica
para que juntos com os equipamentos de espalhamento e espectroscopia fossem disponibilizados a
comunidade cientifica interna e externa e ao setor produtivo. Além dos laboratérios de apoio aos
equipamentos abertos a comunidade, trés novos laboratdrios tematicos foram finalizados sendo dois
dedicados inteiramente a fabricacdo de nanomateriais (Figura 193) para aplicacdo em diferentes
tecnologias de producdo e armazenamento de energia limpa. Um terceiro laboratério dedicado ao
processamento de polimeros, celulose em escala piloto para principalmente desenvolvimento de
produtos e tecnologias. Essa instalacdo tem grande interface com o setor produtivo tanto para
desenvolvimento de projetos em conjunto, como prestacdo de servico ou consultorias.
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Figura 193 Fotos do laboratdrio de fotossintese artificial com a infraestrutura de caracterizagéio de materiais e
dispositivos

Nano e Microfabricacdo

Com recursos do SisNANO, o LNNano adquiriu um sistema de deposicdio de metais customizado
(Sputtering + e-Beam), Angstrom Engineering/MBraun, modelo Evovac 046, para substituir um sputtering
Balzers com cerca de 30 anos de uso, Figura 194. O sistema possui quatro canhdes de evaporacdo (trés
DC e um RF) e um e-Beam com seis cadinhos, podendo depositar até dez materiais diferentes (metais e
dielétricos), de forma sequencial. No 12 semestre de 2021 o sistema foi instalado pelo fabricante e foi
realizado treinamento da equipe interna. Apds o comissionamento, o equipamento foi caracterizado e
em seguida, foi aberto para atender aos usudrios internos e externos. Possui um sistema de movimento
planetario, com quatro porta amostras com 200mm de diametro, o que permite depositar uma grande
guantidade de amostras ao mesmo tempo. O softwarw AERES controla todo o processo de deposigao.
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Figura 194 Sistema de Metalizagdo MBraun (Sputtering + e-Beam)

Com recursos provenientes de projetos com a Petrobras, foram adquiridos, instalados e comissionados,
um Plasma de Oxigénio (Plasma Cleaner CYKY) e um Cromatégrafo a Gas com Espectrometro de Massas
acoplado (Thermo Trace 1300 +ISQ 7000). Ambos estdo disponiveis para atender aos projetos industriais
e aos usuarios internos e externos. O plasma de oxigénio,Figura 195a, é largamente utilizado em processos
de limpeza antes da etapa de metalizagdo e é essencial para a etapa de selagem de dispositivos
microfluidicos baseados em PDMS. O Cromatégrafo a Gas com espectrometro de Massas, Figura 195b, é
uma poderosa técnica analitica capaz de separar e identificar espécies volateis e semivolateis.
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Figura 195 a) Plasma cleaner utilizado para processos de limpeza pré-metalizagdo e para selagem de dispositivos
microfluidicos baseados em polimeros. b) Cromatdgrafo a gds com espectrémetro de massas acoplado fabricado
pela Thermo. Na parte superior da foto, pode-se observar o detalho do sistema de amostragem automdtica

Também com recurso do SisNano, o LNNano adquiriu uma nova impressora 3D da Formlabs. O modelo
Form2, Figura 196, utiliza a tecnologia SLA (Stereolithography Apparatus), baseado em resinas poliméricas
foto curdveis para imprimir pecas e partes com elevado grau de definicdo. O equipamento substitui o
modelo anterior que deixou de operar apds 5 anos. Aberto a usuarios interno e externos, este
equipamento tem sido usado em varios projetos para fabricar pecas e partes para montagem dos setups
nas linhas de luz do Sirius, bem como na fabrica¢do de dispositivos microfluidicos para o LNBio e LNNano.

Figura 196 Impressora 3D SLA Form2. Neste sistema, um feixe de laser escreve camadas com até 25 micra de
espessura em uma resina polimérica sensivel a luz UV. No detalhe a direita, pode-se observar uma pega recém-
fabricada na impressora
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Visando expandir as competéncias da Divisdo de Nano e Microfabricacdo do LNNano e complementar as
técnicas existentes no laboratério, o laboratério adquiriu com recursos do SisNano um sistema de
micromachining a laser. Esse sistema atendera as crescentes demandas de seus usudrios por solu¢des de
problemas com intricada complexidade na fabricacdo de microestruturas e dispositivos para aplicacGes
nas areas de sensoriamento, energia, entre outros. O laser promove a remoc¢ao controlada (ablacdo), com
precisdo micrométrica, de camadas nanométricas de materiais de variada natureza (metdlica e ndo-
metadlica) depositadas sobre a superficie de interesse para a fabricacdo de microestruturas com
configuragdo e geometria variavel, definidas sob demanda por software dedicado. Este sistema é util para
a microfabricacdo de estruturas sem necessidade de técnicas de litografia ou corrosao por via Umida e,
portanto, complementar a estas, podendo atender ainda demandas de prototipagem de
microdispositivos flexiveis e/ou de materiais organicos ou (bio)degradaveis. Devido as restricbes de
importacdo que o CNPEM sofreu em meados deste ano, o sistema de micromachining a laser foi entregue
em Outubro/2021 e, até a data deste relatério, esta em fase de instalacdo.

Por fim, destacam-se as novas instalacGes para a Nanofabricacdo do LNNano (Figura 197), um conjunto de
salas-limpas equipadas com instrumentacdo no estado da arte para a fabricacdo de nanoestruturas e
nanodispositivos. Entre os instrumentos jd instalados e em processo de comissionamento, destacam-se o
e-line plus da Raith para litografia por feixe de elétrons e o ion milling da AJA International Inc. para
processos de corrosdo controlada via ions argbénio. Essa nova infraestrutura de Nanofabricacdo é uma
parceria entre o LNNano e a FAPESP (através de um projeto multiusudrio), e integrard o Sistema Nacional
de Laboratérios em Nanotecnologias (SisNANO), que sdo laboratérios direcionados a pesquisa, ao
desenvolvimento e a inovacao (PD&I) em nanociéncia e nanotecnologia, apoiados pelo Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovagbes (MCTI). Trata-se de uma infraestrutura multiusuario dedicada a
nanofabricacdo visando novos desenvolvimentos para as areas da saude, meio ambiente, agricultura,
energia, entre outras. Essa nova infraestrutura foi projetada de modo a criar um ecossistema integrado
com outras facilidades ja existentes no LNNano e que sdo referéncia no pais, como o parque de
microscopia eletrénica e os laboratdrios de microfabricagdo. A infraestrutura de nanofabricagado abrira
inimeras oportunidades a pesquisadores de todo o pais de projetar e executar experimentos
desafiadores, tanto para fins de ciéncia fundamental, como para o entendimento de fenédmenos fisicos e
guimicos complexos em nanomateriais, quanto para o desenvolvimento de novas aplicagdes em diversas
areas do conhecimento. Por atuar na forma de infraestrutura aberta, usudrios da academia e do setor
produtivo poderdo submeter propostas para o uso das facilidades, onde receberdo ainda apoio técnico e
cientifico para a execug¢do dos projetos.
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e-LINE Plus

Figura 197 a) Equipamento para litografia por feixe de elétrons (e-line plus, Raith) e b) lon milling para processos de
corrosdo (AJA International Inc.)

Nanotoxicologia e Nanobiotecnologia

O peixe Danio rerio (Zebrafish) tem se destacado como um modelo animal estratégico para pesquisa em
ciéncias da vida e do ambiente. Entre as inumeras vantagens do Zebrafish como modelo de estudo,
destacam-se o seu tamanho reduzido e baixos custos de manutencao, resisténcia e transparéncia de seu
embrido permitindo aceder a nivel celular e em tempo real qualquer processo de desenvolvimento
durante as diversas fases da embriogénese. Além disso, seu curto periodo reprodutivo, alta fecundidade,
conservagdo genémica com outros vertebrados e disponibilidade de ferramentas para producdo de
animais transgénicos tornaram este modelo cada vez mais importante para estudos in vivo. Foram
realizadas adaptagdes e melhorias para automacgdo da Rack de Zebrafish instalada na Sala de Bioensaios
(Figura 198) da Instalacdo de Nanotoxicologia e Nanosseguranca para manutencdo e cultivo destes
organismos com alta qualidade para a pesquisa visando o atendimento de usuarios internos e externos.

) = R |
Figura 198 A. Rack automatizada para manuten¢do dos peixes (Zebrafish); B- sistema de purifica¢do de dgua por
osmose reversa,; C- painel de controle de pard@metros fisico-quimicos da rack; D- painel de controle do sistema de

fotoperiodo da sala do biotério
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5. Engenharia e Tecnologia

5.1. Pesquisa e Desenvolvimento in house

Projeto Sirius

Sistemas de Vdcuo

Durante o ano de 2021, os sistemas de vacuo do Sirius continuaram em condicionamento e as pressoes
de vacuo de todos os aceleradores continuaram diminuindo gradativamente. Na condi¢do dinamica, com
feixe de elétrons na maquina, os valores das pressdes especificados em projetos devem ser atingidos com
as seguintes doses de corrente de feixe de elétrons integrada: 1 A-h para o booster e linhas de transporte;
e aproximadamente 100 A-h para o anel de armazenamento de elétrons. No caso do booster, a dose
integrada ainda nao foi atingida no ano de 2021 e, por isso, sua pressdo de vacuo ainda ndo atingiu os
valores desejados. No caso do anel, a dose integrada especificada em projeto ja foi atingida e em
dezembro ultrapassou a marca de 300 A-h. As pressdes de vacuo do anel, especificadas em projeto, foram
atingidas antes do previsto. Foram obtidos valores com uma dose integrada de aproximadamente 70 A-h,
ou seja, com 70% da dose especificada em projeto, indicando que a evolucdo das pressdes no anel estd
melhor do que o esperado.

Além disso, deu-se continuidade ao processo de desenvolvimento das camaras de vacuo para os

dispositivos de insercdo do tipo onduladores Delta. Mesmo com o alto grau de complexidade de
fabricacdo dessas cdmaras, foram obtidos bons resultados e fabricadas duas camaras para os onduladores
Delta 52 — essas camaras deverdo ser instaladas no Sirius no inicio de 2022. Além disso, a deposi¢do NEG
das cdmaras para os onduladores Delta 22 foi desenvolvida para as camaras finais de 2,6 m de
comprimento e foi concluida a fabricagdo de um protdtipo de camara completa de 1,3 m. Os préximos
tépicos apresentam mais detalhes sobre a evolugdo dos sistemas de vacuo dos aceleradores e do
desenvolvimento das cdmaras de vacuo para os onduladores Delta.

Montagem e caracterizacdo magnética dos onduladores
No ultimo trimestre de 2021, foi iniciada a montagem do conjunto magnético do ondulador Delta da linha

Sabid. Ao longo do ano, o projeto magnético do ondulador foi refinado, as bancadas de caracterizagao
magnética foram preparadas para as medidas do novo dispositivo, e foi desenvolvido um conjunto de
ferramentas computacionais para auxiliar no refinamento das caracteristicas do campo magnético de
forma que o dispositivo atinja as apertadas especificagdes de projeto. O cronograma simplificado da
montagem e caracterizacdao magnética deste ondulador é mostrado na Figura 199.
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Figura 199. Cronograma da montagem e caracteriza¢cGo magnética do ondulador Delta da linha Sabid
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Para a elaborag¢do do projeto magnético e para auxiliar no processo de montagem, foram desenvolvidas
varias ferramentas de simulagdo dos dispositivos de inser¢ao que permitem, por exemplo, calcular o
campo magnético, as integrais de campo e o erro de fase, além da trajetdria tridimensional do feixe no
dispositivo. Incluem também algoritmos de sorting (ordenamento) e shimming (calgamento) —
ferramentas importantes para a montagem e otimiza¢do do campo do ondulador. Dentro do escopo do
projeto magnético foram realizadas simulacdes de mapas de campo e de perturbacdes na drbita para as
varias fases do ondulador, bem como, simulagdes das for¢as magnéticas envolvidas na movimentagao dos
cassetes. Além disso, foram realizados estudos de corre¢dao multipolar.

O ondulador Delta da linha Sabia é composto por quatro cassetes — nome dado aos arranjos de blocos de
ima permanente —, que geram um campo magnético com formato aproximadamente senoidal com 21
periodos de oscilacdo. Por questGes construtivas, cada cassete é composto por um conjunto de
subcassetes, que acomodam doze blocos perfazendo trés periodos magnéticos, exceto por dois
subcassetes de terminagao que ajustam o campo nas bordas do ondulador. Para selecionar os blocos para
cada subcassete, um lote de blocos magnéticos, normais e de terminacdo, foi caracterizado no laboratdrio
de im3s. As informagdes de cada bloco sdo utilizadas no algoritmo de sorting dos blocos magnéticos
utilizado na montagem dos cassetes. O procedimento que permite a sele¢cdo e o ordenamento dos blocos
é necessario para otimizar o perfil e as integrais de campo, de forma a minimizar a necessidade de
shimming nas etapas seguintes. O processo de shimming é demorado e trabalhoso, pois requer retirar os
subcassetes do ondulador para o calcgamento dos blocos, a remontagem e a afericdo na bancada de
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medidas — processo que pode exigir varias interacGes para garantir que o desempenho do dispositivo
esteja dentro do especificado. Um protdtipo de ondulador planar com trés periodos magnéticos composto
por blocos do ondulador Delta foi construido e utilizado para a validacdo dos algoritmos e verificacdo da
amplitude do campo magnético gerado. Para auxiliar na montagem do ondulador, foi desenvolvida uma
mesa de montagem e afericdo dos subcassetes (Figura 200). O projeto magnético das corretoras e
quadrupolos skew de feedforward, que devem ser instaladas com o dispositivo para otimizar a sua
operacao com o feixe de elétrons, estdo em fase final de refinamento.

Figura 200. Mapeamento do campo de um subcassete do ondulador (esq); parte da infraestrutura
desenvolvida para a montagem do Delta (dir)

Para que as caracterizagdes do campo magnético possam ser realizadas de forma adequada e para que
seja possivel determinar se as especificacGes sdo atingidas, varias atividades foram realizadas visando
melhorar as bancadas de medida. Foram feitos melhoramentos no ima de calibragao de 2 Tesla e na
camara de zero-gauss utilizados na calibracdo dos sensores Hall. Uma etapa importante das atividades,
foi a preparacdo das bancadas para as medidas, comparando os resultados das medidas de dispositivos-
padrado de calibragdo entre elas. Esses preparativos incluiram também estudos comparando as simulagdes
magnéticas dos blocos com medidas realizadas na bancada Hall e na bancada de bobina girante. Foram
realizados, ainda, melhoramentos na bancada de caracterizagdo com bobina de Helmholtz para a medida
dos blocos de NdFeB utilizados no ondulador. O conjunto de blocos recebidos do fabricante sdo sempre
medidos no laboratério de imas para afericdo de suas caracteristicas magnéticas. Estas informacgbes sdo
importantes, pois as caracteristicas magnéticas dos blocos sdo determinantes para a escolha daqueles
gue comporao cada subcassete do ondulador.

Em paralelo, também foram efetuadas melhorias na infraestrutura e instrumentagdo das préprias
bancadas de medidas magnéticas. Um novo sensor Hall, adequado para o mapeamento do campo do
Delta, foi adquirido e caracterizado na bancada Hall de mapeamento de campo magnético (Figura 201). A
abertura entre os blocos magnéticos de alguns onduladores do tipo Delta serd menor do que 7 mm, o que
exigiu a aquisicdao de um sensor com dimenses compativeis. A bancada de fio esticado, utilizada para as
medidas das integrais de campo, foi otimizada para atingir a resolugao necessaria para caracterizar os
onduladores dentro das especificaces e tolerancias exigidas. O processo para melhorar a resolucdo das
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medidas da bancada e reduzir o nivel de ruido das medidas estd em andamento e os resultados alcangados
até o momento mostram erros abaixo de 10 G.cm. A bancada foi adequada para permitir medidas do
ondulador com o sensor Hall e o fio esticado, o que se mostrou muito importante para a validagdo das
medidas.

Figura 201. Novo sensor Hall em utiliza¢do (esq); estrutura do ondulador posicionada para medidas nas

bancadas Hall e de fio esticado

A montagem do ondulador teve inicio no ultimo trimestre de 2021 com a montagem dos primeiros
conjuntos de subcassetes, observados na Figura 202. Os procedimentos de otimizacdo de campo e de
medida foram utilizados para corrigir as integrais de campo. Um exemplo de aplicacdo do procedimento
é mostrado na Figura 203, que apresenta uma significativa reducdo das integrais apds as corregdes
aplicadas. Medidas conjuntas realizadas nas bancadas Hall e de fio esticado permitiram uma aferi¢do das
medidas com as simulagdes magnéticas utilizando dois métodos diferentes, o que se mostrou muito
adequado para confirmar as medidas. O processo de montagem e otimizagdo do campo com os
procedimentos de shimming estd em andamento. Com meio ondulador montado, o processo foi
interrompido para adequa¢do do mecanismo de movimentacdo dos polos. A expectativa é de que a
montagem e os primeiros ajustes do campo sejam retomados no inicio de 2022.
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Figura 202. Nove periodos montados no ondulador (esq); montagem completa (dir)

Figura 203. Medida e corregdo das integrais de campo dos subcassetes do ondulador Delta da linha
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Camaras de vacuo para os onduladores Delta 52
Ao longo de 2021, foram realizadas diversas atividades visando a conclusdo do projeto e fabricagdo da

camara de vacuo do Ondulador Delta 52, e das camaras de vacuo necessarias para a montagem do trecho
reto.

O conceito do flange da camara do ondulador foi revisado e a espessura de aluminio submetida ao aperto
foi reduzida para 1 mm. Este conceito de flange se deu a partir de processos de soldagem por difusdo e
FSW (friction stir welding), extensamente estudados pelo grupo de materiais, assim como a geometria das
mesmas para que a vedag¢do nado fosse afetada por perda de adesdo da unido dos materiais brasados.
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Os processos de soldagem por difusdo e FSW foram testados por meio da fabricacdo e caracterizacdo de
diversos protétipos ao longo do ano'®’. Foram realizados ensaios de trac3o para diferentes condi¢cdes de
soldagem por difusdo e feita analise de difracdo de raios-X (DRX) para identificacdo de intermetdlicos
formados durante esta soldagem, conforme ilustra a Figura 204. Os flanges obtidos por FSW ficaram
prontos no final deste ano e serdo caracterizados ao longo de 2022.

Figura 204. Caracterizagdo da soldagem por difusdo: amostras e ensaios de tracdo (A); e andlise de DRX
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Os flanges também foram submetidos a testes de ciclagem térmica e testes de estanqueidade. Todas as

pecas submetidas as ciclagens térmicas foram aprovadas no teste de estanqueidade. A Figura 205 ilustra
os flanges soldados por Difusdo e FSW.

Figura 205. Imagem de flanges soldadas por Difusdo (esq) e FSW (dir)

107 Diferentes geometrias foram testadas e chegou-se a geometria mais adequada para uso na cdmara
de vacuo do ondulador delta DU525. Essas camaras sdo fabricadas a partir de um perfil em liga de aluminio
AA 6063 extrudado, desenvolvido em parceria com a empresa Hydro Extrusion Solutions, devido a sua

geometria especifica e necessidade de canais de refrigeragdo que seriam dificeis de desenvolver através
de métodos anteriormente utilizados.
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A primeira camara fabricada para o Delta 52 foi soldada aos flanges do tipo “solda por difusdo” e
submetida ao processo de deposicdo NEG. Para avaliar a qualidade do filme NEG depositado, foi realizada
a ativacdo do filme em uma bancada de experimentos (Figura 206). A pressao final de 1,05.10-10 mbar
foi registrada apds a primeira ativacdo do filme NEG, indicando um desempenho de vacuo de acordo com
o esperado em projeto.

Figura 206. Bancada de testes para a cdmara de Vdcuo do Delta 52 apos deposicGo NEG

A Figura 207 ilustra as curvas de Temperatura e Pressdo para a segunda ativacdo realizada no filme NEG.
A pressao final atingida foi de 2,3.10-10 mbar.

Pressdao mbar

Figura 207. Curvas de Temperatura e Pressdo durante ativacdo do filme NEG
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A camara numero 2 para o Delta 52 teve sua usinagem finalizada. No final do més de novembro de 2021,
decidiu-se utilizar o modelo de flange “soldada por difusdao” para a construcao da cdmara, pois o processo
por FSW continua em desenvolvimento com promissores resultados preliminares. A segunda camara ficou
pronta para instala¢do no inicio do més de dezembro.

Foi desenvolvido um processo para o envelopamento dos cassetes do ondulador utilizando filme Kapton
de 0,076 mm de espessura. O objetivo de tal envelopamento é reduzir o atrito entre os pdlos do ondulador
e a camara de vécuo, evitando que ocorram danos a camara. O Kapton é preso por um par de chapas em
cada extremidade, que serdo parafusadas em determinados subcassetes do ondulador. O procedimento
é realizado em cada cassete separadamente e o Kapton pode ser removido e inspecionado em
manutencdes preventivas, por exemplo. A Figura 208 ilustra o envelopamento dos cassetes utilizando
Kapton.

Figura 208. Chapas que prendem o Kapton e sdo travadas no Ondulador (A), e teste de montagem no
Ondulador (B)

Em dezembro foram iniciados o teste de montagem da camara de vacuo no Ondulador Delta 52 e
avaliagdo de integridade do filme Kapton durante a movimentacdo dos cassetes. Foram escolhidos 3
modos de movimentacdo do ondulador para a realizacdo de experimentos. Além disso, foi finalizado o
projeto das camaras de vacuo do trecho reto no qual o ondulador serd instalado. As cdmaras foram
usinadas, brasadas, passaram por etapas de dimensional e finalmente pela deposi¢do do filme NEG. As
camaras estdo armazenadas em vacuo e prontas para a instalagdo no trecho reto. Foram usinados e
soldados mais 18 corpos de BPM. Desta forma, ja estdo disponiveis conjuntos de BPM completos para a
instalacao dos primeiros onduladores Delta 52 e Delta 22 para as linhas Sabia e Carnauba. A Figura 209
ilustra as transicOes que serdo montadas no trecho reto do Setor 10 (Sabid) do Sirius.

229



Figura 209. Transicbes a serem montados no trecho reto apds brasagem (A), e apds Deposigdo de filme
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Avaliacdo da resisténcia mecanica dos imds dos Onduladores Delta 52
Para avaliar a resisténcia mecanica dos imas de NdFeB que serdo usados na construcdo do ondulador

Delta 52, foram realizados ensaios de flexdao em quatro pontos e ensaios de tragdo em amostras deste
material. Os corpos de prova e resultados podem ser vistos nas Figura 210 e Figura 211, respectivamente.

Figura 210. Ensaio de Flexdo em 4 pontas do NdFeB
-
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Figura 211. Ensaio de tra¢Go do NdFeB
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Camaras de vacuo para os onduladores Delta 22
Para as camaras de vacuo do Ondulador Delta 22, foi definido como método de fixacdo das abas

dissipadoras laterais o processo de solda branda com a liga SN100CV. Esta liga ja foi utilizada com sucesso
nas camaras de vacuo do anel do Sirius, ao passo que a geometria requerida pelo projeto limitou os
avanc¢os com o método de fabricacdo por FSW.

Um forno tubular a vacuo de trés metros de comprimento foi construido neste ano (Figura 212A), e
utilizado para efetuar a solda entre as chapas de refrigeracdo e os tubos de perfil quadrado das cdmaras
de vacuo. Estes tubos de perfil quadrado sdo previamente brasados em flanges de inox em um forno de
inducdo, também adaptado a geometria das cdmaras deste ondulador (Figura 212B). A Figura 212 abaixo
mostra os fornos utilizados na fabricacdo das camaras do Ondulador Delta 22.

Figura 212. Forno Tubular 3m (A); brasagem de flange de inox em forno de indugdo (B)

Ao longo do ano foram realizados diversos testes de solda a fim de comissionar o novo forno tubular,
parametrizar o processo e definir a metodologia final de fabricagdo. No final de 2021 foi obtido o primeiro
protétipo completo da cdmara de vacuo do Ondulador Delta 22, com 1300 mm de comprimento (Figura
213). Para a caracterizagdo deste processo, foram realizadas metalografias (Figura 214), além de ensaios
de tragdo, micro-dureza, ciclagem térmica e estanqueidade.
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Figura 213. Primeiro protétipo de cdmara de 1300 mm do ondulador Delta 22. Visdo geral (A) e detalhe
das soldas (B)

Além da solda branda, também foi testado outro método de unido das abas dissipadoras através de duas
colas epdxi condutivas: Cotronics 132 e 133. Estas colas substituiriam o processo de unido de solda branda
e seriam uma segunda alternativa de fabricacdo. Diversos corpos de prova foram fabricados e um estudo
de caracterizagdo da resisténcia mecanica foi feito para avaliar ambos os métodos de manufatura. Os
corpos de prova foram submetidos a testes de ciclagem térmica e testes de tragdo (Figura 215).
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Figura 215. Ensaio de trag¢do de corpos de prova (A) e resultados da resisténcia mecénica da solda (B)
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Os resultados demonstraram uma queda significativa na resisténcia mecanica das colas apds os processos
de ciclagens térmicas que simularam as ativacdes de NEG, sendo entdo descartadas para a producado das
camaras do ondulador Delta 22. Embora ndo sejam apropriadas para esta aplicacdo, o composto fica
caracterizado como uma possivel alternativa para aplicacdes que ndo envolvam ciclagens térmicas.

O processo de deposicdo NEG foi executado em camaras protdtipos de 2600 mm usando dispositivos
especiais para garantir as tolerancias dimensionais e o alinhamento durante o processo de deposi¢do do
filme. Vdrias deposicdes foram feitas com essa montagem e o processo se mostrou repetitivo. Desta
forma, uma parametrizagao preliminar do processo foi estabelecida. A validacdo das deposic¢des foi feita
pela caracterizagdo do filme depositado em amostras, onde foram avaliadas a morfologia, espessura e
composi¢do quimica através de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia de raios-X
por energia dispersiva (EDS) tanto para o Delta 22 como para o Delta 52 (Figura 216).

Figura 216. Andlise por microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de raios-X por
energia dispersiva (EDS) do filme NEG depositado
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No final deste ano, foram iniciadas inspecdes dimensionais e o desenvolvimento de novos gabaritos de
transporte e de testes passa-ndo-passa para a validacdao das camaras fabricadas. Para 2022, prevé-se
finalizar a caracterizacdo dimensional das cdmaras do Delta 22, realizar deposicdo NEG em protdtipos
funcionais e fabricar a cdmara final a ser instalada com o ondulador que sera usado pela linha Carnauba,
assim como os componentes do trecho reto.

Automagdo para onduladores Delta
As principais atividades de automacao desenvolvidas estao relacionadas ao primeiro ondulador Delta a

ser instalado no Sirius, para a linha Sabid. A especificacdo funcional do dispositivo, projeto elétrico e
montagem do painel de controle foram finalizados em 2021. A adequacao de um painel protétipo para
uso dedicado a testes estd em andamento e os programas do CLP, da IHM (Interface Homem-M4quina)
local e o IOC EPICS para controle remoto, a partir da sala de controle do acelerador, estdo em
desenvolvimento. Este projeto é fruto de uma colaboracdo com a empresa Rockwell Automation.
Também foram realizados testes para validacdo da movimentacdo e otimizacdo da sintonia do
controlador com os onduladores de periodo 22 mm e 52,5 mm e o software para a operacdao da mesa de
montagem de sub-cassetes foi modificado conforme novas especificacdes de requisitos. A Figura 217 e a
Figura 218 apresentam, respectivamente, a montagem final da automagdo e o rack de controle do
ondulador para a Linha Sabia. A Figura 219 apresenta as telas da interface de controle do ondulador (IHM)
em fase final de desenvolvimento.

Figura 217. Protétipo do Delta com montagem da automagdo final

— ]
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Figura 219. Exemplos de telas de IHM em fase final de desenvolvimento
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O projeto de hardware, software e firmware para o sistema de feed-forward do ondulador Delta basea-
se em um “sniffer” para os encoders de posi¢cdo absoluta deste dispositivo. O hardware é baseado na
BeagleBone-Artificial-Intelligence e conta com quatro nucleos de tempo real junto com dois cores que
rodam linux embarcado. O objetivo é obter a posicdo instantanea de cada cassete, com menor laténcia e
jitter possiveis, para que sejam corrigidas as integrais de campo do ondulador e para que disturbios na
Orbita sejam minimizados. Ainda com ajustes, otimizagcGes e estudos a serem realizados prevé-se uma
taxa de atualizagdao das fontes de corrente, baseada numa tabela estdtica, de pelo menos 1 kHz. Este
projeto avangou no Ultimo ano e ja permite testes no acelerador. Os tempos de resposta esperado foram
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atingidos e a comunicacdo com as fontes foi parcialmente testada. A Figura 220 mostra a posi¢ao absoluta
de um dos cassetes durante uma varredura onde era realizada a validacdo do sistema e a Figura 221
mostra o hardware desenvolvido do Sirius para a correcao feed-forward.

Figura 220. Posigdo absoluta de um dos cassetes durante validacdo do hardware e firmware.
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Figura 221. Hardware desenvolvido e integrado para o “sniffer” do sistema feed-forward.

Front-end mdquina
Visando a protecao do anel de armazenamento contra acidentes de vacuo nas linhas de luz e o

comissionamento destas Ultimas, estdo sendo projetados e fabricados os chamados front-ends maquina
compostos, inicialmente, por photon shutters, valvulas e bellows. Os photon shutters sdo componentes
de seguranca, que quando estdo fechados sdo responsaveis por bloquear o feixe de luz sincrotron, em
caso de acidente de vacuo no front-end linha, permitindo que as valvulas fechem em seguranca e
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protejam, assim, o anel de armazenamento. Quando abertos, os photon shutters atuam como mdscaras
fixas, limitando o tamanho do feixe de luz que vai para as linhas.

Além disso, foi concluido o projeto dos photon shutters, que serdo instalados no front-end de linhas de
luz de ID (dispositivos de Inser¢dao). Atualmente, os componentes estdo em processo de compras ou
fabricacao, visando a instalacdo de um primeiro conjunto no primeiro trimestre de 2022.

O photon shutter para os front-ends de linhas de luz do dipolo central (BC) estd em fase de
desenvolvimento. Esse componente precisara absorver uma poténcia de feixe de aproximadamente 1,5
kW e foi utilizado como base o projeto de uma mascara de cobre que estd em operagdo no anel de
armazenamento do Sirius. O design mecanico foi modificado com intuito de atender a demanda térmica.
SimulagGes termo-estruturais (Ansys) e analise de fotons refletidos (Synrad+) foram conduzidos e sdo
apresentados na Figura 222.

Figura 222. PSBC: a) Desenho Mecdnico; b) Andlise Térmica; c) Andlise Estrutural; d) Synrad+

A Figura 223 apresenta o projeto em desenvolvimento do conjunto completo com os suportes, bellows e
cilindros de acionamento. Atualmente, esta sendo realizada a cotagdo e especificagdo técnica dos
componentes.
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Figura 223. Projeto Mecdnico do Photon Shutter de BC com suportes e bellows

Componentes para as linhas
Em 2021, foram brasados mais oito dispositivos visualizadores de feixe (DVFs) para as novas linhas de luz

do Sirius (Figura 224A); foi desenvolvido o processo de brasagem entre glidcop e ago inoxidavel, e
produzidas duas unidades de espelhos para as linhas Cedro e Imbuia (Figura 224B); foram projetados,
ainda, novos dispositivos e iniciadas as brasagens para o novo manifold DMCL das linhas Quatis e Sapucaia
(Figura 224C); e realizados os testes de solda por FSW dos front-ends para a soldagem dos componentes.

Figura 224. dispositivos visualizador de feixe (DVFs) (A); espelho para as linhas Cedro e Imbuia em seu
dispositivo de brasagem (B); projeto de brasagem do novo manifold DMCL (C)

5 c

Além disso, foi desenvolvido o processo de limpeza de trancas de cobre para utilizagdo nas camaras de
espelhos (pré e pés deposicdo de ouro), e iniciado um estudo para avaliar a corrosdo a longo prazo da liga
SN100CV em soldas que apresentam interface com agua, para possiveis aplicagdes futuras.
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Sistemas de injecdo e sistemas pulsados do Sirius
Ao longo de 2021, destacam-se duas importantes atividades no ambito do sistema de injecdo e sistemas

pulsados do Sirius. No inicio do ano, foi instalado o Pinger vertical, um magneto pulsado utilizado para
estudar a dindmica ndo-linear do feixe de elétrons no Sirius. Também foi instalada uma bancada de testes
do canhdo de elétrons, que devera ser de grande valia para testes de sistemas reservas e para estudos
com um canhdo de elétrons.

Pinger vertical
Pingers sdao magnetos pulsados utilizados para estudos da dindmica do feixe de elétrons no regime ndo-

linear. No Sirius, o kicker on-axis de injecdo é utilizado como pinger horizontal. O pinger vertical é um
kicker de 30 cm de comprimento que produz um campo dipolar horizontal produzindo uma distor¢ao
vertical na trajetdria dos elétrons. O pulso de 1,5 ps é menor do que o periodo de revolugdo dos elétrons,
de forma que estes veem a perturbagao apenas uma vez. O pinger é composto pelo magneto e pela fonte
de alta tensdo pulsada, e foram montados, caracterizados em bancada e instalados no anel de
armazenamento em abril de 2021 — conforme pode ser observado na Figura 225.

Figura 225. Pinger vertical posicionado na bancada de caracterizagdo (esq); conjunto pinger e pulsador
instalados no Sirius (dir)

Bancada de testes do canhdo de elétrons
Uma bancada de testes de canhdo de elétrons foi projetada e encontra-se em fase final de montagem. A

bancada sera utilizada para testes de eletrénicas auxiliares reservas do canhdo de elétrons do linac do
Sirius e para estudos com o canhdo. Nao havendo um canhdo reserva para o Sirius, foi utilizado na bancada
aquele que estava em operag¢dao no UVX, construido no LNLS no final dos anos 1980. A bancada foi
instalada dentro de um dos antigos armarios de moduladores do linac do UVX, ao qual foram adicionados
pontos de blindagem especificados pela Prote¢do Radiolédgica. A bancada foi posicionada dentro no hall
de klystrons do linac do Sirius (

Figura 226). O canhdo foi adaptado para operar com as eletronicas e fontes do canhdo do Sirius. O projeto
prevé a operagao remota de forma a possibilitar a utilizacdo da bancada para estudos com o feixe do
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canhdo. A expectativa é de que os estudos permitam aumentar a confiabilidade e a estabilidade do canhdo
do Sirius, com impacto positivo sobre a operacgao.

Figura 226. Area de testes do canhdo de elétrons em fase final de montagem

Cavidades Supercondutoras

Ao longo do ano de 2021 continuaram os preparativos para a instalagao das cavidades supercondutoras
do anel de armazenamento. Uma das cavidades devera chegar ao CNPEM no inicio de 2022 e serd
armazenada no hall experimental do Sirius, até sua instalacdo no anel. A segunda cavidade estd em
processo de montagem na Alemanha, e o teste de aceitagao na fabrica esta previsto para ser realizado no
primeiro semestre de 2022. A valve box e as linhas de transferéncia multicanal, que sdo os componentes

108

responsaveis pelo controle e alimenta¢do de hélio liquido para os criomddulos'®, estdo prontas e

armazenadas na fabrica (Figura 227).

Figura 227 Valve box e os racks de controle dos criomddulos do Sirius (esq); primeiro criomdédulo sendo embalado
para envio para o CNPEM (dir)

108 Criomddulo é a estrutura criogénica que acomoda a cavidade.
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A aquisicdo da planta criogénica foi contratada no primeiro semestre deste ano, havendo uma previsao
de que ainstalacdo e o comissionamento da planta sejam realizados nos primeiros meses de 2023. Apds
o comissionamento da planta, esta prevista a instalacdao das cavidades gerando uma parada longa na
operacao do Sirius. A previsao inicial da Research Instruments, fabricante das cavidades, é de uma parada
de 4 meses para a instalacdo e comissionamento dos dois criomddulos. Por ocasido da instalacdo das
cavidades, duas plantas de RF deverdo estar prontas para instalacdo, assim como toda a infraestrutura
necessdria para recebé-las.

A planta de RF é composta pela cavidade aceleradora e pelo sistema de RF responsavel por fornecer
energia para gerar o campo elétrico acelerador e manter o feixe de elétrons armazenado. O sistema de
RF compreende um conjunto de amplificadores de alta poténcia, um sistema de controle que mantém a
estabilidade do campo elétrico no interior da cavidade, linhas de transmissao e sistemas de protecao.
Uma planta de RF estd em operacgdo no Sirius, disponibilizando até 120 kW de poténcia em 500 MHz para
uma cavidade aceleradora de cobre de 7 células. Esta planta devera sofrer algumas modificagdes para as
instalacGes das cavidades supercondutoras. A poténcia de RF da planta é obtida pela combinacdo de
torres amplificadoras de 60 kW, e duas delas sdo utilizadas para alimentar a cavidade atual. Para facilitar
a instalacdo e movimentacdo dessas torres, foram introduzidas algumas modificaces no projeto das
torres ja construidas. O projeto foi finalizado e duas novas torres comegaram a ser montadas na area de
testes do laboratério de RF, com previsdao do término de montagem para o inicio de 2022 (Figura 228).
Essas modificacGes incluem pequenas mudangas na estrutura mecanica, no sistema de intertravamento
e nas eletronicas de aquisicdo de medidas de corrente e poténcias de RF, corrigindo problemas
encontrados nas duas primeiras torres. Além disso foi iniciada a montagem do segundo sistema de LLRF,
o sistema de controle que controla a amplitude e a fase do campo elétrico no interior da cavidade de RF
e a sintonia da cavidade. Os sistemas de guias de onda e os circuladores de alta poténcia para a instalagdo
desse conjunto de duas torres amplificadoras por planta estdo armazenados na sala de RF do Sirius.
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Figura 228. Montagem das novas torres na drea de RF (esq); testes do circulador no laboratdrio de RF
(dir)

Novos amplificadores
Uma outra frente de trabalho foi o desenvolvimento de um novo mdédulo amplificador e de divisores e

combinadores de RF para as quatro ultimas torres do sistema de RF do anel. A motivagao para esses
desenvolvimentos é a obsolescéncia do transistor utilizado nos mdédulos ja em operacdo, que foram
selecionados em 2012 nos primdrdios do projeto. Em 2020, com o Sirius ja em comissionamento, um novo
transistor foi langado com caracteristicas muito mais interessantes para a aplicagdo em amplificadores de
poténcia na faixa de UHF: maior poténcia de saida, maior ganho e maior eficiéncia. Assim, foi iniciado o
desenvolvimento de um novo mddulo a ser utilizado nas quatro ultimas torres amplificadoras. Utilizando
protdtipos montados no préprio laboratério, o médulo foi otimizado para operagao em 800 W, atingindo
880 W em 1dB de compressdo. A comparagao das caracteristicas dos dois médulos pode ser observada
na Tabela 3.

Tabela 3. Comparacgdo entre médulos amplificadores

Modelo Torres1a4 Torres5a 8
P, - Poténcia @0,5dB compr. (W) 530 830
Transistor BLF578 BLF978p
Ganho @ P, (dB) 17 22,4
Eficiéncia @ Pn (%) 60 68
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O protdtipo permitiu validar as simula¢Oes eletromagnéticas e térmicas realizadas e levou a modificages
destinadas a reducdo da temperatura dos componentes criticos nessas condicGes de operagdo (Figura
229). As simulacbes e caracterizacbes em bancada também desencadearam mudangas no projeto da
blindagem e na refrigeracdao dos mddulos. Essa nova blindagem esta em fase final de projeto mecanico.
Diferentemente das torres anteriores, nao serdo utilizadas as barras dissipadoras nas quais sao fixados os
mddulos para serem refrigerados. No novo conceito, a prépria blindagem serd refrigerada, otimizando a
refrigeracdo do transistor e da carga resistiva do circulador.

Figura 229. Protétipo do novo modulo amplificador (dir); Nova versdo (esq)

A maior poténcia dos novos moddulos levou a necessidade de mudar o conceito da combinagdo dos
moadulos utilizado nas quatro primeiras torres e na torre do booster. O objetivo é evitar a utilizacdo de
cabos na saida dos médulos, pois a maior poténcia requer a utilizacdo de cabos bem menos flexiveis. Uma
solugdo utilizada em varios amplificadores desenvolvidos em outros laboratérios e por empresas que
atuam na area é a utilizagdao de uma cavidade ressonante para combinar a poténcia dos médulos ou de
conjuntos de mddulos. Buscando uma solugdo semelhante, foram realizados estudos de uma cavidade
combinadora para as novas torres (Figura 230). A cavidade foi desenhada para combinar 80 mddulos
amplificadores, o nimero necessdrio para entregar até 64 kW de poténcia na saida da torre. O projeto de
RF foi otimizado, incluindo antenas e émbolo de sintonizacdo. Antenas para o acoplamento do médulo a
cavidade combinadora foram simuladas e prototipadas. Um projeto mecanico preliminar foi realizado e
um projeto executivo da cavidade estd em andamento para que um protdtipo possa ser produzido.
Também estdo sendo desenvolvidos divisores de poténcia para os estagios de alimentacdo dos maodulos.
Dado o ganho do mddulo, é necessaria uma poténcia maxima da ordem de 5 W na entrada para se atingir
0s 800 W na saida. Um divisor de poténcia 1:8 foi projetado e validado em bancada.
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Figura 230. Corte da cavidade combinadora (CaCo) para as novas torres amplificadoras.
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Um projeto mecanico da nova torre, utilizando os novos conceitos, estd em andamento. Um desenho
preliminar é mostrado na Figura 231, que apresenta um estudo do posicionamento da cavidade
combinadora e dos mddulos, dos sistemas de refrigeracdo, e do posicionamento das fontes de
alimentagdo e dos painéis elétrico e de intertravamento. O desenho dos novos mddulos prevé a utilizagdo
de conectores de engate rdpido para a RF e para a hidraulica, de modo a facilitar a instalagdo dos médulos
no combinador. O mesmo conceito de combinagdo de conversores AC/DC sera utilizado, uma vez que
garante modularidade e redundancia na aIimentag\éo dos mdédulos. Uma parceria estd sendo firmada com
uma empresa visando agilizar o desenvolvimento e a producdo dessas torres para que possam estar
disponiveis quando ocorrer a instalacdo das cavidades.
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Figura 231. Estudos preliminares dos novos amplificadores de 60kW, mostrando a cavidade
combinadora, os modulos e o sistema de refrigeragdo

Cavidade harménica
Foram realizados estudos para definir as caracteristicas de uma cavidade harménica que possa ser

utilizada no Sirius. Para a tensdo de aceleragao de projeto do sistema de RF principal, 3 MV, a cavidade
harmoénica deve ser capaz de fornecer uma tensdo integrada da ordem de 1 MV. Tipicamente, as
cavidades harmonicas supercondutoras existentes operando em 1,5 GHz operam com tensdes da ordem
de 500 kV, de forma que duas cavidades seriam necessarias. Foram realizados estudos de um modelo
utilizado no SLS e no Elettra, composta por duas cavidades passivas com modos de ordem superior
amortecidos acomodadas em um mesmo criomddulo. Uma solugdo semelhante supriria perfeitamente as
necessidades do Sirius.

Corretoras Pré e Pds onduladores
Em 201, foi realizado o projeto de desenvolvimento de corretoras do tipo Feed Forward. Essa corretora

serd instalada nos trechos retos sobre a cdmara de transi¢ao nos bergos pré e pds ondulador, tendo como
objetivo corrigir drbita vertical e horizontal do feixe. Essas corretoras ainda ndo foram fabricadas e o
projeto inicial pode ainda ser modificado.

O projeto do Quadrupolo Skew, ainda em fase de desenvolvimento, corrige erros de acoplamento gerados
no feixe pelo ondulador, esse eletroima serd instalado nas posi¢des mostradas na Figura 232.
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Figura 232 — Corretoras Feed Forward e quadrupolo SKEW instaladas nos bercos pré e pds ondulador.

Corretora Feed Forward Quadrupolo SKEW

Operagdo e Melhorias Técnicas para o Sirius

Diagnostico de Feixe
Na drea de diagndstico e instrumentacdo de feixe foram realizados melhoramentos, instalacGes e testes

com o sistema de monitores de posicao de feixe de raios-X, chamados XBPMs. Cada sensor XBPM possui
guatro laminas dispostas ao redor do feixe, tal que cada uma fornega uma corrente elétrica para seu
respectivo canal eletrénico proporcional a quantidade de fétons incidentes extraindo elétrons das
laminas. A intensidade do feixe de fétons, por sua vez, é proporcional a corrente do feixe de elétrons
armazenado no anel. A partir dessa premissa, foi investigado um comportamento anormal no primeiro
XBPM da linha Mogno. Para uma antena, havia leitura de corrente negativa, a qual diminuia cada vez mais
com o aumento da intensidade do feixe. Reunides com experts de outros aceleradores indicaram
comportamentos semelhantes em equipamentos semelhantes de outras maquinas. Com a suspeita de
que os elétrons arrancados de uma lamina estavam sendo direcionados para outra, testou-se a
implementac¢do da tensao de bias. Aplicando um potencial elétrico negativo em todas as laminas, essas
passam a repelir qualquer elétron que se aproxime, sem afetar em nada o comportamento dos fétons
incidentes. Conforme Figura 233, pode-se observar a eficdcia da tensdo de bias, que mitigou o
comportamento indesejado da lamina BO, tornando a leitura de corrente positiva.

Figura 233. Leituras de corrente em cada uma das 4 Idminas do XBPM1 da linha Mogno, em fungdo da
corrente do feixe armazenado no anel: sem bias (esq) e com bias de -70 V (dir)
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Até entdo, a transmissao dos sinais provenientes dos XBPMs ja instalados para as eletrénicas de aquisicao
era realizada por longos cabos triaxiais comerciais instalados de maneira proviséria. Em 2021, concluiu-se
a especificacdo de cabos que atendessem a uma banda passante de transmissao mais adequada, os quais
foram fabricados e instalados nas linhas Mogno e Manacd, assim como mostrado pela Figura 234.

Figura 234. Instala¢do de cabos definitivos de XBPM

Além de sensores XBPM, o sistema de correcdo de érbita rapido (FOFB para fast orbit feedback system)
teve importantes avancos no ultimo periodo de 2021. Tal sistema visa corrigir perturbacdes de érbita no
feixe de origens externas, até frequéncias da ordem de 1 kHz, como: vibra¢gdes mecanicas, harmoénicos de
60 Hz provenientes da rede elétrica, distor¢cGes de érbita devidas as variagGes de parametros de
dispositivos de inser¢do etc. Como estas perturbacées podem provocar oscilagcdes na posicao do feixe até
maiores que o tamanho transversal do préprio feixe de elétrons, a mitigacao dessas oscilagdes contribuird
diretamente para qualidade do feixe entregue para as estagdes experimentais. Como a imagem formada
da amostra de um experimento da linha geralmente representa a soma das imagens recebidas ao longo
de diversas voltas do feixe durante o tempo de exposi¢cao, um feixe de elétrons oscilante deteriora a
qualidade da imagem da amostra.

Para implementagdo do sistema FOFB no Sirius, os racks de BPM sdo interligados por fibra oética, os
calculos de corregao sao calculados internamente as FPGAs e, diretamente dos racks, saem os sinais de
correcdo para as corretoras rapidas — eletroimas proprios para a frequéncia de atuacdo do sistema. Ao
longo de 2021, diversos componentes de hardware, logica programdvel e software do FOFB foram
desenvolvidos, validados e instalados. Dentre os marcos mais relevantes est3o:

e Aimplementagdo completa em FPGA da rede deterministica em fibra dtica utilizando médulos,
em colaboracdo com o Diamond Light Source, atingindo laténcia de 10 microssegundos, contando
com instalagdo final de toda a infraestrutura de fibras dticas;

e Validacdo de protétipo completo da fonte de corretora rapida (RTM-LAMP) em formato
MicroTCA.4 em maio de 2021 e envio para produgao final de 24 unidades em novembro de 2021
apos corregdes no projeto. Todas as especificagdes foram atingidas, tais como banda passante de
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10 kHz para pequenos sinais, laténcia inferior a 5 us. Os resultados foram publicados nos anais da
conferéncia IPAC 2021%%;

e Aquisicdo das 24 placas FPGA (AFCv4) necessarias para implementac¢do dos controladores da
correcdo de Orbita rdpida, apds trabalho conjunto com o fabricante para implementar
customizac¢Oes no hardware da placa.

A Figura 235 mostra algumas das placas eletrénicas pertencentes ao sistema FOFB: a esquerda, fonte de
corretoras rapidas de orbita, RTM-LAMP; a direita, placa FPGA versdo AFCv4, onde se implementa o
controlador da correcdo de érbita rdpida.

Figura 235. Fonte de corretoras rdpida (esq) e placa de processamento FPGA (dir) do sistema FOFB
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Em 2021, foi finalizada a especificagdo, compra, fabricacdo e instalacdo de todas as 240 unidades de cabos
gue conectam as fontes aos eletroimas, totalizando aproximadamente 6 quildmetros de cabos tipo PP de
duas vias, correspondentes a todas 8 corretoras rapidas por setor do anel, bem como 4 cabos extras para
futuros upgrades. A Figura 236 mostra alguns estagios da fabricacdo e instalacdo de cabos para conexado
entre fontes e corretoras do sistema FOFB.

Figura 236. Fabricagdo e instalagdo de cabos para conexdo entre fontes e corretoras do sistema FOFB
T -

109 A. F. Giachero, G. B. M. Bruno, L. M. Russo, and D. O. Tavares, “Fast Orbit Corrector Power Supply in
MTCA.4 Form Factor for Sirius Light Source”, in Proc. 12th Int. Particle Accelerator Conf. (IPAC'21),
Campinas, Brazil, May 2021, pp. 4307-4310. doi:10.18429/JACoW-IPAC2021-THPAB257
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Um dos importantes equipamentos de diagndstico que ainda ndo havia sido instalado no acelerador é a
streak camera. Tal equipamento é capaz de medir o tamanho longitudinal (ou comprimento, ou tamanho
temporal) dos pacotes de elétrons através da luz visivel extraida dos pulsos de luz sincrotron da linha. A
streak camera que sera utilizada no Sirius foi reaproveitada do antigo acelerador do LNLS, o UVX. Dentre
as adequacdes e recalibracdo, foi realizada a troca da frequéncia de operacgdo para compatibilizacdo com
a frequéncia de RF do Sirius, 500 MHz. Apds o recebimento do equipamento no Brasil, foram realizados
testes de validagdo do dispositivo, os quais identificaram problemas em seu funcionamento — o tubo de
vacuo interno ao equipamento estava danificado. O dispositivo foi enviado novamente ao Japdo para
reparo e, apds sua chegada neste ano, foi instalado na Linha de Luz IMBUIA, com expectativa de feixe até
o inicio de 2022. A Figura 237 mostra o setup de instalacdo da streak camera na linha IMBUIA.

Figura 237. Setup de instalagdo da streak camera na estagéo experimenta Imbuia

o a (o 09
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A verificacdo do correto funcionamento do dispositivo foi feita com luz ambiente, conforme mostrado na
Figura 228. No futuro, com a finalizacdo da instalacdo da Linha de Luz CARCARA-V, a streak camera sera
movida e instalada nessa Linha, a qual serd dedicada a instrumentagdo de feixe de luz visivel.
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Figura 238. Imagem da luz através da fenda de entrada da streak camera no modo estdtico (esq) e
varredura no tempo (dir)

Sistema de Controle
Na area de softwares, em 2021 foi dada continuidade a implementacdo de novas funcionalidades e

correcao de bugs em diversos sistemas usados na sala de controle para a operacdo da maquina. Foram
desenvolvidas ferramentas para agilizar e padronizar interagdes com o EPICS Archiver, Zabbix e outros
sistemas utilizados internamente pelos times de suporte. Projetos importantes foram iniciados, como o
do sistema de arquivamento dos dados da correcdo de drbita rapida e o software para operacgdo das
cavidades de RF supercondutoras. A implementag¢do da redundancia da rede do sistema de controle esta
em fase final de implementacao.

Os servidores usados no sistema de controle do Sirius foram reconfigurados para melhor operagdo em
cluster e agora atendem um maior nimero de casos de uso. Foram feitas melhorias em diversos
containers, oferecendo um controle mais granular das aplicacdes aos operadores e melhor divisdo da
carga de trabalho entre os servidores. A Figura 239 mostra uma visdo geral do cluster do sistema de
controle do Sirius, com centenas de containers ativos no final de 2021.

Figura 239. Visdo geral do cluster do sistema de controle (25/11/2021)
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Foi disponibilizada a comunidade da Engenharia e tecnologia do CNPEM e ao LNLS um sistema de leitura
das varidveis do Sistema de controle EPICS do Sirius via aplicativo de mensagens instantaneas, projeto
denominado EPICSTel. Os usudrios podem consultar valores instantaneos de variaveis, cadastrar janelas
de avisos bem como solicitar graficos de um determinado espago de tempo.

Em 20201, também ocorreu a atuagdao em conjunto com membros do grupo de Eletrénica do Sirius no
projeto de reestruturacdo da biblioteca pyDRS para comunicagGes com as quase 800 fontes de corrente
do Sirius desenvolvidas internamente utilizando o protocolo BSMP. Tal atividade esta em andamento. A
Figura 240 mostra a biblioteca pyDRS assim como em novembro deste ano.
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Figura 240. Visdo geral do cluster do sistema de controle (25/11/2021)
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What is PyDRS?

PyDRS is a Python package based on the Basic Small Messages Protocol
BSMP. It is used to communicate with and command Sirius Current Power
Supplies and its peripherals of the Digital Regulation System (DRS). The
tailored protocol specification for the power supplies can be found here
DRS Communication Protocol.

Atualizagdes na versdo do sistema de arquivamento “EPICS Archiver” foram sincronizadas com a ultima
release estavel publicada pelos desenvolvedores. Containers Docker foram reestruturados aumentando
a confiabilidade e permitindo a deploy do sistema em modo cluster, onde diversas instancias do “EPICS
Archiver” dividem a carga de trabalho. Também foram realizadas melhorias no sistema de notificagdo de
eventos de PVs EPICS por e-mail, tornando-o mais extensivel e simplificando a implementa¢do de novas
regras para notificagdo. Além disso, foram feitas melhorias no front-end do sistema, que agora armazena
histéricos de eventos.

O sistema de controle do Sirius é composto por centenas de nds computacionais, baseados no sistema
embarcado BeagleBone Black (BBB). Como ferramenta para monitoramento desses dispositivos, o projeto
BBBread foi aprimorado. As principais funcionalidades sdo coleta de dados, atuacbes remotas e
disponibilizagdo visual dessas informacGes para ampliar a confiabilidade do sistema bem como agilizar na
identificacdo de problemas. A Figura 241 mostra a interface para gerenciamento de BBBs do Sistema de
Controle do Sirius.

Figura 241. Visdo geral do cluster do sistema de controle (25/11/2021)

Fie View History Tools

BeagleBone Black - Redis Activity Display
Basic | Advanced  Services | Power Supples | Logs

Servien Power Supplies P | a8

Bbb-function Power Supply State = | Fer

EBBread

Listed PS nodes: 89

BB8 Info (o Inlsas4-linux)

o IA-03RaCtrl--CO-PSCtrl-5I1

o 1012810312 Connected

O manual

€& Contig Tine 2021-07-15 12:0%:46. 715386

[ OERAFSOL FE-DCLk A5 O fquipment  PRU_POWER_SUPPLY - PS model FBP. Conmectedt: [1. 2. 3, 4, 5. 6. 7. 81 Names: ['5-03M2:5-OF F/S-03M2-#5-00PL/S1-03M2:P5-Q0FY . S1-04M1-F5-C

\ADERAPSE PS-DCLink 51 L [ —— 100071 100072 T

O sactor oy Aeboot Nodes

O st Seen Thu. 25 Mo 2021 17:28:50

IA-QIRACILCOPSCILSIL
\A-QIRACCOPSCIrSIL SH03M2:SODF1 ‘Connected

ARSI CO-PSCIT 511 SH0IM2P5-QDP2 Connected

Atualmente, estd em desenvolvimento o projeto de redundancia de Hardware da rede de comunicac¢do
do sistema de controle, para ampliar a confiabilidade e facilitar futuras manutencGes. Consiste em
melhorar a seguranga do sistema e reduzir o tempo de recuperagao, tendo uma segunda unidade
“ ” . . . .
SERIALxXCON” operando sempre em paralelo com a principal, monitorando-a e pronta para assumir sua
funcdo em caso de falha em poucos segundos. Além disso, a unidade secundaria pode atuar como espia
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da rede serial para eventuais dificuldades de comunicagdo com equipamentos, por exemplo. Em bancada,
o funcionamento foi validado e espera-se ter unidades operacionais nos sistemas mais criticos do Sirius
para o préximo ano.

Outra facilidade implementada visando a versatilidade, unificacdo e agilidade de manutencdo é o servigo
inicial que roda na inicializacdo de todas as unidades BeagleBone Blacks do Sistema de Controle,
independentemente de sua operacdo e/ou finalidade. Com apenas uma Unica imagem padrao, o sistema
reconhece os equipamentos conectados, local de instalacdo e é capaz de configurar seu préprio IP (pré-
definido) e hostname, além de langar os servigos essenciais para cada aplicagdo.

Ainda relacionado ao sistema de monitora¢do do Sirius, o projeto SIMAR (Sistema de Monitoracdo e
Atuacdo em Racks), iniciado no primeiro semestre do ano, se concretizou e teve as primeiras unidades
instaladas na drea de Engenharia do Sirius. O sistema de monitoramento multipropésito foi instalado em
uma sala da engenharia do Sirius completa, monitorando varidveis ambientais de varios subsistemas
presentes na area. Esse sistema tem o objetivo de monitorar, atuar e/ou controlar periféricos em
ambientes pré-definidos. De facil expansdo, ja comecou a ser ampliado para demais locais do Sirius como
Sala de Conectividade, Sala de RF, Sala de Fontes e outros locais pontuais do prédio. Prevé-se a
monitora¢do e/ou atuacdo em todos os racks para o proximo ano. Figura 242 mostra varias leituras de
temperatura em locais diferentes do prédio, na regido de engenharia. A Figura 243 mostra a interface
grafica para o projeto SIMAR.

Figura 242. Varidveis de processo EPICS com leituras de temperaturas via Projeto SIMAR em diversas
dreas de engenharia e prédio do Sirius

Como um importante moédulo adicional para o sistema SIMAR, foi desenvolvido um novo médulo que serd
de grande importancia para racks refrigerados a dgua, um sistema de detecg¢do de vazamentos. De baixo
custo quando comparado com solugdes comerciais, se baseia no principio de impedancia de um sensor
capacitivo de placas paralelas. Com alguns cabeca-de-série ja fabricados, estuda-se a mecanica final para
futura instalagdo em racks da Sala de Fontes do Sirius. A Figura 243 detalhes desta eletrénica e seu
receptaculo.
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Figura 243. Eletrénica de deteccéo de vazamento do projeto SIMAR e seu receptdculo

Figura 244. Interface grdfica desenvolvida para o projeto SIMAR
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Fontes de Corrente
A regulacdo da corrente nos eletroimas fornecida pelas fontes de corrente do Sirius, o monitoramento de

suas variaveis de operagao, tais como correntes, tensdes e temperaturas, e o acionamento de prote¢bes
(interlocks) sdo realizados pelo Sistema de Regulagbes Digital (DRS), constituidas por um conjunto de
eletronicas desenvolvidas in-house. Ao longo de 2021, diversas melhorias e instala¢des foram feitas a fim
de prover novas funcionalidades, aumentar a capacidade de diagndsticos e corrigir falhas de operagao.
Em fontes de alta poténcia, foram habilitadas 14 Interfaces Homem-Maquina (IHM), permitindo operagéo
e monitoramento local das fontes e 24 placas de memodria externa (BID), que contém parametros de
inicializacdo, protegao e controle, automatizando a inicializagao das eletrénicas do DRS durante eventuais
trocas de placas defeituosas ou testes. A Figura 245 mostra uma Interface Homem-Maquina.
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Figura 245. Interfaces Homem-Mdquina habilitadas em 14 fontes do Sirius em 2021

Problemas de operagdo das placas de interlock (l1B) dos médulos de poténcia, componente constituinte
do DRS, foram analisados e solucionados. Um problema de hardware consistia no acoplamento de ruidos
de chaveamento no cabo de gravacdo JTAG e uma falha de implementacdo em um driver de interface 12C
no firmware faziam esta placa entrar em um estado indefinido. Além disso, a comunicacao via barramento
CAN desta com a placa de controle (UDC) frequentemente se perdia, afetando a operagdo e
monitoramento das fontes.

O problema de hardware foi solucionado adicionando uma placa ao frontal dos mddulos de poténcia que
curto circuita certos pinos do cabo JTAG, diminuindo o acoplamento de ruido devido a campos elétricos.
O problema de firmware foi solucionado com uma nova versdo apds entender a origem deste —
investigacdo iniciada em 2020. Em outros versionamentos do firmware também foi melhorada a taxa de
comunicacdo dos dados, garantindo uma leitura de 10 Hz para todas as varidveis lidas pela placa. A Figura
246 demonstra a melhora obtida na resolugdo das leituras internas das fontes apds a atualizacdo do
firmware que possibilitou taxas de aquisicao de dados de 10 Hz.

Figura 246. Taxa de comunica¢do das leituras da IIB antes (esquerda) e depois (direita) da atualizagdo do
firmware das eletrénicas 11B.
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No ultimo periodo as fontes comerciais de modelo TopCon (fabricante Regatron), que alimentam as fontes
de alta poténcia do Anel, passaram por uma reforma devido as explosdes em alguns capacitores,
consequéncia de sobre temperatura de operacao nos mesmos. A solucdo encontrada foi a adicdo de mais
um capacitor em paralelo em todas as fontes, porém, apesar das fontes estarem funcionando
initerruptamente e o problema nao ter voltado a ocorrer, os capacitores ainda estavam operando em uma
temperatura elevada, préximo a 80 °C, o que pode comprometer seu tempo de vida.

Para mitigar esse problema, foi feito um estudo de algumas solugdes, e a que se mostrou mais viavel foi
a substituicdo das tampas superiores das fontes modelo TopCon, que, originalmente, ndo apresenta
abertura para ventilacdo, por um outro modelo que conte com furos logo acima dos capacitores que
sobreaquecem. Foi feito um protdtipo desta nova tampa e instalado em duas das fontes. O resultado
obtido foi o de diminuicdo da temperatura nesses capacitores em até 20 °C, validando assim a solugao. As
tampas definitivas serdo instaladas nas fontes desse modelo no préximo periodo. A Figura 247 exemplifica
a modificacdo na tampa superior da fonte.

Figura 247. Modificagéo realizada em fontes comerciais para redugdo de temperatura.

Neste ano, também ocorreu a reforma dos mddulos de poténcia das fontes do Sirius. Em todos os mddulos
foi feita a substituicdo de um resistor que faz parte de um circuito de leitura de tensdo isolada. O resistor
foi trocado por outro de modelo cuja resisténcia varia menos em fung¢do da temperatura, garantindo,
assim, uma leitura mais precisa dessas grandezas. Outra adig¢ao foi a instala¢do de ferrites nos flat-cables
internos aos maédulos, o que garantiu uma menor interferéncia devido a ruidos de chaveamento. A Figura
248 mostra as placas auxiliares dos mdédulos de alta poténcia do Sirius onde tais modificagdes foram
realizadas.
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Figura 248. Placas auxiliares dos mddulos de alta poténcia do Sirius.

Nas fontes de alta poténcia do anel também foram feitas modificacGes nas placas de driver para permitir
uma leitura mais precisa da temperatura das chaves via barramento 12C. Ainda, nas fontes dos dipolos e
guadrupolos focalizadores do Booster foram adicionadas proteg¢des de policarbonato sobre os bancos de
capacitores, impedindo o acumulo de sujeira e protegendo no caso de uma eventual explosdo de
componente. Também foram adicionados voltimetros analdgicos que medem a tensdo nesses bancos de
capacitores, permitindo visualizar se os capacitores estdo carregados ou nao, aumentando assim a
seguranca pessoal. A Figura 249 exemplifica um dos voltimetros ja instalado numa das fontes do booster.

Figura 249. Voltimetro instalado em fonte do booster

mﬂé'l?ﬂ?l 08 41

—

No ambito de novos desenvolvimentos, foi iniciada a especificacdo e o desenvolvimento de uma nova
eletronica para leitura da corrente de fuga para o terra das fontes (placa LDC), que fornecerd uma medida
mais confiavel do que as solugdes ja instaladas, proporcionando diagndsticos mais precisos e protecées
de equipamento e pessoal mais efetivos. Uma prova de conceito do circuito foi testada em campo e um
prototipo do design final fabricado. Também foram realizadas caracterizages da corrente de fuga real
das fontes de corrente, que permitiram a escolha adequada do transdutor da placa LDC, bem como
fornecer insumos para futuros estudos das origens das fugas. O protdtipo final da placa LCD é mostrado
pela Figura 250.
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Figura 250. Protétipo final da placa de meida de fuga para o terra (LDC).

Por fim, estudos de métodos para automacgao de medida de ripple de todas as fontes do Sirius foram
realizados, incluindo o desenvolvimento de um design conceitual de um amplificador multicanal de baixo
ruido e custo, que permitiria a execu¢do de campanhas de medi¢des manuais em campo em tempo habil.

Automacdo e Sistemas de Intertravamento
Em 2021, o projeto de automagdo da operagdo do forno utilizado para tratamento térmico de materiais

qgue sdo utilizados em projetos para o Sirius foi iniciado. O Forno, apresentado na Figura 251 possui
didmetro de 1 metro e é construido em aco inoxidavel AISI 304, com paredes duplas formando uma camisa
refrigerada com circulagao de agua, contendo conexdes flangeadas, portas deslocaveis e removiveis.

Figura 251. Forno F-1000. Primeiro forno a ter o processo automatizado

TT—

O sistema de automacdo é formado por um controlador Honeywell UDC 3500, responsavel pelo controle
automatico da temperatura, leitura de rotdmetros e sensores de vacuo Edward Vacuum que monitoram
a pressdo no interior do forno e controle de uma fonte de tensdo Sorensen. A primeira versado do projeto
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do painel e do esquematico elétricos foi concluida e a Figura 252 mostra as visdes de perspectiva e visdo
frontal do projeto 3D do painel elétrico.

Figura 252. Modelo 3D do painel elétrico (esq) e visdo frontal do painel (dir)

A pressao de vacuo e o fluxo de dgua do forno devem se manter dentro de intervalos pré-determinados
e o sistema é responsavel por esta verificagcdo, bem como pelo monitoramento e controle remoto das
variaveis de processo, realizada pelo sistema de controle EPICS, padrao para controle de equipamentos
no CNPEM e Sirius.

Na area de sistemas de intertravamento, apds a montagem do painel principal de controle deste sistema,
foi realizada a fixagdo do painel na sala de controle do Sirius e interligagdo Ethernet com o sistema de
interlock para o inicio da operagao do sistema de forma centralizada. A Figura 253 mostra imagens do
painel de controle do sistema de intertravamento.

Figura 253. Imagens do projeto 3D (esquerda) e fotos da montagem final do painel de controle do
sistema de interlock

Um importante passo na operac¢ao do Sirius para aumento da estabilidade é a operagdao em modo top-up.
Para tanto, um sistema de automacao que acessa as leituras da corrente armazenada no anel via sistema
de interlock tem que ser implementado. Um protétipo foi instalado e testado com sucesso numa das salas
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de rack do Sirius. A Figura 254 mostra a instalacdo provisdria deste sistema de automacao e a Figura 255
mostra o projeto 3D final para a instalacdo junto ao rack dos DCCTs, equipamentos que monitoram a
corrente dos aceleradores. Quando finalizado, tal sistema também serd responsavel pela contagem do
tempo necessario apds o desligamento dos aceleradores para liberagdo das portas que dao acesso ao
tunel do Sirius.

Figura 254. Protétipo do sistema de leitura de corrente dos DCCT’s do anel

Figura 255. Projeto 3D final do sistema de leitura de corrente

Ainda na area de automacdo, projetos dos painéis de interlock para os sistemas supercondutores de RF
foram finalizados e entregues a empresa responsavel pela montagem. O projeto se encontra em revisdao
dos documentos fornecidos por este fornecedor de servigos. A Figura 256 mostra o modelo 3D final dos
painéis elétricos de interlock do sistema supercondutor de RF.
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Figura 256. Painéis elétricos de interlock do sistema supercondutor de RF

Outro projeto relevante que necessita de automacao e que estd em andamento é a Bancada de Teste do
Canhao de Elétrons. Esse equipamento abrigard um canhdo similar ao utilizado no Sirius, onde o projeto
tem como intuito aprimorar os conhecimentos sobre operacdo deste sistema. Para operacdo adequada e
segura do equipamento, que conta com uma fonte de alta tensdo e possiveis emissdes de radiagdo de
baixa intensidade, se faz necessaria a apreciagao de risco e validagdo do projeto. Para isso, foi elaborado
um contrato junto a uma empresa especializada na aplicagdo da NR12 (Norma Regulamentadora para
Seguranga do Trabalho em Mdaquinas e Equipamentos), que ja realizou uma visita técnica e tem ainda uma
a fazer. A primeira visita teve foco no levantamento de riscos para concepgao de um relatério e de um
primeiro conceito de seguranca, que ja foi avaliado pela equipe envolvida no projeto. O préximo passo é
a preparac¢ao de um projeto elétrico que levara em consideragao os riscos apresentados e discutidos em
reunides e nos relatdrios. Apds isso, se seguira a adequagdo do projeto para recebermos a segunda visita
técnica, que sera responsavel pela analise e validagdo da seguranca de operagdo do equipamento. A
Figura 257 mostra a visdo geral do canhdo de elétrons na galeria de Klystrons (esquerda) e o projeto 3D
(direita) com o conceito de seguranga apresentado pela empresa contratada.

Figura 257. Visdo geral do canhdo de elétrons na galeria de Klystrons (esq) e o projeto 3D (dir) com o
conceito de sequranca em avalia¢do

- —
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Metrologia (MET)

Alinhamento dos aceleradores
Em janeiro de 2021, foi realizada a primeira rodada de alinhamento dos aceleradores do Sirius. Apds

extenso planejamento, uma equipe de 24 colaboradores trabalhou diretamente na operagdo que
envolveu o refinamento do posicionamento de todos os componentes das linhas de transporte, booster,
anel de armazenamento e front ends das seis primeiras linhas de luz. O resultado para o anel de
armazenamento pode ser visto na Figura 258 (zonas de tolerancia expressas em verde translicido).

Figura 258 Distribuicdo de erros de alinhamento e incerteza de medigcdo para os graus de liberdade principais de
cada imd de referéncia dos bergos do anel do Sirius
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Ao longo do ano, durante as paradas de instalagao, foram realizadas atividades de acompanhamento de
montagens de suportagdes para os novos onduladores a serem instalados no Sirius, bem como marcacgées
de pontos para novos front ends. Além disso, foram posicionadas esta¢des de bombeamento para o front
end maquina das linhas CEDRO e IMBUIA. Por fim, o grupo acompanhou a substituicdo de blindagem
eletromagnética no septum de injecdo no booster.

Monitoramento da estabilidade
Durante o primeiro semestre de 2021, deu-se continuidade as atividades de implementacdo de software

e testes da estagdo sismografica do Sirius. Além disso, a rede de sensores de temperatura e deformacao
estrutural encontra-se coletando dados e armazenando-os nos servidores do CNPEM. Discussdes e
preparacdo de infraestrutura para as estagdes meteoroldgicas estdo em andamento e espera-se o inicio
de operacgdo para o segundo semestre de 2021. A rede de sensores HLS (do Inglés, Hydrostatic Leveling
System) foi validada nos ultimos meses e vem sendo utilizada com sucesso no monitoramento de
estabilidade da estrutura do Sirius desde entdo.
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O grupo vem trabalhando em diversas frentes de monitoramento ao longo do ano. Além do uso dos
sistemas de monitoramento em tempo real mencionados, medi¢des periédicas vém sendo realizadas,
com o objetivo de se conhecer o comportamento a longo prazo da estrutura. Por exemplo, o raio da
blindagem do Sirius vem sendo acompanhado, com o intuito de se conhecer a estabilidade da estrutura.
Nas linhas de luz, um exemplo que pode ser dado é o monitoramento de posicao de um robé manipulador
utilizado para posicionar amostras na linha MANACA. Apds a identificacio de um problema ao executar
uma rotina de coleta de porta amostra, o Grupo de Metrologia foi acionado e passou a investigar as
deformacdes no sistema, e foi concluido que o problema estava na prépria geometria de alguns tipos de
porta amostra.

Do ponto de vista de efeitos de vibragdo sobre o Sirius, em 2021 foram realizados dois grandes estudos
experimentais: avaliacdo do impacto de compactacdao em obras de terraplenagem no terreno vizinho ao
Sirius sobre as linhas de luz e aceleradores, e avaliagdo do impacto de trafego de veiculos na via préxima
ao Sirius sobre o piso especial. Com o estudo do efeito do trafego de veiculos, estd sendo possivel
identificar os tipos de veiculos que causam instabilidades detectdveis, bem como sua velocidade. Ja o
estudo dos efeitos de compactacdo de solo foram fundamentais para permitir que a obra de
terraplenagem para futura instalacdo do NB3/NB4 ao lado do Sirius fosse liberada. A obra estd sendo
realizada com acompanhamento do grupo, com instrumentacdo monitorando a todo instante os niveis
de vibracdo nos componentes criticos.

Com a ajuda da rede de HLS e dos sensores de temperatura embutidos no concreto e instalados em larga
escala no Sirius, foi possivel identificar duas causas de instabilidades importantes sobre o Sirius: na direcdo
vertical, foi descoberto um efeito de subsidéncia de solo causada por extracdo de dgua subterranea. Ja na
direcdo horizontal, pequenas variagcdes térmicas ao longo da blindagem causam variagdes periddicas de
perimetro, que por sua vez afetam o controle de radiofrequéncia do anel de armazenamento. A Figura 259
mostra a perturbacdo vertical causada pelo pogo.
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Figura 259 Instabilidade vertical causada por extragdo de dgua subterrdnea
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Atualmente encontra-se em fase de testes um sistema de automacdo de poco semiartesiano, com vistas
a se controlar a pressdo da coluna d’agua (ja instrumentada) e, com isso, eliminar o deslocamento relativo
atualmente existente entre feixe de luz e amostra, nas linhas de luz longas. A Figura 260 mostra as
variacOes de frequéncia do sistema de RF do anel de armazenamento, bem como dados de varia¢Ges de
perimetro modelados com dados medidos de temperatura do concreto e dados tedricos de maré
terrestre. Nota-se uma correlacdo de aproximadamente 0,98 entre as duas curvas. Com o conhecimento

mais aprofundado do problema, algumas solug¢Ges possiveis serdo testadas, como a mudanga dos

sensores usados para retroalimentar o sistema de ar-condicionado.

Figura 260. Varia¢do de RF medida pelo sistema de controle do anel de armazenamento versus
modelagem da varia¢do de perimetro causada por expans@o térmica do concreto
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Também foram realizados mapeamentos de variacdo de perimetro com sistemas de medicao a laser, de
modo a validar o entendimento do comportamento horizontal do sistema.

Alinhamento das linhas de luz
Apds o alinhamento fino dos aceleradores, algumas linhas de luz passaram por refinamento de

posicionamento de seus componentes. Além disso, o alinhamento da linha IPE seguiu de forma intensa
ao longo do ano (seguiu-se com a fiducializagdo de componentes e posicionamentos, como por exemplo
sistemas de espelho e PGM, cdmara de amostras, RIXS etc.). A Figura 261 mostra o PGM da linha IPE em
processo de alinhamento. Parte da linha EMA também foi alinhada ao longo de 2021 (como foi o caso do
difratdmetro e do DCM). Novas linhas de luz também tiveram atividades de instalagdo com apoio na area
de alinhamento, como é o caso das linhas SABIA, PAINEIRA IMBUIA, CEDRO e CARCARA, para citar alguns
exemplos. Nesses casos, foram realizadas marcacdes de pontos para infraestrutura de cabanas e
pipelines, bem como medicGes do tipo as-built de pisos e paredes. Em alguns casos, como na IMBUIA,
foram realizadas fiducializagdes de sistemas de espelho, bem como sua instalagdo e posicionamento. Em
outros casos, como nas linhas CARCARA e PAINEIRA, diversos componentes foram fiducializados ao longo
do ano.

Figura 261 Fotogrdfias de etapas do procedimento de alinhamento do PGM da linha IPE (nivelamento do espelho,
esquerda, alinhamento das grades ao centro e a direita)

Em 2021 também foram realizadas medigdes de rotina e pequenas intervengdes de alinhamento em
componentes de linhas de luz instaladas em 2020, como foi o caso das linhas MANACA, CATERETE e
CARNAUBA. Para a linha MOGNO, o grupo vem trabalhando na expans3o da rede de pontos de referéncia,
bem como no apoio a colagem do espelho M1 e sua fiducializagdo.

Outro avango importante em termos de apoio ao LNLS no que tange as linhas de luz foi o estabelecimento
de procedimento de caracterizacdo de geometria de sensores dos detetores Pimega, juntamente ao
Grupo de Detetores (DET). O grupo tem executado medigdes angulares sem contato (por meio de uma
estacdo total de precisdo) dos sensores que compde os detetores, e essa informagdo vem sendo utilizada
pelo grupo DET como entrada para algoritmos de correcao de dados capturados em experimentos.
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Metrologia para projeto dos onduladores e infraestrutura dos grupos
Ao longo do primeiro semestre de 2021, o grupo esteve envolvido com o projeto dos onduladores do

Sirius. Nesse esforco, diversas atividades de inspecdo dimensional e caracterizacdo geométrica de
componentes foram realizadas. Pode-se citar, especialmente, avaliacdes de conformidade realizadas em
cassetes e subcassetes, bem como nos blocos magnéticos que comporao os onduladores e nos diferentes
gabaritos e cdmaras de vacuo desenvolvidas no ambito do projeto. Ainda, o grupo apoiou a revisdo de
aspectos de engenharia dimensional do projeto e o planejamento de procedimentos de testes de sistemas
de movimentacdo e fiducializagdo dos onduladores. Foram realizados testes de abertura e fechamento,
com medicdao em tempo real dos desvios residuais e de repetibilidade por meio de apalpadores
micrométricos. Também foram realizadas medigdes de retitude de movimentac¢do dos cassetes montados
no ondulador, além de testes dinamicos de atuagao nos motores do ondulador (Figura 262). Foi realizado
também um ensaio do procedimento de posicionamento da camara de vacuo do ondulador, e um ensaio
do procedimento de fiducializagdo.

Figura 262. Etapas de testes de caracterizagdo geométrica e dimensional (A), ensaio de alinhamento da
cdmara de vdcuo (B) e teste de repetibilidade dos atuadores dos cassetes (C) no ondulador da linha Sabid

No contexto de metrologia para infraestrutura dos grupos, o Grupo de Metrologia tem apoiado os demais
grupos da Engenharia e Tecnologia do CNPEM na manutengdo de qualidade e confiabilidade metroldgica.
Foram feitos levantamentos do parque de instrumentos dos grupos, e iniciou-se um processo de envio de
itens para calibracdo externa em laboratérios acreditados pelo INMETRO. Nesse processo, instrumentos
do préprio grupo e da Ferramentaria (FER) foram enviados. Também, o grupo realizou verificagdes
internas (intermediarias) em instrumentos do Grupo de Vacuo (VAC), Materiais (MAT) e Instalagbes,
Montagens e Metrologia do LNLS (IMM). O grupo tem atuado também, juntamente com o Grupo de
Controle e Instrumentagdo (COI) do LNLS na caracterizagdo de cinematica de componentes de linhas de
luz. Por fim, foi desenvolvido um estudo de layout de uma nova sala de metrologia, para futuras
instalagdes do grupo.
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Injetores e Sistemas Pulsados
As manutenc¢des e melhoramentos realizados na fonte de luz ao longo de 2021 tiveram como objetivo

melhorar a confiabilidade do processo de injecao. Isso envolveu melhorias no linac e o inicio de estudos
e testes visando reduzir o campo de fuga dos septa, que estdo acima das especificacdes de projeto.

Acelerador linear (linac)
Com o inicio da operacao do Sirius, o linac passou a ser operado de forma rotineira, necessitando de

manutencdes preventivas e corretivas. Visando agilizar as intervencgGes foi necessario revisar e atualizar
a documentacao dos dispositivos pulsados e do canhdo de elétrons, visto existirem muitas discrepancias
entre a documentacdo recebida e a realidade dos equipamentos. Foi também necessdrio atualizar o
parque de pecas reservas desses equipamentos. O objetivo foi identificar e buscar solu¢des para possiveis
fragilidades na operacao do linac. Foram realizadas modificacdes no canhdo e nos moduladores para
disponibilizar mais informacdes sobre o estado desses equipamentos aos sistemas de controle. Foram
realizadas melhorias no sistema de intertravamento do canhdo e dos moduladores, e foi implementado
um procedimento para rampa automatica de aquecimento do cdtodo do canhdo. Um bastidor de controle
reserva para os moduladores estd em processo de construcdo e teve a sua documentacdo técnica
completamente revista.

Melhoramentos nos septa do sistema de injecdo
Estdo em andamento estudos para reduzir o campo de fuga dos septa de injecdo do Sirius. Um septum é

um dipolo magnético especial utilizado no sistema de inje¢do do feixe em aceleradores circulares
instalado na regido em que a cdmara de vacuo da linha de transporte que traz o feixe é conectada a
camara do anel ou booster, permitindo a injecdo do feixe nesta maquina. A principal caracteristica do
septum é que ele gera um campo intenso na regido da camara da linha de transporte, mas o campo na
camara de vacuo do anel, por onde circula o feixe ja armazenado, é fraco. O campo precisa ser
suficientemente fraco de modo a ndo causar perturbacGes na érbita do feixe armazenado. A amplitude
permitida para este campo é definida pela dinamica de feixe e é um componente essencial da
especificagdo do septum. No ponto de inje¢do, em que é posicionado o septum fino, a distancia entre as
duas camaras é de apenas poucos milimetros. Como os septa instalados no Sirius sdo pulsados, a
perturbagdo ndo consegue ser corrigida pela corre¢do de érbita, e a perturbagdo produzida no feixe é
inaceitdvel para a operagao top-up do Sirius, em que o anel é continuamente reabastecido com elétrons
de modo a manter a corrente armazenada constante. Isto porque a perturbacdo de Orbita interfere
negativamente nas medidas realizadas nas estages experimentais. Este serd o modo de operagao normal
do Sirius nos turnos para usudrios. Os septa do Sirius estdo com um campo de fuga acima das
especificagdes de projeto e necessitam de correcdo

Para estudar formas de corrigir o problema, um protdtipo do septum de injecao no booster foi instalado
na bancada de medidas magnéticas pulsadas, buscando simular as condi¢Ges da instalagdo no tunel do
Sirius (Figura 263). O objetivo é identificar as origens da fuga de campo, e testar possiveis solu¢des para
melhorar a blindagem do campo. Os estudos estdao em andamento. Mudangas ja realizadas na blindagem,
baseadas em medidas realizadas na bancada de testes, reduziram o campo de fuga por um fator 2, o que
é ainda insuficiente para atingir as especifica¢des.
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Figura 263. Septum fino de injecdo no booster instalado na bancada de testes. A direita, detalhe das
duas cdmaras de vdcuo proximas do ponto em que se unem

Radiofrequéncia
Ao longo de 2021, foram dedicados varios periodos de estudos de maquina visando aumentar a corrente

armazenada no anel. O sistema de controle de temperatura da cavidade aceleradora foi projetado para
permitir a operagdo da cavidade em temperaturas no intervalo de 25°C a 50°C. Um dos desafios para

permitir o aumento da corrente armazenada foi encontrar uma temperatura de operagdo da cavidade
para a qual o efeito dos demais modos ressonantes ndo levasse a instabilidades no feixe. Os modos de
ordem superior, como sdao chamados, sdao outros modos ressonantes da cavidade aceleradora que,
embora ndo excitados diretamente pelo sistema de RF, sdo excitados e realimentados pelo préprio feixe
de elétrons. Nas cavidades supercondutoras definitivas do Sirius esses modos de ordem superior sdo
fortemente amortecidos, mas este ndo é o caso da atual cavidade. Ao variar a temperatura de operagao
da cavidade e sintoniza-la por meio dos émbolos de sintonizagao, é possivel modificar as frequéncias de
ressonancias dos demais modos e, eventualmente, encontrar uma temperatura em que seus efeitos sobre
o feixe sejam minimizados. Um ponto de operag¢do foi encontrado em 41,8°C, o que exigiu um rdpido
condicionamento da cavidade para operar nessa temperatura. Apds a solucdo de um problema com a
refrigeracdo do acoplador de poténcia a corrente armazenada foi elevada para 100 mA, com a utilizagdo
do sistema de realimentagdo pacote-a-pacote (BBB, bunch-by-bunch feedback). A operagdo com correntes
mais elevadas tornou necessaria a instalagdo de sensores adicionais na cavidade para monitorar possiveis
efeitos dos modos excitados pelo feixe na janela de quartzo e no acoplador de poténcia. Nessa condigdo
a planta opera com uma poténcia de saida da ordem de 100 kW.
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Figura 264. Operagdo do Sirius com corrente inicial de 100 mA: (preto) corrente armazenada, (vermelho)
poténcia na entrada da cavidade, em torno de 100 kW; (verde) temperatura da cavidade; (azul) pressdo
na cavidade

A L A +
= — [, e,
A Ve ‘J\ M e | e VR
| | R — i

I S S N

o R T

Rl e ocerenen s @onimur a0 womove

s < B 30 w12 [ mmen O @O 200t 2

Também foram realizados varios melhoramentos nos sistemas de RF do anel, booster e linac. Em especial,
foi feita uma analise dos programas e uma revisdo da documentacdo dos sistemas de LLRF, uma vez que
foram adquiridos de outros laboratdrios. O sistema do linac faz parte da entrega realizada pelo SINAP
(China) em 2018; o sistema utilizado no booster e anel de armazenamento foi desenvolvido pelo ALBA
(Espanha). Em ambos os casos o firmware dos sistemas foi passado ao CNPEM, abrindo a possibilidade de
gue melhoramentos e alteragdes possam ser realizados no laboratério. Problemas observados pela
Operagdo do Sirius, como um problema intermitente que podia aparecer no carregamento de
configuragdes do LLRF pelo sistema de controle de alto nivel, e com a perda das fases relativas entre os
sistemas de LLRF quando da sua reinicializacdo, foram solucionados. Foram realizados estudos de
estabilidade da rampa do booster e de analise da composicdo harmonica do sinal de RF que é enviado
para as cavidades. Esses estudos foram decorrentes do acompanhamento dos estudos de maquina
realizados pela Fisica de aceleradores e da operacdo diaria da fonte de luz. No que tange a manutengdo
dos sistemas de RF foi realizado um esfor¢o para atualizacdo do parque de reservas de componentes de
RF do linac.

Rede Magnética do Sirius
Em 2021, foram realizados varios melhoramentos nas instalagdes da rede magnética do Sirius. Uma

mudanca na refrigeracdo dos dipolos BC comecou a ser implementada visando aumentar a confiabilidade
do circuito de refrigeragdo utilizando tubulagGes rigidas. Um programa de substituicdo sistematica de
componentes hidrdulicos que apresentaram vazamentos nos manifolds de refrigeragao dos imas esta em
andamento. Foram feitos preparativos para a instalagdo das corretoras do sistema de correcdo de érbita
rapida. Os imas foram montados, testados e desmagnetizados e aguardam programacao para instalagao
(Figura 265). No inicio do ano foram refeitas as medidas das curvas de excitagdo dos imas do booster em
decorréncia dos estudos realizados pela Fisica de Aceleradores.
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Figura 265. Melhoramentos na refrigeracdo dos dipolos BC (esq); corretoras para o sistema de
corregdo de 6rbita rapido (dir)
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Atualmente, a pressdo média de vacuo, condigdo estdtica (sem feixe), no anel de armazenamento de
elétrons esta em 8x10-11 mbar. As pressGes de vacuo dindmicas, com feixe, dependem diretamente do
estdgio de condicionamento do sistema, ou seja, quanto maior a dose integrada menor serdo as pressdes
de vacuo na maquina, caso o sistema de vacuo esteja funcionando adequadamente. Isso é valido para
qualquer parte dos aceleradores do Sirius.

O sistema de vacuo do anel foi projetado para atingir os niveis de vacuo desejados quando se atingir a
dose integrada de 100 A-h. A Figura 266 mostra a evolu¢do da média das pressdes lidas no anel
normalizadas pela corrente em func¢do da dose integrada. Conforme estimado no documento anterior, a
pressdo média normalizada pela corrente de 2,8x10-12 mbar/mA, valor nominal especificado em projeto
(1x10-9 mbar@350 mA), foi atingida com uma dose integrada de 70 A-h no primeiro semestre de 2021.
Portanto, pode-se dizer que o condicionamento das camaras se comportou muito bem. Adicionalmente,
pode-se dizer que o condicionamento de vacuo das cdmaras do anel transcorreu de forma mais rdpida e
eficiente do que era esperado, ja que as pressdes especificadas em projeto foram atingidas com uma dose
integrada inferior a 100 A-h.
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Figura 266. Média de pressdGo normalizada pela corrente em fungdo da dose integrada
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Uma outra forma de avaliar o condicionamento de vacuo é verificar a evolugdo do tempo de vida do feixe

de elétrons, que depende de diferentes contribuicdes. Uma delas esta relacionada com a interacdo dos
elétrons com as moléculas dos gases residuais nas cdmaras de vacuo.

A Figura 267 mostra a evolugao do tempo de vida do feixe de elétrons normalizado pela corrente do feixe
em funcao da dose integrada. Esse grafico mostra o comportamento do tempo de vida desde o inicio da
operacdo do Sirius. O aumento gradativo do tempo de vida esta relacionado com o condicionamento de
vacuo da maquina. A queda do tempo de vida observada no periodo aproximado de 0,5 a 3 A-h esta
relacionada com um problema ocorrido no scraper vertical da maquina, no qual uma mola de contato
elétrico entre um dos pistées do scraper e a camara de vacuo se soltou e entrou na frente do feixe
obstruindo-o parcialmente. Apds o problema ter sido resolvido, percebe-se que o tempo de vida voltou a
aumentar com a mesma inclinagao de antes, evidenciando a continua evolugao do condicionamento do
sistema de vacuo.

Figura 267. Evolugdo do tempo de vida do feixe de elétrons normalizado pela corrente em fung¢do da
dose integrada
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Por volta de 30 A-h, percebe-se uma tendéncia de saturacdo no aumento do tempo de vida e isso mostra
gue o tempo de vida passa a ndo depender mais majoritariamente de vdcuo, mas sim do espalhamento
Touschek (interagdo elétron-elétron). Em aproximadamente 60 A-h, houve uma mudanga no valor do
acoplamento betatron, um dos muitos pardmetros de ajuste da maquina, que aumenta o limiar de
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contribuicdo do espalhamento Touschek. Desta forma, o tempo de vida volta a aumentar levemente,
evidenciando a dependéncia majoritaria da pressdo de vacuo, mas com aproximadamente 100 A-h hd uma
nova tendéncia de saturacao mostrando que a contribuicao de vacuo deixa de ser dominante.

O comportamento atual do tempo de vida corrobora que as pressées de vacuo ja atingiram os valores
especificados em projeto e que o tempo de vida ndo é mais dominado por vacuo.

Booster

O sistema de vacuo do booster estd plenamente operacional e a pressao média no booster, condicao
estdtica (sem feixe), estda em 7,3x10-10 mbar. Porém, em condi¢do dindmica (com feixe), apesar das
pressdes de vacuo do booster permitirem um funcionamento adequado do Sirius, elas ainda nao
atingiram os valores especificados em projeto. As pressdes no booster vem caindo de forma lenta e
gradativa, como ja era esperado, pois a dose integrada no booster aumenta de forma muito mais lenta
guando comparado com o anel. No booster sdo injetadas correntes de feixe muito mais baixas que no
anel e essas correntes permanecem estocadas por periodos muito curtos.

O sistema de vacuo do booster ainda esta em condicionamento, sendo que a dose integrada de 1 A-h,
especificada em projeto para se atingir as pressoes de vacuo desejadas, ainda ndo foi atingida. A Figura
268 mostra a evolucdo da pressdo média normalizada pela corrente em funcdo da dose integrada no
booster. Para atingir os valores especificados em projeto, as pressdes dindmicas no booster ainda
precisam melhorar um fator 3. A especificacdo de projeto do booster prevé uma pressdo média
normalizada pela corrente menor ou igual a 2,5.10-8 mbar/mA. Atualmente, a dose integrada no booster
esta em aproximadamente 0,7 A-h, ou seja, 70% da dose integrada especificada em projeto. Por isso,
pode-se dizer que o condicionamento de vacuo do booster estd transcorrendo de forma mais lenta do
qgue esperado e previsto em projeto. Com a tendéncia de queda das pressdes dinamicas mostrada na
Figura 268, é de se esperar que as pressdes de vacuo no booster ndo atinjam os valores especificados em
projeto quando a dose integrada de 1 A-h for atingida. Porém, é importante salientar que esse
condicionamento mais do vacuo do booster ndo tem impactado a operagdo do Sirius.
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Figura 268. Evolucao da pressao média normalizada pela corrente em fung¢ao da dose integrada no

booster
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Scrapers
Scrapers sdo componentes especiais desenvolvidos para aceleradores de particulas cuja funcdo principal

é delimitar a abertura horizontal e vertical do feixe de elétrons em valores requisitados para a adequada
operacdo do acelerador. No caso do Sirius, por exemplo, planeja-se a instalacdo de cdmaras de ondulador
gue possuem uma secdo transversal de dimensées reduzidas como, por exemplo, a cdmara do ondulador
Delta 22 com se¢do quadrada de 6,4 mm interno de lado. Neste caso, as pegas internas do scraper serao
posicionadas de forma a bloquear os elétrons cuja drbita extrapole as posi¢cdes desejadas, e assim tendo
a fungao de proteger as camaras de pequena se¢ao transversal.

A fim de garantir um adequado funcionamento dos Scrapers, foram analisadas diversas melhorias que
englobam o sistema de movimentagdo, as hastes de refrigeracao e a mola interna de contato elétrico.
Inicialmente, foi considerada a alteragdo do sistema de movimentagao para um modelo com passante
rotativo e haste de refrigeracdo até a base dos pistes, ilustrado pela Figura 269. Foi também realizado
um estudo com sistema de movimentagdo com passante linear.
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Figura 269. Lay out da primeira proposta de melhoria
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Entretanto, o método de movimentacdo proposto implicou em mudangas relativamente complexas, que
poderiam induzir ddvidas quanto a confiabilidade e precisdao de movimento. Dessa forma, foi realizado
um novo estudo que utiliza o sistema de movimentacdo ja validado nos Scrapers (vide Figura 270), mas
que contempla melhorias na troca térmica da haste com o pistdo, no contato elétrico entre pistdao e
carcaga, e no sistema de bombeamento de vacuo.

Figura 270. Layout do modelo atual do Scraper (A), e layout do projeto revisado (B)

Foi revisada a haste de refrigeracdo, com a troca do material de Cu ETP para CuCrZr, e aumento do
didametro externo com consequente aumento na espessura da parede e maior rigidez a deformacgdo. Além
disso, a nova haste sera apoiada no cilindro vertical pela lateral, promovendo maior troca térmica e
garantindo um melhor alinhamento do bellows. Para comportar o maior diametro da haste, o bellows foi
colocado do lado de fora do vacuo e seu diametro interno também foi aumentado em relagdo ao projeto
original do Scraper. A Figura 271 ilustra o conceito antigo e o novo de fixagdo da haste e posicionamento
do bellows.
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Figura 271. Forma de fixa¢do da haste de refrigeragdo e Bellows. (A) Projeto antigo; (B) Projeto Revisado

A alteragdo da haste levou em consideracao simulagdes estruturais e simulagdes térmicas. Nas simulagbes
mecanicas foi possivel notar uma redugao da deformacgao de 98 um para 46 um ao aumentar o diametro
externo de 12 mm para 16 mm, conforme mostra a Figura 272.

Figura 272. Simulagdo estrutural. (A) Projeto antigo. (B) Projeto Revisado

Esse ganho também se reflete na troca térmica, onde pode se notar uma reducdo de aproximadamente
18%, com o pistdo antigo atingindo uma temperatura de 106°C e o pistdo proposto chegando na
temperatura maxima de 86°C para uma poténcia de 125 W (vide Figura 273).
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Figura 273. Distribuigdo de temperatura nas hastes, cilindro vertical e pistdo. (A) Versdo antiga. (B)
Projeto atualizado

Sobre o sistema de movimentagdo, merece destaque a altera¢do do sistema de fixagao da haste com a
mesa. O projeto original do Scraper considerou o uso de “weak links”, que proporcionou dificuldades
operacionais. Dessa forma, foi proposto um novo método que utiliza um rolamento para proporcionar a
rotacdo, e uma mesa auxiliar para comportar a translagdo, conforme ilustrado na Figura 274.

Figura 274. Proposta atualizada para a mesa de movimentagéo e mesa auxiliar

Além da troca da haste e do sistema de fixag¢do, foi proposto também a troca dos rolamentos de fabricagdo
totalmente ceramica para rolamentos hibridos metal-ceramico a fim de evitar que o rolamento se
deteriore com a dilatagdo térmica decorrente dos processos de baking. Outra melhoria proposta se refere
ao contato elétrico do pistdo de cobre com a cdmara através do uso de molas confinadas por uma haste
soldada a tampdes. Apds testes continuos de movimentagdo, ndo houve alteragdo no perfil da mola e ela
se manteve confinada no slot de montagem. A Figura 275 ilustra as molas montadas no sistema com as
hastes soldadas.
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Figura 275. Mola confinada por haste soldada a tampdes

Com relacdo ao bombeamento de vacuo do Scraper, foi proposta a substituicdo das 2 bombas i0Gnicas de
10 L/s por uma bomba modelo NexTorr D300 que consiste em uma bomba i6nica combinada a um
cartucho de NEG (non-evaporable getter) com capacidade de 300 L/s. Esta configuragdo proporcionara
um aumento na velocidade de bombeamento e resultard em pressao final de vdcuo mais baixa. Com a
aplicacdo das melhorias propostas descritas, espera-se que os Scrapers possuam desempenho mais
confidvel para a operagdo no Sirius.

Descomissionamento do UVX
Ao longo do ano de 2021, foi dada continuidade ao descomissionamento do UVX através da identificacdo

e realocagdo de componentes de vacuo disponibilizados nas linhas de luz, Anel de Armazenamento e
Booster. Dentre os itens selecionados e removidos das linhas de luz, destacam-se os seguintes: 12 bombas
de vacuo de palhetas rotativas, 12 vdlvulas em angulo, 8 passantes lineares, desmontagem de 3 Gamma
Shutters para experimentos futuros do grupo de Supercondutividade e cdmara de vdcuo para
experimentos. Serdo selecionados também tubos de diferentes diametros para o aproveitamento futuro
em experimentos e montagens.

No Booster do UVX, foram removidas correntes de vedacdo dos flanges e sensores catodo frio e valvulas
em angulo. No anel principal do UVX, foram removidos sensores de catodo quente, vélvulas em angulo,
valvulas setor, além de outros componentes. Todos os itens estdo armazenados no Grupo de Vacuo e
compordo o estoque do grupo para atender as demandas de vacuo do CNPEM.

Projetos mecanicos

Protecdes radioldgicas
A blindagem do anel de armazenamento do Sirius possui diversas aberturas ao longo de sua extensao que

possibilitam a entrada e saida de utilidades elétricas, eletrénicas e hidraulicas. Com a evolugdo do
comissionamento da maquina, novos cenarios com produgao de radiagdo comecgaram a ser analisados
mediante contribuicdes provenientes de: espalhamento do gas-bremsstrahlung dos trechos retos; perdas
de elétrons as quais foram concentradas em um espalhador ideal; e, radiagdo sincrotron de um BC no qual
todo o espectro foi concentrado em um espalhador ideal. Assim, novas prote¢Ges radioldgicas
necessitaram ser criadas a fim de prover seguranga a operag¢ao do equipamento.
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Figura 276. ProtegGes com blocos de concreto para aberturas no teto da blindagem.

Ondulador Delta DU525 — Linha Sabid

Suporte fundido para BPMs reservas e complementares

O monitor de posicdo da drbita (Beam Position Monitor - BPM) é um sensor que fica posicionado ao longo
do anel de armazenamento de elétrons, e € um dos componentes cruciais para o Sirius. Sua funcdo é
monitorar constantemente a posicao do feixe elétrons em movimento dentro das cdmaras de vacuo para
gue possam ser efetuadas corre¢Ges em sua érbita. Um dos pontos importantes do projeto é a escolha
do material do suporte com coeficiente de expansao térmico semelhante a dos imas e como este material
ndo é padrdo da industria, tornou-se necessario estabelecer um processo de desenvolvimento e compra
através de pecas fundidas (Figura 278).
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Figura 278. Lote de pegas fundidas em aco inoxiddvel 305 para suporte de BPIM.

Berco e suporte estrutural pré e pos Onduladores Delta

Onduladores Delta como o DU525, previstos para serem instalados em alguns trechos retos do Sirius,
necessitardo de estruturas metalicas que suportardo e posicionardo estacées de bombeamento, BPM,
corretora, cdmara de vacuo e transigdo. A esquerda da Figura 279 é possivel observar o ondulador
montado para visualizagdo das posi¢des do berco e suporte. A direita é possivel observar o berco e o
suporte, com o mecanismo de ajuste de altura em destaque.

Figura 279. Bergo e suporte estrutural com ajustes para pré e pds ondulador

Suportes e dispositivos para montagem, baking e alinhamento do ondulador Delta e cdmara

O projeto de suportacdo dos onduladores Delta previu uma base metalica grauteada e fixada na face
superior da base de concreto de modo a oferecer maior rigidez ao conjunto. Niveladores, pés de apoio e
dispositivos de ajuste permitirdo o seu posicionamento no anel de armazenamento. Uma estrutura
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metdlica (em amarelo na Figura 280) fixada na base metdlica (em cinza) também foi projetada para
sustentar e alinhar a cdmara de vacuo em sua montagem e na execuc¢do do processo de baking.

Figura 280. Mockup para testes com o ondulador e cémara de vdcuo

Dispositivo de fixacdo dos blocos magnéticos para medicdo na mdquina tridimensional

Blocos magnéticos com perfis especiais, adquiridos para utilizagdo no ondulador Delta DU525, necessitam
de caracteriza¢do dimensional através de medig¢des realizadas por maquina de medicdo tridimensional, ja
gue o campo magnético resultante depende da correta geometria dos blocos. Visando a uma maior
produtividade, repetibilidade e otimiza¢do do processo de medicdo, optou-se pelo desenvolvimento de
uma base especial que permitisse a troca de pegas em um tempo inferior a 2 minutos.

Basicamente, a placa é confeccionada em um material polimérico que nao agride as faces dos blocos
magnéticos. Ela possui 3 pinos que sao utilizados como batentes, para garantir que o posicionamento das
pecas possua uma repetibilidade dentro dos padrdes de medi¢cdes da maquina tridimensional. Por dltimo,
foi acrescentado uma placa de ago na face inferior da placa polimérica de modo a permitir que o bloco
fosse fixo por meio da acdo de forgas magnéticas, sem a necessidade de qualquer tipo de grampo ou
parafuso.

Figura 281. Dispositivo de fixagdo dos blocos magnéticos para medigcdo na madquina tridimensional
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Projeto mecdnico dos subcassetes de terminag¢do
Os subcassetes de terminacdo (Figura 282) sao responsaveis pela acomodag¢do dos blocos magnéticos de
terminacdo que fogem ao padrdao de espessura e arranjo em relacdao aos outros blocos utilizados no
Ondulador (blocos dos cassetes intermediarios).
Como o préprio nome diz, as terminagdes sao montadas no inicio e fim de cada cassete, com uma ordem
especifica de blocos de 3,25 mm de espessura e seus respectivos espacadores em material TVE (laminado
de fibra de vidro impregnada com resina epoxi).
As principais diferencas entre este projeto e os subcassetes intermediarios sdo os grampos exclusivos para
a fixacdo destes blocos mais finos com seus espagadores e, também, o comprimento total do subcassete.

Figura 282. Subcassete de terminagéo
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Mesa e garras para montagem dos blocos magnéticos nos subcassetes

A mesa de montagem de subcassetes é um acessorio utilizado para montagem dos blocos magnéticos nos
subcassetes do ondulador Figura 283). Devido as forgas magnéticas envolvidas e a necessidade de
precisdo no posicionamento dos blocos, sua utilizagdo durante o processo de montagem é imprescindivel.
O acessorio desenvolvido é composto por dois sistemas de movimentagdo nos eixos X e Y, que definem o
posicionamento dos blocos. Os blocos sdo fixados e montados individualmente através de um sistema de
garra. Para afericdo de posicionamento longitudinal e transversal entre os blocos, sdo utilizados
apalpadores pneumaticos. Também é possivel medir o campo magnético de cada bloco através de um
sensor Hall, que é instalado proximo aos apalpadores e possui uma distancia vertical pré-estabelecida da
face superior dos blocos, de forma a permitir que o sensor possa medir todos os blocos com a mesa em

movimento.
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Figura 283. Mesa de montagem dos blocos magnéticos nos subcassetes
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A garra é um componente acoplado a mesa de montagem, sendo este intercambiavel e desenvolvido
especialmente para cada geometria de bloco magnético. O sistema desenvolvido para realizar o
posicionamento dos blocos magnéticos é feito de maneira a que a lateral do bloco fique encostado
inicialmente em um batente fixo (em rosa na Figura 284) e o batente movel (em vermelho) é deslocado
até que este encoste na face da lateral oposta, por meio de um parafuso estojo (acoplado ao batente por
meio de um sistema de articulacdo concavo/convexo para evitar deformacdo nas superficies dos blocos).
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Figura 284. Garra para montagem de blocos magnéticos do ondulador DU525

Dispositivo de montagem dos subcassetes nos cassetes
Os blocos magnéticos do Ondulador Delta sdo montados em subconjuntos denominados subcassetes. Eles

sao montados nos 4 cassetes do Ondulador ja “fechado” de forma ordenada no sentido longitudinal da
peca, através do sistema rabo de andorinha. Necessitou-se deste modo, desenvolver uma ferramenta
para possibilitar o manuseio destes subcassetes, deslizando-os sob os cassetes até a posicdo final por
auxilio de hastes e fusos, sob interacdo de forgas magnéticas e no espaco restrito da parte interna do
Ondulador. O dispositivo de montagem desenvolvido é mostrado na Figura 285.

Figura 285. Dispositivo de montagem dos subcassetes no ondulador Delta DU525
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Apoio longitudinal para subcassetes

A montagem dos subcassetes do ondulador é feita em etapas. Durante a montagem dos subcassetes nos
cassetes do ondulador, com utilizacdo do dispositivo de montagem de subcassetes, foi verificada a
necessidade de um apoio que sirva de referéncia para montagem e posicionamento dos subcassetes. Um
primeiro conjunto de apoios foi projetado para ser aparafusado nos cassetes no lado de inicio da
montagem e um segundo conjunto para ser instalado nos cassetes na face oposta do ondulador, estes
por sua vez contando com parafusos em latdo que ficardo em contato com a face do ultimo subcassete a
ser instalado, embora os subcassetes apresentem fixacdo aos cassetes individualmente e ainda sejam
intertravados, estes conjunto de apoio proposto reduz ainda mais a possibilidade de que os conjuntos de
subcassetes possam apresentar qualquer movimentagao longitudinal.

Figura 286. Apoios longitudinais para montagem de subcassetes no ondulador DU525
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Dispositivo com apalpadores para verificagdo de erros na montagem do ondulador

A fim de validar o posicionamento dos subconjuntos do ondulador Delta na abertura e fechamento do
conjunto, foi desenvolvido um dispositivo para acomodar apalpadores Heidenhain (Figura 287). O
dispositivo é composto por uma barra estrategicamente posicionada no ondulador com alojamentos e
grampos para fixacdo dos apalpadores. O setup consiste em 6 apalpadores:

e Face frontal: 2 sensores (Tz / Ty + nivel)
e Face traseira: 1 sensor (Ty + nivel)

e Face lateral: 3 sensores (Ty + nivel / Tx + Ry / Tx + Ry)
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Figura 287. Dispositivo com apalpadores Heidenhain posicionado no ondulador

Soquetes e dispositivos para fiducializagdo

O processo de montagem do ondulador é realizado sem que este esteja acoplado ao anel. Durante a
instalacdo (que serd realizada durante paradas programadas de operagao do Sirius), um alinhamento
perfeito dos campos magnéticos do ondulador deve ser obtido para o funcionamento adequado sem
interferéncia no feixe. Para isto, realiza-se o processo de fiducializa¢do, que é a parametrizacdo das
coordenadas externas do ondulador em relagdo ao seu centro, para que durante a instalagao, um perfeito
alinhamento do ondulador em relagdao ao feixe seja alcan¢ado, utilizando-se pontos externos como
referéncia para alinhamento. Assim, foram desenvolvidos soquetes e dispositivos para acoplamento de
esferas de posicdo (SMR) utilizadas para fiducializagdo do ondulador por meio de medi¢ées em 3
dimensdes por laser tracks, sendo estes instalados ao longo de diferentes posi¢cdes ao longo do exterior
do DU525 (Figura 288).
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Figura 288. Dispositivos e soquetes para fiducializagdo por laser track
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Cdmara de transicéo e suporte

As camaras de transicdo sao acopladas a camara de vacuo do ondulador, posicionadas nas regides de
entrada e saida do feixe. Estas sdo feitas em cobre, sendo essenciais para realizar a transicdo geométrica
dos perfis internos das camaras do trecho reto (perfil circular), para a geometria das cdmaras de vacuo do
ondulador (eliptico), de forma que essa transi¢do seja o mais suave possivel, evitando que o feixe de
elétrons perca energia devido ao aumento da impedancia gerada pela sensibilidade do feixe a geometria
da camara. De modo geral, as camaras posicionadas na entrada do ondulador também servem como
absorvedores de poténcia para regides criticas da camara, sofrendo elevado aquecimento, tornando-se
imprescindivel promover o resfriamento do componente por meio tubos de refrigeracdo acoplados a
superficie externa da camara. Os flanges da camara sdo fabricados em ago inoxidavel, sendo unidos ao
corpo da cdmara (Figura 289) por processos de brasagem.

285



Figura 289. Cdmara de transigcdo projetada para ondulador delta DU525

Um suporte para a camara de transi¢cdo do ondulador Delta DU525 (Figura 290) foi projetado de maneira
a permitir a eventuais movimentagdes da camara no sentido longitudinal (sentido do feixe) devido a
dilatagdo da mesma durante o processo de "baking", deste modo, atuando apenas como sustenta¢ao
vertical da camara de transigdo.

Figura 290. Suporte para cdmara de transi¢éo do ondulador Delta DU525

Bellows BW e comb-type
Durante o processo de baking das camaras de vacuo por onde o feixe de elétrons percorre, devido a

dilatagGes térmicas, ha a necessidade de conectores entre elas capazes de absorver a alteracdo em seu
comprimento, sem que a vedacdo para vacuo seja comprometida e limitando ao maximo os
deslocamentos radiais, a fim de garantir o bom alinhamento de todo o sistema. Para que isso seja possivel,
utilizam-se componentes chamados “bellows”, que sdo dispositivos flexiveis que promovem a conexdo
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entre as camaras. Uma vista em corte do modelo BW, convencionalmente utilizado no Sirius, € mostrada
a esquerda da Figura 291. Este componente, porém, em alguns trechos do anel, apresentou limitacdes na
absorcdo dessas variagGes (movimentagGes) por ndo permitir nenhum tipo de desalinhamento radial, o
gue motivou o desenvolvimento de um novo componente mais flexivel. Neste novo modelo (comb-type)
mostrado a direita da Figura 291, o perfil interno sugerido permite mais graus de liberdade, facilitando a
acomodacao dessas variacdes. Sua movimentacao é limitada por uma capa externa que limita tanto o seu
deslocamento longitudinal, quanto radial. Um dos desafios desse projeto é conciliar o processo de
fabricacdo com os pré-requisitos do projeto do acelerador, uma vez que essa geometria interna interfere
diretamente na impedancia do feixe.

Figura 291. Modelos de bellows utilizados nas camaras de vacuo

Bellow BW Bellow Comb-type

Teste dos grampos de aperto dos blocos magnéticos

Apds o estudo de varios modelos de blocos magnéticos para utilizagdo no ondulador DU525, chegou-se a
geometria mostrada em vermelho a esquerda na Figura 292. Nesta geometria, os blocos sao fixados por
suas laterais pela aplicagdo de forgas compressivas exercidas por grampos em aluminio aparafusados ao
subcassete, permitindo um shimming (alteragdo na altura dos blocos) de até + 0.25 mm. Foi também
verificada a necessidade de utilizacdo de parafusos ndo magnéticos para que a fixagdo dos grampos ao
subcassete fosse realizada, alterando-se o material, antes de inox, para liga de aluminio 7075-T6.

Os blocos ndo devem se mover durante movimentacdo dos cassetes necessaria para configuracdo de
diferentes modos de operag¢do do ondulador, portanto, a fim de avaliar e validar o sistema de fixacdo e a
deformacgdo dos blocos magnéticos do ondulador delta DU525, uma série de simulagdes computacionais
considerando a a¢do de forgas magnéticas foram realizadas para que, tanto a geometria proposta quanto
o torque nos parafusos fossem avaliados. Por meio dessas analises, foi possivel otimizar a geometria dos
grampos de fixacdao dos blocos magnéticos, bem como definir torque de aperto necessario aos parafusos
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para garantir a rigidez do sistema, sem que este seja submetido a altos niveis de deformacao e tensdo. A
partir dos resultados dessas analises, os componentes foram validados por meio de testes de bancada.

Figura 292. Configuragdo de simulagbes do projeto de grampos e andlises dimensionais realizadas em
protdtipo

Vista em corte

Projeto do dispositivo de abertura e fechamento do ondulador

Durante a instalacdo do ondulador Delta DU525 no anel do Sirius, é necessario realizar a abertura do
ondulador para que a camara de vacuo possa ser instalada. Para isso, forgas magnéticas de grande
magnitude da interacdo entre blocos magnéticos devem ser vencidas para que a parte superior do
ondulador possa ser removida com movimentacgdo vertical plana (a parte superior ndo deve se inclinar).
Deste modo foram projetados dispositivos para abertura do ondulador a serem instalados simetricamente
nas laterais externas do DU525 (Figura 293). Esses dispositivos sdo acionados de maneira sincronizada
por meio de apertos em seus parafusos superiores, evitando qualquer inclinacdo da parte superior. O
mesmo procedimento é realizado no ato de fechamento apés instalagdo da camara de vacuo.

Figura 293. Dispositivo de abertura e fechamento para ondulador Delta DU 525
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Ondulador Delta DU220 — Linha Carnauba

Grampos e parafusos DU220

Para o desenvolvimento do ondulador Delta DU220 de periodo magnético de 22 mm, diversas
configuragOes de grampos para fixacdo dos blocos magnéticos ao subcassete foram estudadas. No caso
deste ondulador, os blocos magnéticos tém espessura de 5,25 mm, sendo o periodo composto de uma
por uma sequéncia de 4 blocos magnéticos com espacamento de 0,05 mm entre blocos, o que dificulta
sua fixagcdo visto que os parafusos do grampo devem ter dimens&es bastante reduzidas. Inicialmente foi
testada uma geometria semelhante a geometria de grampo utilizada no ondulador Delta DU525 (Figura
294), porém nesta geometria o parafuso deveria ser de especificacdo de rosca M2,5, o que se mostrou
invidvel por meio das andlises de tensao devido a altas tensdes obtidas no grampo mesmo alterando o
material do grampo de liga de aluminio 7075 para liga de titanio. Deste modo uma nova geometria foi
analisada para utilizacdo de parafusos com bitola M3 e grampo em liga de aluminio.

Figura 294. Andlises de tensées e deforma¢des em grampos e parafusos do ondulador Delta DU220
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Ensaios mecdnicos de tor¢do de parafusos para grampo de subcassete

A partir dos resultados obtidos pela analise de grampos para o ondulador Delta DU220, uma analise mais
aprofundada foi realizada para sele¢do dos parafusos a serem utilizados para fixagdo dos blocos
magnéticos do ondulador (Figura 295). Inicialmente avaliou-se o comportamento mecanico de parafusos
M3 em liga de ago inoxiddvel austenitico classe A2-70 conforme DIN912. Os parafusos resistiram ao
torque especificado em projeto, apresentando falha no encaixe da cabega allen. Visto que esses parafusos
podem apresentar pequena quantidade de magnetizacdo proveniente de fase ferritica residual, foram
também usinados parafusos M3 em liga de aluminio 7075-T6, sendo usinados pela ferramentaria
internamente com cabega sextavada de modo a facilitar fabricagdo. Estes foram testados e resistiram as
solicitacBes previstas devido ao torque de projeto, se mostrando uma alternativa viavel para utilizacdo no
ondulador Delta DU220 sem apresentar qualquer caracteristica magnética.
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Figura 295. Andlises realizadas para sele¢do de parafusos para fixa¢éo de grampos do ondulador Delta
DU220

Ensaia mecénico em parafusos M3 em inox classe A2-70 conforme DIN912
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Subcassetes Intermedidrios

Para validacdo da geometria dos subcassetes intermedidrios proposta para ondulador DU220, analises
para avaliagdo do comportamento de todo o conjunto montado, considerando a atuagao das forgas
magnéticas, geometria de grampos e parafusos e torque de aperto foram realizadas. As forcas magnéticas
calculadas e fornecidas pelo grupo de imas foram aplicadas para cada configuracdo de operacdo do
ondulador, gerando diferentes distribui¢cdes de tensdes maximas para cada condi¢do analisada.

Figura 296. Andlise de tensées e deformagées em subcassete intermedidrio do ondulador Delta DU220

Tensdo (Mpa) para cada configuragdo de forga - DU220

Garra para montagem dos blocos magnéticos em subcassetes do Delta DU220

Assim como para a montagem dos blocos magnéticos do ondulador DU525, uma garra foi desenvolvida
para montagem dos blocos do ondulador DU220 na mesa de montagem (Figura 296). O dispositivo conta,
além dos batentes de posicionamento lateral, com um anteparo para garantir o alinhamento durante
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montagem dos blocos em sequéncia. Apds completa montagem do conjunto, o alinhamento e
magnetizac¢do dos blocos sdo verificados e, no caso de necessidade de ajuste, o anteparo é removido para
gue a garra possa realizar o alinhamento sem que o anteparo colida com os blocos magnéticos ja
montados.

Figura 297. Garra para blocos magnéticos do Delta DU220 na mesa de montagem.

Batente mével Anteparo

Gabarito da cdmara de vdcuo do ondulador Delta DU220

Para o desenvolvimento das camaras de vacuo do ondulador Delta DU220, foi desenvolvido um gabarito
com o intuito de manter a rigidez e integridade estrutural da cdmara ao longo de todo o seu processo
produtivo. Inicialmente, as cdmaras foram desenvolvidas com comprimento de 2600 mm, a fim de validar
o processo de deposicao de filme NEG, bem como a brasagem dos flanges. O processo de usinagem dessas
pecas foi bastante desafiador para que os objetivos propostos fossem alcancados, dado o comprimento
do gabarito e a dificuldade de se encontrar parceiros com maquinario capaz de atender as necessidades
do projeto. O desenvolvimento dessa etapa inicial foi muito bem-sucedido, proporcionando adequada
deposicdo de filme NEG em todo o interior da cdmara, processo este que nunca foi executado em camaras
tdo longas, além de garantir que a camara sofresse deformac¢des dentro dos limites estabelecidos por
projeto.

Para o ondulador que deve ser instalado no setor 6 (linha Carnauba), esta sendo desenvolvido um novo
gabarito para uma camara de 1300 mm, dado o comprimento deste equipamento (1200 mm). O novo
gabarito tem o mesmo objetivo do anterior, porém nesta etapa, novos sistemas de fixacdo da camara
estdo sendo desenvolvidos a fim facilitar sua instalacdo no anel.
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Figura 298. Modelos de gabaritos para fabricagdo e instala¢Go de cdmaras de vdcuo do ondulador
DU220

Cémara de vécuo 2600 mm

Cémara de vacuo 1200 mm

Gabarito 1300 mm

Cavidade combinadora (CACO)

Estudos de viabilidade para fabricagdo e custo

Atualmente sdo utilizadas torres (1970x1970x2106 mm) contendo 16 médulos amplificadores; a cavidade
combinadora visa a suprir novas demandas necessarias e otimizar a amplificacao das frequéncias com
dimensdes inferiores. O modelo foi baseado em outros desenvolvimentos de cavidades combinadoras
feitas por outros laboratérios (ESRF, SPRING-8, CERN e NSLS-II).

Foram realizados varios estudos para avaliar a viabilidade da fabrica¢dao devido a necessidade de garantir
uma uniformidade entre as distancias dos plugs radiais ao centro da Cavidade para alcancar da
amplificacao desejada. Entre eles, a fabricacao através de um “blank” maci¢o e usinado, chapa Unica
calandrada e diversas chapas unidas. Abaixo alguns dos modelos projetados podem ser visualizados na
Figura 299.

Figura 299. CACO: estudos de viabilidade para fabricagdo

Chassi para cavidade combinadora
um chassi metalico foi projetado de maneira a promover a sustentagdao mecanica e protegao de todos os
componentes da cavidade combinadora e seus subsistemas embarcados (eletronicos, controles,
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refrigeracdo etc.), tendo em vista a facilidade do acesso dos componentes internos para que a montagem
e processos de manutencdo fossem facilmente realizaveis (Figura 300).

Figura 300. Chassi desenvolvido para sustentagdo de cavidade combinadora

Micromolde para producdo de esferoides

Micromolde em resina maleavel utilizados para produgdo de esferoides que serdo aplicados em projetos
do LNBio. Ele deve suportar o processo de esterilizagdo por autoclave e o design deve permitir que a
deposicdo de agarose possa ser desenformada para que caiba em placas de 24 e 12 pogos. Realizamos a
engenharia reversa e o micromolde foi impresso no LNNano.

Figura 301. Modelo 3D para impressdo.

Figura 302. Micromolde impresso em resina.
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Infraestruturas

Estudo de eletrocalhas para passagem de cabos de alimentacdo do Ondulador — Delta Sabia
Para instala¢do do ondulador Delta Sabid, que sera realizada no setor 10 do tunel do Sirius, eletrocalhas

para conducdo de fios, cabos e mangueiras foram projetadas. As eletrocalhas superiores (de 250 mm de
largura) serdo instaladas paralelamente em posi¢des proximas a eletrocalhas ja existentes no tunel do
Sirius, tendo base em perfil estrutural padrdo e serdo fixadas ao teto por meio barras roscadas, como
mostrado na regido superior da Figura 303. Um conjunto de 6 eletrocalhas serdo instaladas em frente ao
bloco de concreto, tendo dimensdes de 150x50x1800 mm. Estas serdo fixadas por meio de pilastras de
fornecimento interno (regido inferior da Figura 303).

Figura 303. Eletrocalhas para ondulador Delta Sabid a serem instaladas no tunel do Sirius

Eletrocalhas 250 mm

Eletrocalhas 150 mm

5.2.0utros projetos e iniciativas da Engenharia e Tecnologia

Supercondutividade
A supercondutividade, capacidade de alguns materiais de perderem a resisténcia a corrente elétrica

abaixo de uma temperatura critica (Tc) e um campo critico (Bc), é aplicada em diversas areas da ciéncia e
tecnologia. No contexto das fontes de luz sincrotron, a utilizacdo de fios supercondutores nos
enrolamentos das bobinas dos imds garante a produgdo de campos magnéticos mais altos e radiagcdo
sincrotron de maior energia do que os fios comuns. Dessa forma, é de interesse do CNPEM formar uma
equipe, dentro da Engenharia e Tecnologia, que domine e explore as tecnologias da supercondutividade
aplicadas a aceleradores e outras areas.

No final de 2020, foi estabelecido um acordo de colaboragdo entre CNPEM e CERN (European Organization
for Nuclear Research). Por ser um centro de exceléncia em pesquisa cientifica com vasta experiéncia, o
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acordo tem foco na pesquisa, desenvolvimento e compartilhamento de recursos na area da
supercondutividade.

Durante o ano de 2021, o CNPEM, em parceria com o CERN, se concentrou no aprendizado e
desenvolvimento de dois projetos conceituais de imas supercondutores para o Sirius. O primeiro projeto
visa a substituicdo de um ou mais dipolos centrais dos arcos do Sirius por um dipolo supercondutor com
campo magnético de pico igual a 6.4 T, denominado Superbend. O segundo projeto visa a instalacdo de
um ima supercondutor com campo de pico superior a 6 T (idealmente 7 T), denominado Wavelength
Shifter (WLS), em um dos trechos retos do Sirius.

Dipole Supercondutor (Superbend)
O Superbend foi proposto para substituir um dos dipolos BC, atingindo um campo magnético de pico

superior a 6 T sem alterar as caracteristicas dticas do feixe de elétrons. Dessa forma, uma equipe
multidisciplinar da Divisdo de Engenharia e Tecnologia do CNPEM foi reunida para que, ao longo do
desenvolvimento do projeto, estudos, levantamentos bibliograficos, discussdes e simulagGes
computacionais fossem realizados para propor os conceitos do criostato, bobinas, nicleo magnético,
current leads, entre outros, e avaliar se as propriedades dos modelos satisfaziam as caracteristicas
desejadas para o dipolo supercondutor.

As dimensdes do Superbend deveriam satisfazer o espaco limitado ocupado pelo dipolo BC que seria
substituido. Portanto, os materiais, dimensdes e disposicdo dos componentes foram avaliadas com
cuidado através de simulagcdes magnéticas, térmicas e estruturais. No Sirius, as cdmaras de vacuo do anel
de armazenamento sao revestidas com filme NEG, cuja ativacdo é feita a 200°C. Dessa forma, foi discutida
a disposi¢do dos componentes do dispositivo a fim de criar um modelo de um magneto em formato de
“C” para que a cdmara de vacuo pudesse ser quente e externa ao criostato.

A Figura 304 ilustra o desenho 3D final da proposta para o Superbend, onde pode ser observada a
disposi¢cdo dos componentes. O criostato (cdmara de vacuo), o escudo térmico e o yoke seguem o formato
de “C”. Tiras de Kevlar sdo fixadas no yoke para sustenta-lo. O tanque de Hélio liquido é um paralelepipedo
sustentado pelo yoke e possui um tubo de realimentagdo conectado a drea superior externa. Dois
cryocoolers sao utilizados no dispositivo, em que o primeiro estagio mantém a temperatura do escudo
térmico em 50 K e o segundo estdgio fica inserido no tanque de Hélio com recondensadores para manter
o volume de Hélio constante e a temperatura em 4,2 K. A bobina supercondutora é feita de NbTi e as
current leads possuem trés partes, a resistiva, a HTS (High Temperature Superconductor) e a conexao com
NbTi.
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Figura 304. Desenho preliminar da disposi¢cGo dos componentes do Superbend

Cryocooler ———

Current lead

Cryostat vessel

<~ Support system

Os resultados das simulagdes eletromagnéticas, ilustrados na Figura 305, avaliaram e compararam qual
dos quatro modelos de bobinas supercondutoras de NbTi melhor se adequava as premissas do projeto:

campo de pico maior que 6 T, campo integrado e gradiente de campo integrado iguais aos do dipolo BC,
e topologia do yoke em formato de “C”.

Figura 305. Comparacgéo das bobinas supercondutoras propostas para o Superbend
Single Coil ToH Coils

Conic Coil

58 x 15 mm?
80 x 38 mm*

A Figura 306 ilustra os perfis de campo magnético longitudinais, na direcdo do feixe de elétrons, dos
diferentes modelos de bobinas supercondutoras analisadas. Como os perfis se apresentam muito

parecidos, decidiu-se escolher o modelo de bobina “Single coil”, por representar o projeto geral mais
simples.
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Figura 306 - Comparag¢do dos perfis de campo longitudinais das bobinas supercondutoras propostas para
o Superbend
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Para garantir a integridade do dispositivo supercondutor, foram realizadas simula¢gdes mecanicas
paramétricas variando a espessura dos componentes, permitindo a determinacdo da espessura ideal das
paredes do vazo externo do criostato e do pescoco do yoke a fim de manter as deformacdes e tensdes
inferiores aos limites estabelecidos em projeto. A Figura 307 ilustra o resultado da simulagdo estrutural
do vaso externo do criostato, cuja espessura das paredes foi definida em 12 mm e barras de reforco de
20 mm de espessura foram inseridas em posicOes estratégicas. A Figura 308 ilustra o resultado da
simulacdo estrutural que buscou otimizar o desenho do yoke para melhor se adequar ao projeto
eletromagnético, com espessura do pescoc¢o definida em 180 mm, de forma a ndo aumentar demais o
peso do yoke e interferir no projeto criogénico.

Figura 307. Resultado da simulagdo estrutural (deformagdo total, esquerda, e tensées eq. von-Mises,
direita) do vazo externo do criostato
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Figura 308. Resultados da simulagdo estrutural para a otimiza¢do da espessura do pescogo do yoke
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A Figura 309 ilustra os resultados das simulagGes térmicas para avaliar a distribuicdo de temperatura no
yoke com as bobinas supercondutoras e a distribuicdo de temperatura no escudo térmico ancorado a 50
K no primeiro estdgio dos cryocoolers. A refrigeracdo ocorre via contato da face superior do yoke com o
reservatério de Hélio liqguido mantido a 4,2 K. Dessa forma, na simulacdo térmica do yoke e bobinas
supercondutoras, a temperatura maxima se deu na parte inferior, que estd mais afastada da refrigeracao.
No entanto, essa temperatura é inferior a temperatura critica do NbTi, mantendo-se dentro das
especificagdes do projeto para a bobina. Na simulacdo do escudo térmico, a temperatura maxima de 52,4

K também foi observada na regido mais distante da ancoragem feita no primeiro estagio dos cryocoolers.

Figura 309. Distribuicdo de temperatura simulada no yoke, bobinas supercondutoras (esq) e escudo
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Apesar de o desenvolvimento do projeto do Superbend ter resultado em grande aquisicao de
conhecimento na area de supercondutividade e proporcionado avango nos estudos dos modelos, algumas
premissas de projeto ndo foram satisfeitas, principalmente aquelas que permitem a substituicdo direta
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de um dos dipolos BC pelo Superbend, como a obtencdo de um perfil de campo condizente com a rede
magnética do Sirius. A Figura 310 ilustra a comparacao do perfil de campo longitudinal dos dipolos BC e
do Superbend com seus dipolos auxiliares. O uso de dipolos auxiliares permitiu casar o campo integrado
do Superbend com o do dipolo BC, porém o gradiente de campo ficou bastante diferente. Portanto, é
necessario realizar estudos mais aprofundados para otimizar o projeto eletromagnético, mecanico,
criogénico e de protecao contra “quench” do Superbend.

Figura 310. Comparagdo entre os perfis de campo longitudinais de um dipolo BC e do Superbend com
dipolos laterais auxiliares
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Wavelength Shifter Supercondutor (WLS)

O Wavelength Shifter (WLS), um ima supercondutor com uma bobina central e duas bobinas laterais, foi
proposto para reutilizar a maior parte dos componentes e equipamentos de alto custo do Wiggler
Supercondutor (Wiggler SC), ima supercondutor que foi removido da antiga fonte de luz sincroton do
CNPEM, UVX. A equipe se dedicou a readequag¢do dos componentes a fim de projetar o WLS para operar
em um dos trechos retos do Sirius e foram estabelecidos os seguintes requisitos: campo magnético acima
de 6 T, idealmente 7 T; perfil de campo estreito na regido do polo central (FWHM = 30 mm); e campo
integrado nulo. E importante que o pico central seja estreito para ndo aumentar a emitancia do acelerador
e impactar negativamente as caracteristicas do feixe.

A Figura 311 ilustra um corte do desenho 3D do WLS, no qual pode ser observada a disposi¢cdao dos
componentes do dispositivo, criostato, escudos térmicos, yoke, tiras de kevlar, reservatério de Hélio
liguido, bobinas supercondutoras, tubo de realimentagdo, cryocoolers e camara de vacuo. Na
transformacdo de Wiggler SC para WLS, todos os componentes que operam em temperaturas préximas a
4,2 K foram alterados, yoke, bobina supercondutoras, reservatdrio de Hélio liquido e conexdes térmicas.
Além disso, como o gap magnético do WLS é cerca de 2,5 vezes menor que o do Wiggler, um novo projeto
para a camara de vacuo do feixe de elétrons também foi necessario, cuja camara é fabricada a partir de
um perfil de aluminio extrudado com geometria especial que ja foi utilizado nas camaras de vacuo dos
onduladores planares.
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Figura 311. Readequagdo do projeto do Wiggler SC para um WLS
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O projeto eletromagnético foi otimizado para buscar atingir um campo de pico no polo central acima de
6 T. A Figura 312 ilustra o resultado da simulagdo eletromagnética do projeto magnético que apresentou
o melhor desempenho. Esse projeto é baseado em um polo central estreito (apenas 10 mm de espessura)
feito de Hoélmio, material que exerce a fungdo de concentrador de fluxo magnético, e seu resultado
forneceu um campo magnético pouco maior que 6 T (6,01 T) no gap e pouco maior que 5T (5,09 T) na
bobina supercondutora.

Figura 312. Simulagdes eletromagnéticas do projeto magnético proposto para o WLS
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A Figura 313 mostra a comparagao entre o perfil de campo tedrico e ideal para o projeto eletromagnético,
validado pelo Grupo de Fisica de Aceleradores (FAC), e o perfil de campo longitudinal obtido com o projeto
magnético mostrado na Figura 312. Apesar de o campo de pico de 7 T ainda ndo ter sido atingido, o perfil
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de campo apresentou uma FWHM muito parecida com o perfil de campo ideal, caracterizando esse
projeto magnético como aceitavel para o Sirius por estar dentro da especificacdo definida pela FAC.

Figura 313. Comparagéo do perfil de campo simulado para o melhor modelo eletromagnético do WLS

com o perfil de campo ideal definido pelo grupo FAC para o Sirius
2
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O projeto criogénico do WLS foi feito partindo do projeto e conceito usado no Wiggler SC. Para a validagao
dos modelos de simulagdo térmica, primeiro o modelo original do Wiggler SC foi simulado e comparado
com os resultados de projeto do fabricante. Os resultados obtidos ficaram muito préximos dos resultados
especificados pelo fabricante e, portanto, os modelos simulados foram validados.

Com a validagdo do modelo, foram feitas simulagGes térmicas com as modificacdes na “massa fria” para
readequar o modelo ao WLS. A Figura 314 ilustra o resultado das simulagdes térmicas da “massa fria” do
WLS em 4 casos diferentes. O Caso 1 (temperatura maxima de 4,83 K) é o caso basico onde o yoke esta
em contato com o tanque de Hélio, sem links térmicos de cobre. No Caso 2 (temperatura maxima de 4,41
K), a parte inferior das bobinas recebe um link térmico de cobre que estd em contato direto com a parte
inferior do reservatdrio de Hélio, ja a parte superior das bobinas considera apenas um link térmico entre
a bobina e o yoke. No Caso 3 (temperatura maxima de 4,38 K), a parte inferior das bobinas recebe um link
térmico de cobre, com adi¢cdo de um link térmico longo que esta em contato com o segundo estagio do
cryocooler. Por fim, o Caso 4 (temperatura maxima de 4,34 K) é similar ao Caso 3 com a adicdo de uma
chapa de cobre, ligada ao segundo estagio do cryocooler, que envolve parte do tanque de Hélio. Cada
caso apresenta vantagens e desvantagens do ponto de vista térmico e de praticidade. No entanto, como
0 projeto criogénico precisa ser capaz de manter as bobinas supercondutoras o mais proximo possivel da
temperatura de 4,2 K, apenas os Casos 2, 3 e 4 satisfazem as especificacGes.
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Figura 314. Comparagdo das simulagées térmicas para a “massa fria” do WLS com diferentes casos de
link térmico
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A deteccdo e protecdo de “quench” do WLS aproveitardo o mesmo conceito usado no Wiggler SC, que se
baseia no uso de resistores em série com as bobinas supercondutores. Com esse conceito, quando um
“quench” ocorre, uma chave é aberta e a corrente que circula pelas bobinas é forcada a passar pelos
resistores, dissipando assim toda a energia fora do criostato. Varios estudos foram realizados para
permitir um tempo de detec¢do da ordem de 100 ms a uma temperatura maxima nas bobinas
supercondutoras de 100 K. As fontes de corrente para o WLS serdo reaproveitadas do Wiggler SC.

Varios estudos ainda estdo em andamento para otimizar o projeto do WLS de forma a atingir o campo de
pico desejado de 7 T. No entanto, pode-se considerar que o projeto conceitual apresentado, que permite
atingir um campo de pico maior que 6 T, ja pode ser considerado razoavelmente bom para servir de base
para testes e protétipos preliminares.

5.3.Apoio a geracao de inovacao

Projetos desenvolvidos em parceria com empresas

Aprofundamento da Parceria com startup Pitec para Sistema de Radiofrequéncia do Sirius
Para que o Sirius possa chegar a sua corrente de projeto, é necessdria a instalacdo de um sistema de

radiofrequéncia composto por duas cavidades de radiofrequéncia supercondutoras e por um conjunto de
oito torres de amplificadores de alta poténcia que irdo fornecer a energia necessaria para manter o feixe
de elétrons de alta corrente. Em paralelo, estd em desenvolvimento um novo conceito para as quatro
torres de amplificadores restantes, necessario em funcdo do lancamento de uma nova linha de
transistores e da obsolescéncia dos utilizado nos primeiros amplificadores. Para dar continuidade aos
novos projetos e para a producdo dos quatro amplificadores dentro de um prazo compativel com a
necessidade de instalagbes das cavidades supercondutoras no primeiro semestre de 2023, o CNPEM
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precisou buscar fornecedores qualificados e consultou a Pitec, empresa que ja atua na fabricacdo dos
detectores do Sirius.

Essa nova colaboracdo sera parte do novo acordo guarda-chuva assinado entre o CNPEM e a Pitec, e tem
como obijetivo agilizar o processo de validagdo dos mdédulos amplificadores desenvolvidos no CNPEM,
finalizar o projeto, construir protétipos e validar o conceito dos novos combinadores, desenvolver a
estrutura elétrica e mecanica dos novos amplificadores, e ter quatro exemplares montados e testados em
um ano. Deste modo, serd possivel que o projeto Sirius tenha todo o sistema de RF instalado em 2023. A
parceria permitira, ainda, a transferéncia para o setor industrial do know-how de ponta desenvolvido e
aprimorado no CNPEM, afirmando o papel estratégico da instituicdo no apoio esforcos de inovacdo das
empresas brasileiras e a ampliacao da geracdo de beneficios para a sociedade.

Parceria com a empresa CBMM para desenvolvimento de tecnologias em supercondutividade
Em 2021, foi assinado um convénio entre o CNPEM e a CBMM, lider mundial na producdo e

comercializacdo de produtos de nidbio, para cooperagdo em pesquisa, desenvolvimento tecnolégico e
cientifico na area de materiais supercondutores com aplicacdo de nidbio. Essa colaboracao visa inserir
dispositivos supercondutores no Sirius e alavancar o desenvolvimento de novas tecnologias nesta area
ainda ndo dominada no Pais. Assim, espera-se que esse acordo permita o projeto, desenvolvimento e
aplicacdes da supercondutividade como elemento-chave do desempenho de equipamentos nas mais
variadas areas — incluindo médica, energia, fisica de particulas, elétrica e eletrbnica, defesa —, gerando
componentes de alto valor agregado e novos produtos de interesse da sociedade.

A colaboracdo entre o CNPEM e a CBMM, ao conectar duas instituicdes com grande conhecimento em
suas areas de atuacdo, tem o potencial de acelerar o processo de desenvolvimento e geracdo de inovagdes
tecnoldgicas e elevar o patamar de desenvolvimento cientifico e tecnolégico. Dada a alta complexidade
da supercondutividade, o projeto demanda recursos humanos muito especializados, além do
fornecimento de materiais certificados em elevados padrdes tecnolégicos. A colaboragdo representa uma
importante oportunidade para colocar o Brasil como um produtor de materiais e equipamentos
supercondutores, com niveis competitivos globalmente quanto a qualidade e desempenho.

5.4. Projetos de Laboratdrios de Nivel de Biosseguranca 3 e Linhas Longas e Ambiente
de Biocontencdo (LLABC)

NB3
Em 2021, foram concluidos os projetos basicos de Retrofit do edificio LNBio e sua expansdo para abrigar

o laboratdrio de alta contengdo com nivel de biosseguranga 3 (NB3) do CNPEM. Foi contratada consultoria
especializada para analise e validagdo dos projetos, que passam agora a etapa de projetos executivos e
orcamentacgao para validagao de viabilidade financeira.

Em paralelo, o projeto do Executivo das instala¢gdes do Laboratdrio esta em fase de contratacdo e o prazo
previsto para sua conclusdo é de 2 meses. Assim que os pacotes de Retrofit e Expansdo, bem como o de
InstalagGes Laboratoriais estiverem concluidos, a contratagdo de sua execugao devera ocorrer no primeiro
semestre de 2022.
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Linhas Longas e Ambiente de Biocontencdo (LLABC)

Dentro do projeto de Linhas Longas e Ambiente de Biocontencdo (LLABC), foram obtidas todas as licencas
necessdrias junto a Secretaria do Verde e meio Ambiente da Prefeitura Municipal de Campinas para os
levantamentos topograficos do terreno. Os trabalhos de terraplenagem estdo em curso e possibilitardao
as instalagées do Sirius receberem novas instalagdes futuramente. Os servicos e compactagdo da
terraplenagem estao em fase de conclusao, e o demais servicos de infraestruturas, tais como drenagem,
tem sua conclusdo prevista para fevereiro de 2022.
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