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RESUMO 

Isotermas de adsorção de anfifílicos sintéticos formadores de bicamaà.as ou 

fosfolipídios a partir de vesículas sobre partículas de sílica hidrofílica (AEROSIL 

OX-50) foram obtidas em diversas condições experimentais. Vesículas pequenas de 

fosfatidilcolina (PC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), dihexadecilfosfato (DHP) 

e brometo de dioctadecildimetilamônio (DODAB) dispersas em 10 mM de dois 

diferentes tampões (Tris ou HEPES) em 3 diferentes valores de pH apresentam 

afinidades pela sílica que seguem a seqüência: DODAB>DPPC>PC>DHP. 

Deposição de bicamada de fosfolipídio é favorecida pela presença de Tris como 

tampão em pH :S 7 ,4, e temperaturas acima da temperatura de transição de fase 

para bicamada de fosfolipídio. Interação a 65 ºC por 1 hora entre vesículas de 

DPPC e sílica eficientemente gera a deposição de bicamada com uma adsorção 

máxima, se Tris é o tampão utilizado. Consistentemente, a molhabilidade de 

superfícies planares de SiO2 em condições de deposição de bicamada ( como 

descrita pelas isotermas de adsorção) na presença de vesículas lipídicas mostra um 

grande aumento da hidrofobicidade da superfície para vesículas de DPPC a 65 ºC e 

DODAB em temperatura ambiente. Redução na absorção de luz pela MC540 em 

565 nm foi usada como indicativa de deposição de bicamada sobre partículas de 

sílica. Durante a interação com partículas sólidas, a absorbância a 565 nm mostra 

uma diminuição que corresponde a porcentagem de marcador que se intercala entre 

a bicamada e a partícula sólida e, conseqüentemente, se esconde da luz incidente. 

Para DPPC, à 65 ºC, e DODAB à temperatura ambiente, mas não para PC, a 

· ocorrência de deposição de bicamada, descrita pelas isotermas de adsorção, é 

confirmada pelas três técnicas empregadas para detecção. 



ABSTRACT 

Adsorption isotherms of bilayer-forming synthetic amphiphiles or phospholipids 

from vesicles onto hydrophilic sílica parricles (AEROSIL 0X-50) are obtained over 

a range of experimental conditions. Phosphatidylcholine (PC), 

dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), and dioctadecyldimethylammonium 

bromide (DODAB) dispersed in 10 mM of two different buffers (Tris or HEPES) 

at 3 different pH values as small unilamellar vesicles present affinities for sílica 

following the sequence: DODAB > DPPC > PC. Deposition of phospholipid 

bilayers was favoured by the presence of Tris as buffer, pH~ 7.4, and temperatures 

above the phase transition temperature (Te) for the phospholipid bilayer. 

Interaction at 65 ºC for 1 h between DPPC vesicles and sílica efficiently leads to 

bilayer deposition at maximal adsorption, if Tris is the buffer used. Consistently, 

wettabílity of SiO2 planar surfaces precisely under conditions of bilayer deposition 

(as depicted from the isotherms) in the presence of the lipidic vesicles yielded a · 

large increase on surface hydrophobicity for DPPC at 65 ºC and DODAB at room 

temperature. Reduction of merocyanine 540 absorbance at 565 nm was used as a 

marker for bilayer deposition onto the sílica particles. Upon interaction with the 

solid particle, absorbance at 565 nm displays a decrease with üme that corresponds 

to the percentage of dye that became sandwiched between the bilayer and the solid 

parricle surface and thereby hidden from the incident light. For DPPC at 65 ºC and 

DODAB at room temperature, but not for PC, occurrence of bilayer deposition 

depicted from the adsorption isotherms is confirmed from the three techniques 

employed for detection. 
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I - Introdução 

1.1- Introdução Geral 

O objetivo deste trabalho é estudar a interação entre membranas-modelo de 

anfifílicos sintéticos e fosfolipídios e partículas de sílica hidrofílica. 

Tal trabalho é justificado tanto do ponto de vista tecnológico quanto no que 

diz respeito ao aspecto fenomenológico. 

Sob o ponto de vista tecnológico tem-se que inúmeros materiais orgânicos 

podem ser usados para criar novos sensores capazes de medir parâmetros físicos, 

químicos e biológicos (De Rossi et al., 1994], além de propiciarem a construção de 

"kits" imunológicos e o desenvolvimento de materiais biocompatíveis. 

A nível biológico, os principais componentes moleculares envolvidos em 

transdução de sinal através de membrana celular e em reconhecimento molecular 

são as proteínas [Gennis, 1989]. Estas podem atuar como ligantes (a insulina, por 

exemplo, é um hormônio peptídico, as toxinas bacterianas são proteínas de baixo 

peso molecular, que se ligam a receptores específicos da membrana celular). A 

própria ligação antígeno - anticorpo é um exemplo importante de uma interação 

receptor - ligante, onde ambos os componentes do par são proteínas. 

Freqüentemente, os receptores protéicos possuem elevado peso molecular, e 

são pouco solúveis 
, 

em agua, necessitando de um microambiente 

hidrofóbico/hidrofilico adequado para adquirir sua conformação funcional. Esse 

microambiente ideal é oferecido pela bicamada fosfolipídica que compõe a matriz 

da . membrana celular. A grande vantagem dos receptores, do ponto de vista 

sensorial, é a elevadíssima especificidade e sensibilidade com que fazem o 

reconhecimento biomolecular. 

Por outro lado, o projeto de "kits" de imunoensaios baseado em partículas 

de sílica, teria algumas vantagens sobre aqueles baseados em microesferas de látex, 
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como por exemplo, o menor custo e a maior área superficial. Além disso, a 

construção de biosensores requer a montagem da circuitaria sobre superfícies de 

óxido de silício. 

A deposição de vesículas em interfaces sólido-líquido depende inicialmente 

de uma força repulsiva devido à interação das duplas camadas elétricas associada 

com a carga da vesícula e a carga superficial do sólido e de uma força de dispersão 

atrativa entre a vesícula e o sólido, de caráter eletrodinâmico (van der Waals). 

Vesículas não são, no entanto, estruturas permanentemente rígidas, e dependendo 

do seu tamanho e composição química de seu meio aquoso, podem sofrer 

distorções, agregação, rompimento e fusão. Deposição de vesículas sobre 

superfícies sólidas pode ser resultado de um ou uma combinação desses processos 

[Jackson et al., 1986]. 

Desse modo, poderá ser interessante combinar a alta especificidade e 

sensibilidade dos receptores com a elevada área superficial das partículas de óxido 

de silício. 

Sob o aspecto fenomenológico, a imobilização de bicamadas lipídicas em 

superfícies sólidas é importante, pois tal sistema pode ser usado como membrana­

modelo para o estudo de reconhecimento célula-célula no sistema imune 

[McConnell et al., 1992], adesão celular [Stelzle e Sackmann, 1989], adesão de 

membranas reparadoras [Seifert et al, 1993], ligação de proteínas em lipídios 

ligantes [Kalb et al, 1990, Schmidt et al., 1992], e para inserção de proteínas em 

membranas [Ramsden e Schneider, 1993]. Além disso, a interação de bicamadas 

lipídicas com superfícies tanto no que diz respeito aos diversos modos de auto­

organização na interface, quanto no que tange as forças intermoleculares que regem 

tal interação, é um fenômeno pouco compreendido. 

Desse modo, tem-se por objetivo neste trabalho realizar o estudo da 

adsorção física de membranas-modelo em partículas de sílica, com uma extensão 
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englobando determinação de ângulo de contato para superfícies planares de óxido 

de silício para caracterizar mudanças de molhabilidade causadas pelas membranas. 

As membranas-modelo utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir dos 

seguintes anfifílicos que formam bicamadas: brometo de dioctadecildimetilamônio 

(DODAB), dihexadecilfosfato (DHP), fosfatidilcolina (PC) e 

dipalmitoilfosfatidilcolina (D PPC). 

A caracterização desta adsorção foi feita através de determinação de 

isotermas de adsorção, que nos dão informação de quantidade de anfifílico 

adsorvido por metro quadrado de sílica em função da concentração de anfifílico 

que resta no sobrenadante; oclusão da merocianina 540 (MC540), que é um 

marcador da superfície da membrana, cuja absorbância a 565 nm se reduz devido à 

oclusão, e medidas de ângulo de contato, que informam sobre efeitos da membrana 

sobre a molhabilidade da superfície plana de óxido de silício. Assim podemos 

inferir sobre o tipo de estrutura que é adsorvida na superfície, e sob quais 

condições é possível obter deposição de bicamada sobre a superfície. 

1.2 Auto - associação de moléculas anfifílicas 

L2.1 Tipos de an.i.ilicos. 

O processo de auto-associação ocorre com estruturas moleculares anfifílicas, 

ou seja, moléculas que apresentam duas regiões distintas, uma porção hidrofóbica, 

composta por uma ou mais cadeias hidrocarbônicas saturadas ou insaturadas, e 

uma porção hidrofílica, composta por um grupo polar [Kunitake, 1995]. A figura 

I.2.1.1 mostra as estruturas de três anfifílicos de cadeia dupla que são capazes de se 

auto-associarem formando bicamadas. 
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DPPC 

DODAB 

DHP 

Figura 1.2.1.1 - Estruturas de três anfifílicos capazes de se auto-associarem em 
forma de bicamadas: dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), brometo de 
dioctadecildimetilamônio (DODAB) e dihexadecilfosfato (DHP). DODAB e DHP 
são anfifílicos sintéticos, enquanto DPPC é um fosfolipídio que ocorre em 
membranas celulares. 

Os anfifílicos podem ser classificados como aniônicos, catiônicos, não­

iônicos ou zwiteriônicos. Esta classificação é decorrente da natureza do grupo 

polar. A seguir são mostrados alguns desses anfifílicos. 

Aniônico 

Aniônico 

Catiônico 

Z witeriônico 

Surfactantes de cadeia simples 

C12~ 5-0-S03- Na' Dodecilsulfato de sódio (SDS ou NaDS) 

C16H:33- N!__(CH:3)38( Brometo de hexadeciltrimetilamônio (HTAB ou 
CTAB) 

Lecitina de cadeia simples 01 eja abaixo) Liso lecitina 
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Fosfolipídios de cadeia dupla 
1 

: Liga5ões que podem ser hidrolizadas por 
fl /7 fosf.-,Jipases para formar lisofosfolipídios 

Cadeia Cn Saturada 

5 3 

4 

1C-D-CHa 

2 i / 1 
CadeiaRl n 

CadeiaR2 

eis 
C-0-CH 0- pK -1.5 

li 1 1 
Cadeia Cn Insaturada 

Região de cadeia hidrocarbônica 
(hidrofóbica) 

O CHa-0-P=O 
1 
o 

. Grupo 
característico 

~ 
Região de cabe? polar 
(hidrofílica) 

Cadeia hidrocarbônica ª Nome do fosfolipídio b 

Normalmente contem 
16 - 18 carbonos por 
cadeia, a cadeia R2 

contem 1 - 3 eis 

diC12: dilauroil .. . 

... ácido fosfatídico ( aniônico) 

... fosfatidilcolina ou lecitina (zwiteriônico) 

Grupo 
característico e 

-H pK- 11 

... fosfatidiletanolamina ( zwiteriônico) -CH2-CH2-NH3 + 

diC16: dipalmitoil .. . 

diC18: distearoil ... 

... fosfatidilglicerol (aniônico) -CH2-CK:CH20H 
OH 

... fosfatidilserina (aniônico) 

Outros surfactantes e lipídios de cadeia dupla b 

dihexadecildimetilamônio 

Aerosol OT 
C4Hg-CH(C2~)-CHz-COO-CHz 

C4t-lg-CH(C2~)-CHz-COO-tH 
$ÜJ-Na+ 
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R1--COO-CI-½ 
R2--C00-6H 

monogalactosildiglicerídio (MGDG) 61-½ 

R,- coo- 9 H2 

R2- COO - yH 

CH2- 0 -

OH 

OH .1 
OH 

digalactosildiglicerídio (DGDG) OH ,-~· o- /1 1 

C Hi-O---l- / OH', ·1 
. I_/OH 

o--r 
Cf½OH 

ª Cerca de 50% dos lipídios possuem uma cadeia insaturada; essas aumentam a fluidez e 
hidrofobicidade da bicamada. 

b Fosfatidilcolinas e fosfatidiletanolaminas são os dois principais lipídios encontrados em 
membranas animais, enquanto os galactolipídios DGDG e MGDG são os principais 
constituintes da membrana tilacóide de plantas. Note que nenhum desses possuem carga 
líquida em pH neutro. 

e O estado iônico das cabeças polares é dado para dispersão aquosa em pH 7,4. A pH alto 
(> 11 .5) fosfatidiletanolamina torna-se negativamente carregada, enquanto em pH baixo ( < 1) 
ela se torna positivamente carregada [Israelachvili, 1992] . 

É essencialmente o balanço entre as partes hidrofóbica e hidrofílica da 

molécula que fornece as propriedades especiais relacionadas à interação das 

mesmas com superfícies, o que leva a denominar tais sistemas de agentes ativos de 

superfície, ou simplesmente surfactantes [Ottewill, 1984]. 

L2.2 Fatores que determinam a auto-associação de an.ifilicos 

As moléculas anfifílicas quando em solução aquosa se auto-associam dando 

ongem a diferentes estruturas como, micelas esféricas, micelas cilíndricas, 

bicamadas, vesículas, entre outras formas possíveis. Os principais fatores que 

determinam a auto-associação são as forças de interação de van der Waals, efeito 

hidrofóbico, pontes de hidrogênio, interações eletrostáticas e o parâmetro 

geométrico, característico da molécula anfifílica [Israelachvili, 1992]. 

A figura I.2.2.1 mostra algumas das estruturas formadas pela auto-associação 

de moléculas anfifílicas. 
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Figura 1.2.2.1 - Auto-associação de anfifílicos gerando diferentes agregados 
supramoleculares. (A) Micela esférica; (B) micela cilíndrica; (C) bicamadas planas; 
(D) micela invertida; (E) estruturas bicontínuas e (F) vesícula [Evans e 
Wennerstrom, 1994]. 

A forma e tamanho do agregado podem mudar em resposta a variações da 

solução. Depende de fatores como composição, temperatura, força iônica e pH da 

solução [Gennis, 1989; Evans e Wennerstrom, 1994]. 

As dimensões dessas estruturas caem na faixa de partículas coloidais (1 nm -

1 µm), essas partículas coloidais se formam por agregação de moléculas dispersas 
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em um solvente polar (por exemplo a água) e possuem uma grande relação área­

volume (por exemplo, uma solução micelar típica, contendo O, 1 mol/L tem uma 

área superficial entre a água e a micela de aprox~nadamente 4 x 104 m2 por litro de 

solução) . Tais sistemas formam duas fases: a fase dispersa (colóide) e o meio da 

dispersão (solvente), separados por uma interface bem definida [Evans e 

Wennerstrom, 1994]. 

Exemplos de agregados supramoleculares são as membranas celulares, os 

modelos de membrana, as micelas, as fases hexagonais invertidas, as fases cúbicas, 

etc (figura I.2.2.1). 

A principal força que dirige a formação e estabilização de agregados · de 

anfifílicos em água é a interação hidrofóbica. O efeito hidrofóbico é de natureza 

entrópica, permitindo uma maior organização das moléculas anfifílicas em forma de 

agregados, mas às custas de um aumento da entropia da água. Esta interação 

promove uma minimização do contato entre as cadeias hidrocarbônicas e a água 

(solvente). 

Outros fatores, tais como forças de van der Waals, e pontes de hidrogênio, 

têm menor efeito estabilizante sobre o sistema quando comparados à interação 

hidrofóbica. A interação hidrofóbica é o principal fator ~e estabilização para 

virtualmente todas as estruturas biológicas macromoleculares e supramoleculares 

[Tanford, 1980]. 

O tamanho e forma do agregado de anfifílico são dependentes dos 

parâmetros moleculares (volume da porção hidrofóbica da molécula, comprimento 

de cadeia, e área da cabeça polar) e variáveis intensivas (temperatura e força iônica). 

O modelo de auto-associação de Israelachvili prevê o agregado ótimo para um 

determinado conjunto de parâmetros moleculares e variáveis intensivas usando um 

critério de minimização de energia livre para o monômero no agregado 

[Israelachivili et al., 1977]. 
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Pode-se assumir que a energia livre de auto-associação de surfactantes em 

soluções diluídas é constituída de três termos [Evans e Wennerstrom, 1994]. 

• Uma favorável contribuição hidrofóbica, devido às cadeias hidrofóbicas 

isoladas no interior do agregado. 

• Um termo de superfície, que reflete duas tendências opostas dos grupos 

polares: 1) a tendência de se aglomerarem para minimizar o contato entre 

cadeias hidrocarbônicas e água; 2) a tendência de se manterem separados, 

decorrente de repulsão eletrostática, repulsão de hidratação e 

impedimento estético. 

• Um termo de empacotamento, que no nível mais simples, requer que o 

interior hidrofóbico do agregado exclua água e cabeças polares. 

Termos de superfície e empacotamento assumem diferentes formas 

funcionais para cada agregado geométrico específico. A forma que dá o mínimo de 

energia livre para um determinado conjunto de condições determina a estrutura 

ótima do agregado. 

Para soluções diluídas em que interações entre agregados não são 

importantes, pode-se assumir essas concepções convenientemente no parâmetro de 

empacotamento crítico ou parâmetro geométrico ( Ns ), que é dado por: 

Eq. I.2.2.1 

onde, v é o volume da porção hidrofóbica da molécula do surfactante; / é o 

comprimento da cadeia hidrocarbônica e a0 é a área ótima da cabeça polar. 

A tabela I.2.2.1 ilustra a associação entre o parâmetro geométrico e os 

agregados supramoleculares formados. À medida que o parâmetro geométrico 

aumenta, a estrutura supramolecular formada também aumenta. 
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Tabela 1.2.2.1 - Forma de empacotamento de lipídios e estruturas formadas por 

esses lipídios [Israelachvili, 1992]. 

Parâmetro F onna de 
Lipídio geométrico empacotamento Estrutura formada 

( v/ aof) crítico 

Lipídios de cadeia simples (surfactantes) 
com área da cabeça polar grande: 

SDS em baixa concentração de sal 
< 1/3 

Lipídio de cadeia simples com área de 
cabeça polar pequena: 

1/3 - 1/2 
SDS e CTAB em alta concentração de sal, lipídios 
não iônicos. 

Lipídios de cadeia dupla com área de cabeça 
polar grande, cadeias fluidas: 

Fosfatidilcolina (lecitina), Josfatidilserina, 1 ; 2 _ 1 
fosfatidilglicerol, Josfatidilinositol, ácido fosfatídico, 
esjingomielina, diexadeci!fosfato, sais de 
dialquildimetilamônio. 

Lipídios de dupla cadeia com área de cabeça 
polar pequena, lipídios aniônicos ei:n alta 
concentração salina, cadeias saturadas 
rígidas: 

Fosfatidiletanolamina, fosfatidil mina + CrJ+ 

Lipídio de dupla cadeia com área de cabeça 
polar pequena, lipídios não iônicos, cadeias 
poli (eis) insaturadas: 

Fosfatidiletanolamina insaturada, cardiolipina + 
Cc/+, ácido fosfatídico + ccl+, colesterol. 

> 1 

Cone Micela esférica 

I
ª• • 

,.~ /, 

1 

Tronco de cone Micela cilíndrica 

F1 
V 

Bicamadas flexíveis, 
Tronco de cone vesículas. 

D 
. . 

. 

Cilindro 

F1 
ld 
Tronco de cone 
invertido 
cunha 

1\ 
lJ 

ou 

Bicamadas planas 

ifffi«ff1~íl««1 
IU»~~ U"ijt 
Micelas invertidas 

Vesículas grandes de D HP preparadas em uma dada força iônica (16 mM de 

N aCl), mas em diferentes valores de pH possuem tamanhos diferentes. São 

menores para os maiores valores de pH. O aumento do pH promove uma maior 

dissociação do fosfato da cabeça polar do DHP, conseqüentemente ocorre uma 

maior repulsão eletrostática entre as cabeças polares, o que leva a um aumento da 
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área ótima da cabeça polar. Assim, o parâmetro geométrico diminui, e 

conseqüentemente o tamanho do agregado também diminui [Carmona-Ribeiro e 

Hix, 1991]. 

Vesículas pequenas de cloreto de dioctadecildimetilamônio (DODAC) 

preparadas por sonicação fundem pela adição de sal, enquanto vesículas pequenas 

de DHP permanecem agregadas sem fundir. [Carmona-Ribeiro e Chaimovich, 

1986]. 

Vesículas grandes de DODAB, DODAC e acetato de 

dioctadecildimetilamônio (DODAAc) aumentam de tamanho com o aumento da 

concentração salina da solução em que foram preparadas. Isso ocorre devido à 

blindagem da carga do anfifílico catiônico, o que diminui a repulsão eletrostática 

entre as cabeças polares, o que provoca a diminuição da área do monômero, 

fazendo aumentar o parâmetro geométrico dos anfifílicos e aumentando a 

tendência de formação de agregados maiores [Nascimento et al, 1998]. 

Variando-se a concentração salina de O a 1 O mM o parâmetro geométrico 

para moléculas de DODAC varia de 0,64 a 0,81, mostrando a tendência de 

formação de agregados maiores [Carmona-Ribeiro, 1992 b]. 

Se o modelo da auto associação de Israechvili pode ser estendido à situação 

de adsorção sobre superfície sólida ainda é uma questão em aberto. 

L2.3 -An.ifilicos fonnadores de bicamadas 

Bicamadas planares formadas por moléculas de anfifílicos têm uma posição 

central no estudo de auto-organização, apresentando papel crucial em processos 

biológicos e industriais [Evans e Wennerstrõm, 1994]. Fosfolipídios são abundantes 

nas membranas biológicas, constituintes das paredes celulares. Eles derivam de um 

glicerol esterificado por dois ácidos graxos, enquanto um grupo polar é ligado ao 

terceiro OH do glicerol, constituindo um triacilglicerol. Nos mamíferos, esse 

terceiro grupo é fosforilado e então modificado, formando um fosfolipídio. O 
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intervalo típico de comprimento de cadeia hidrocarbônica é de 16 a 18 carbonos e 

o grau de insaturação tende a aumentar com o aumento do comprimento da cadeia. 

Lipídios que formam bicamadas são aqueles que não podem empacotar em 

estruturas micelares, devido à sua pequena área de grupos da cabeça polar ( a0 ) ou 

por causa de sua cadeia hidrocarbônica muito volumosa para se ajustar em 

agregados micelares, enquanto mantêm uma área superficial ótima. Para lipídios 

formadores de bicamadas, o valor de v/aof deve ser próximo de 1, e para que isso 

ocorra é requerido que a área do grupo polar, a0 , e o comprimento da cadeia 

hidrocarbônica, l, sejam iguais, e o volume da cadeia hidrocarbônica, v, deve ser 

cerca de duas veze·s aquela dos lipídios formadores de micela (para que v/ a0l esteja 

entre 1 / 3 e 1 / 2). Por esta razão, lipídios com duas cadeias são prováveis 

formadores de bicamadas, e de fato a maioria deles forma bicamadas. Por exemplo, 

lisolecitinas formam micelas pequenas, mas não esféricas, enquanto lecitinas com 

duas cadeias alquílicas formam bicamadas. 

A duplicação da cadeia também afeta outras propriedades do agregado, tanto 

estáticas como dinâmicas. Primeiro, aumenta a hidrofobicidade do lipídio, que 

diminui drasticamente sua concentração micelar crítica (CMC). A CMC de lipídios 

formadores de micelas é por volta de 10-2 a 10-5 M enquanto a CMC de lipídios 

formadores de bicamadas está entre 10-6 e 10-10 M. Segundo, aumenta o tempo de 

residência, 'tR, das moléculas dentro do agregado. Para lipídios formadores de 

micelas o tempo de residência é aproximadamente 10-4 s, enquanto que para 

lipídios formadores de bicamadas este tempo é de aproximadamente 10+4 s. 

[Israelachvili, 1992]. 

Em uma situação ideal, a bicamada se estenderia indefinidamente na direção 

lateral. Na realidade, amostras finitas, como fragmentos de membrana, mostram 

defeitos hidrofóbicos nas bordas, e bicamadas tendem a fechar sobre si mesmas, 

formando estruturas conhecidas como lipossomos [Evans e Wennerstrõm, 1994]. 
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Quando as cadeias alquílicas estão no estado gel, elas possuem uma área de 

seção transversal de aproximadamente 20 A 2 por cadeia no plano perpendicular a 

direção da cadeia. Se a área dos grupos polares da bicamada emparelhar àquelas 

da(s) cadeia(s), a estrutura Lp é adotada. No caso de um mau emparelhamento entre 

as áreas das cabeças polares e as áreas das cadeias hidrocarbônicas uma estrutura 

inclinada, como em Lp', ou uma estrutura ondulada, como em Pp' podem aparecer 

(figura I.2.3.1). Para anfifílicos de dupla cadeia, as cadeias podem eventualmente 

interdigitar, fazendo com que a espessura da camada apolar seja igual ao 

comprimento da cadeia hidrocarbônica. A figura I.2.3.1 mostra esquematicamente 

as estruturas citadas acima. 

wwuuwuuuuu ~n~n~n~n~rif1~n~ 
nnnnnnnnnn ~n~n~n~n~ril~n~ wuuuuwwuww 

Lp Interdigitada 

vvvvvvvvvvv vvvvvvvvvv 
IÍlilili;i!Í/Jt1IÍ;1 
vvvvvvwv~ 

IÍIÍ!ÍIÍIÍIÍIÍIÍIÍt1 
vvvvvvvvvv 

P' L' p p 

Figura 1.2.3.1 - Estruturas que podem ser formadas por bicamadas na fase gel. 

Vesículas são bicamadas fechadas que delimitam um compartimento aquoso 

interno e outro externo. São úteis como modelos de membrana. As vesículas, em 

sua maioria, são termodinamicamente instáveis. 

As propriedades físicas e funcionais das dispersões de vesículas dependem 

do método de preparação [Evans e W ennerstrõm, 1994]. 
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Existem vários métodos de preparação de vesículas [New, 1994]. Como 

exemplos temos: 1 - sonicação em banho, que forma vesículas multilamelares 

[Kunitake et al., 1977]; 2 - sorucação por tip, que forma vesículas unilamelares 

pequenas [Mortara et al., 1978; Kano et al., 1979] e/ ou fragmentos de membrana 

[Pansu et al., 1990; Carmona-Ribeiro et al., 1991]; 3 - vaporização clorofórmica, 

que gera vesículas unilamelares grandes [Carmona-Ribeiro e Chaimovich, 1983; 

Carmona-Ribeiro et al., 1984]; 4 - injeção etanólica seguida de diálise para eliminar 

o etanol, este método forma vesículas unilamelares pequenas [Batzri e Korn, 1973; 

Kremer et al, 1977]; 5 - injeção etérea, que forma vesículas unilamelares grandes 

[Deamer e Bangham, 1976]. 

O volume capturado por uma vesícula é definido como o volume englobado 

por molde anfifílico e expresso em litros por mol (L/mol). Esse parâmetro cresce 

com o diâmetro da vesícula [Carmona-Ribeiro, 1992a]. O volume capturado para 

dispersões de vesículas de DODAC sonicadas em água é próximo de zero (0,13 

L/mol) e menor que a dispersão equivalente de fosfolipídios (0,5 - 0,8 L/mol). O 

volume capturado de vesículas grandes de DODAC e DHP, obtidas por 

vaporização cloroformica é 9,7 e 13,6 L/mol, respectivamente, e é comparável 

àquele de vesículas unilamelares grandes de fosfolipídeos obtidos por vaporização 

em fase reversa, 11,7 L/mol [Carmona-Ribeiro, 1992 b]. 

O tamanho das vesículas pode ser determinado por microscopia eletrônica 

ou por espectroscopia de correlação fotônica. Depois de sonicadas (1 O minutos 

para DODAC e 20 minutos para DHP) as dispersões são compostas de vesículas 

não esféricas de cerca de 45 e 59 nm de raio hidrodinâmico, respectivamente. As 

dispersões de DODAC e DHP obtidas por vaporização cloroformica em água são 

compostas por vesículas esféricas de cerca de 120 e 185 nm de raio hidrodimânico, 

respectivamente. A relação entre o raio hidrodinâmico e o raio de uma esfera com 

o peso molecular de uma vesícula sonicada é perto de 3, indicando um pronunciado 

desvio da forma esférica [Carmona-Ribeiro, 1992 b]. 
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À temperatura ambiente, bicamadas de DODAC e DHP estão no estado gel­

rígido. A liberdade rotacional das cadeias hidrocarbônicas aumenta com o aumento 

da temperatura . . A transição da fase gel para o estado fluido líquido-cristalino 

corresponde a uma abrupta diminuição na densidade de empacotamento a uma 

temperatura particular, a temperatura de transição de fase (Te). Quanto maior a 

densidade de empacotamento das cadeias hidrocarbônicas no estado gel, maior é a 

Te. Valores de Te medidos para vesículas de DODAC estão a cerca de 38 ºC, 

enquanto que aqueles medidos para vesículas de DHP variam entre 57 e 72 ºC, 

dependendo do pH. 

Estudos de permeabilidade de dispersões de fosfolipídio mostraram que 

etilenoglicol, metilureia e etilureia parecem permear a membrana tão rápido quanto 

a água; uréia, propionamida e glicerol permeiam um pouco mais lentamente e 

malonamida e eritritol mais lentamente ainda. Acetato de amônio permeia quase tão 

rápido quanto a água, enquanto acetato de sódio é muito menos permeante. De 

modo geral, há baixa permeabilidade a cátions monovalentes [Bangham et al, 1967]. 

Em pesquisa e aplicações de lipossomos o termo estabilidade é usado 

vagamente e não é freqüentemente bem definido. A definição geral de estabilidade 

contem vários aspectos que podem ser definidos separadamente, mas 

freqüentemente agem sinergicamente. A estabilidade física é o aspecto que envolve 

preservação da estrutura e volume interno do lipossomo, é a estabilidade de 

tamanho e forma do lipossomo. Tanto preservação do tamanho, assim como 

encapsulação depende das propriedades mecânicas da bicamada e termodinâmicas 

dos sistemas. Vesículas são termodinamicamente instáveis porque a membrana é 

simetricamente curvada, e a baixa energia de conformação das membranas é, em 

geral, planar [Lasic, 1994]. 

Os mecanismos de degradação de lipídios mais comuns são a oxidação e a 

hidrólise. Em geral, a cabeça polar é muito mais estável que a cadeia 

hidrocarbônica. As cadeias hidrocarbônicas insaturadas são objetos de oxidação. 
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Oxidação é uma reação radicalar que em último caso resulta na quebra das cadeias 

ou, em caso de duplas ligações adjacentes, formação de peróxidos cíclicos [Lasic, 

1994]. 

Agregação é o pnmeiro passo na fusão de vesículas e depende da 

estabilidade termodinâmica da amostra e da presença de substâncias fusogênicas. 

Fusão é praticamente um processo irreversível enquanto agregação pode ser 

reversível. Há muitas forças atrativas e repulsivas que agem entre partículas 

coloidais. A força de atração de van der Waals age entre todas as partículas 

separadas por um meio com propriedades de polarização diferentes. Partículas que 

possuem a mesma carga experimentam uma repulsão eletrostática. Essas duas 

forças são a base da teoria de DLVO (DLVO = Dejarguin, Landau, Verwey, 

Overbeek) da estabilidade de partículas coloidais. Em muitos casos, no entanto, 

essa teoria pode não predizer a estabilidade de liposomos. Para elucidar por que 

suspensões coloidais têm uma menor estabilidade que a esperada, forças atrativas 

adicionais entre as partículas coloidais, como a atração hidrofóbica ou atração 

correlação íon-íon foram introduzidas [Helm et al, 1989; Carmona-Ribeiro, 1992a; 

Jeon et al, 1991]. A origem de algumas dessas forças não é ainda bem conhecida, e 

são ainda controversas. Por exemplo, a força de hidratação como sendo repulsiva 

foi questionada e uma força repulsiva de protusão, uma repúlsão estérica causada 

pelo movimento vertical das cabeças polares foi proposta [Israelachvili e 

W ennerstrom, 1990]. A situação é ainda menos clara com respeito à força atrativa 

hidrofóbica entre dois liposomos. Qualitativamente, no entanto, essa atração pode 

ser explicada como uma conseqüência da perturbação da estrutura da água. 

Essas forças suprem uma base para explicar a estabilidade de liposomos. 

Predominantemente, densidade superficial de carga, potencial zeta, distribuição de 

tamanho e homogeneidade, assim como, força iônica e pH do meio determinam a 

estabilidade coloidal in vitro [Lasic, 1994]. 
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1.3 - Superfícies de SiO2 

O dióxido de silício ou simplesmente óxido de silício (SiOz) pode-se 

apresentar tanto no estado cristalino quanto no estado amorfo. 

No estado cristalino, forma uma rede tridimensional, estável e não volátil. 

O Si02 ocorre em diferentes formas cristalinas, mas todas possuem átomos 

de silício ligados a quatro átomos de oxigênio por meio de uma ligação simples Si­

O (figura l.3.1). 

' 
,· 

i 

b, 
; ,-

/ 

... · ..... 

' \ 
\ 

\ 
\ __ _ 

_ .. / Si _ 

½:::1~d 
Figura I.3.1- Esquema das ligações entre silício e oxigênio. 

De todas as ligações que o silício forma, a ligação Si-O tem uma energia de 

ligação maior que qualquer outra, com exceção da ligação Si-F. Não é 

surpreendente então que a química do silício seja dominada por compostos 

contendo ligações Si-O, e que o Si02 seja uma substância quimicamente estável. O 

óxido de silício constitui aproximadamente 55% da superfície terrestre e é 

encontrado em todas as plantas e animais. O óxido de silício ocorre em muitas 

formas na natureza, entre elas estão a areia, o sílex (pedra de isqueiro), ágata, jaspe, 

ônix e quartzo [.Mortmer, 1971]. 

As modificações de Si02, que para a maior parte também ocorre na natureza, 

são mostradas na tabela I.3.1. 
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Tabela 1.3.1- Modificações de óxido de silício 

Estado cristalino 

Quartzo 

Tridimita 

Cristobalita 

Coesita 

Queatita 

Estichovita 

Estado amorfo 

Lechatelierita 

Opalas 

Kieselguhr 

Sílica vítrea 

Modificação mais difundida, cristal, areia de quartzo. 

Forma em altas temperaturas 

Forma em altas temperaturas 

Modificação em altas pressões, muito rara na natureza. 

Modificação que pode ser sinteticamente produzida 

Modificação em altas pressões, muito rara na natureza. 

Vidro de Si02 natural, formado por fusão induzida por descarga 
elétrica. 

Si02 não puro, contêm água. 

Si02 extraído de terras infusórias pré-históricas e diatomácias, 
sempre contaminado. 

''Vidro de sílica" produzido sinteticamente, vidro de Si02 puro. 

Dentre as formas apresentadas acuna, o quartzo é a mais estável 

termodinamicamente. Não há transformação da tridimita ou cristobalita em 

quartzo, pois o processo de migração de átomos no sólido requer energias de 

ativação muito altas [Liptrot, 1989]. 

O óxido de silício amorfo abrange desde as partículas coloidais até os géis 

macroscópicos. Os particulados possuem grande área específica, sendo que suas 

propriedades dependem da química de superfície de sua fase sólida. São usados 

como catalisadores, para processamento mineral, como cerâmicas e adsorbentes, e 

ainda, para fabricação de agentes espessantes em sistemas orgânicos, como tintas, 

elastômeros, e graxas lubrificantes. 

Dois grupos funcionais podem ser encontrados em superfícies de sílica: os 

silanóis e os siloxanos (figura I.3.2). 
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Figura 1.3.2 - Grupo silanol (esquerda) e siloxano (direita) encontrados na 
superfície de sílica. 

Um caracter hidrofílico deve ser atribuído aos grupos silanóis, isto é, esses 

grupos atraem água e são responsáveis pelo fato de sílica hidrofílica ser facilmente 

molhada pela água. Além disso, a reatividade química dos silanóis permite obter 

sílica hidrofóbica (ver figuras I.3.1.1.2 e I.3.1.1.3). 

Em contraste, os grupos siloxanos são quimicamente inertes. 

Com base nesses dois grupos funcionais, podem ser distinguidos os 

seguintes grupos: 

• Grupos silanóis livres 

• Pontes de grupos silanóis 

• Grupos silanóis geminais 

• Grupos silanóis vicinais 

• Grupos siloxanos. 

Esses grupos estão esquematicamente representados na figura I.3.3. 
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Figura 1.3.3 - Grupos encontrados na superfície de SiO2. 

LJ.1 - Particulados 

Particulados de sílica podem ser obtidos por diversos modos, entre eles estão 

o "arco sílica", onde a sílica é produzida por redução da areia de quartzo com 

coque em um forno arco elétrico e subseqüente oxidação do SiO formado; 

"processo de plasma", onde a sílica é formada por meio de gases ionizados; "Sílica 

precipitada", sílica que desenvolve durante a conversão de vidro de silício com 

ácido sulfúrico; e "AEROSIL", onde a sílica é produzida por processo de hidrólise 

em altas temperaturas. Os dois primeiros métodos de preparação não têm 

importância técnica, quando comparados com os dois outros métodos 

(DEGUSSA, 1993]. 

O "processo AEROSIL", isto é, a síntese industrial em larga escala de 

AEROSIL, pode ser descrito como uma hidrólise em chama contínua de 

tretracloreto de silício (SiC14). Durante esse processo, SiC14 é convertido a fase 

gasosa, em temperaturas de aproximadamente 1 000ºC, e então reage espontânea e 

quantitativamente em uma chama de oxihidrogênio, formando 
, 
agua 

intermediariamente e produzindo o dióxido de silício desejado. 
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2H2 + 0 2 

SiC14 + 2H20 

---->2H20 

----> Si0 2 + 4HC1 

2H2 + 0 2 + SiCl----> Si02 + 4HC1 

O único subproduto é cloreto de hidrogênio gasoso que é separado do 

material AEROSIL sólido. 

As figuras 1.3.1.1 e 1.3.1.2 mostram esquematicamente a chama do 

AEROSIL e a produção de AEROSIL, respectivamente. 

Figura 1.3.1.1- Chama AEROSIL (esquema) 

Hidrogênio Adsorção de H CI 

Oxigênio (ar) 

SiCI, 

a 

a: Evaporador 
b: Câmara de mistura 
e: Queimador 

d 

d: Lnha de resfriamento 
e: Precipitação 
f: Deacidificação 

Figura 1.3.1.2 - Esquema de produção de AEROSIL 

Sílica pirogênica 

g: Silo 
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Variando a concentração dos reagentes, a temperatura da chama, e o tempo 

de residência da sílica na câmara de combustão, é possível variar o tamanho das 

partículas, a distribuição de tamanho das partículas, a área superficial específica e as 

propriedades das superfícies da sílica dentro de limites amplos. 

Ao invés de tetracloreto de silício, silanos como metiltriclorosilano, 

triclorosilano, etc. podem ser usados como matéria prima, sozinho ou em misturas 

com SiC14• As condições relativas a aquecimento e fluxo devem ser variadas em 

comparação com aquelas usadas para tetracloreto de silício para obter o mesmo 

produto final [DEGUSSA S/ A, 1993]. 

I.3.1.1 - Tipos de sílica 

Sílica pirogênica no final do processo possui em sua superfície grupos 

silanóis, que lhe confere características hidrofílicas. A figura I.3.1.1.1 mostra a 

dissociação dos grupos silanóis da superfície da sílica. 
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Figura 1.3.1.1.1 - Dissociação dos grupos silanóis da superfície da sílica 
(representação esquemática). 
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Os valores pKa da sílica pode variar com o tipo de sílica. Sílica gel por 

exemplo tem pKa igual a 7, 7, enquanto que sílica coloidal tem pKa igual a 8,2 e 

sílica pirogênica, 7 ,2 [Milonjié, 1987]. 

O ponto de carga zero da sílica se situa em pH 2,5 [fadros e Lyklema, 1968]. 

A sílica hidrofílica pode passar por um processo de silanização, resultando 

em uma funcionalização homogênea e efetiva da superfície da sílica. Na figura 

I.3.1.1.2 é mostrado um esquema desta silanização. 

T etracloreto de silício 

Chama l Hidrogênio+ oxigênio 

AEROSIL +ácido clorídrico l Silano 

AERO SIL hidro fóbico 

) siOH 

l 
R2 

1 1 
R -Si-Y 

13 
R 

R2 

)
Si-O-Si-R1 + H-Y 

13 
R 

Figura 1.3.1.1.2 - Esquema de silanização de sílica hidrofílica 

A funcionalização da superfície de AEROSIL é feita com halogênosilano, 

alquilsilanos, siloxanos, etc. A figura I.3.1.1.3 mostra os grupos superficiais 

encontrados em alguns tipos de sílica hidrofóbica. 
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Figura 1.3.1.1.3 -Alguns grupos funcionais de superfícies de sílica hidrofóbica. 

I.3.1.2- Caracterização de particulados 

Sílicas sintéticas podem ser caracterizadas por uma quantidade de parâmetros 

físicos e químicos. Os parâmetros mais importantes estão relacionados na tabela 

I.3.1.2.1. 

Tabela 1.3.1.2.1 - Alguns parâmetros físicos e químicos que caracterizam as sílicas 
sintéticas. 

Dimensão 

Densidade aparente [g/mL] 

Densidade aparente compactado e volume compactado [g/mL] 

[mL/100g] 

Densidade [g/cm3
] 

Quantidade de umidade [%] 

Tamanho primário de partícula [nm] 

Tamanho de aglomerado [µm] 

Área superficial específica [m2/g] 

pH 

Condutividade elétrica [µS/cm] 

Conteúdo de SiO2 [%] 
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O tamanho de partícula e distribuição de tamanho de sílicas sintéticas são 

quase que exclusivamente determinadas por microscopia eletrônica. 

Para determinar o aglomerado ou tamanho da partícula aglomerada, para 

sílica em pó, assim como embebida em um meio, há diferentes métodos para 

avaliar, como microscopia óptica e eletrônica e análises de sedimentação. 

A área superficial específica é geralmente medida pelo método de BET 

(Brunauer, Emmett e Teller) [Brunauer et al., 1938]. Neste processo, um gás -

usualmente nitrogênio - é adsorvido a uma superfície de sílica a baixas 

temperaturas, pelo que as proporções de gás adsorvido pelas superfícies internas e 

externas são combinadas na medida (DEGUSSA S/ A, 1986]. A área superficial 

específica também pode ser determinada por titulação potenciométrica [Sears, 

1956]. 

A densidade de carga da superfície de sílica em determinado meio pode ser 

obtido através de titulação potenciométrica [f adros e Lyklema, 1968; Milonjié, 

1987]. A figura I.3.1.2.2 mostra como varia a densidade de carga em função do pH 

para Si02 em quatro concentrações diferentes de KCl. 
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Figura 1.3.1.2.1 - Densidade superficial de carga em função do pH para SiO2 em 4 
diferentes concentrações de KCl [Tadros e Lyklema, 1968]. 

I.3.1.3 -AEROSIL OX-50 

A sílica utilizada neste trabalho foi a AEROSIL OX-50, produzida pela 

DEGUSSA S/ A. Esta sílica possui caráter hidrofílico. Com área superficial, obtida 

pelo método de BET, de 50±15 m2/g, diâmetro médio de partícula de 40 nm e 

porcentagem de SiO2 superior a 99,8% [DEGUSSA S/ A, 1993]. A figura I.3.1.3.1 

mostra a microscopia de transmissão eletrônica (TEM). Esté tipo de sílica possui 

uma baixa superfície específica e ligeira tendência a aglomerar. 
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Figura 1.3.1.3.1- TEM de AEROSIL OX-50. 

Micrografia eletrônica de varredura (SEM) de seção transversal congelada de 

uma dispersão de AEROSIL OX-50 em 1,2-etanodiol mostra que o diâmetro da 

partícula se apresenta efetivamente em uma faixa extensa. Isso também é 

confirmado por análise de sedimentação, como mostrado na figura I.3.1.3.2. 
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Figura 1.3.1.3.2 - Distribuição de tamanho de partícula em dispersão 20% de 
AEROSIL OX-50 em 1,2 etanodiol, análise de sedimentação por centrifugação. 
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L3.2 - Superfícies planares de Si O 2 obtidas por oxidação térmica 

Todo o desenvolvimento de microeletrônica está baseado na quúnica do 

silício, e no fato do silício poder ser obtido na forma de lâminas planares a partir de 

processos especiais de fabricação [Enderlein, 199 5]. 

O óxido de silício pode ser obtido essencialmente por dois processos: 

oxidação térmica e por métodos de deposição química por fase vapor. 

Na oxidação térmica do silício coloca-se a lâmina num forno onde o 

ambiente é oxidante, de modo que ocorra uma reação entre o elemento oxidante e 

o silício para a formação do óxido, no entanto não é necessário um processo radical 

como a oxidação térmica em altas temperaturas para que uma camada de óxido de 

silício se forme espontaneamente sobre o silício em presença de oxigênio. 

As reações abaixo descrevem o processo de oxidação térmica de silício em 

oxigênio e em vapor de água, respectivamente. 

Si (sólido) + 0 2--> SiO2 (sólido) 

Si (sólido) + H2O --> SiO2 (sólido) + 2H2 (gás) 

As temperaturas do processo de oxidação estão na faixa de 800 a 1200 ºC. 

Além de oxigênio e vapor de água, também se pode usar outros produtos 

quúnicos que não só aumentam a velocidade do processo de oxidação, mas 

também melhoram as qualidades elétricas do óxido produzido. As substâncias mais 

usadas são o tricloroetileno (C2H 3Cl3) (+Oz) e o ácido clorídrico (HCl)(+Oz). 

A oxidação térmica convencional utiliza-se de grandes fornos de oxidação, 

sendo que o processo de oxidação leva um tempo consideravelmente longo, 

dependendo da espessura do óxido desejado. Tipicamente serve para produzir 

óxidos espessos, onde a pressão do oxigênio, a orientação do substrato, e a 

temperatura de oxidação são os parâmetros que ditam o processo de oxidação. 

Quando se deseja a produção de camadas finas ou ultrafinas de óxidos tem­

se utilizado a oxidação térmica rápida, que se caracteriza principalmente pelo baixo 
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tempo necessário para que a oxidação ocorra, geralmente alguns minutos. Para 

essas camadas finas o principal parâmetro · a ser considerado no processo de 

oxidação passa a ser a estado químico e físico da superfície, pois a mesma passa a 

ocupar uma grande fração da totalidade do material. Particularmente, os processos 

de limpeza passam a ser o passo determinante na obtenção de óxidos de alta 

qualidade [ dos Santos Filho et al., 199 5; dos Santos Filho e Hasenack, 199 5]. 

O óxido de silício obtido por oxidação térmica (convencional ou rápida) 

caracteriza-se por se bem homogêneo, possuindo um baixo número de grupos 

silanol (Si-OH) na superfície. 

Os óxidos de silício obtidos por diferentes processos microeletrônicos são 

amorfos (Adams, A. C. e Katz, L. E., 1985], e como conseqüência apresentam as 

características superficiais dos óxidos amorfos expostos acuna, ou tornam-se 

hidrofóbicos ao serem tratados termicamente acima de certas temperaturas. 

Particularmente, o óxido de silício obtido por deposição química por fase vapor 

pode ser obtido com uma superfície mais hidrofílica que a do óxido térmico, 

dependendo das condições de processo e do reagente utilizado. 

I.3.2.1 - Caracterização de supeifícies 

I.3.2.1.1 - Ângulo de contato 

Uma interface é, como o nome sugere, uma fronteira entre fases. Pelo fato 

das interfaces serem muito finas, na maioria dos casos apenas alguns diâmetros 

moleculares de espessura, nós algumas vezes tendemos a imaginá-las como 

bidimensionais, e negligenciamos a sua espessura. No entanto, a terceira dimensão 

é de grande significado. De fato, as mudanças rápidas na densidade e/ ou 

composição através das interfaces fornece a elas sua propriedade mais importante, 

um excesso de energia livre ou tensão lateral que é usualmente denominada tensão 

interfacial. 
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Quando três fases estão presentes, três interfases são possíveis, uma para 

cada par de fluidos. Algumas vezes todas as três interfaces se encontram, e a junção 

delas forma uma curva conhecida como a linha de contato de três fases . Se uma das 

fases é um sólido, a linha de contato situa-se ao longo da superfície. Neste caso o 

ângulo que a interface fluida faz com a superfície sólida é chamado ângulo de 

contato. Como ele determina as propriedades de molhabilidade dos sólidos pelos 

líquidos, o ângulo de contato é uma segunda propriedade fundamental importante 

nos fenômenos interfaciais [Clarence e N eogi, 1985]. 

Tensão interfacial (superficial) e ângulo de contato são suas grandezas 

diferentes, embora elas estejam estreitamente relacionadas. Tensão superficial 

descreve a coesão de moléculas na interface entre duas fases . Duas fases devem ser 

especificadas para descrever a tensão superficial; três fases são necessárias para 

descrever ângulo de contato. 

Tensão superficial (y) é uma força que opera sobre uma superfície e age 

perpendicularmente e para o interior das fronteiras da superfície, tendendo a 

diminuir a área da interface. 

De fato, num líquido esta definição é apropriada, pois no mesmo as 

moléculas situadas no seu interior são em média, sujeitas a forças de atração iguais 

em todas as direções, ao passo que as moléculas situadas, por exemplo, numa 

interface líquido/ ar estão submetidas a forças de atrações não balanceadas ou não 

equilibradas, o que resulta uma força em direção ao interior do líquido. O maior 

número possível de moléculas se deslocará da superfície para o interior do líquido e 

a superfície tenderá a contrair-se espontaneamente. Isso explica porque gotículas de 

um líquido ou bolhas de ar tendem a adquirir forma esférica [Shaw, 197 5]. 

Os vários efeitos de superfície podem ser expressos em relação à variação de 

energia livre de Gibbs (11G) sob o aspecto termodinâmico [Hiemenz, 1986]. 
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Considerando-se o trabalho infinitesimal dW necessário para aumentar a área 

de uma certa superfície dcr, tem-se que infinitesimalmente ocorre a seguinte relação: 

dW =y.d<:Y Eq. I.3.2.2.1.1 

no entanto, à temperatura (T) e pressão (P) constantes, tem-se dW = dG, logo, 

dG=y.d<:Y Eq. I.3.2.2.1.2 

onde r é a tensão superficial. 

Assim pode-se definir tensão superficial e energia livre superficial como o 

trabalho necessário para aumentar a superfície em uma unidade de área, por um 

processo isotérmico e reversível. 

Um último aspecto a ser considerado reside no fato da tensão superficial 

variar com a temperatura, onde com o aumento da temperatura há uma diminuição 

da tensão superficial (exceção feita para alguns metais), sendo que esta relação é 

quase linear. 

Deste modo, em experimentos envolvendo tensão superficial é necessário o 

uso de temperatura constante. 

Pode-se medir a tensão superficial de várias maneiras. 

Os métodos para a medida de tensão superficial, ou tensão interfacial, 

podem ser divididos em [Rabockai, 1979]: 

(1) Estáticos: por exemplo, os métodos de ascensão capilar e da gota pendente. 

(2) Dinâmicos: sendo que os métodos dinâmicos podem ser divididos em dois 

grupos: 

(2.1) Métodos nos quais a superfície é rompida durante o processo de medida. 

Por exemplo, o método do anel, e o método da placa de Wilhelmy. 
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(2.2) Métodos nos qua1.s a superfície se encontra em moVlffiento durante a 

medida. São exemplos os métodos de escoamento e das ondas capilares. 

Quando uma gota de um líquido é colocada sobre uma superfície sólida 

plana ela poderá espalhar-se como um filme mais ou menos uniforme, ou 

permanecerá como uma gota, com um ângulo de contato com a superfície sólida 

[Good, 1993; Padday, 1993]. 

Medidas de ângulo de contato são usuais como um meio de caracterizar os 

estados físicos e químicos de superfícies complexas [Israelachvili e Gee, 1989]. 

A medida de ângulo de contato entre uma gota e uma superfície sólida pode 

esclarecer muitos processos importantes tais como molhabilidade, adsorção e 

adesão, e características da superfície incluindo heterogeneidades químicas, limpeza 

e orientação molecular [Hiemenz, 1986]. Ângulos de contato elevados entre uma 

superfície sólida e um líquido (água) indicam que a superfície é hidrofóbica, pois a 

superfície é pouco molhada pelo líquido. Podemos perceber se houve mudanças de 

hidrofilicidade/hidrofobicidade em uma superfície, causadas pela adsorção de 

algum adsorbato, através da alteração nos valores de ângulo de contato entre esta 

superfície e uma gota de água. A histerese do ângulo de contato (diferença entre os 

ângulos de contato de avanço e recesso) nós fornec~ indicação sobre a 

homogeneidade química ou topográfica da superfície. Por exemplo, para superfícies 

de poliestireno sem carga, ângulo de contato de avanço e recesso diminuem em 

função da concentração de anfifílico utilizado. Os valores de ângulo de contato 

também mostram uma dependência com a hidratação do contraíon do anfifílico 

catiônico, mostrando o efeito molecular sobre a molhabilidade [Lessa e Carmona­

Ribeiro, 1996]. 

O ângulo de contato é definido como o ângulo (medido no líquido), 

formado na junção de três fases, por exemplo, junção sólido /líquido/ gás. 
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O ângulo de contato pode ser determinado matematicamente a partir de 

tensões superficiais que podem ser encaradas como forças ao longo do perímetro 

de uma gota (figura I.3.2.1.1.1), através da equação de Young [Hiemenz, 1986]. 

Vapor (v) 

Figura 1.3.2.1.1.1 - Componentes da tensão interfacial necessários para a dedução 
da equação de Y oung. 

onde, 

Y s/v = r s/t + Yt;v cos0 (Eq. de Y oung) 

r s/v é a tensão superficial na in terfase sólido/ gás; 

Y s;t é a tensão superficial na interfase sólido/líquido; 

r t/v é a tensão superficial na interfase líquido/ gás; 

0 é o ângulo de contato entre a gota e o sólido. 

Eq. I.3.2.2.1.3 

O sólido se mostrará completamente umedecido pelo líquido se o ângulo de 

contato for zero, e somente parcialmente umedecido se o ângulo de contato tiver 

um valor finito. 

A media de ângulo de contato para gotas crescentes dá origem ao ângulo de 

contato de avanço, 0 A, e a medida de ângulo de contato de gotas de tamanhos 

decrescentes dá origem ao ângulo de contato de recesso, 0R. 
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Os ângulos de contato são estáticos ou dinâmicos dependendo de se a 

fronteira líquido/ sólido/ gás é estacionária ou móvel durante a medição. 

Para medidas de ângulos de contato estáticos o método mais utilizado é o da 

gota séssil ou gota pendente, onde uma gota é coloca sobre uma determinada 

superfície e o ângulo que ela forma com a superfície durante o avanço ou recesso é 

medido através de um microscópio como um goniômetro, ou tem sua projeção em 

um anteparo fotografada e o ângulo formado entre a superfície e a gota é medido. 

Este tipo de medida é relativamente simples. 

Para medidas de ângulos de contato dinâmicos utiliza-se um aparelho para 

medidas de forças do tipo Dynometer, em um método da placa de Wilhelmy 

modificado [Johnson et al. 1977], onde uma lâmina sólida acoplada ao aparelho é 

imersa (avanço) e retirada (recesso) de uma determinada solução contida em um 

recipiente, de modo que o ângulo obtido é de maneira indireta a partir das forças 

que atuam sobre a lâmina, em função do tempo de imersão ou de retirada da 

lâmina na solução, e conhecendo-se o perímetro da lâmina, a tensão superficial da 

solução em estudo, e a aceleração da gravidade local. A figura I.3 .2.1.1.2 mostra um 

esquema das forças que atuam sobre a lâmina durante a medida de ângulo de 

contato dinâmico. 
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Figura 1.3.2.1.1.2 - Princípio da medida de ângulo de contato dinâmico pelo 
método modificado de Wilhehny. 

Um aspecto muito importante a ser considerado é o f~nômeno da histerese, 

definida como sendo a diferença entre o ângulo de contato de avanço ( 0 A) e o de 

recesso ( 0 R) [Hiemenz, 1986]. 

O equihbrio termodinâmico de um líquido numa superfície sólida ideal é 

caracterizado por um único ângulo de contato. Entretanto, já é um fato bem 

conhecido que um amplo conjunto de ângulos de contato estáveis aparentes podem 

ser medidos em superfícies reais, que são usuahnente rugosas e/ ou heterogêneas. 

Heterogeneidade química contribui para este fenômeno simplesmente devido a 

variações espaciais na energia de superfície do sólido. O efeito da rugosidade é 

devido à mudança do ângulo de contato aparente, mesmo se o ângulo de contato 
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intrínseco é uniforme sobre toda a superfície sólida, devido a mudanças locais na 

inclinação desta superfície [Marmur, 1996]. 

Foi demostrado que a histerese do ângulo de contato é teoricamente similar 

a outros tipos de histerese existentes na natureza. O conceito unificador é que a 

histerese requer um grande número de estados metaestáveis que são acessíveis ao 

sistema. Estados metaestáveis que causam a histerese do ângulo de contato podem 

ser criados pela rugosidade da superfície ou pela heterogeneidade da superfície 

(J ohnson et al., 1977]. 

Por fim tem-se que a medida de ângulo de contato, seja ele dinâmico ou 

estático, constitui uma técnica versátil para caracterização de modificações em 

superfícies sólidas dos mais diferentes tipos. 

I.3.2.1.2 - Elipsometria 

Elipsometria é uma técnica óptica utilizada na caracterização e observação de 

eventos em uma interface ou filme entre dois meios e é baseado na exploração da 

transformação de polarização que ocorre à medida que um feixe de luz polarizada é 

refletido a partir de, ou transmitida através de uma interface ou filme. Dois fatores 

fazem da elipsometria particularmente atrativa: (1) seu caráter essencialmente não 

perturbador ( quando o comprimento de onda e intensidade do feixe de luz são 

corretamente escolhidos), conseqüentemente sua conveniência para medidas in-situ, 

e (2) sua notável sensibilidade para efeitos interfaciais minúsculos, como a 

formação de uma submonocamada de átomos ou moléculas distribuída de forma 

esparsa [Azzam e Bashara, 1987]. 

A grande diversidade de situações na natureza e sistemas artificiais onde 

interfaces e filmes têm um papel importante tem levado a aplicação da elipsometria 

em diversas áreas, como a física, química, ciência de materiais e fotografia, biologia, 

assim como, óptica, eletrônica, mecânica, metalurgia e engenharia biomédica 

[Azzam e Bashara, 1987]. 
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A adsorção de espécies moleculares ou atômicas sobre superfícies em 

contato com ambiente líquido tem sido estudada de forma não destrutiva e in situ 

por elipsometria. Elipsometria pode detectar tanto adsorção fisica quanto 

quimiosorção. O termo adsorção implica reversibilidade; uma camada adsoivida 

pode ser desorvida, por exemplo, por aquecimento. Isso está em contraste com a 

formação de filmes permanentes, como os óxidos. 

Um caso de considerável importância em elipsometria é aquele em que a luz 

polarizada é refletida a partir e/ ou transmitida por um substrato recoberto por um 

filme simples. Como mostra a figura I.3.2.1.2.1, é assumido que o filme tem as 

bordas paralelas ao plano de separação (espessura de filme) d1, e está entre os 

ambiente semi-infinito (imersão) e o substrato. O ambiente (meio O), o filme (meio 

1) e o substrato (meio 2) são homogêneos e opticamente isotrópicos, com índices 

de refração complexos N0 , N1 e N2 , respectivamente. Na maioria dos casos, o 

meio de incidência é transparente e N O é real. 

Filme (1) 

Substrato (2) 

Figura 1.3.2.1.2.1- Reflexão e transmissão obliqua da onda plana por um sistema 
ambiente (0)-filme (1 )-substrato (2) com fronteiras paralelas ao plano. d1 é a 
espessura do filme. </J

0 
é o ângulo de incidência no ambiente e </J1 , </J2 são os ângulos 

de refração no filme e no substrato, respectivamente. 
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O procedimento seguinte é baseado no quadro físico da figura I.3.2.1.2.3. 

Especificamente,. é assumido que quando a onda incidente encontra a interface O/ 1, 

parte será refletida no meio O e parte será refratada no filme, de acordo com o 

coeficiente de reflexão e transmissão de Fresnel da interface. A onda refratada 

dentro do filme subseqüentemente sofre reflexões internas múltiplas nas fronteiras 

do filme nas interfaces 1 /2 e 1 /O que, em geral, não são perfeitamente refletoras. 

Assim, cada vez que a onda multi-refletida no filme colide com as interfaces 1 /O ou 

1/2, uma componente (parcial) da onda "vaza" (refrata) no ambiente semi-infinito 

ou no substrato, respectivamente. Se os coeficientes de reflexão e transmissão de 

Fresnel nas interfaces 0/1 e 1/2 são indicados por r0i, t01 (r10 , t10 ) e r12 , t 12 , 

respectivamente, as amplitudes complexas das ondas planas parciais sucessivas que 

constituem a onda refletida resultante no meio O são dadas por r01 , t0il10r12e-i2P, 

t 2 - i4P 2 3 -i6P li d 1 d d l 
01 t10r10r12e , t0 / 10r10r12e , ... , enquanto as amp tu es comp exas as on as p anas 

parciais sucessivas que constituem a onda transmitida no meio 2 são dadas por 

t -ip -i3P 2 2 -;sp d /J ' d d f d 
01 t12e , t0il12r10r12 e , t0il12 r10r12e , ... , on e e a mu ança e ase que a on a 

multi-refletida dentro do filme sofre ao atravessar o filme uma vez de uma 

fronteira para outra. Em termos de comprimento de onda no espaço livre À., a 

espessura do filme dl' o índice de refração complexo NI e o ângulo de refração no 

filme </>1 (o ângulo entre a direção de propagação da onda zig-zag no filme e a 

normal às fronteiras do filme), a fase do ângulo, p, é dada por: 

/J = 2Jr( i )N1 COSq)1 

Eq. I.3.2.1.2.1 

Se a lei de Snell é aplicada, onde </>0 é o ângulo de incidência (no meio O). 

Na dedução acima, a onda incidente é assumida como sendo de amplitude 

unitária e com componentes de polarização paralela ( p) ou perpendicular ( s) ao 

plano de incidência. 
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A adição das ondas parciais pode ser representada por uma série geométrica 

infinita para a amplitude refletida total R : 

R t -i2/J f 2 - i4/J f 2 3 - i6/J = r o1 + fo1 10r12e + o/10r10r12e + fo1 10r10r12e + · · · 

cuja soma dá: 

R = r o1 + r12e -;2p 

1 + r. r e-;2p 
01 12 

Eq. I.3.2.1.2.2 

Eq. I.3.2.1.2.3 

se a substituição r 10 = -r01 e t01 t10 = 1- r 0~ é feita. Similarmente para a amplitude total 

transmitida, T é dada por uma série geométrica infinita. 

T _ - if] -i3f] 2 2 -i5/J 
-fo1 f12e +fo/12r10r12e +ta1t12r10r12e + ... 

T = fo/12e -;p 

1 + r. r e-;2p 
01 12 

Eq. I.3.2.1.2.4 

Eq. I.3.2.1.2.5 

Essas equações são válidas quando a onda incidente é linearmente polarizada 

tanto paralela ( p) ou perpendicular ( s) ao plano de incidência. Assim, podem ser 

escritas as equações para R e T adicionando-se a polarização, como segue: 

RP = ro1p + r 12pe-;2p 

1 + ro1 r e-;2p 
p \2p 

Rs = rOls + rl2se-i2/J 

1 + r.01 r e - ;2p 
s \2s 

t t -if] 
T = 01p 12pe 

p 1 + r
0 

r e-;2p 
lp l2p 

T - to1 t1 e-;p 
s - s 2s 

1 + ro1 r e-;2p s 12s 

onde /3 é o mesmo para polarizações p e s . 

Eq. I.3.2.1.2.6 

Eq. I.3.2.1.2.7 

Eq. I.3.2.1.2.8 

Eq. I.3.2.1.2.9 
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A medida dos parâmetros elipsométricos \f e ~, estão relacionados à RP e 

Rs por: 

RP R= tan'Pe;ó 
s 

Eq. I.3.2.1.2.10 

onde: 

~ = 51 - 52 , sendo 51 = diferença de fase entre as componentes paralela e 

perpendicular da radiação incidente e 52 = diferença de fase entre as componentes 

paralela e perpendicular da radiação refletida e, tan 'I' J
1

~ / , relação entre as 

amplitudes paralelas e perpendicular. 

'P e ~ são os ângulos medidos experimentalmente na elipsometria. 

Técnicas de elipsometria têm sido utilizadas para caracterização de adsorçào 

de vários adsorbatos sobre superfícies de sílica. Dentre esses adsorbatos podemos 

citar proteínas Oonsson et al, 1985; Malmsten, 1994; !vfalmsten et al, 1995], 

surfactantes [Tiberg e Landgren, 1993; Wangnerud e Jõnsson, 1994a; Wangnerud e 

Jõnsson, 1994b; Tiberg et al, 1994a e b; Harwigsson et al, 1996; Luciani e Denoyel, 

1997; Strom et al, 1999; Brinck et al, 1999], polímeros [Tran et al, 1999; Wagberg e 

Nygren, 1999; Stemme e Odberg, 1999]. 

1.4 - Forças de interação 

Força atrativa de van der WaaLr 

Entre duas superfícies planares a energia de interação de van der Waals é 

dada por: 

A 
W(D) =-12.1rD2 

por unidade de área da superfície Eq. I.4.1 
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onde A é a constante de Hamaker não retardada. As forças de van der Waals entre 

estruturas anfifílicas são geralmente pequenas por três razões. Primeiro, entre as 

fases hidrocarbônicas através da água, A é relativamente pequena, permanecendo 

entre 4 - 7 x 10-21 J. Para membranas biológicas deve ser esperado valor mais alto 

devido à presença de proteínas cujo índice de refração é geralmente maior que das 

cadeias hidrocarbônicas fluidas: 1,55 - 1,60 comparado a 1,42 - 1,48. 

Segundo, a equação I.4.1, quando aplicada a bicamada ou membranas, é 

somente válida a distancias de separação D abaixo de 3 nm. Acima de 3 nm a 

constante de Hamaker não é grande, mas diminui progressivamente com o 

aumento de D devido a efeitos de retardação e a espessura finita da bicamada, e 

para 1 O nm a força é usualmente muito menor que a metade do valor dado pela 

equação não retardada. 

Terceiro, na presença de eletrólito há uma redução adicional de A a 

separações finitas devido à blindagem iônica de contribuição de freqüência zero 

Av=o , que é dado por: 

Av=O(D) = Av=0(0)2KDe-2
,d)' para kD >> 1, Eq. I.4.2 

onde K é o comprimento de Debye e onde para hidrocarboµetos através de água 

Av=o (O)= 3 x 10-21 J. A equação I.4.2 é válida dentro de 15% para KD > 2. Assim, em 

solução 0,15 M de NaCl, onde K-
1 = 0,8 nm, o termo de freqüência zero, que leva 

vale cerca da metade da força não retardada, praticamente desaparece para 

D=l,5 nm. 

A força de van der Waals entre bicamadas e membranas, especialmente em 

altas concentrações salinas, é fraca e tem um alcance efetivo de 15 nm, além de que 

é tão fraca para ser de maior importância. 
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Forcas eletrostáticas (dupla camada) 

A repulsão da dupla camada, ao contrário da atração de van der Waals, é 

muito mais sensível ao tipo e concentração de eletrólitos presentes, o pH e a 

densidade superficial de carga e potencial. Uma expressão aproximada para energia 

de interação de dupla camada entre duas superfícies é dada pela equação I.4.3. 

w-( 64k1,;'.r}-"' 

Onde p é a concentração iônica e y = tanh(ze lf/o) 
4kT 

Eq. I.4.3 

A interação entre as forças atrativas de van der Waals e repulsiva de dupla 

camada forma a base da teoria de DLVO. Ambas as forças tem sido medidas 

diretamente entre surfactantes aniônicos ou catiônicos e bicamadas lipídicas em 

soluções aquosas de eletrólitos mono e bivalentes [Israelachvili, 1992]. 

Em altas concentrações de eletrólito monovalente a repulsão geralmente 

diminui, mas devido à atração de van der Waals, relativamente fraca, entre 

bicamadas lipídicas, a repulsão permanece forte suficiente para deixar as superfícies 

separadas, mesmo para potenciais de superfícies baixos e em altas concentrações 

salinas. Isso é ilustrado na figura 4.1 para duas bicamadas em solução s_alina 

fisiológica (-0,15 M NaCl) onde um mínimo secundário fraco aparece a 4 - 6 nm 

para valores típicos de lf/o e A. 
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Figura 4.1- Energia de interação teórica de DLVO por unidade de área entre duas 
superfícies de anfifílicos em 0,15 M NaCL A constante de Hamaker não retardada é 
assumida como sendo A =6x10-21 J e as superfícies são assumidas para atrair a um 
potencial de superfície constante lflo. As três curvas a lflo = 100, 50 e 20 m V 

corresponde a densidades superficiais de carga de 1e por 1, 3 e 8,5 nm2
, 

respectivamente. A energia por molécula g = ½Wa0 é calculada para uma área por 

cabeça polar de a0 = 0,4 nm2
• Note que no interior do mínimo secundário a energia 

de adesão de W0 ~ 6x10·3 mJm·2corresponde a uma energia de cerca de 3x104 kT 

por molécula. 

A situação na prática é freqüentemente muito mais complexa. Abaixo de 

3 nm forças repulsivas de hidratação e estética podem dominar a interação 

dependendo da hidrofobicidade e mobilidade térmica dos grupos superficiais. Por 

outro lado, forças atrativas de correlação iônica e hidrofóbica podem dominar 

dependendo do stress sobre a bicamada e da presença de íons bivalentes. 

Forças de hidratacão 

Forças de hidratação repulsiva aparece sempre que moléculas de água se 

ligam fortemente a grupos hidrofílicos da superfície porque da energia necessária 

para desidratar esses grupos como duas superfícies próximas. Entre duas 

superfícies cristalinas sólidas a força de hidratação é usualmente oscilatória. As 

oscilações têm uma periodicidade do diâmetro da molécula de água, cerca de 

0,25 nm, e reflete a ordenação das moléculas de água nas camadas semidiscreta 
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entre as superfícies lisas e rígidas. Entre superfícies de bicamadas não tão ordenadas 

entre camadas bem definidas é possível porque (1) as cabeças são rugosas para a 

escala de uma molécula de água, e (2) as superfícies são usualmente termicamente 

móveis fazendo aparecer uma repulsão estérica [Caffrey e Bilderback, 1983]. 

O alcance das forças de hidratação e estérica medidas entre vanos 

surfactantes e bicamadas é cerca de 1 3 nm, abaixo eles crescem 

exponencialmente, com comprimentos de decaimento alcançando de 0,08 a 0,64 

nm. Forças de hidratação e estérica freqüentemente domina das forças de DLVO 

em separações pequenas, prevenindo a coalescência no mínimo primário das 

bicamadas, vesículas e membranas biológicas. Em partículas, essas forças são 

responsáveis pela falta de forte adesão ou agregação de bicamadas e vesículas 

compostas de lipídios não carregados como lecitinas. 

Infelizmente, por causa do curto alcance dessas forças entre superfícies 

anfifílicas, não é possível separar a contribuição crescente do efeito da força de 

hidratação (solvatação) e da força de flutuação térmica (estérica). 

Forcas esféricas 

Com a aparente falha dos modelos baseados puramente em interações 

eletrostáticas e de solvatação para explicar as interações · entre superfícies de 

anfifílicos, tem sido focalizado o papel das interações de flutuação térmica. 

Quatro diferentes tipos de forças estéricas repulsivas podem aparecer entre 

bicamadas interagindo em qualquer líquido, isto é, independente do solvente. Há a 

força de ondulação, força peristáltica, força de protusão e a força de sobreposição 

estérica entre superfície ancorada e cabeças polares. Abaixo estão sumarizadas as 

equações aproximadas para cada uma dessas forças (por unidade de área). 
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Ondução F ~ (kT)2 Eq. I.4.4 

2k D 3 
b 

Peristáltica F ~ (kT)2_ Eq. I.4.5 

5k D:, 
a 

Protusão 2,7rkTe-D/}. kT Eq. I.4.6 
F~ 

' 
onde À~-, 

À, aP 

Sobreposição de cabeças polares F ~ 10or3í2 kTe-Df,l ' onde À ~ L/ 1r Eq. I.4.7 

onde, na última interação, L é a espessura efetiva da região polar flutuante e 2L é o 

alcance da interação. 

Das quatro forças estéticas listadas acima, somente a força de ondulação é 

esperada a ter um alcance indefinidamente longo; as outras três forças decaem 

rapidamente a zero além de uma certa distância aproximadamente igual ao 

comprimento das moléculas de lipídio. 

Forcas de interacão hidrofóbica 
o 

A interação hidrofóbica atrativa entre moléculas de hidrocarbonetos ou 

superfície em água é de surpreendente longo alcance e muito mais forte que a 

atração de van der Waals para pequenas distâncias de separação. No caso de 

bicamadas livres, as cabeças hidrofílicas blindam os grupos hidrocarbônicos na fase 

aquosa, que efetivamente mascara a interação hidrofóbica entre eles. No entanto, 

quando bicamadas são sujeitas a uma força de estiramento, elas expandem 

lateralmente, e a área hidrofóbica aumentada exposta para a fase aquosa permite o 

surgimento da interação hidrofóbica. 
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L4.1- Interações entre bicamadas e superfícies 

Os fatores físicos e químicos que determinam a deposição de vesículas de 

fosfolipídios ou de anfifílicos sintéticos em superfícies sólidas ainda não foram 

estudados em profundidade, excetuando alguns estudos de adsorção de lipossomos 

em argila O aurand et al., 1983] e referências incidentais à adsorção de lipossomos 

em colunas de filtração em gel [Huang, 1969] ou a filtros de membrana [Schullery e 

Garzaniti, 1973]. 

Vesículas sonicadas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e fosfatidilinositol 

(PI) se rompem ao contatar bolinhas de vidro ocorrendo deposição lipídica sobre o 

vidro O ackson, 1986]. Lipossomos formados por anfifílicos catiônicos do tipo 

dimetildialquilamônio recobrem superfícies de mica com uma camada de espessura 

correspondente a uma bicamada [Pashley, 1985; Pashley et al., 1986]. 

Bicamadas de cloreto de dioctadecildimetilamônio (DODAC) e de 

dihexadecilfosfato (DHP) recobrem microesferas de poliestireno de carga oposta 

[Carmona-Ribeiro e Midmore, 1992]. 

Por outro lado, fosfolipídios interagem com microesferas de poliestireno 

através de um mecanismo totalmente diferente [Carmona-Ribeiro e Herrington, 

1993]. A interação hidrofóbica é dominante e ocorre primeiro o recobrimento da 

microesferas com uma monocamada fosfolipídica cujas cadeias hidrocarbônicas 

estão voltadas para a superfície hidrofóbica da microesferas e as cabeças polares 

estão voltadas para a água [Carmona-Ribeiro e Herrington, 1993]. 

Vesículas de DODAAc adsorvem com alta afinidade sobre látex sulfato 

[fsuruta e Carmona-Ribeiro, 1996]. 

DODAB, DODAC e DODAAc adsorvem sobre um homopolímero 

hidrofóbico composto de poliestireno. O aumento da carga superficial, decorrente 

da adição de proporções crescentes de ácido metacrílico na composição do 

copolímero poli(estireno/metacrilato), promove um grau de orientação vertical 
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crescente das cadeias hidrocarbônicas sobre este copolímero. [Lessa e Carmona­

Ribeiro, 1996). 

Vesículas pequenas de asolecitina podem causar defloculação de látex 

sulfato, devido à adsorção de monocamada de asolecitina, com as cabeças polares 

voltadas para o ambiente aquoso [Carmona-Ribeiro e Lessa, 1999). 

Isotermas de adsorção indicam que interação entre DODAC e sílica é forte 

devido à força de atração eletrostática e que uma bicamada adsorvida é 

provavelmente formada [Esumi et al., 1992). 

Bicamadas fosfolipídicas podem ser depositadas sobre vidro, quartzo e 

superfícies de silício por transferência seqüencial de duas monocamadas pela 

técnica de Langmuir-Blodget. Medidas de difusão lateral de bicamadas de DPPC 

suportadas sobre lâminas de óxido de silício revelam duas temperaturas de 

transição de fase similares àquelas encontradas em sistemas multilamelares obtidas 

por diferentes técnicas [famm e McConnell, 1985). 

Fusão e propagação de bicamadas de fosfolipídios sobre superfície de vidro 

foi investigada em função do pH e força iônica por Cremer e Boxer [Cremer e 

Boxer, 1999), sendo observado que fusão de vesículas negativas sobre o suporte 

negativo é favorecida por alta força iônica, e baixo pH. · Enquanto que para 

vesículas sem carga ou com carga positiva, há fusão sobre a superfície negativa sob 

qualquer condição experimental. Isso sugere que as interações de van der W aals e 

interação eletrostática governam o processo de fusão. Propagação de membrana 

sobre uma superfície planar é favorecida por baixo pH, e o processo é dirigido por 

forças de van der Waals. Por outro lado, a propagação de membrana é impedida 

por alto pH ou pela rugosidade da superfície que impõe o fornecimento de energia 

para que a membrana possa se curvar. [Cremer e Boxer, 1999). Quanto uma 

bicamada suportada é mecanicamente particionada por "ranhuras" na membrana 

em pH básico, barreiras à difusão lateral são formadas, o que previne a mistura 

entre duas regiões separadas. Diminuindo o pH, é observado que a bicamada 
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difunde pela fronteira da ranhura, permitindo a mistura entre regiões separadas 

[Cremer et al, 1999). 

A aplicação de análise de impedância para construção de biosensores 

baseado em membranas lipídio / proteína suportadas foi explorada por Stelzle e 

colaboradores. Membranas lipídicas com alto grau de recobrimento de superfície 

(99,5%) foram preparadas por dois métodos. Bicamadas de resistência muito alta 

foram formadas por deposição de uma monocamada de mercaptoalcanos 

covalentemente ligados sobre substrato de ouro e, subseqüente transferência de 

monocamada lipídica via transferência de monocamada utilizando a técnica de 

Langmuir-Blodgett. A preparação de membranas planares por fusão de vesículas 

sobre superfícies carregadas foi demonstrada. A monocamada negativamente 

carregada de carboximercaptanas foi primeiramente depositada sobre ouro, sobre o 

qual vesículas de DODAB, positivamente carregadas, fundem espontaneamente, 

enquanto vesículas de dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG), negativamente 

carregadas, fundem após adição de~ 1 mM de íons cálcio. Combinação de análise 

de impedância e espectroscopia de "surface plasmon" constitui uma ferramenta 

poderosa para a detecção de ligação do ligante ao seu receptor que está 

incorporado a uma membrana lipídica suportada [Stelzle et al, 1993]. 

Interações entre vesículas de DODAB e superfícies biológicas, como as 

superfícies celulares também foram estudadas sob o ponto de vista físico-químico. 

Vesículas catiônicas compostas por bicamadas de DODAB interagem com a 

superfície irregular carregada negativamente de Escherichia coli, bactéria Gram­

negativa da familia Enterobacteriaceae [Tápias et al, 1994; Sicchierolli et al., 1995). 

DODAB induz floculação das bactérias para densidades numéricas altas (a partir de 

107 células por mL) e ocorre morte celular em presença de DODAB em 

concentrações na faixa dos décimos de micromolar para qualquer densidade 

numérica de bactérias [Tápias et al, 1994; Sicchierolli et al, 1995]. 
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Dentro do grupo dos compostos de amônio quaternário, moléculas similares 

ao DODAB têm ação germicida, sendo este fato conhecido desde 1935 [Domagk, 

1935]. 

O efeito bactericida de DODAB foi avaliado para Escherichia coli, Saimonelia. 

ryphimurium, Pseudomonas aeruginosas e Staphylococcus aureus para estabelecer a ordem de 

suscetibilidade de diferentes espécies bacterianas ao DODAB a uma concentração 

de células viáveis fixa (2,5 x 107 bactérias viáveis / mL). Para as quatro espécies de 

bactérias, a suscetibilidade ao DODAB aumenta de E. coli a S. aureus na ordem 

acima [Campanha et al, 1999]. 

Látex recoberto com fosfolipídio oferece um ambiente propício para 

reconhecimento entre a toxina da cólera e o seu receptor (monosialogangliosídio 

GM1). Adsorção não-específica da antitoxina da cólera sobre a superfície de látex 

pode ser controlada por recobrimento do látex com fosfolipídio. Aumentando a 

concentração de dipalmitoilfosfatidilcolina na dispersão de látex, a adsorção não­

específica da antitoxina da cólera diminui [Sicchierolli e Carmona-Ribeiro, 1996]. 

Se minerais, metais, e polímeros podem ser usados como suporte para 

bicamadas, o reverso também é verdadeiro. Tubos de fosfolipídios, substratos de 

fosfolipídios carregados [Archibald e Mann, 1993], e surfactaf?-tes orgânicos iônicos 

[Bunker, et al., 1994] podem dirigir deposição de minerais orientando nucleação, 

crescimento e a morfologia final da espécie inorgânica [Firouzi et al., 199 5]. 

Bicamadas de fosfatidilcolina de cadeia simples ou dupla (D PPC e 

DSPC) adsorvidas na interface silício/água foram preparadas e caracterizadas por 

Charitat e colaboradores. A segunda bicamada, chamada "bicamada livre", forma 

um sistema altamente hidratado acima do primeiro a cerca de 20 a 30 Angstrom. A 

reprodutibilidade da preparação foi possível devido a combinação das técnicas da 

Langmuir-Blodgett e Langmuir Schaeffer [Charitat et al, 1999]. 
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Interação e agregação de vesículas de fosfatidilserina foram estudas em 

função da variação de espécies de cátion e · sua concentração em suspensões de 

vesículas, variando-se também o tamanho das vesículas. Agregação foi determinada 

por medidas de turbidimetria das suspensões de vesículas. Os resultados 

experimentais da agregação de vesículas induzida por cátions monovalentes foram 

explicados em termos de energia de interação entre duas vesículas, utilizando a 

teoria de DLVO, tanto para vesículas lipídicas grandes quanto para as pequenas. 

No entanto, os dados experimentais resultantes da agregação de vesículas induzida 

por cátions divalentes não foram explicados em termos da teoria de DLVO. Para 

explicar os resultados experimentais deste fenômeno de agregação, é necessário 

modificar a teoria, incluindo energias de interação de hidratação. A magnitude desta 

energia de interação de hidratação depende da natureza (hidrofobicidade) da 

superfície da membrana [Ohki e Ohshima, 1999]. 

A adesão entre vesículas catiônicas e membranas aniônicas suportadas 

sobre um substrato com uma carga superficial ajustável pelo pH foi reportado por 

N ardi e colaboradores. Através de métodos interferométricos, foi medida a tensão 

na membrana induzida pela adesão [N ardi et al, 1998]. 

Monocamadas de DPPC, suportadas via Langmuir-Blodgett, exibem 

estruturas densas em forma de trama enquanto monocamadas de DPPE suportadas 

são mais uniformes. Quanto uma segunda monocamada de lipídio é suportada 

sobre a primeira monocamada, a estrutura resultante da deposição de bicamada é 

fortemente dependente do acoplamento das monocamadas. No acoplamento de 

monocamadas de DPPC, a bicamada exibe domínios com extensões em forma de 

"dedo". As bicamadas muito mais uniformes foram obtidas quando o acoplamento 

de camadas de DPPC [Tamm et a~ 1996]. 

Foi estudada por Kasbauer e colaboradores a formação de uma 

bicamada suportada sobre sílica não porosa monodispersa, contendo lipídios 

catiônicos e zwiteriônicos por fusão de vesículas unilamelares pequenas sobre 
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superfície sólida em baixas concentrações salinas usando a combinação de 

espectroscopia de reflexão total de infravermelho (A TR-IR) e NMR em deutério 

com nncrocalorimetria. Os dados sugerem que uma significante assimetria do 

lipídio catiônico entre as monocamadas externa e interna da bicamada resulta do 

prolongado tempo de interação do suporte sólido com as vesículas pequenas. Para 

vesículas pequenas compostas de DPPC/DHDAB (4:1) foi observado um 

enriquecimento na monocamada interna do componente catiônico de cerca de 

200% quando comparado com a monocamada externa após 12 horas de interação. 

Isso sugere que o potencial eletrostático que surge da superfície é a força motora 

para a criação desta assimetria [Kas bauer et al, 1999]. 

L4.2 - Isotermas de adsorção 

O contato de uma substância tensoativa diluída em solução aquosa com 

uma grande superfície adsorbente, poderá levar a uma adsorção extensiva com uma 

redução contínua na concentração da solução. Para se ter uma superfície grande 

para adsorção, o sólido - que é chamado de adsorvente - deve ser finamente 

dividido. A partir de dados analíticos que descrevem a mudança de concentração na 

solução, assim como, o conhecimento da quantidade total de sólido da solução 

equilibrada, é possível determinar a quantidade de soluto adsorvido - que é 

chamada de adsorbato - por unidade de peso do sólido. Se a área específica do 

sólido é conhecida, então os resultados podem ser expressos como quantidade 

adsorvida por unidade de área. Esses estudos são geralmente conduzidos a 

temperatura constante, e os resultados - que relacionam a quantidade de material 

adsorvido com a concentração de equihbrio em solução - definem uma isoterma de 

adsorção [Hiemenz, 1986]. 
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I.4.2.1 - Tipos de isotermas 

Isotermas para adsorção de solutos orgânicos são divididas em quatro classes 

principais, de acordo com a natureza do coeficiente angular da porção inicial da 

curva. 

As principais classes são: (1) curvas S, indicativas de orientação vertical de 

moléculas do adsorbato na superfície; (2) curvas L, isotermas normais ou de 

"Langmuir", usualmente indicativas de adsorbatos "deitados" sobre a superfície, ou 

às vezes, adsorbatos iônicos orientados verticalmente com atração intermolecular 

particularmente forte; (3) curvas H, ("alta afinidade") (começando de um valor 

positivo no eixo de concentração adsorvida sobre o sólido), freqüentemente 

resultando da adsorção de solutos como micelas iônicas, ou de troca iônica de alta­

afinidade com íons de baixa-afinidade; (4) curvas C ("partição constante"), curva 

linear, resultando da adsorção de solutos que adsorvem no sólido mais rapidamente 

do que o solvente [Giles et al., 1960]. 

Os subgrupos destas classes estão arranjados de acordo com a forma das 

curvas depois do ponto de origem e da posição do platô. Assim, se as moléculas do 

soluto que estão adsorvidas na nova superfície apresentam baixa atração por mais 

moléculas, a curva apresenta um longo platô. Se as moléculas que estão adsorvidas 

na superfície apresentam alta afinidade por mais soluto, a curva cresce 

continuamente e não apresenta platô. (figura I.4.2.1). 
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Figura 1.4.2.1 - Sistema de classificação de isotermas. 

As curvas L são as mais conhecidas; na verdade a curva L2 ocorre em 

provavelmente na maioria dos casos de adsorção a partir de soluções diluídas. 

A inclinação inicial depende da velocidade de mudança do sítio de adsorção 

com aumento no soluto adsorvido. Para haver adsorção de uma dada quantidade 

adicional do soluto, a concentração do soluto deve ser aumentada. Na parte inicial 

das curvas S, no entanto, a condição oposta é aplicada, e quanto mais soluto já está 

adsorvido, mais fácil serem adsorvidas quantidades adicionais. Isso implica em uma 

associação lado a lado entre as moléculas adsorvidas ou adsorção cooperativa. 

Na prática, a curva S usualmente aparece quando três condições são 

preenchidas: a molécula do soluto (a) é monofuncional, (b) tem moderada atração 

intermolecular, causando o empacotamento vertical na camada adsorvida e (c) 

encontra forte competição, pelos sítios do substrato, a partir de moléculas do 
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solvente ou de outras espécies adsorvidas. Essa isoterma aparentemente indica a 

tendência de moléculas de adsorbatos se associarem, ao invés de se manterem em 

unidades isoladas. 

Nas curvas L, a curvatura inicial mostra que quanto mais sítios são 

preenchidos torna-se mais difícil a adsorção de moléculas do soluto em novos 

sítios. Isso implica que as moléculas adsorvidas não estão verticalmente orientadas, 

ou que não existe uma forte competição do solvente. Os tipos de sistemas que 

apresentam este tipo de curva de fato preenchem essas condições, possuindo as 

seguintes características: (i) as moléculas adsorvidas são preferencialmente 

adsorvidas deitadas; (ii) se adsorvidas verticalmente as moléculas sofrem uma 

pequena competição pelo solvente. Exemplos de (ii) são: (a) sistemas com solutos e 

substratos altamente polares, (b) sistemas com substâncias iônicas mono funcionais 

com atração intermolecular muito _forte . É possível que nesses casos (sistemas b), 

os íons adsorvidos possam se associar em aglomerados muito grandes antes da 

adsorção acontecer. 

As curvas H são um caso especial da curva L, em que o soluto tem tão alta 

afinidade pela superfície, que em soluções diluídas é completamente adsorvido, ou 

pelo menos, não permanece em quantidades mensuráveis na solução remanescente. 

A parte inicial da isoterma é vertical. As espécies adsorvidas são, freqüentemente 

unidades grandes, isto é, micelas iônicas ou moléculas poliméricas, mas às vezes 

elas são íons aparentemente simples que trocam com outros íons de afinidade 

mlllto menor pela superfície. Para altíssimas afinidades, a curva é uma linha 

horizontal. 

Nas curvas C, os sítios de adsorção mantêm-se constantes em - todas as 

concentrações até a saturação. A curva C é caracterizada por partição constante do 

soluto entre solução e substrato, diretamente até a adsorção máxima possível, onde 

há uma mudança abrupta no platô horizontal. 
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As condições que favorecem o aparecimento de curva C são: (a) um 

substrato poroso com moléculas flexíveis e regiões com diferentes graus de 

cristalinidade, e um soluto com (b) mais alta afinidade pelo substrato do que pelo 

solvente e com (c) melhor poder de penetração, em virtude da condição (b) e da 

geometria molecular, nas regiões cristalinas do substrato. 

Fundamentalmente, a linearidade mostra que os números de sítios para 

adsorção mantêm-se constantes; isto é, quanto mais soluto é adsorvido, mais sítios 

devem ser criados. Uma isoterma linear indica que o soluto está adsorvendo em 

regiões inacessíveis ao solvente, ou seja, há excesso de sítios disponíveis para a 

adsorção. 

I.4.2.2 - Modelo de Langmuir 

Uma isoterma que é fácil de compreender teoricamente e é quase sempre 

aplicável a dados experimentais é a isoterma de Langmuir. 

Nesta teoria é suposto que uma solução em que ambos solvente 

(componente 1) e soluto (componente 2) têm moléculas que ocupam a mesma área 

ao adsorverem à superfície. A adsorção do soluto pode então ser esquematicamente 

representada pela seguinte equação: 

solvente adsorvido+soluto em solução !:; soluto adsorvido+solvente em solução 

A constante de equihbrio para essa reação pode ser escrita como 

s b 

k'= ª2ª1 
as b 

1 ª2 

Eq. I.4.2.2.1 

onde a representa a atividade das espécies e o sobrescrito s e b significam 

superfície e seio da solução, respectivamente. 

Assumindo que a solução na superfície bidimensional é ideal, podemos 

substituir atividade na superfície por fração molar na superfície xs. 
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s b 
k'= X2G1 

x s b 
1 ª2 

Eq. I.4.2.2.2 

Desde que a superfície contenha apenas 2 componentes, x( + x~ = 1 podemos 

escrever: 

s b 
k'= X2G1 

(1-x~)ag 

Eq. I.4.2.2.3 

A equação I.4.2.2.3 pode ser rearranjada para obtermos 

k , b / b 
2 ª2 ª1 X=----
s k'ab I a 6 + 1 

2 1 

Eq. I.4.2.2.4 

Em soluções diluídas a atividade do solvente é essencialmente constante, 

então a relação k'/ atpode ser definida como sendo igual a uma nova constante k, 

assim, a equação I.4.2.2.4 torna-se: 

kab 
2 2 

xs = kag + 1 
Eq. I.4.2.2.5 

Essa é uma forma da isoterma de adsorção de Langmuir. 

Uma forma equivalente da equação de Langmuir expressa em variáveis 

ligeiramente diferentes é obtida multiplicando ambos x; e x~ na equação I.4.2.2.2 

pela área total da superfície. Como foi postulado que tanto o solvente como o 

soluto ocupam áreas iguais sobre a superfície, então, x;' A é igual a fração da 

superfície ocupada pelo componente i, 01 • Desde que 01 + 02 = 1, a relação 01 /02 

rearranja da mesma maneira que x~ / x; para dar 

kag 
02 = kag +1 

Eq. I.4.2.2.6 
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Nesta forma a equação de Langmuir mostra como a fração dos sítios de adsorção 

da superfície ocupada pelo soluto aumenta com a atividade do soluto em soluções 

com concentrações crescentes. 

Dois casos limites são de especial interesse: 

1. Em condições de diluição infinita a--> O, a equação acima torna-se: 

0=ka Eq. I.4.2.2.7 

2. Se ka >> 1, a equação de Langmuir torna-se: 

0=1 Eq. I.4.2.2.8 

A equação resultante do primeiro caso limite mostra que 0 aumenta linearmente 

com uma inclinação inicial igual a k. Em altas concentrações, a equação resultante 

do segundo caso limite indica que é alcançada a saturação da superfície com o 

soluto adsorvido. 

Experimentalmente, não é medida a fração de números de sítios contendo 

soluto adsorvido diretamente, e sim, o número de moles do soluto adsorvido por 

unidade de peso do adsorbente, n; /w, ou o número de moles por unidade de área 

de adsorbente, n; / A . Essas quantidades são relacionadas. através da seguinte 

equação 

ns 
~ Asp 

s 
n2 
w 

Eq. I.4.2.2.9 

onde Asp é a área específica do adsorbente. A fração de área recoberta é relacionada 

a essas quantidades como segue: 

ns s o 
0=-2 NAa-º = n2NAa-

A wA sp 

Eq. I.4.2.2.10 
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onde N A é o número de Avogadro e CJ' º é a área ocupada por molécula. O nível em 

que adsorção de saturação ocorre pode ser identificado com 0 = I , assim a equação 

I.4.2.2.1 O mostra valores de saturação de ordenadas usuais como sendo: 

( n!) =--1e " 
w N Aa 

sat 

Eq. I.4.2.2.11 

ou 

( n;) 1 
Ã sat = N Aa º 

Eq. I.4.2.2.12 

Desde que a derivação completa da isoterma de Langmuir assuma soluções 

diluídas, a concentração e do soluto é utilizada no lugar de atividade na 

apresentação de resultados experimentais. 

A equação de Langmuir pode ser escrita em sua forma linerarizada: 

m(n; )- (m/b ~ 
w - (m/b~+I 

Eq. I.4.2.2.13 

Onde m e m/b são simplesmente constantes empíricas. Um método para obter os 

valores numéricos para essas constantes a partir de dados experimentais é obtido 

rearranjando a equação I.4.2.2.13 da seguinte forma: 

e 
ns/ = mc+b 

2 W 

Eq. I.4.2.2.14 

Essa forma sugere que um gráfico de c/(n; /w) versus e gera uma linha reta de 

coeficiente angular m e intercepto b . 

Se o sistema experimental obedece -ao modelo, então aos valores de m e b 

podem ser atribuídos significados físicos, comparando a equação I.4.2.2.13 com as 

equações I.4.2.2.6 e I.4.2.2.10: 
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m = NAaº Eq. I.4.2.2.15 

A sp 

e 

m =k Eq. I.4.2.2.16 
b 

1.5 - Merocianina 540 

MC540 é um marcador anfipático fotosensível muito utilizado em aplicações 

médicas [Sieber et al, 1984; Sieber, 1987]. 

A figura I.5.1 mostra a estrutura química da merocianina 540. 

~O =tü NJCH213CH3 

~N),,,CH-CH=CH-CH )=s 
I N 

(CH2)3S03Na O lCH2)3CH3 

Figura 1.5.1- Estrutura química da merocianina 540 

Como MC540 é fotoexcitado por luz visível em comprimento de onda 

apropriado, MC540 pode inativar células leucêmicas, linfomas, neuroblastomas e 

células infectas por vírus [Sieber et al, 1984; Easton, et al, 1978; O 'Brien, et al, 

1990]. Apesar desses usos, tanto o mecanismo de ação, quanto à variação de 

afinidade por diferentes tipos de células ainda estão sob discussão. 

Experimentos com lipossomos artificiais mostraram que o marcador liga-se 

preferencialmente em lipossomos compostos por lipídios insaturados [Williamson 

et al, 1981, 1983]. MC540 é mais ligada a vesículas em temperaturas acima da 

temperatura de transição de fase. Se os lipossomos possuem a mesma composição 
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química, mas são de dimensões diferentes, MC540 irá ligar preferencialmente em 

lipossomos menores, isto é, os que possuem maior curvatura e conseqüentemente 

cabeça polares mais separadas [Williamson et al, 1981, 1983]. 

Segundo alguns trabalhos, o espectro de absorção de MC540 é quase 

independente do pH entre 3 e 8 [Pohl, 1976]. Por outro lado Sikurová e 

Cunderlíková reportaram que a forma espectral e as posições de picos de MC540 

em água permanecem praticamente inalteradas em valores de pH entre 1,7 e 7,6 a 

23 ± 2 ºC. A diminuição do pH de 5,5 para 1, 7 causa somente uma diminuição 

reversível do espectro de absorção e quenching da intensidade de fluorescência, 

sem o aparecimento de nenhuma outra nova banda espectral. O marcador precipita 

com o aumento da acidez. O aumento do pH acima de 7,6 em solução aquosa de 

MC540 resulta na formação irreversível de uma nova banda larga nos espectros de 

absorção (a 390 nm) e fluorescência (a 500 nm). Essa mudança irreversível pode ser 

devido ao ataque de íons hidroxila às moléculas de merocianina [Sikurová e 

C underlíková, 1997]. 

Os valores do coeficiente de absortividade molar de MC540 em água e em 

benzeno são dados na tabela I.5.1. 

Tabela 1.5.1 - Coeficientes de absortividade molar de NI;C540 em água -e em 
benzeno. 

Meio Comprimento de onda Coeficiente de absortividade molar 

nm moJ-1cm-1 

Água soo 6,1x104 ª 

Água 530 S,4x10-4 ª 

Benzeno 565 18,3x104
b 

ª Sikurová e e underlíková, 1997 h Lelkes e Miller, 1980 

MC540 localizada como monômero em sítios hidrofóbicos de bicamada 

lipídica apresenta uma absorção máxima de luz em 565 nm. Como dímero 

apresenta uma absorção máxima em 530 nm, decorrente da sua localização na regia 
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polar aquosa da bicamada, e MC540 em água apresenta absorção máxima em 500 

nm [Lelkes e Miller, 1980]. 

A constante de dimerização da merociaruna 540 foi utilizada na 

determinação nas diferenças de empacotamento de bicamadas em vesículas de 

lipídios de tamanhos diferentes (Arroyo et al., 1998]. 

MC540 também pode ser utilizada para detectar defeitos hidrofóbicos em 

bicamadas causados pela presença de N aCl em concentrações de até 50 mM 

(Carmona-Ribeiro, 1993]. 
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II - Materiais e Métodos 

11.1 - Obtenção de anfifílicus e preparação de vesículas 

Fosfatidilcolina (PC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), dihexadecilfosfato 

de sódio (DHP) e brometo de dioctadecildimetilamônio (DODAB) foram obtidos 

da Sigma e utilizados sem purificação prévia. 

Vesículas unilamelares pequenas de PC e DPPC foram obtidas por injeção 

etanólica de PC ou DPPC em tampão 2-(hidroximetil)-2-amino-1,3-propanodiol 

(Tris) 1 OmM, ou 4-(2-hidroxietil)-1-ácido piperzinoetanosulfônico (HEPES) 1 O 

mM, pH 6,4; 7,4 ou 8,2; ou H 20 com posterior diálise para eliminação de etanol 

[Bastzri e Korn, 1973; Kremer et al., 1977]. As vesículas foram posteriormente 

centrifugadas para eliminação de possíveis vesículas multilamelares formadas 

[Rapuano e Carmona-Ribeiro, 1997]. 

Vesículas unilamelares grandes de PC ou DPPC foram obtidas por injeção 

etérea de PC ou DPPC em tampão Tris ou HEPES 10 mM, pH 6,4; 7,4; 8,2 ou 

água (Deamer e Bangham, 1976]. 

Foram preparadas também vesículas de D PPC utilizando o método de 

dispersão de filme [New, 1994]. 

Vesículas unilamelares de DODAB e DHP foram obtidas por sonicação em 

H20, Tris ou HEPES, 10 mM, pH 6,4; 7,4 -ou 8,2, com posterior centrifugação 

para remoção de partículas de titânio adicionadas à solução devido ao sonicador, e 

remoção de eventuais vesículas multilamelares formadas [Fendler, 1980; Mortara et 

al., 1978]. 

Vesículas unilamelares grandes de DODAB foram obtidas por vaporização 

clorofórmica de DODAB em tampão Tris 10 mM, HEPES 10 mM, pH 6,4; 7,4; 

8,2 ou água [Carmona-Ribeiro e Chaimovich, 1983]. 
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A concentração de vesículas de PC, DPPC ou DHP foi determinada através 

de dosagem de fosfato [Rouser et al. 1970]. Neste método as amostras são secas em 

estufa (-100 ºC), em seguida são adicionados 0,3 mL de ácido perclórico 

concentrado, sendo em seguida colocadas em banho a 180 ºC por 4 horas. 

Após a digestão das amostras, adiciona-se 1 mL de água e 0,4 mL de 

molibdato de amônio, agita-se em seguida. Depois se adiciona em cada amostra 0,4 

mL de ácido ascórbico e agita-se novamente. 

As amostras são colocadas em banho de água fervente por 5 minutos e 

depois é lida a absorbância do complexo formado entre o molibdato e o fosfato a 

795- 797 nm. 

A concentração de vesículas de DODAB em H 2O foi determinada por 

microtitulação com Hg(NO3) 2 utilizando como indicador visual a difenilcarbazona 

(Schales e Schales, 1941]. Também é adicionado etanol absoluto à dispersão de 

vesículas para garantir seu rompimento. 

A concentração de vesículas em tampão Tris ou HEPES foi obtida através 

de solubilização do complexo Orange G /DODAB em micelas neutras utilizando 

as vesículas preparadas em água como padrão [Stelmo et al., 1987]. O complexo 

formado pelo anfifilico catiônico com Orange G é solubilizado por micelas neutras 

de Brij 35 e a variação da absorbância devido à formação do complexo comparada 

com a de padrão. O método detecta concentrações da ordem de 1 o-6 mol/L. 

Em todas as preparações foi utilizada água MilliQ. 

11.2 - Obtenção e caracterização das partículas de sílica 

As partículas de sílica hidrofilica (AEROSIL OX-50) foram obtidas da 

DEGUSSA S/ A. A área superficial específica destas partículas foi determinada por 

titulação potenciométrica em meio de 20% de NaCl com NaOH 0,1 M [Sears Jr., 

1956] e por adsorção de N 2 (BET) [Hiemenz, 1986; Brunauer et al., 1938]. A 

determinação de adsorção de nitrogênio (BET) foi gentileza do professor Dr. 
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Miguel Jafelicci Júnior do Instituto de Química da Universidade Estadual Paulista 

(UNESP) - Campus de Araraquara. 

As partículas utilizadas possuem área superficial específica de 25,98 m2 
/ g 

(BET), em bom acordo com a área superficial específica obtida por titulação 

potenciométrica, que foi 27 m 2 
/ g. A área superficial específica fornecida pela 

Degussa S / A para estas partículas é de 50 ± 15 m2 
/ g. Esta grande discrepância 

entre os valores de área superficial específica obtidas por BET e por titulação 

potenciométrica, e o valor de área superficial específica fornecida pela Degussa S/ A 

mostra a tendência dessas partículas agregarem. 

11.3 - Obtenção das superfícies planares de Si02 

As superfícies planares de SiO2 foram obtidas por oxidação térmica rápida de 

lâminas de silício monocristalino [Chiou, et al., 1990] tendo a espessura de SiO2 (30 

nm) determinada por elipsometria por cortesia do Laboratório de Sistemas 

Integráveis, EPUSP. 

11.4 -Determinação de isotermas de adsorção de anfifílicos a partir de 

vesículas sobre partículas de sílica. 

A interação entre vesículas e partículas foi induzida pe.la adição de vesículas 

às partículas e vortexação por alguns minutos em eppendorf fechado. As misturas 

de sílica e vesículas foram termostatizadas a uma temperatura acima da temperatura 

de transição de fase das bicamadas por uma hora. As temperaturas utilizadas foram 

as seguintes: 25ºC para PC; 42ºC para DODAB; 65ºC para DPPC e 72ºC para 

DHP. 

Todas as misturas de 1 mL continham 1 mg/mL de sílica, o que representa 

uma área superficial total de 2,60x10-2 m2
• 

Após o tempo de interação de 1 hora, as misturas foram centrifugadas a 

14000 rpm por uma hora a 15ºC para separar partículas de vesículas. O 
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sobrenadante foi utilizado para determinar a concentração de PC, DPPC, DHP ou 

DODAB. As isotermas de adsorção dos fosfolipídios ou anfifílicos sintéticos sobre 

as partículas foram obtidas a partir dessa determinação analítica e da área superficial 

específica e massa das dispersões de sílica em cada mistura. 

As isotermas que obedecem ao modelo de Langmuir foram linearizadas 

utilizando a seguinte equação: 

e 1 = -,----,-- + -----,-------,--
x / m (x/m)nuu k(x/m)nuu 

e Eq. II.4.1 

onde x/m é o número de moles de anfifílico adsorvidos em m metros quadrados 

de sílica, e é a concentração de anfifílico no sobrenadante e k é a constante de 

afinidade entre o anfifílico e a sílica CTackson et al., 1986]. 

A partir do gráfico de _e_ versus e podemos obter a adsorção máxima pelo 
x/m 

coeficiente angular e a constante de afinidade pela coeficiente linear da_ reta obtida. 

A tabela II.4.1 mostra o protocolo utilizado para determinação das isotermas 

de adsorção. 
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Tabela 11.4.1 - Protocolo para determinação das isotermas de adsorção entre PC, 
DPPC ou DODAB 2mM com dispersão de sílica em água ou tampão Tris ou 
HEPES 10 mM, pH 6,4; 7,4 ou 8,2. 

Número da mistura Volume de dispersão Volume de Volume de 
de vesícula tampão dispersão de sílica 

(µL) (µL) (µL) 

1 25 475 500 

2 50 450 500 

3 75 425 500 

4 100 400 500 

5 125 375 500 

6 150 350 500 

7 200 300 500 

8 225 275 500 

9 250 250 500 

10 300 200 500 

11 325 175 500 

12 350 150 500 

13 400 100 500 

14 425 75 500 

15 450 50 500 

16 500 

A tabela II.4.2 mostra a planilha de cálculo utilizada para calcular a 

quantidade de moléculas de fosfolipídio adsorvida por metro quadrado de sílica. 
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11.5 - Verificação de eventual interdigitação de vesículas fosfolipídicas 

usando merocianina 540 (M C540). 

Às vesículas de DPPC, preparadas pelo método de dispersão de filme foi 

adicionado etanol para se obter uma concentração final de etanol de 2,0 mols/L, 

concentração esta que causa a interdigitação da membrana [Komatsu e Rowe, 

1991]. A esta mistura foi adicionada MC540 (concentração final: 10-5molar) e então 

foi registrado o espectro óptico entre 400 e 600 nm, utilizando como branco uma 

dispersão de mesma concentração de vesículas e etanol, sem MC540, utilizando um 

espectrofotômetro Hitachi U2000 de duplo feixe. 

Todos os espectros foram normalizados para absorbância zero em 600 nm 

para evitar erro decorrente de diferença de turbidez e espalhamento de luz pelas 

vesículas [Arroyo et al., 1998]. 

11.6 - Determinação do efeito de partículas de SiO2 sobre os espectros 

de absorção de luz pela MC540 incorporada em membranas lipídicas. 

Para verificar se as partículas de SiO2 influenciam os espectros de absorção 

de luz pela MC540 incorporada a de vesículas, foi seguida a cinética de absorção de 

luz pela MC540 a 565 nm por 1 hora em presença de vesículas e ausência de 

partículas de sílica, depois foi seguida a cinética de absorção de luz pela MC540 em 

presença de vesículas e partículas de SiO2• A concentração de lipídios na mistura é 

aquela que corresponderia à adsorção de bicamada sobe as partículas de sílica 

(0,026 m~ pelas isotermas de adsorção. Ambas cinéticas foram registradas 

utilizando como branco uma dispersão vesicular de mesma concentração, sem 

MC540. Em todas as cinéticas a concentração final de MC540 era de 10-5 mols/L. 

O método é baseado assumindo-se que as moléculas de marcador que ficam 

oclusas entre a particular sólida e a bicamada depositada não absorvem a luz 

incidente. Como controle para redução de absorção espontânea ocorrendo da 

incorporação do marcador à superfície da bicamada, a absorbância a 565 nm foi 
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obtida em função do tempo para amostra contendo somente vesículas e marcador, 

na ausência de partículas. Também, qualquer efeito que as partículas de sílica 

pudessem ter sobre a absorção de luz do marcador foi controlado a partir de 

cinética para somente marcador e partículas. A porcentagem de deposição de 

bicamada foi calculada a partir da redução absorbância final, com o instante final 

sendo 60 minutos após a adição de partículas. A absorbância a 565 nm obtida pelo 

marcador depois de 1 hora de equilibração com vesículas será chamada de A,,. A 

absorbância a 565 nm obtida pelo marcador depois de 1 hora de equilibração com 

vesículas que foram adicionadas partículas no instante zero será chamada de Av+p· 

A redução de absorbância será: M = Av - Av+p· Se toda a superfície externa 

incorporada com marcador for depositada como uma bicamada recobrindo as 

partículas, a redução total de absorbância M deverá ser máxima e igual a Av. Se as 

vesículas não interagem com as partículas de sílica, não deverá ser observada 

redução e M deverá ser igual a zero. Se uma fração da densidade numérica total de 

vesículas estiver sendo usada para recobrir as partículas, a porcentagem de redução 

de absorbância será 100 M/ Av. Desde que o uso de todas as vesículas para 

recobrir partículas deverá requerer todas as moléculas de lipídios na dispersão e nós 

sabemos a quantidade total de lipídios em cada amostra, vamos dizer n moléculas, 

podemos assumir que uma redução de absorbância igual à Av é equivalente a 

empregar todas as moléculas de lipídios, isto é, n moléculas de lipídios para recobri 

a superfícies das partículas. Então, uma redução de absorbância igual a M irá 

requerer n M/ ~ moléculas de lipídio e a partir desta podemos obter facilmente o 

número total de moléculas de lipídios que adsorveram por m 2 de sílica, em 

moléculas por metro quadrado de sílica. A proporção de vesículas e partículas nas 

misturas foi estabelecida a partir da menor quantidade de lipídio necessária para 

atingir a adsorção máxima nas isotermas de adsorção para lipídios a partir de 

vesículas sobre partículas de sílica. 
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II. 7 - Determinação da tensão superficial de dispersões de vesículas. 

As dispersões de vesículas tiveram suas tensões superficiais determinadas 

utilizando o método clássico do anel de Du Nouy [Hiemenz, 1986], utilizando-se o 

Dynometer. Neste método mede-se a força necessária para desprender um anel de 

platina da superfície do líquido, suspendendo-se o anel, que está pendurado a um 

braço conectado a uma balança. 

Antes de se determinar a tensão superficial do sistema em estudo o 

Dynometer deve ser calibrado através de um líquido, cuja tensão superficial seja 

próxima da tensão superficial do sistema em estudo. Além do mais, devido à forte 

dependência da tensão superficial com a temperatura, a medida deve ser feita em 

um ambiente cuja temperatura não varie. Neste trabalho o líquido utilizado para 

calibrar o Dynometer foi água Milli-Q a 25ºC. 

11.8 - Determinação do ângulo de contato dinâmico de superfície 

planar de SiO2 em presença de dispersões de vesículas. 

Antes de cada interação a superfície de SiO2 foi limpa através de fervura por 

20 minutos, numa mistura de 1 NH4OH:1H2O 2:SH2O. 

A partir dos dados de tensão superficial e determinação da massa em função 

da profundidade de imersão de lâminas de SiO2 sendo imersas e emersas de uma 

dispersão de vesículas a uma velocidade de 1,5 mm/min, após interação por 1 hora, 

foram obtidos os ângulos de contato dinâmico de avanço ou de recesso, 

respectivamente, usando um Dynometer (BYK Gardner, Alemanha) [Salay, 1997; 

Lessa e Carmona-Ribeiro, 1996; Salay e Carmona-Ribeiro, 1998]. A concentração 

de lipídios na dispersão de vesículas utilizada neste experimento foi aquela em que 

nas isotermas de adsorção se obtinha a adsorção de bicamada sobre as partículas de 

sílica, mantendo-se a proporcionalidade em relação à área de SiO2 disponível para a 

adsorção, assim sendo, a concentração de lipídios utilizada neste experimento foi da 
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ordem de micromolar, pois a lâmina de SiO2 utilizada possuía 2,754 cm2
, enquanto 

que a área de sílica utilizadas nas isotermas era de 260 cm2
• 

O instrumento consiste em uma balança, na qual a lâmina é presa, e de um 

elevador sustentando a amostra líquida. A superfície líquida é lentamente movida 

ao longo da lâmina, e as forças exercidas sobre a lâmina são continuamente 

medidas em função da posição. A tensão superficial em qualquer local da fronteira 

de três fases causa uma força para baixo, enquanto o empuxo causa uma força para 

cima. A dispersão de vesículas é colocada em um béquer sobre a plataforma móvel. 

O sistema que mantém a lâmina é ajustado para alinhar a borda inferior da lâmina 

com a superfície líquida. O aparelho foi zerado com a lâmina sem contato com a 

superfície líquida. Imersão e retirada da lâmina ocorre pelo levantamento e 

abaixamento da plataforma, respectivamente. 

O valor do ângulo de contato é calculado pela equação abaixo 0ohnson et 

al., 1977]: 

onde, 

p =perímetro da lâmina ( cm) 

r = tensão superficial ( din/ cm) 

F =força sobre a lâmina (din) 

p = densidade da água (g/ mL) 

cos0 =( F\1h J 

g =aceleração da gravidade=978,8 din/ g 

A =área da seção transversal da lâmina (cm2) 

h =profundidade de imersão. 

A equação acima prevê uma relação linear entre F e h, se 0 é constante. 

Em uma dada velocidade constante e baixa. Para uma superfície lisa e homogênea 

com perímetro constante p, o ângulo de contato permanece constante ao longo do 

movimento Oohnson et al., 1977]. A força sobre a lâmina foi obtida da massa 
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aparente pesada na balança, no instante de contato da superfície líquida com a base 

da lâmina, multiplicada pela aceleração da gravidade. Para determinação de 0, a 

dependência da massa aparente corn a profundidade (distância) foi obtida primeiro 

para imersão (avanço) e então para emersão (recesso). 
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III - Resultados e Discussão. 

111.1 - Deposição de fosfolipídios como bkamada sobre sílica 

hidrofílica. 

Existe uma relação entre o mecanismo de adsorção molecular a uma 

superfície sólida e o tipo de isotenna de adsorção o brida [Giles et al., 1960]. Nessa 

seção será qualificada a adsorção para anfifílicos formadores de bicamadas sobre 

sílica, tendo como meta dois objetivos principais: (1) determinação da condição 

experimental para obtenção de deposição de bicamada; (2) estabelecer a correlação 

entre o tipo de isotenna da adsorção e o possível mecanismo de deposição de 

bicamada sobre superfície hidrofílica, tendo uma dispersão de partículas de sílica 

como modelo. 

A figura III.1.1 mostra uma isotenna de adsorção típica para vesículas 

pequenas de PC sobre AEROSIL OX-50 em tampão Tris 10 mM, pH 7,4, a 25ºC. 

A esta temperatura, a bicamada de PC está no estado líquido cristalino. 
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Figura 111.1.1- Isotermas de adsorção de PC a partir de vesículas pequenas sobre 
AEROSIL OX-50 (partícula coloidal de sílica com 50 nm de diâmetro) em Tris 10 
mM pH 7,4 a 25ºC. Vesículas pequenas foram centrifugadas a 14000 rpm antes da 
interação com as partículas (O). A curva obtida quando esta centrifugação 
preliminar não é feita também é mostrada (D). A linha horizontal representa a 
quantidade esperada para deposição de uma bicamada de PC sobre cada partícula 
de sílica, assumindo uma área por molécula de PC igual a O, 7 nm2

• 

A adsorção é langmuiriana até 0,4 mM de PC no sobrenadante. Essa forma é 

indicativa de orientação vertical do adsorbato com atração intermolecular 

particularmente forte [Giles et al., 1960]; isto é, o que é esperado para deposição de 

bicamada inteira. Na adsorção limite, 27x1017 moléculas de PC estão adsorvidas por 

metro quadrado de sílica, o que representa que cada molécula de PC está ocupando 

0,37 nm2
• Este valor é cerca de metade da área por monômero de PC em 

monocamada na interface ar/água, que é 0,70 nm2 sugerindo deposição de 

bicamada sobre a sílica hidrofílica. A centrifugação preliminar da dispersão de sílica 

antes da interação com sílica é importante para prevenir valores superestimados da 

adsorção de PC. Possivelmente, alguns lipossomos multilamelares de PC presentes 

na preparação de vesículas unilamelares pequenas (SUV) são separados juntamente 

com as partículas de sílica durante a centrifugação e a concentração de PC 
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determinada no sobrenadante será menor que a real. Essa superestimativa da 

quantidade adsorvida por ser facilmente eliminada pela centrifugação da dispersão 

de vesículas imediatamente antes da interação com a sílica. É interessante como a 

sílica hidrofílica origina a deposição de bicamada de PC em contraste com as 

bolinhas de vidro de bário titanato, que são mais hidrofóbicas e induzem o 

recobrimento com uma monocamada, expondo os grupos polares para a fase 

aquosa D ackson et al., 1987; Kalb et al 1992]. De fato, interação entre vesículas 

pequenas de PC e microesferas de poliestireno amidina também origina deposição 

de monocamada de PC sobre a superfície hidrofóbica de látex [Carmona-Ribeiro e 

Herrington, 1993]. Esses resultados podem ser compreendidos como um conjunto, 

assumindo um o papel decisivo para a natureza hidrofóbica/hidrofílica da 

superfície orientando a deposição de fosfolipídio neutro: deposição de 

monocamada em superfície hidrofóbica e deposição de bicamada em superfície 

hidrofílica. Uma terceira possibilidade pode ser a formação de ilhas de agregados 

moleculares sobre a superfície. 

A figura III.1.2 mostra isotermas de adsorção típicas para adsorção de 

vesículas pequenas de PC sobre AEROSIL OX-50 em água pura ou em tampão 10 

mM em três valores de pH e 25ºC. 
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Figura 111.1.2 - Isotermas de adsorção de PC a partir de vesículas pequenas, sobre 
sílica hidrofílica (50 nm de diâmetro) em água a 25ºC (A) ou 10 mM de Tris ou 
HEPES em pH 6,4 (B), 7,4 (C) ou 8,2 (D). Área superficial total em 1 mL de 
mistura de interação foi fixada em 0,026 m 2

• A linha horizontal representa a 
quantidade adsorvida esperada para deposição de uma única bicamada de PC sobre 
as partículas de sílica, assumindo uma área por molécula igual a 0,7 nm2

• 

Adsorção de PC a partir de vesículas pequenas em água ou em HEPES é 

representada por isotermas de adsorção de muito baixa afinidade em todos os pHs 

testados. Esta baixa afinidade não parece chegar em um valor de platô indicativo de 

deposição de bicamada. Por outro lado, em presença de 10 mM de Tris em pH 

S.7 ,4 (Figura III.1.2 B e C), a afinidade pela superfície de sílica é maior e a adsorção 

é langmuiriana até 0,4 mM de PC no sobrenadante. A figura III.1.2 também 

descreve a dependência de adsorção de bicamada de PC com a natureza do tampão. 

Para Tris, que possui grupos amino pro tonados (pHS.7 ,4), a afinidade entre 

vesículas de PC e superfície de sílica aumenta e se obtém deposição de bicamada 

(Figura III.1.2 B e C). Isso se torna compreensível assumindo adsorção de Tris 

positivamente carregado sobre a superfície de sílica. A possibilidade de formação 
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de pontes de hidrogênio entre o grupo -P=O das moléculas de PC e os grupos -

OH do Tris adsorvido deveria de fato aumentar a afinidade pela superfície de sílica. 

Aumentando o pH para 8,2, e sabendo-se que o pKa do Tris é pH 8,0, mais da 

metade das moléculas de Tris perderam sua carga positiva, assim a adsorção de Tris 

sobre sílica diminui, com isso diminuindo a adsorção de PC. Também é 

interessante observar que HEPES não causa efeito similar sobre adsorção de sílica 

(figura III.1.2). Isso também é explicado pela estrutura química do HEPES. Não é 

1 possível para o HEPES ser atraído eletrostaticamente pela sílica, o HEPES possui 

uma carga negativa no grupo sulfônico, assim HEPES tem caráter zwiteriônico ou 

carregado negativamente nos pHs testados. Isso explica porque PC não tem a 

afinidade aumentada na presença de HEPES (figura III.1.2): HEPES não é capaz 

de adsorver sobre a sílica. 

A figura III.1.3 mostra as estruturas químicas dos tampões Tris e HEPES. 

Tris: 2-(hidroximetil)-2-amino-1,3-propanodiol 

+ 
NH3 OH 

HO~ 

pKa = 8,08 
NH:2 OH 

HO~ + H+ 

OH 

HEPES: ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfônico 

o 
H~~&=o 

f-1\__/ ó- ~N"'~--"--J O + H+ pKa -7,47 \__/ Ó-

Figura 111.1.3 - Estruturas químicas dos tampões utilizados Tris e HEPES. 

Aumentando o pH de 6,4 até 8,2, há um aumento da carga superficial sobre 

a sílica [fadros e Lyklema, 1968; Milonjié, 1987]. Como PC é zwiteriônico, não é 
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esperado um efeito da carga superficial de sílica, e de fato, nenhum efeito foi 

observado para PC em água e HEPES em três diferentes pHs. O efeito de pH 

observado para adsorção de PC utilizando Tris como tampão foi mostrado como 

sendo associado com a carga positiva do tampão a pH::S7 ,4, sua conseqüente 

adsorção sobre a sílica e um aumento da adsorção de PC devido à pontes de 

hidrogênio entre o tampão adsorvido e PC. 

A figura III.1.4 mostra a linearização da isoterma de adsorção de PC a partir 

de vesículas pequenas sobre partículas de sílica hidrofílica em tampão Tris 10 mM, 

pH 7,4. 
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o L----'---'----'---'----'----'-----.J'----'--.__---'---=~-------------------~ 
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Figura 111.1.4 - Linearização da isoterma de adsorção de PC a partir de vesículas 
pequenas sobre partículas de sílica hidrofílica em tampão Tris 10 mM, pH 7,4. 

Adsorção de DPPC a partir de vesículas pequenas de DPPC sobre sílica em 

tampão Tris 10 mM pH 7,4 depende do estado físico da bicamada de DPPC como 

mostrado na figura III.1.5. 
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Figura 111.1.5 - Isotermas de adsorção de DPPC a partir de vesículas pequenas de 
DPPC sobre partículas de SiO2 em tampão Tris pH 7,4, 2SºC (D) vesículas 
pequenas de DPPC foram centrifugadas a 14000 rpm antes interação com sílica (O , 
ó ). A curva obtida quando esta centrifugação não é executada também é mostrada 
(D). Quando vesículas pequenas de DPPC e sílica interagem a 65ºC por 1 hora 
(ó ), a afinidade de DPPC pela sílica aumenta e recobrimento por bicamada é 
atingido em concentrações de DPPC no sobrenadante menores em comparação à 
situação a 25ºC (O).A linha horizontal representa a quantidade de DPPC requerida 
para adsorção de bicamada, assumindo que uma molécula de DPPC ocupa 0,5 nm2 

sobre a sílica. 

A ausência de centrifugação prévia resulta em superestimativa da quantidade 

adsorvida medida. A 65ºC, as vesículas de DPPC estão no estado líquido-cristalino, 

a afinidade da bicamada de DPPC pela sílica é significativamente maior do que a 

obtida a 25ºC para vesículas no estado gel. Vesículas no estado gel não fundem 

facilmente sobre a sílica para gerar deposição de bicamada como as vesículas em 

estado mais fluido. Entretanto, adsorção limite para ambas curvas parece ocorrer a 

40x1017 moléculas adsorvidas por metro quadrado de sílica. Esse valor é 

equivalente a uma área por monômero de 0,25nm2 por molécula de sílica, um valor 

compatível com a deposição de bicamada na adsorção máxima. Para dispersão de 



vesículas previamente centrifugadas, interação por 1 hora a 65ºC pode ter levado a 

deposição de bicamada. Interação entre vesículas pequenas unilamelares de DPPC 

e sílica durante 24 horas a 25ºC, embora ocorra menos rapidamente e com menor 

afinidade, pode também gerar deposição de bicamada de D PPC. O tempo de 

adsorção para vesículas sonicadas de DPPC sobre vidro de bário titanato foi 

descrito, com adsorçào de equihbrio ocorrendo em cerca de 1,5 h [Jackson et al., 

1986]. 

Isotermas de adsorção de vesículas pequenas de DPPC sobre sílica em água 

ou em 1 O mM de tampão em três valores de pH são mostradas na figura III.1.6. 
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Figura 111.1.6 - Isotermas de adsorçào de DPPC a partir de vesículas pequenas de 
DPPC sobre partículas de sílica em água a 65ºC (A) ou 10 mM de Tris ou HEPES 
a pH 6,4 (B), 7 ,4 (C), ou 8,2 (D). A área de SiO2 foi fixada em 0,026 m 2 por mL. A 
linha horizontal representa a adsorçào esperada para deposição de uma bicamada 
de DPPC sobre partículas de sílica, assumindo uma área por molécula de DPPC 
igual a 0,5 nm2

• 

Neste caso, a afinidade entre DPPC e sílica em água é maior que afinidade 

entre PC e sílica (figura III.1.6). A pH S7,4, a adsorção em presença de Tris 
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apresenta afinidades ligeiramente maiores pela superfície de sílica do que aquelas 

apresentadas na presença de HEPES (figura III.1.6 B e C). Deposição de bicamada 

descrita a partir de dois platôs bem definidos na figura III.1.6 C parecem ter ~ugar 

em pH 7,4 para ambos os tampões. Esse platô ocorre a 40x1017 moléculas de 

DPPC adsorvidas por metro quadrado de sílica, o que significa a deposição de uma 

bicamada. 

Sílica adsorve vários cátions com alta afinidade [fadros e Lyklema, 1968]. 

Entre esses estão os cátions orgânicos como o DODAB e cloreto de 

tetraetilamônio (TEA) [fadros e Lyklema, 1968; Milonjié, 1987]. O tampão Tris, 

também é um sal orgânico, e não deve ser uma exceção, principalmente em 

pH:58,0, pH onde Tris está 50% dissociado e conseqüentemente, 50% das 

moléculas de Tris são cátions orgânicos positivamente carregados. O efeito de 

tampão sobre adsorção de fosfolipídio é claramente visto pela substituição de Tris 

por HEPES em três valores de pH. Afinidade de PC pela superfície sólida é mais 

alta em Tris do que em HEPES. Adsorção de Trissobre sílica leva a um aumento 

na densidade superficial de hidroxilas para formação de ponte de hidrogênio com 

-P=O do fosfolipídio. Como HEPES não é um cátion orgânico, em sua presença, 

a afinidade de fosfolipídio pela sílica mantém-se baixa. 

A figura III.1.7 mostra a linearização da isoterma de adsorção de DPPC a 

partir de vesículas pequenas sobre partículas de sílica hidrofílica, em tampão Tris 1 O 

mM, pH 7 ,4, a 65 ºC. 
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Figura 111.1.7 - Linearização da isoterma de adsorção de DPPC a partir de 
vesículas pequenas sobre partículas de sílica hidrofílica, em tampão Tris 10 mM, pH 
7 ,4, a 65 ºC, a dispersão de vesículas foi previamente centrifugada. 

111.2 - Deposição de anfifílicos sintéticos catiônicos e aniônicos 

formadores de bicamadas sobre sílica 

A adsorção de DHP a partir de vesículas pequenas sobre sílica hidrofílica é 

representada por isotermas do tipo S (figura III.2.1). 
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Figura 111.2.1 - Isotermas de adsorção DHP a partir de vesículas pequenas sobre 
partículas de sílica, em Tris 5 mM, a 25ºC e pH 7,4 (D,•), 7,0 (O), e 6,4 (6 ). Não 
foi observado efeito de centrifugação preliminar da dispersão de vesículas. No 
entanto, as dispersões de vesículas foram sistematicamente centrifugadas antes da 
obtenção do efeito de pH sobre a adsorção de DHP. Note que pequena quantidade 
adsorvida for obtida em todos os casos. 

Quanto mais DHP é adsorvido, mais fácil é para quantidades adicionais de 

DHP ser fixada. Na prática, a curva S usualmente aparece quando três condições 

são preenchidas: (1) o adsorbato é mono funcional, isto é, a molécula a ser 

adsorvida tem um resíduo hidrofóbico grande (C>S); (2) o adsorbato tem 

moderada atração intermolecular, causando um empacotamento vertical na camada 

adsorvida; e (3) o adsorbato encontra forte competição, pelos sítios do substrato, a 

partir de moléculas do solvente e outras espécies adsorvidas [Giles et al, 1960]. Na 

verdade a superfície de sílica contém moléculas de água que estão ligadas à 

superfície por pontes de hidrogênio com os grupos silanóis, assim a cabeça de 

fosfato de DHP encontra forte competição com as moléculas de água para se ligar 

via ponte de hidrogênio à superfície de sílica. Além disso, a pH 7 ,4 e 0,01 M de sal 

a superfície de sílica está negativamente carregada [Tadros e Lyklema, 1968; 
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Milonjié, 1987]. A pH 7,4, a densidade de carga sobre a sílica é -11 µC/cm 2 

[f adros, Lyklema, 1968]. A repulsão eletrostática afasta as moléculas aniônicas de 

DHP da superfície da sílica. Conseqüentemente, a adsorção de DHP mantém-se 

bem abaixo das obtidas para fosfolipídios em faixas de concentrações equivalentes. 

DHP não deposita como bicamada contínua sobre sílica, mesmo para os menores 

valores de pH. O pKa do fosfato em vesículas de DHP é estimado como 6,5 - 7,0 

[Carmona-Ribeiro e Hix, 1991]. Assim, diminuindo a carga da superfície da vesícula 

de DHP por diminuição do pH de 7,4 a 6,4 ou 7,0 consistentemente, há um 

pequeno, mas significativo aumento na adsorção. 

Em contraste, a afinidade de DODAB, um anfifílico catiônico, por sílica é 

tão alta que adsorção de bicamada parece ser sempre acompanhada por adesão de 

vesícula às partículas de sílica (figuras III.2.2 e III.2.3). 
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Figura 111.2.2 - Isotermas de adsorção de DODAB a partir de vesículas pequenas 
sobre AEROSIL OX-50 em Tris 10 mM, pH 8,2. Centrifugação preliminar das 
dispersões de vesículas (14000 rpm, 1h) for executado para ambas isotermas. 
Interação entre vesículas e partículas foi feita durante 1 hora a 42 ºC, i.e, acima da 
temperatura de transição de fase para bicamadas de DODAB. As vesículas 
utilizadas foram preparadas com 1 h (D) ou 92 horas (O) de antecedência. A linha 
horizontal representa a quantidade requerida para deposição de uma bicamada de 
DODAB por partícula de sílica, assumindo 0,6 nm2 como área por molécula de 
DODAB. 
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Figura 111.2.3 - Isotermas de adsorção de DODAB a partir de vesículas pequenas 
sobre AEROSIL OX-50 em Tris 10 m.M, pH 7,4 a duas temperaturas diferentes de 
interação e com (b) ou sem (a) centrifugação preliminar. Partículas e vesículas 
interagiram por 1 h a 25 ou 42ºC. Não foi observado efeito de centrifugação ou 
temperatura de interação dentro dos limites de erro experimental. 

Uma observação comum em todas as isotermas é que elas são do tipo H (alta 

afinidade). Em geral este tipo de isoterma é obtido quando o adsorbato tem tão alta 

afinidade que, em soluções diluídas, é completamente adsorvido, ou pelo menos 

quantidades remanescentes na solução não são mensuráveis. A parte inicial da 

isoterma é vertical. As espécies adsorvidas são, freqüentemente, unidades grandes, 

isto é, micelas iônicas ou moléculas poliméricas [Giles et al, 1960]. Algumas vezes 

as espécies adsorvidas são íons simples que trocam com outros de menor afinidade 

pela superfície [Giles et al, 1960]. Essa alta afinidade entre DODAB e sílica é 

compatível com a formação de par iônico entre os grupos silanóis dissociados da 

sílica e os grupos amônio quaternário do DODAB. Esta alta afinidade 

possivelmente gera um agregado de vesículas pequenas de DODAB sobre 

partículas de sílica, pois os níveis de adsorção de DODAB em baixas concentrações 

no sobrenadante são maiores que o esperado para recobrimento com uma 

bicamada. Contudo, com o aumento da concentração de DODAB, a quantidade 

adsorvida diminui, tendendo ao que é esperado para recobrimento com bicamada. 
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Em suma, isotermas de adsorção para DODAB sobre sílica pertencem ao tipo H 

com um máximo (Hmx). Em geral, esse tipo de isoterma resulta da associação do 

adsorbato em solução [Giles et al., 1960], isto é, aumentando a concentração de 

DODAB, a interação vesícula/vesícula em solução aumenta mais rapidamente que 

a atração pelo substrato (sílica). Na verdade, vesículas de DODAB sonicadas 

interagem entre si devido à sua preferência por menor curvatura, presença de 

fragmentos de bicamada, tendência a formar lipossomos multilamelares, tendência 

a fundir, etc [Carmona-Ribeiro, 1992]. Conseqüentemente, vesículas que 

permanecem em solução agem como seqüestradoras do excesso de vesículas na 

superfície de sílica e assim a deposição de bicamada ocorre somente em altas 

concentrações de DODAB no sobrenadante. 

O efeito da idade das vesículas sobre a adsorção foi determinado a pH 8,2 

por 1 hora de interação a 42ºC. Vesículas com duas idades diferentes foram usadas 

(1 e 92 horas) (figura III.2.2). Centrifugação preliminar foi feita antes de misturar 

vesículas e partículas. Dentro do erro experimental não há efeito da idade da 

vesícula sobre a adsorção máxima ou sobre a deposição de bicamada (figura 

III.2.2) . Também, centrifugação preliminar ou estado físico da bicamada não parece 

de importância na determinação da adsorção de DODAB sobre sílica (figura 

III.2.3). Isso é consistente com um mecanismo de adsórção para DODAB 

envolvendo a formação de par iônico do tetralquilamônio e o silanol deprotonado, 

uma interação de superfície que não deve depender da fluidez da bicamada e deve 

ser efetiva no surgimento da ruptura da bicamada em seu contato com a partícula 

de sílica, a qual é essencial para o recobrimento com uma bicamada. Em geral, a 

atração eletrostática entre partículas de sílica e vesículas catiônicas efetivamente 

gera a deposição de bicamada. 

A figura III.2.3 mostra o efeito da natureza do tampão e pH sobre a 

adsorção de DODAB em partículas de sílica hidrofílica. 
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Figura 111.2.4 - Isotermas de adsorção de DODAB a partir de vesículas pequenas 
sobre sílica hidrofílica, em água a 42ºC (A) ou 1 O mM Tris ou HEPES a pH 6,4 (B), 
7,4 (C) ou 8,2 (D). A área de sílica foi fixada em 0,026 m2 por mL. A linha 
horizontal representa a adsorção esperada para deposição de bicamada sobre 
partículas de sílica, assumindo uma área por molécula de DODAB igual a 0,6 nm2

• 

Na figura III.2.4, aumentando a densidade de carga da superfície, decorrente 

do aumento do pH de 6,4 a 8,2, a quantidade máxima de DODAB adsorvida 

aumenta. Também, em HEPES a adsorção parece ser sistematicamente maior do 

que em Tris (figura III.2.4 B, C e D). Isso pode ser explicado devido à ausência de 

adsorção específica de HEPES sobre sílica gerando uma maior densidade de carga 

sobre a superfície. Em água, quando a densidade de carga sobre a superfície da 

sílica é a menor possível [Tadros e Lyklema, 1968], há uma tendência de desorção 

da bicamada (figura III.2.4 A). A afinidade de DODAB pela sílica mantém-se alta, 

mas a adsorção monotonicamente decresce a zero em função da concentração de 

DODAB no sobrenadante. Adsorção de bicamada de DODAB, atingida em 

concentrações baixas de DODAB no sobrenadante e devida à formação de pares 

iônicos, as vesículas adsorvidas podem ser facilmente removidas por interação 

intervesículas. Assim na menor densidade de carga de sílica em água (-1 µC/cm2) 
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[Tadros e Lyklema, 1968], apesar da ocorrência de deposição de bicamada de 

DODAB a baixas concentrações de DODAB no sobrenadante, o recobrimento 

não é estável. 

Cátions orgânicos monovalentes como tetraetilamônio (TEA) 

substancialmente aumentam a densidade superficial de sílica em comparação com a 

densidade obtida na presença de sais inorgânicos monovalentes [Tadros e Lyklema, 

1968] (Tabela III.2.1). 

Tabela 111.2.1 - Densidade superficial de carga sobre sílica e vesículas em função 
do pH em 0,01M de KCl, NaCl\ ou cloreto de tetraetilamônio (TEA/. 

Densidade superficial de carga (µC/ cm2
) 

Sílica 

pH 0,01 M KCl TEA 

6,0 -1 -10 

6,4 -3 -10 

7,4 -8 -11 

8,2 -18 -14 

ªCarmona-Ribeiro e Midmore, 1992 

~adros e Lyklema, 1968 

Vesículas 

0,001M KCl DODAB 

2c 

-1 

'Em 0,010 M de NaCl 

DHP 

-2c 

Tris também é um cátion orgânico em pH:S8,0 e é comparável ao TEA. A 

mudança do pH de 6,0 a 7 ,4 não causa substancial alteração na densidade 

superficial de carga sobre a sílica em presença de 10 mM de TEA (tabela III.2.1). 

Assim, assumindo que a densidade superficial de carga da sílica em Tris 10 mM 

segue o mesmo padrão como em TEA em função do pH, nenhum efeito de pH 

sobre a adsorção de DODAB entre pH 6,0 e 7,4 é esperado. De fato, na presença 

de Tris como tampão, adsorção de DODAB sobre sílica não parece ser muito 

afetada pelo pH na faixa de pH de 6,4 a 7 ,4. Em baixas concentrações de DODAB 

no sobrenadante, considerando as grandes barras de erro na figura III.2.4, que são 

esperadas devido a sensibilidade do método (10 µM DODAB), uma significante 

diferença nas isotermas de adsorção de DODAB foi obtida em HEPES a pH 7,4 e 
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8,2, consistente com -10 e -14 µC/cm 2 para densidades superficiais de carga sobre 

sílica, respectivamente. Porém, comparando a adsorção de DODAB em dois 

extremos de densidade de carga com - 1 (água pura, pH 6,4) e -11 µC / cm2 (Tris 10 

mM pH 6,4). Conclui-se que uma certa densidade de carga, maior que -1 µC/ cm2 é 

requerida para estabilizar a bicamada catiônica adsorvida ao suporte de sílica. 

A figura III.2.5 mostra como varia a adsorção de DODAB sobre sílica 

hidrofílica em função de densidade superficial da sílica em quatro concentrações de 

D ODAB no sobrenadante. 
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Figura 111.2.5 - Adsorção de DODAB em sílica hidrofílica em função da 
densidade superficial de carga da sílica em quatro concentrações de DODAB no 
sobrenadante: 0,25 mM (• ), 0,50 mM (• ), 0,75 mM (.à) e 1,00 mM (T ). As 
densidades superficiais de carga foram obtidas da tabela III.2.1. 

Podemos perceber que a adsorção de DODAB sobre sílica hidrofílica 

aumenta exponencialmente com a densidade superficial de carga negativa sobre a 

sílica. Esta dependência indica a adsorção é dirigida via formação de pares iônicos 

entre a o grupo amônio quaternário da cabeça polar do DOD AB e os grupos 

silanóis dissociados da sílica. 
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A figura III.2.6 mostra a linearização da isoterma adsorção de DODAB 

sobre partículas de sílica hidrofílica em tampão Tris 10 mM, pH 7,4. A dispersão de 

vesículas foi previamente centrifugada e a interação ocorreu por 1 hora a 42 ºC. 

/
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.....J 1 1 NE / {x/ m) =l32,60x10
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Figura 111.2.6 - Linearização da isoterma de adsorção de DODAB a partir de 
vesículas pequenas sobre partículas de sílica hidrofílica, em tampão Tris 10 mM, pH 
7 ,4, a 42 ºC, a dispersão de vesículas foi previamente centrifugada. 

A tabela III.2.2 mostra as constantes de afinidade e adsorção máxima obtidas 

pelas linearizações das isotermas de adsorção dos anfifílicos (PC, DPPC e 

DODAB) sobre sílica hidrofílica. 

Tabela 111.2.2 - Constantes de afinidade (k) e adsorção máxima ({x/m)
111
áJ,obtidas 

pelas linearizações das isotermas de adsorção dos anfifílicos (PC, DPPC e 
DODAB) sobre sílica hidrofílica em tampão Tris 10 mM, pH 7,4, assim como a 
adsorção esperada para deposição de uma bicamada (nbicamadJ. 

Vesícula 

PC 

DPPC 

DODAB 

Temperatura 

ºC 

25 

65 

42 

k 

(103 L . moi-1
) 

19,8 

239 

632 

(x/m)máx nbicamada 

(1017 moléculas / m2) 

32,4 28,6 

34,4 40,0 

45,4 33,3 
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A partir dos linearizações das isotermas de adsorção é possível definir uma 

ordem de a.finidade entre as vesículas e as partículas de sílica hidrofílica: DHP < PC 

< DPPC < DODAB. 

Pode-se discutir a validade do modelo de Langmuir para obtenção dessa 

ordem de afinidades das diferentes vesículas pela sílica hidrofílica. De fato o 

modelo foi elaborado para adsorção de monômeros a partir da solução sobre a 

superfície adsorvente. Todavia, entendendo que a adsorção dos anfifílicos 

formadores de bicamada se dá a partir de vesículas inteiras O ackson et al, 1987; 

Camona-Ribeiro e Midmore, 1992] podemos assumir a constante de afinidade 

como uma constante de afinidade entre a vesícula e a superfície. 

111.3 - Deposição de bicamada a partir de vesículas sobre partículas 

sólidas determinada por oclusão da merocianina 540. 

A figura III.3.1 mostra os espectros ópticos de merocianina 540 (MC540) na 

presença de três diferentes dispersões de vesículas: PC (figura III.3.1 A), DPPC 

(figura III.3.1 B) e DODAB (figura III.3.1 C). 
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Figura 111.3.1 - Espectros ópticos de MC540 incorporada em vesículas de PC (A), 
DPPC (B), ou DODAB (C), a 1,00, 0,98 e 1,01 mM de lipídio, respectivamente, 
abaixo (-) ou acima (- ) da temperatura de transição de fase. As vesículas foram 
obtidas por vortexação em água pura de um filme lipídico. A concentração final de 
MC540 foi fixada em 0,01 O mM. 

Os espectros indicam claramente a dependência da absorção de luz pela 

MC540 com o estado físico da bicamada e sobre a estrutura química do lipídio em 

cada tipo de vesícula. Três picos de absorbância podem ser identificados nos 

espectros: em 565, 530 e 500 nm, previamente descrito como marcador na forma 

monomérica ou dimérica, ambos ligados à bicamada, ou o marcador na fase 

aquosa, respectivamente (Lelkes e Miller, 1980; Arroyo et al, 1998]. A relação de 

intensidade monômero/ dímero tem sido relatada como a quantidade de defeitos 

hidrofóbicos na membrana (Lelkes e Miller, 1980; Arroyo et al, 1998]. 

A figura III.3.2 mostra uma sugestão da localização da MC540, como 

monômero, sobre uma bicamada fosfolipídica, esta sugestão foi adaptada de Lelkes 

e Miller (Lelkes e Miller, 1980]. 
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Figura 111.3.2 - Localização da merocianina 540 monomérica sobre a superfície de 
uma bicamada fosfolipídica [Lelkes e Miller, 1980]. 

Uma vez adicionada ao compartimento externo das vesículas, MC540 irá 

particionar entre a membrana e a fase aquosa, mostrando um pico de absorbância 

em 565 nm, que é típico da absorção de monômero incorporado à superfície da 

bicamada. A fração de oclusão do marcador a partir do marcador monomérico total 

sobre a dispersão de vesículas irá dar uma medida quantitativa da deposição sobre a 

sílica em qualquer tempo. 

Como a maioria das vesículas foi preparada por injeção etanólica, e o etanol 

pode causar interdigitação de membranas fosfolipídicas [Komatsu e Rowe, 1991] 

foi necessário verificar se a merocianina 540 seria capaz de se 1ncorporar em 

membranas interdigitadas, para isso seria necessário verificar se a presença de 

etanol modificaria o espectro de absorção de luz pela MC540 em diversas 

concentrações de etanol. A figura III.3.3 mostra os espectros de absorção de luz 

pela MC540 em água com diferentes concentrações de etanol, na ausência de 

qualquer dispersão lipídica. 
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Figura 111.3.3 - Espectros de absorção de luz pela MC540 em água com diferentes 
concentrações de etanol a 25ºC. · 

Como mostrado na figura III.3.3, os espectros ópticos de MC540 em água e 

em presença de etanol não são modificados. A presença ou ausência de etanol não 

interfere no perfil do espectro de absorção de luz pela MC540 em solução. Assim 

sendo, fomos verificar se a retirada de etanol por diálise exaustiva ( 4 trocas de 2 

litros, 16 horas) alteraria o perfil do espectro de absorção de MC540 em bicamadas. 

A figura III.3.4 mostra os espectros ópticos de MC540 em presença de vesículas 

pequenas de PC antes e depois da diálise, com uma concentração inicial de etanol 

de 7 ,5%, o que corresponde a 1,29 molar de etanol. 
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Figura 111.3.4 - Espectros de absorção de MC540 em presença de vesículas de PC 
a 25 ºC obtidas por injeção etanólica, com uma concentração final de etanol de 
7,5%, antes (a) e depois (b) da diálise. 

Como mostrado pela figura III.3.4, a presença ou ausência de etanol, não 

interfere no espectro óptico de MC540 em vesículas, o mesmo foi observado para 

as outras vesículas estudadas: não houve efeito de etanol utilizado para a 

preparação das vesículas. 

A figura III.3.5 mostra os espectros de absorção de luz pela MC540 em 

presença de vesículas grandes de D PPC, preparadas pelo método de dispersão de 

filme lipídico em água, na presença de 2,0 mols/L de etanol. Também é mostrado o 

espectro de absorção de luz pela MC540 na presença de vesículas grandes de 

DPPC preparadas pelo método de injeção etérea na completa ausência de etanol, 

assim como o espectro de MC540 em água, na ausência de vesículas e etanol. 
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Figura 111.3.5 - Espectros de absorção de luz pela MCS40 em presença de 
vesículas grandes de D PPC, preparadas pelo método de dispersão de filme lipídico 
em água, na presença de 2,0 molar de etanol(-), a concentração de DPPC era de 
1,0 mM. O espectro de absorção de luz pela MC540 na presença de vesículas 
grandes de DPPC preparadas pelo método de injeção etérea na ausência de etanol 
(- ) também é mostrado, a concentração de DPPC era de 0,77 mM. O espectro 
de MC540 em água também é apresentado (- ). A concentração de MCS40 foi 
fixada em 10-5 mols/L. 

Como mostra a figura III.3.5, a presença de 2,0 mols/L de etanol não 

modifica o espectro da MC540 em relação ao espectro em água. Quando 

comparamos o espectro da MCS40 com e sem etanol na presença de vesículas 

grandes de DPPC percebemos que há uma mudança no perfil do espectro, o que 

significa que a MC540 em presença de vesículas interdigitadas (com 2,0 mols/L de 

etanol) não se incorpora há membrana. Pelo esquema mostrado na figura III.3.2 

podemos verificar que para a MCS40 se incorporar na membrana a MCS40 

necessita que os dipolos do grupamento glicerol estejam alinhados. Para uma 

membrana interdigitada estes dipolos não estão alinhados, e sim invertidos, assim 

sendo a MC540 não pode ser incorporada na membrana fosfolipídica interdigitada. 

O pico de absorção em da MCS40 na forma monomérica ligada à superfície 

da vesícula foi utilizado para seguir as cinéticas da deposição de bicamada sobre 
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partículas de sílica. Por oclusão, há a conseqüente redução do pico de absorção a 

565 nm quando a bicamada é depositada sobre a partícula de sílica. 

As figuras III.3.6, III.3.7 e III.3.8 mostram como varia a absorbância de 

MC540 a 565 nm com o tempo, na presença de vesículas de PC, DPPC ou 

DODAB, em tampão Tris ou HEPES 10 mM, pH 7,4, na presença ou ausência de 

partículas de sílica. 
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Figura 111.3.6 - Cinética de absorção de luz pela MC540 em Tris (a) ou HEPES 
10 mM (b), pH 7,4, a 25ºC na presença (- ) ou ausência (-) de partículas de 
sílica. A área de partículas de sílica presente é 0,026 m2, a concentração de MC540 
em todas as cinéticas é 10-5 molar. As vesículas foram preparadas por injeção 
etanólica. A relação entre área de vesículas e área de partículas é de 3,69 (a) e 4,76 
(b). 
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Figura 111.3.7 - Cinética de absorção de luz pela MC540 em Tris (a) ou HEPES 
10 mM (b), pH 7,4, a 65ºC ou HEPES, pH 7,4, a 25ºC (c) na presença (- ) ou 
ausência (-) de partículas de sílica. A área de partículas de sílica presente é 0,026 
m 2

, a concentração de MC540 em todas as cinéticas é 10-5 molar. As vesículas 
foram preparadas por injeção etanólica. A relação entre área de vesículas e área de 
partículas é de 3,38 (a) e 3,18 (b e c). 
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Figura 111.3.8 - Absorbância de MC540 a 565 nm e 25ºC em função do tempo (A 
e C) e espectro óptico de MC540 (B e D). MC540 em água ou HEPES (-) ou em 
SiO2 ( - ), ou em vesículas pequenas de DODAB (- ), que foram preparados por 
sonicação em água (A e B) ou HEPES, pH 7 ,4 (C e D), ou em vesículas pequenas 
misturadas a partículas de sílica (- ). Concentração de DODAB é 0,675 (A e B) ou 
0,702 mM (C e D). Concentração final de MC540 foi fixada em 0,01 mM. 
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Pelas cinéticas apresentadas, podemos verificar que para vesículas pequenas 

de PC (figura III.3.6), em Tris (a) ou HEPES (b), pH 7,4, as partículas de sílica 

causam uma diminuição na absorbância de MC540 a 565 nm, o que indica que a 

MC540 está sendo encapsulada entre a membrana devido ao contato com o 

particulado de sílica. 

A figura III.3.7 mostra que na presença de vesículas pequenas de DPPC em 

Tris (a) ou HEPES (b), pH 7,4 a 65ºC, em contato com as partículas de sílica, a 

MC540 está sendo encapsulada entre a membrana e a partícula de sílica, pois a 

absorbância a 565 nm diminui com o tempo. Isso pode estar mostrando que as 

vesículas pequenas de DPPC se rompem e recobrem a sílica com uma bicamada, 

causando a oclusão da MC540 entre a membrana e a partícula. 

Uma pequena diminuição da absorbância a 565 nm é observada para 

vesículas pequenas de DPPC em tampão HEPES, pH 7,4 a 25ºC (figura III.3.7, c) 

o que estaria mostrando que abaixo da temperatura de transição de fase, as 

vesículas não se rompem ao contatar as partículas de sílica, ocorrendo apenas 

adesão das vesículas sobre as partículas de sílica. 

Para MC540 incorporada na superfície externa de vesículas pequenas de 

DODAB, o efeito das partículas de sílica sobre absorbância a 565 nm em função 

do tempo é mostrado na figura III.3.8 A e C. Todos os controles essenciais foram 

feitos para mostrar, por exemplo, que as partículas não causam mudanças no 

espectro da MC540 obtida em água pura (Figura III.3.8 B e D), mas as partículas 

adicionadas à membrana causam redução da absorbância da MC540, previamente 

incorporada na membrana, a 565 nm. A porcentagem de redução permite calcular a 

fração de moléculas de lipídios que contribuem para oclusão do marcador (tabela 

III.3.1). Essa tabela mostra a quantidade para o número de moléculas de lipídio que 

contribuem para a oclusão por metro quadrado de sílica depois de 1 hora de 

101 



interação, nads th, que são muito similares àqueles obtidos pelas isotermas de 

adsorção. 

Tabela 111.3.1 - Oclusão de MC540 a partir da redução a 565 nm depois da 
interação entre vesículas unilamelares lipídicas com MC540 adsorvida na superfície 
externa e sílica. A redução total de absorbância (M) em 1 hora de interação entre 
vesículas e partículas foi calculado como uma porcentagem da absorbância sem as 
partículas (Av) quando às vesículas marcadas externamente com MC540 foi 
adicionada a dispersão de sílica a uma área superficial final de 0,026 m 2

• A partir da 
porcentagem de redução, o número de moléculas de lipídios adsorvidas sobre sílica 
(nads,nJ foi calculado. Vesículas de PC e DPPC foram obtidas por injeção etanólica, 
enquanto vesículas de DODAB foram obtidas por sonicação. A concentração de 
lipídio final C está expressa em mM. 

Lipídio/e Tampão/ temperatura 100M/Av n , ds, Ih nbicamada 

mM ºC / 1017 moléculas m-2 

PC/0,454 Tris/25 13,8 14,7 28,6 

PC/0,588 HEPES/25 28,3 38,8 28,6 

DPPC/0,584 Tris/65 26,6 36,3 40,0 

DPPC/0,549 HEPES/65 33,9 43,5 40,0 

DPPC/0,549 HEPES/25 14,9 19,2 40,0 

DODAB/0,675 ÁGUA/25 28,3 44,3 33,3 

DODAB/0,702 HEPES/ 25 33,8 54,9 33,3 

Em temperatura ambiente, a deposição de bicamada fosfolipídica não parece 

ser completa e/ ou pode ser correspondente à mera agregação de vesículas sobre 

partículas de sílica como descrito a partir dos valores de nads,th que desviam dos 

valores esperados para deposição de bicamada (tabela III.3.1). No entanto, para 

vesículas de DPPC misturadas com sílica a 65ºC, há uma boa concordância entre 

nads th e o valor esperado para deposição de bicamada. Possivelmente, deposição de , 

bicamada a temperatura ambiente pode ocorrer depois de um longo tempo e altas 

concentrações de fosfolipídios para se tornar completa devido· à baixa afinidade dos 

fosfolipídios pela superfície de sílica. 
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Para a adsorção de DODAB sobre sílica, este método indica uma deposição 

superior ao que seria esperado para adsorção de bicamada. As isotermas de 

adsorção de DODAB sobre sílica (figuras III.2.2, III.2.3, e III.2.4) mostram que a 

adsorção é maior do que o esperado para deposição de bicamada para 

concentrações inferiores a 1,0 mM. 

As figuras III.3. 9, III.3.1 O, III.3.11 mostram as cinéticas de adsorção de PC, 

DPPC ou DODAB, respectivamente, sobre sílica hidrofílica. As adsorções foram 

obtidas das cinéticas de absorção de luz pela MC540 na presença de vesículas e 

partículas de sílica. 
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Figura IIl.3.9 - Cinética de adsorção de PC sobre sílica hidrofílica em Tris (•) ou 
HEPES (• ). As concentrações de PC nas misturas eram 0,454 mM em Tris e 0,588 
mM em HEPES. As cinéticas foram obtidas a partir da redução de absorção de luz 
pela MC540 em presença de partículas de sílica. 
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Figura 111.3.10 - Cinética de adsorção de DPPC sobre sílica hidrofílica em Tris (• ) 
ou HEPES (• ) a 65ºC ou em HEPES a 25 ºC (• )- As concentrações de DPPC nas 
misturas eram 0,584 mM em Tris e 0,549 mM em HEPES. As cinéticas foram 
obtidas a partir da redução de absorção de luz pela MC540 em presença de 
partículas de sílica. 
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Figura 111.3.111 - Cinética de adsorção de DODAB sobre sílica hidrofílica em 
água (• ) ou HEPE S (• ) a 25 ºC . As concentrações de DODAB nas misturas eram 
0,675 mM em água e 0,702 mM em HEPES. As cinéticas foram obtidas a partir da 
redução de absorção de luz pela MC540 em presença de partículas de sílica. 

Podemos perceber que o equihbrio na adsorção de PC a 25 ºC e DPPC a 

65ºC sobre sílica ocorre por volta de 10 minutos (figura III.3.9), enquanto que para 
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111.4 - Efeito de vesículas sobre a molhabilidade de óxido de sílicio. 

O efeito da presença de vesículas sobre a molhabilidade das superfícies 

planares de óxido de silício foi determinado por medidas de ângulo de contato, 

utilizando o método de Wilhelmy modificado. 

A figura III.4.1 mostra as curvas típicas de variação de massa aparente 

durante o avanço e recesso da superfície de Si02 em contato com uma dispersão de 

vesículas de DPPC, após 1 hora de interação. 
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Figura 111.4.1 - Curvas típicas de variação de massa aparente com o tempo 
durante o avanço (A) ou recesso (B) da superfície de Si02 em contato com uma 
dispersão de vesículas de DPPC, após 1 hora de interação. 

A massa aparente na curva de avanço (figura III.4.1 A) parte de zero, pois 

neste momento a lâmina de Si02 está presa ao Dynometer, e sem contato com a 
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dispersão de vesículas, e o massa medida pelo Dynometer é zerado. A plataforma 

com a dispersão de vesículas é movimentada em direção à lâmina de SiO2, em uma 

velocidade de 1,5 mm/ min, quando a lâmina entre em contato com a dispersão de 

vesículas é observado um aumento abrupto na massa aparente, neste instante a 

massa aparente medida é a massa de dispersão de vesículas que molha a superfície. 

A partir do momento que a lâmina de SiO2 entra na dispersão de vesículas a massa 

aparente diminui, devido ao empuxo exercido sobre a lâmina de SiO2• 

A curva de recesso (figura III.4.1 B) começa no valor de massa aparente em 

que o avanço foi interrompido. Durante o recesso a plataforma com a dispersão de 

vesículas é movida para baixo em l,l1Ila velocidade de 1,5 mm/ min. A massa 

aparente observada aumenta em função do tempo devido à diminuição do empuxo, 

atingindo um máximo, que corresponde ao instante em que a lâmina irrompe da 

dispersão de vesículas, e neste instante o empuxo é zero, e a massa aparente medida 

é a massa de dispersão de vesículas que molha a lâmina de SiO2. Então, a massa 

aparente retorna a zero, pois a massa da lâmina foi zerada no início do avanço. 

Os pontos indicados na figura III.4.1 representam as !llassas utilizadas para o 

cálculo de ângulo, ou seja, é a massa aparente no momento em que a superfície 

sólida (Siüi) entra em contato com a superfície líquida (dispersão de vesículas), 

neste momento o empuxo exercido pela solução é zero e a massa aparente medida 

é igual a massa de água que molha a superfície. 

A tabela III.4.1 mostra os valores de tensão superficial, ângulo de contato 

dinâmico e histerese do ângulo de contato dinâmico entre a superfície de SiO2 e 

dispersões de vesículas pequenas de PC, DPPC ou DODAB em Tris ou HEPES 

10 mM, pH 7,4, a 25ºC e DPPC em Tris 10 mM pH 7,4 a 65ºC. A condição 

experimental escolhida foi aquela correspondente à adsorção de bicamada obtida 

pelas isotermas de adsorção sobre o particulado. Como a área disponível na lâmina 

de SiO2 (2,754 cm2) é muito menor que aquela do particulado (260 cm2), as 
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concentrações finais de lipídio utilizadas foram proporcionalmente menores e na 

faixa de micromolares. 

Tabela 111.4.1- Tensão superficial (y), ângulo de contato dinâmico (0) de avanço e 
recesso e histerese de ângulo de contato entre superfície de SiO2 e dispersões de 
vesículas pequenas de PC, DPPC ou DODAB, em Tris ou HEPES, pH 7,4, a 25ºC 
e DPPC em Tris pH 7,4 a 65ºC após 1 hora de interação. 

Vesícula Meio Concentração Temperatura y 0avanço e recesso Histerese 

µM ºC mN/m Graus 

Água - 25 72,8 20±4 o 20±4 

PC HEPES 7,4 6,3 25 66,9 o o o 
Tris 7,4 4,9 25 67,7 8±6 o 8±6 

DPPC HEPES 7,4 5,8 25 68,6 29±5 6±8 23±13 

Tris 7,4 6,3 25 68,9 21±5 3±3 19±7 

Tris 7,4 6,3 65 46,9 48±3 9±8 38±6 

DODAB HEPES 7 ,4 13,8 25 64,6 66±1 43±2 22±2 

Tris 7,4 13,2 25 65,3 71±3 50±1 21±2 

Pelos valores de tensão superficial, podemos perceber que não há grande 

adsorção dos anfifilicos na interface ar/ água, pois os valores de tensão superficial 

das dispersões de vesículas a 25 ºC e água são bastante próximos. 

A tensão superficial da água a 65 ºC é 65,15 mN/m, enquanto que a obtida 

para dispersão de DPPC a 65 ºC é 46,9 mN/m, esta diferença está mostrando que 

com o aumento da temperatura as vesículas fundem na interface ar água. A 

dependência da tensão superficial de dispersões de vesículas com a temperatura já 

foi usada por Gugliotti et al para determinação da temperatura de transição de fase 

de vesículas, uma vez que é justamente na temperatura de transição de fase que as 

mesmas se fundem com a interface ar/ água gerando uma diminuição abrupta da 

tensão superficial [Gigliotti et al. 1998]. É bem conhecido que durante a transição 

de fase de bicamadas, a coexistencia dos estados gel e líquido cristalino produzem 

defeitos hidrofóbicos na estrutura da bicamada [Gugliotti et al, 1998]. 
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Pelos dados de ângulo de contato dinâmico apresentados, podemos observar 

que há uma aumento no valor de ângulo de contato entre a superfície de SiO2 e 

vesículas de DPPC a 65ºC, enquanto que para vesículas de DPPC a 25ºC o va1or 

permanece inalterado, quando comparado com o ângulo de contato entre a 

superfície de SiO2 e água. Isso pode estar indicando um rompimento das vesículas 

quando entram em contato com a superfície de SiO2, a 65ºC, deixando expostas 

para o ar as cadeias hidrocarbônicas quando a superfície é retirada da dispersão de 

vesículas. 

O ângulo de contato dinâmico entre a superfície de SiO2 e vesículas de PC, 

mostra uma diminuição do ângulo de contato de avanço quando comparada com o 

valor de ângulo de contato de avanço entre SiO2 e água, o que poderia estar 

indicando que as vesículas não estão adsorvendo sobre a superfície. Por estarmos 

trabalhando com concentrações muito baixas de anfifilicos, as vesículas de PC 

poderiam estar adsorvendo sobre as paredes do béquer , não restando PC em 

concentração suficiente para adsorver sobre a superfície de SiO2• 

O ângulo de contato dinâmico entre a superfície de SiO2 e vesículas de 

DODAB, mostra uma diminuição na hidrofilicidade da superfície após 1 hora de 

interação, pois o valor do ângulo de contato é maior quando comparado com o 

valor de ângulo de contato dinâmico entre SiO2 e água, o que pode estar indicando 

que as vesículas estão rompendo, deixando suas cadeias hidrofóbicas expostas para 

o ar quando a superfície é retirada da dispersão de vesículas. O valor de ângulo de 

contato dinâmico de avanço concorda com aquele que já foi obtido pela técnica de 

gota séssil por Claesson, entre uma superfície de mica, um alumino-silicato, e uma 

dispersão de DODAB em força iônica de 10 mM [Claesson et al., 1986]. 

Pelos valores de histerese que foram obtidos podemos dizer que há uma 

grande heterogeneidade sobre a superfície de SiO2, sendo esta heterogeneidade 

sendo causada pela presença de rugosidade na superfície, ou pela heterogeneidade 
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química na superfície causada pela presença dos anfifilicos sobre a superfície de 

Si02• 

Os valores de ângulo de contato de avanço entre as dispersões de vesículas e 

superfície de Si02 segue a seguinte seqüência: DODAB> DPPC> PC, a mesma 

seqüência observada para as afinidades entre as vesículas e as partículas de sílica 

obtidas pelas isotermas de adsorção. 
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IV - Conclusões 

As afinidades das vesículas pelas partícul"5 de sílica obtidas pelas isotermas 

de adsorção seguem a seguinte seqüência: DODAB > DPPC >PC> DHP. 

A centrifugação das dispersões de vesículas fosfolipídicas preparadas por 

injeção etanólica é um procedimento que evita a superestimativa da adsorção destas 

vesículas sobre as partículas de sílica. 

Devido a repulsão eletrostática existente as vesículas de DHP (negativamente 

carregadas) e as partículas de sílica, também negativamente carregadas, a menor 

afinidade pela sílica foi a do D HP. 

A afinidade das vesículas fosfolipídicas, DPPC e PC, acima da temperatura 

de transição de fase é maior na presença de tampão Tris em valores de pH menores 

ou iguais a 7 ,4, isto é devido a adsorção do Tris sobre as partículas de sílica. Esta 

adsorção de Tris aumenta a densidade superficial de grupos -OH disponíveis para 

a formação de pontes de hidrogênio entre os grupamentos -OH do Tris e - P=O 

dos fosfolipídios. 

A adsorção de DODAB sobre as partículas de sílica é dirigida via formação 

de par iônico entre os grupos silanóis dissociados da sílica e o grupo amônio 

quaternário do DODAB. Esta adsorção é favorecida por valores de pH mais altos, 

em presença de tampão HEPES, pois nesses valores de pH a densidade superficial 

de carga da sílica é maior, o que favorece a formação de pares iônicos. 

MC540 não se incorpora a bicamadas fosfolipídicas interdigitadas. 

A adição de partículas sólidas em dispersões de vesículas marcadas na 

superfície externa com MC540 causa uma diminuição da intensidade de luz 

absorvida pela MC540, que indica a oclusão da MC540 entre as partículas e 

vesículas. A partir da redução total de absorção de luz pela MC540 é possível inferir 

sobre a quantidade de anfifílico depositada sobre a partícula. 
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A molhabilidade da superfície de SiO2 sob condições de adsorção de 

bicamada em presença de vesículas fosfolipídicas mostrou um grande aumento na 

hidrofobicidade da superfície para DPPC a 65 ºC e DODAB a te1.i1peratura 

ambiente, indicando maior hidrofobicidade da superfície. Este aumento na 

hidrofobicidade da superfície de SiO2 está de acordo com o esperado para 

deposição de bicamadas sob a água e uma monocamada com cadeias 

hidrocarbônicas expostas para o ar. 

As três metodologias empregadas (isotermas de adsorção, redução da 

absorção de luz pela MC540 e ângulo de contato dinâmico) mostram a deposição 

de bicamada de DODAB e DPPC sobre as superfícies de sílica na fase aquosa. 
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V - Perspectivas 

As perspec ·ivas futuras para continuidade deste trabalho são: 

1) Determinar as cinéticas de adsorçào dos anfifílicos sobre as partículas de 

sílica nas mesmas condições das cinéticas obtidas pela redução de absorção 

de luz pela MC540 em presença de partículas de sílica, talvez por um método 

de filtração rápida em membranas de policarbonato. 

2) Resolver a baixa afinidade dos fosfolipídios neutros pela sílica hidrofílica em 

baixa força iônica utilizando sílica hidrofóbica como suporte. 

3) Resolver a baixa afinidade dos fosfolipídios neutros pela sílica hidrofílica 

alterando a força iônica do meio para 150 mM (força iônica fisiológica), pois 

a atração de van der Waals irá aumentar com o aumento da força iônica. 

4) Determinar o efeito de pH sobre as densidades superficiais de carga em 

diferentes soluções tampão e correlacionar com as medidas de adsorção de 

vesículas de carga oposta. 

5) Determinar tamanhos e densidades superficiais de carga das partículas 

hidrofílicas de sílica antes e depois do recobrimento com membranas, a 

partir de determinações de "light scattering" dinâmico .ou de potenciais-zeta 

usando um ZetaPlus equipado com autocorrelator. 

6) Determinar o efeito de partículas de sílica sobre a tensão superficial de 

dispersões contendo anfifílicos em função do tempo e da concentração de 

anfifílico ou particulado. 

7) Determinar a molhabilidade de superfícies planas de óxido de silício em 

presença das vesículas de PC, DPPC ou DODAB em função da 

concentração do anfifílico, fixo o tempo de interação vesícula/ superfície, e 

do tempo de interação vesícula / superfície, fixa a concentração de anfifílico. 
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8) Determinar ângulo de contato estático de superfícies planares de SiO 2 em 

presença de vesículas de PC, DPPC ou DODAB através de medidas 

utilizando a técnica da gota séssil, para comparar com o ângulo de contato 

dinâmico. 

9) Determinar a espessura do filme formado sobre superfícies planares de 

óxido de silício através de medidas elipsométricas. 

10)Definir um possível uso de partículas de sílica recobertas com bicamada para 

amplificar o reconhecimento biomolecular. Como par receptor-ligante cujo 

reconhecimento poderá ser amplificado sobre partículas-suporte de sílica 

recobertas com fosfolipídio, propomos o par monosialogangliosídeo-toxina 

da cólera. Assim, o reconhecimento anteriormente amplificado em partículas 

de poliestireno [Sicchierolli e Carmona-Ribeiro, 1995; Sicchierolli e 

Carmona-Ribeiro, 1996] será tentativamente amplificado em sílica 

hidrofóbica ou hidrofílica recoberta com fosfolipídios. 
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