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RESUMO

Titulo: Adsor¢ao Comparativa de Ovoalbumina e Albumina de Soro Bovino sobre Fiimes de

Fosfolipidios e Acido Graxo.
Autor: Luis Gabriel Balieiro
Orientadora: Profa. Dra. Maria Elisabete Darbello Zaniquelli

Palavras chave: ovoaibumina, albumina de soro bovino, adsor¢do, filmes Langmuir-Biodgett

Este trabalho relaciona-se ao estudo da adsor¢édo a partir de solugéo de proteinas sobre fiimes
Langmuir-Blodgett (LB) de diferentes lipidios. Nestes filmes camadas monomolecuiares
orientadas de lipidios podem ser convenientemente transferidas uma a uma para substrato
solido. O objetivo do trabalho foi estudar a adsor¢do comparativa das proteinas globulares
ovalbumina (OVA) e albumina de soro bovino (BSA) sobre diferentes superficies de
fosfolipidios e acidos graxos. Foram utilizados os fostolipidios: acido dimiristoil fosfatidico
(DMPA) e acido dilauroil fosfatidico (DLPA) (nas formas de sais de sodio) e os acidos
graxos: araquidico (AA), estearico (AE) e behénico (AB), sendo as monocamadas formadas
sobre 4gua pura e sobre solugio de ions Zn’". A caracterizagio das monocamadas na interface
liquido-ar foi feita atraves das isotermas de pressdo de superficie, enquanto a transferéncia das
mesmas para substratos solidos toi seguida atraves da técnica de microbalanga a cristal de
quartzo. Esta técnica também foi empregada na determinagédo das densidades superficiais das
proteinas para o levantamento das curvas de cinética e isotermas de adsor¢do. Os resultados
puderam comprovar que embora as superficies em todos os casos fossem hidrofobicas, a
adsor¢do difere consideraveimente. As isotermas e cinéticas de adsor¢do para a OVA
mostram que a densidade superficial da proteina adsorvida € diferente para os lipidios
utilizados. OVA adsorve mais nos filmes de fosfolipidios do que no acido estearico para
tempos de adsorgdo de até 50 minutos, e entre os fosfolipidios, adsorve mais em DLPA do
que em DMPA. Desta forma, ndo so a natureza hidrofobica da interface ¢ importante na
adsor¢do da protéina, como também o grau de mobilidade da superficie. Na concentragéo de
0,02 mg/ml BSA e OVA fixam-se por mais tempo na superficie de acido estearico do que na
superficie de DMPA. OVA, uma glicoproteina, fixa-se por mais tempo do que a BSA

independente do lipidio que constitui o filme.
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This work is related to the study of the adsorption from solution of giobular proteins on
Langmuir Blodgett (LB) fiims of different lipids. In these films, monomolecular oriented
layers can be conveniently transferred, one by one, to a solid substrate. The objective of this
work was to study the comparative adsorption of globular proteins, ovalbumin (OVA) and
bovine serum albumin (BSA) on different phospholipids and fatty acids Langmuir-Blodgett
films. The phospholipids used were dimiristoil phosphatidic acid (DMPA) and dilauroil
phosphatidic acid (DLPA) (sodium salt forms) and the fatty acids: arachidic (AA), estearic
(AE) and behenic (AB), being the monolayers formed on pure water and on aqueous Zn**
solution. Surface pressure isotherms were used to characterize the monolayers at the liquid-air
interface. The transference of them to solid substrates was followed through the quartz crystal
microbalance technique. This technique was also used to determine the surface densities of
the proteins for the kinetics and isotherms of adsorption on solid substrates. The resuits
confirm that the adsorption is dependent on the lipid used to prepare the films, aithough the
surfaces, in all the cases, were hyrophobic. The kinetic and isotherms for the adsorption of
OVA show that the surface density of the protein is different depending on the lipid forming
the LB film. The surface density of OVA is higher on phospholipid films than in the estearic
acid up to adsorption periods of 50 minutes. Also this protein adsorbs more in DLPA than in
DMPA LB fiims. Thus, not only the hydrophobic nature of the interface is important in the
adsorption of the protein, but the mobility degree of the surface. For bulk concentrations of
0.2 mg/mi, BSA and OV A remain adsorbed longer periods on the surface of estearic acid than
on the surface of DMPA. Also, despite both proteins are giobular and soluble in water, OVA,
a glycoprotein, adsorbs for longer periods compared to BSA, independent of the lipid that

constitutes the film.
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Capitulo 1 - Apresentaciio e Objetivos

1.1. Apresentacio

As unidades estruturais basicas de todos os organismos vivos sdo chamadas células.
As células de organismos diferentes e os varios tipos celulares dentro de um mesmo
organismo podem ser muito diferentes entre si, em estrutura e fun¢do. Apesar disso, uma
caracteristica comum a todas as células € a presenca das membranas biologicas. Estas
membranas, entre outras coisas, permitem as células isolarem-se do meio em que se
encontram, sendo este possivelmente o principal fator no surgimento dos processos de
autoorganizag@o celulares que estdo na base dos fendmenos da vida e da evoluééo biologica.

O estudo destas membranas pode ser feito através do uso de membranas integrais,
obtidas de extratos celulares; ou através da elaborag@o de sistemas de modelos simplificados
que imitam o funcionamento, ou aspectos dele, das membranas existentes na natureza.

Numerosos sistemas de modelos de membranas tém sido desenvolvidos com o
intuito de mimetizar as membranas biologicas. Podemos citar: micelas, monocamadas
liquidas, bicamadas, lipossomos ou vesiculas.

Este trabalho relaciona-se ao estudo da adsor¢do a partir de solugdo de proteinas
sobre filmes Langmuir-Blodgett (LB) de lipidios. Nestes filmes camadas monomoleculares
orientadas de lipidios podem ser convenientemente transferidas uma a uma para substrato

solido.

1.2, Objetivos
1.2.1. Objetivo Geral
o Estudar o reconhecimento de diferentes superficies de fosfolipidios e acidos
graxos pelas proteinas globulares ovalbumina (OVA) e albumina de soro

bovino (BSA).
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1.2.2.  Objetivos especificos

o Levantar curvas (isotermas) de pressdo superficial para monocamadas dos
fosfolipidios acido dimiristoil fosfatidico (DMPA) e acido dilauroil fosfatidico
(DLPA) (formas de sais de sodio) e para os acidos graxos: araquidico (AA)
(C1oH39COOH), estearico (AE) (Ci7H3sCOOH) e beénico (AB)
(C21H43COOH), quando formadas sobre agua pura e sobre solugdo de ions
Zn*".

o Levantar isotermas e cinética de adsor¢do de ovalbumina (OVA) e albumina de
soro bovino (BSA) sobre filmes LB dos diferentes lipidios citados acima,
utilizando para a quantificagio das massas depositadas a técnica de

microbalanga a cristal de quartzo (MCQ).
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Capitulo 2 - Membranas biologicas

2l Membranas Biologicas

As membranas biologicas sdo estruturas flexiveis e fluidas [1], compostas
principalmente de proteinas e lipidios, que compdem a estrutura de todas as células animais €
vegetais. Elas basicamente definem os limites internos e externos das células. Nao s@o, porém,
simples barreiras passivas, mas desempenham fungdes essenciais a vida da célula que
delimitam: movimentam ions inorganicos ou solutos organicos especificos atraves da
membrana; recebem sinais extracelulares que, através dos receptores localizados na
membrana, promovem alteragdes moleculares intracelulares; convertem uma forma de energia
em outra [1-4].

As proteinas e lipidios que compdem as membranas sdo distribuidos em proporgdes
relativas diferentes em diferentes membranas, acompanhando a grande diversidade de papéis
biologicos que exercem. Os lipidios, que exercem uma fungdo estrutural, perfazem de 20% a
80% da massa da membrana, enquanto o restante é composto, em sua maioria, de proteinas [1,
3, 5, 6], que exercem varias fungdes. Ha ainda uma pequena quantidade de carboidratos, ndo
maior do que 10% do peso total da membrana, que geralmente ¢ parte dos glicolipidios ou das
glicoproteinas [2] A diversidade de distribui¢do dos componentes das membranas faz com
que seja notavel a sua diversidade.

Devido as diferentes propriedades das proteinas e lipidios presentes nas membranas,
e aos modos de interagdo destes entre si, com os componentes citoplasmaticos e com as
substincias presentes no meio extracelular, as membranas exercem varios papéis biologicos,
consoantes com aquelas propriedades. Assim, podemos entender suas fungbes através do
estudo de sua composigado.

Por exemplo: a movimentagdo de substincias entre o interior e o exterior da célula,

que podemos chamar de regulagdo seletiva, pode ser entendida como conseqiiéncia de um
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conjunto de propriedades de permeabilidade bastante peculiares: em vista dos lipidios que a
compGem, as membranas sdo permedveis as moléculas lipossoliveis. Como resultado da agdo
das proteinas que entram em sua estrutura, as membranas sdo permeaveis i 4gua, mas
intrinsecamente impermeaveis a moléculas polares e ions eletricamente carregados. Essas
moléculas e ions somente atravessam as membranas se houver sistemas de transporte

especificos, ou transportadores.

2.2, Composicio das membranas
2.2.1. Lipidios

Os lipidios sdo os compostos bioldgicos que tém como caracteristica a baixa
solubilidade em &gua, sendo muito soluveis em solventes ndo polares. Esta caracteristica é
comum a todos os lipidios, mesmo que, quimicamente, eles possam ser muito diferentes entre
si. Sdo encontrados em vitaminas lipossoluveis e em 4cidos graxos essenciais contidos nas
gorduras dos alimentos. Atuam como isolantes térmicos e elétricos. Servem ainda como
formas de armazenamento de energia (tecido adiposo) e também como fonte direta de energia.
Em jung¢@o com proteinas formam as membranas celulares e os transportadores de lipidios no
sangue.

2.2.1.1. Lipidios estruturais de membrana

As membranas biologicas tém como caracteristica arquitetdnica central uma dupla
camada lipidica. Esta bicamada lipidica organiza-se em fungio de uma caracteristica dos
lipidios que a formam: eles sdo anfipaticos ou anfifilicos, ou seja, possuem uma regido
hidrofobica e uma regido hidrofilica, cuja orientagdo dirige o grupamento destes lipidios na
formac@o das bicamadas. Devido a presenca dessas duas regides, esses compostos, em meio
aquoso, formam os chamados “agregados lipidicos”, nos quais as partes hidrofdbicas
permanecem em contato uma com a outra e as partes hidrofilicas interagem com a agua. Com

isso, reduzem a parte hidrofébica em contato com a agua, diminuindo o nimero de moléculas
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na camada de hidratagdo e resultando em wuma maior entropia, favorecendo
termodinamicamente a formagao destas estruturas.

A parte lipidica das membranas € formada por diferentes espécies de lipidios. As
membranas das células animais contém principalmente glicerofosfolipidios cuja parte
hidrofébica por € constituida por uma cadeia dupla de dois acidos graxos ligados ao glicerol e,
a extremidade hidrofilica, por grupos polares ou carregados nas suas extremidades polares, ou
ainda grupos fosfatos. Em menores quantidades, estas membranas podem também trazer
esfingolipidios, que sdo constituidos por um unico &cido graxo unido a uma amina
(esfingorina) e na regido hidrofilica também portam alcoois polares ou carregados, ou ainda
grupos fosfatos. Aparecem também os esterois, sendo o colesterol o mais importante, formado
por um grupo polar (hidroxila) e um grupo apolar hidrocarbonico. Cada tipo de membrana de
qualquer célula animal possui uma composigao lipidica constante e caracteristica [1, 5].
2.2.2.Proteinas

As proteinas sio macromoléculas formadas pela polimerizagdo de aminoécidos.
Estes aminoacidos sdo unidos através de ligagbes peptidicas entre o grupo amina de um
aminoacido e o grupo carboxilico de outro aminoacido com a eliminagdo de uma molécula de

agua (condensagdo). (Ver figura 1)

|
H O H O

Figura 1: Reacdo de condensac@o de dois aminoacidos.
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Apos esta condensag@o os aminoacidos sdo chamados de residuos (pois ndo sdo mais
aminoacidos, mas sim residuos dos aminoacidos originais). As proteinas sdo formadas por
cadeias longas que variam de 50 a 2000 residuos [3]. Apesar da grande diversidade de
proteinas, todas elas sdo formadas por 20 tipos de aminoacidos [1, 3, 5]. Esses aminoacidos
possuem uma composi¢do semelhante, em que R € uma cadeia lateral.

Os aminoacidos podem ser classificados em fun¢do das caracteristicas quimicas e
estruturais dos grupos R em 3 grandes classes:

¢ aminoacidos com cadeia lateral apolar

e aminoacidos com cadeia lateral ionizada

e aminoacidos com cadeia lateral sem carga

As caracteristicas das cadeias laterais (R) sdo responsaveis pela auto organizagéo da
proteina, que € influenciada pela tendéncia da proteina em segregar regides apolares do
contato com o meio polar [7]. A diferenga em composi¢do e seqiiéncia de seus aminoacidos
define suas diferentes fungc”)es.ou atividades biologicas.

A estrutura da proteina € dividida em quatro niveis:

(1) a estrutura primaria, que é definida pela seqiéncia dos aminoécidos ao longo da
cadeia polipeptidica,

(2) a estrutura secundaria, dada pelo arranjo espacial da cadeia polipeptidica sem
levar em consideragdo as cadeias laterais. Estes arranjos podem se dar na forma de hélices,
folhas e dobras, de geometrias diversas;

(3) a estrutura terciaria, definida pelo arranjo tridimensional de toda a proteina, ou
seja, a disposigdo espacial das estruturas secundarias e cadeias laterais.

(4) a estrutura quaternaria, que € o nome dado ao arranjo espacial das subunidades

das proteinas formadas por mais de uma unidade polipeptidica.
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2.2.2.1. Proteinas estruturais de membrana

As proteinas de membrana diferem quanto a associagio com a estrutura da
membrana. Existem as proteinas periféricas ou extrinsecas, que se ligam fracamente a
superficie da membrana através de interagdes eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio com os
dominios hidrofilicos das proteinas integrais de membrana e, talvez, com as extremidades
polares dos lipidios de membrana. S&o geralmente soluveis em solventes polares e usualmente
faceis de extrair da membrana.

As proteinas integrais ou intrinsecas, que sdo embebidas na estrutura da membrana e
podem se estender completamente através dela, sdo, geralmente, insoluveis em Aagua,
qualidade que lhes advém da presenga, em sua composi¢do, de dominios ricos em
aminoacidos hidrofébicos [8]. Estes dominios s3o também responsaveis pela sua forte ligagdo
com a membrana, através de interacdes hidrofobicas que permitem que se estabelegam
ligagdes entre a proteina e os lipidios da membrana. Geralmente toma-se a presenga de longas
regides hidrofobicas em uma proteina integral de membrana como indice ou evidéncia de que
aquela proteina atravessa a bicamada lipidica.

Existem ainda as proteinas ancoradas, que estdo ligadas covalentemente a um lipidio.
Tanto as proteinas integrais como as ancoradas sdo mais dificeis de serem extraidas das
membranas, requerendo o uso de tensoativos ou solventes organicos [9-17].
2.2.2.2. Proteinas globulares e nio globulares

As proteinas também podem ser classificadas com base na sua forma. Assim as
proteinas globulares sdo macromoléculas que apresentam uma ou mais cadeias peptidicas
organizadas em uma forma final aproximadamente esférica e compacta. Sdo geralmente
soliveis em meio aquoso, com caracteristica coloidal. Muitas enzimas e proteinas de
transporte sdo exemplos dessa classe de macromoléculas.

As proteinas ndo globulares, ou fibrosas, apresentam forma alongada e de maior
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complexidade estrutural. S&o geralmente insoluveis e desempenham um papel basicamente
estrutural, mas podem exercer outras fungdes nos sistemas biologicos, como a de proteinas de
reserva. Sdo exemplos dessas proteinas: o colageno, a queratina, entre outras, de origem
animal; e as ligninas, entre outras, de origem vegetal
2.2.2.3. Proteinas utilizadas neste trabalho

As duas proteinas globulares utilizadas para estudo neste trabalho foram: a albumina
de soro bovino (BSA) e a ovalbumina (OVA).

2.2.2.3.1. Ovalbumina (OVA)

Figura 2 : Estrutura da Ovalbumina

A ovoalbumina (OVA) é uma glicoproteina, que constitui a maior parte (75%) da clara
do ovo de aves. Tem massa molar de 45000 g/mol [18] e, estruturalmente, € uma proteina

complexa formada por uma cadeia polipeptidica de 385 residuos de aminoécidos (dos quais
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aproximadamente metade sdo hidrofobicos), contendo ainda um maximo de dois residuos
fosfatos por mol e uma cadeia lateral oligossacaridea composta apenas de residuos de
manoses e glucosaminas. Sua molécula possui uma forma aproximadamente elipsoidal com
dimensdes globais de 70 A x 45 A x 50 A. E uma proteina globular soliivel em 4gua e seu
ponto isoelétrico € 4, 7 £ 2 [18].

2.2.2.3.2. Albumina de soro bovino (BSA)

A albumina de soro bovino (BSA) ndo é uma glicoproteina e constitui a proteina
mais abundante do plasma de bovinos. Apresenta 585 residuos de aminoécidos e €
caracterizada através do baixo contetido de triptofano e metionina e do alto contetido de
cisteina e aminoacidos carregados. A molécula de BSA possui uma massa molar de 66700 *
400 g/mol [18-20] e sua forma é aproximadamente um elipsoéide (prolato) [20] com
dimensdes de 40 A x 40 A X 140 A [20, 21]. E uma proteina globular soliivel em 4gua e seu

ponto isoelétrico € 4, 9 £ 2 [18, 20].

Figura 3 : Estrutura da Albumina de Soro Bovino

2.3. Arquitetura estrutural das membranas
Em 1972, S. Jonathan Singer e Garth Nicholson propuseram um modelo em mosaico

fluido [1, 3, 4] (ver Figura 4) para a organizagdo global das membranas biolégicas. Essa
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proposta foi apoiada por uma ampla variedade de observagdes experimentais e por evidéncias

que provieram da aplicagdo da microscopia eletronica ao estudo da estrutura da membrana.

cabecas fosfo-

FACE INTERNA lipidicas (polar) C2udas de &cido  porgao carboidrato  q|agterg)
. . graxo (ndo polar) da glicoproteina

Bicamada
lipidica

proteina periférica
FACE EXTERNA proteinas integrais  Proteinas periféricas com
ancora lipidica covalente

Figura 4: Modelo do mosaico fluido para a estrutura de uma membrana
bioldgica. (retirado de [1])

Eles propuseram que a matriz, ou a parte continua da membrana, fosse uma
bicamada de lipidios polares, com a parte apolar desses lipidios voltada para dentro da
bicamada e a parte polar voltada para fora. As proteinas integrais de membrana estariam
imersas na bicamada lipidica, associando-se com as cadeias apolares dos lipidios através de
interagdes hidrofébicas. Por outro lado, o modelo propde que as proteinas periféricas ligam-se
a superficie da membrana por pontes de hidrogénio ou interagdes iOnicas, estabelecidas com
grupamentos polares dos lipidios anfipaticos da bicamada.

A bicamada seria fluida porque as caudas hidrofobicas de seus lipidios polares
seriam constituidas de uma mistura apropriada de derivados de acidos graxos saturados e
insaturados que € fluida na temperatura normal da célula. A fluidez da membrana variaria
com o comprimento das cadeias carbonicas de seus lipidios e o grau de insaturagéo delas.

Estas duas variaveis interagiriam com a temperatura [1-4] da seguinte maneira: a
medida que a temperatura aumenta, a parte hidrofobica das cadeias passa de um estado

ordenado para um desordenado, ficando fluida. Essa temperatura onde ocorre a mudanga de
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estado € chamada de “temperatura de transi¢go”. Quando a composi¢do da bicamada exibe em
maior proporg¢ao lipidios com cadeias longas e/ou saturadas, apresentam uma “temperatura de
transicdo” mais elevada, porque necessitam de uma maior temperatura para atingir a fluidez.
A presencga de cadeias mais curtas e/ou insaturadas faz com que a “temperatura de transi¢do”
diminua, ou seja, estas membranas necessitam de temperaturas menores para atingir a fluidez.

Um outro fator adicional que regula a fluidez das membranas é a presenca de
colesterol [1-4]. Suas moléculas entram em contato com a bicamada lipidica, interagindo sua
hidroxila com os grupos polares dos fosfolipidios e seus anéis rigidos com as cadeias
carbonicas. Abaixo da “temperatura de transi¢do” seus anéis rigidos impedem o agrupamento
ordenado das cadeias carbdnicas, induzindo a desordem. Acima da “temperatura de transi¢ao”
ele produzira um efeito condensante, reduzindo a movimentagéo das cadeias carbdnicas

Este modelo permite ainda admitir que as proteinas de membrana movam-se
lateralmente, uma vez que suas ligagdes com os lipidios da membrana ndo sdo covalentes
Esse movimento lateral, entretanto, pode ser restringido pela atragdo entre proteinas

funcionalmente relacionadas, quando elas formam aglomerados interatuantes.
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Capitulo 3 - Adsor¢ao de macromoléculas

3.1 Adsorc¢ao

O acimulo de moléculas ou atomos de uma substancia (adsorbato) em uma
superficie (adsorvente) € chamado adsor¢do. Sdo duas as maneiras pelas quais as moléculas
ou atomos podem se ligar a uma superficie solida: por adsor¢do quimica ou por adsorgdo
fisica. Quando as interagdes entre a substincia e a superficie sdo do tipo dispersivas, isto €,
aquelas que envolvem ligagdes tipo London e van der Waals, (dipolo induzido-dipolo
induzido e dipolo-dipolo induzido) temos a adsorg¢do fisica. Quando a interagdo ocorre por

meio de ligagdes covalentes temos a adsorg¢@o quimica.

5.2. Proteinas na interface

E bem reconhecido o fendmeno pelo qual proteinas em solugdo aquosa, quando
expostas a uma superficie solida, acumulam-se numa interface solido-liquido. O entendimento
deste processo é extremamente relevante para todas as areas em que estas interfaces
representem papel crucial, como as ciéncias médicas, a biotecnologia € a engenharia
biomédica, as ciéncias ambientais, etc. Este entendimento esclarece processos como a
iniciacio da coagulagdo sangiiinea e a adesdo de células bacterianas as superficies, mas
também se aplica ao desenvolvimento de lentes de contato melhores, a corre¢do de falhas em
processadores industriais de alimentos, ao aperfeicoamento da biocompatibilidade de
implantes, e muitas outras [22-24].

Muitas variaveis determinam a tendéncia das proteinas a se acumularem em
interfaces, entre elas a temperatura, o tamanho e as propriedades das moléculas protéicas e
das moléculas da superficie, a estabilidade idnica, o pH, a natureza do solvente e de outros

componentes no meio [22-24].
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3.3, A energia de Gibbs no Processo de Adsorc¢ao

Sob temperatura e pressdo constantes, o processo de adsorgdo somente ocorrera
espontaneamente se a energia de Gibbs (G) do sistema decrescer.[22-25]. De maneira analoga
a outros processos, a variagao de energia livre de adsorgdo relaciona-se com as variagdes de

entalpia, AH,qs, € entropia, AS,qs, que acompanham o processo de adsorgao:

AC}ads = AI_Iads - TASads

3.4. A estrutura tridimensional das proteinas e o processo de adsorcio

A estrutura tridimensional de uma proteina decorre das interagdes entre os segmentos
e atomos que a compde. Algumas das interagdes que determinam a estrutura tridimensional de
uma molécula de proteina sustentam uma conformag@o compacta, enquanto outras tendem a
expandir a molécula. Numa solugdo aquosa, as partes hidrofobicas da proteina sdo enterradas
tanto quanto possivel no interior da molécula, resultando numa conformagdo estrutural
compacta.

No estado adsorvido, por outro lado, os residuos hidrofébicos podem se expor na
superficie do solvente, ainda protegidos de agua. Portanto, se a estrutura compacta estiver
estabilizada pelas ligagdes hidrofobicas intramoleculares, devera aparecer uma estrutura
expandida no momento da adsorgdo. Dependendo da contribuigdo das ligagdes
intramoleculares hidrofébicas em relagdo as outras interagdes, havera uma mudanga na
estrutura das moléculas de proteina adsorvidas, ou uma estabiliza¢do global da estrutura

protéica na solug@o.

3.5 O papel das estruturas secundarias
As estruturas secundarias da proteina, como a-hélice e folha B, serdo estabilizadas
pelas interagdes entre os residuos de aminoéacidos hidrofobicos. Assim, uma reducdo das

ligagdes intramoleculares hidrofobicas podera causar uma diminuigdo de tais estruturas
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secundarias, resultando num aumento da liberdade rotacional e, conseqiientemente, num
ganho de entropia, que aumenta a energia livre de Gibbs (AG) no sistema, tornando esta
reducdo uma das principais razdes para a adsorgdo espontinea da proteina.

Proteinas em seu estado natural, no entanto, sio moléculas estruturalmente
ordenadas, o que pode dificultar o processo de adsor¢do. Assim, é comum que hajam
alteragdes parciais na estrutura das proteinas durante este processo, e, mesmo, que estes
rearranjos desempenhem nele um papel crucial, uma vez que aumentam a entropia
conformacional, contribuindo também para a diminuigdo de AG [22-25].

Em proteinas nativas a liberdade conformacional da cadeia polipeptidica ¢ muito
inferior do que na conformagdo expandida. O nimero de conformacdes distintas (livres) em
a-hélice ou folha B de uma proteina é aproximadamente um quarto daquelas num
polipeptideo presente na conformagdo enovelada ao acaso [23]. Na maioria das proteinas
globulares, 40-70% da cadeia polipeptidica assume a forma de a-hélice ou folha B.
Assumindo serem possiveis quatro conformagdes por unidade peptidica na estrutura
expandida, e somente uma em a-hélice ou folha B, no segundo caso, a perda de entropia
conformacional por unidade peptidica € de: R In (¥4) = 11, 53 kJ”' mol™. Para uma proteina de
100 residuos de aminoacidos, dos quais 50% estdo na forma de a-hélice e folha B, essa
quantidade corresponde a um aumento da ordem de centenas de kJ.mol" na energia livre de
Gibbs [23, 24] a temperatura ambiente, devido & perda de entropia conformacional que
desestabiliza a conformagdo nativa da proteina em relagdo & estrutura expandida.

Varios autores [26, 27] tém determinado a estrutura secundaria em proteinas
dessorvidas usando espectros de dicroismo circular (CD) e comparando com a molécula
nativa. Foi encontrado que a a-hélice da soro-albumina apds adsorvida em superficie de
oxidos € 20-25% menor [26], e 50% do fibrinogénio em relagdo ao estado nativo [27]. BSA

também sofre grandes alteragdes no estado adsorvido em silica segundo Kondo et al [28], que
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registrou uma redugdo de 20% em o-hélice em pH = 7, 0 e 40% em pH = 4, 0. Norde e Favier
[20] encontraram 50 a 60% de redugdo, dependendo da superficie da cobertura. Para outras
estruturas estaveis de proteina como ovalbumina [28] menores alteragdes estruturais na

adsor¢do, de um modo geral, foram encontradas.

3.6. O efeito hidrofobico

Outro mecanismo que interfere no processo de adsorgdo, é a desidratacio dos
componentes hidrofobicos da proteina durante o dobramento sobre si mesma (“folding”) da
cadeia polipeptidica — globuliza¢do — quando em solugdo aquosa. Esta desidratacdo decresce a
energia de Gibbs do sistema, devido ao ganho na entropia das moléculas de 4gua liberadas.
Este “efeito hidrofobico” [22] foi reconhecido primeiro por Kauzman que argumentou que
este aumento da entropia favorece a forma globular da proteina. Este efeito é aceito hoje
como a principal forga motriz para a “globuliza¢do” das proteinas em agua.

Entretanto, ainda que o “efeito hidrofobico” e a entropia conformacional sejam os
fatores dominantes, varios outros efeitos das interagdes moleculares interferem na
conformagio da proteina, o que faz com que a conformacéo globular compacta seja apenas
marginalmente estavel, especialmente porque, como argumentam Haynes & Norde [24], para
proteinas com um Unico dominio (“single-domain proteins”), a conformacio esférica
compacta somente € estavel, sob o ponto de vista termodinamico, para valores de energia livre
(na transi¢do da forma nativa para a forma ndo globular) entre 20-100 KJmol™ [24], o que é
aproximadamente equivalente a energia requerida para a ruptura de 1 a 8 ligagdes de
hidrogénio. Isto quer dizer que a expansdo da cadeia protéica é um processo auto-alimentador,
uma vez que o desdobramento de qualquer porgéo significativa da estrutura compacta libera
energia suficiente para levar ao desdobramento de todo o resto.

Outro tipo de interagdo molecular que atua sobre a conformacdo da proteina esta

ligado as distorgdes do angulo e tamanho otimos das ligagGes de hidrogénio, que sio
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provaveis de ocorrer no estado compacto da proteina. Calculos de valores de energia
demonstram que distorgdes de ligagdes covalentes oferecem uma pequena mas significante
oposi¢do para a estabilidade do estado nativo, da ordem de algumas dezenas de KJ por mol
[29].

Outro fator a ser considerado advém do fato de que, em ambiente aquoso, as ligagdes
de hidrogénio entre os grupos amina e a agua sdo muitas vezes favorecidas sobre aquelas
entre 0os grupos amina entre si. Vé-se, portanto, que em ambiente aquoso as ligagdes de
hidrogénio ndo correspondem a uma for¢a motriz para que a proteina permane¢a em sua
estrutura nativa [30].

Outro efeito importante € causado pelas cargas elétricas que as proteinas e a
superficie de adsorgdo geralmente apresentam. As proteinas, devido a dissocia¢do/associagdo
dos residuos acidos ou basicos dos aminoacidos tém sua carga determinada pelo pH do meio.
Em solugdo aquosa as proteinas e superficies carregadas sdo rodeadas por ions de carga
oposta, dando origem a estrutura de dupla camada elétrica [23]. Quando a proteina se
aproxima da superficie, as camadas elétricas da proteina e superficie se sobrepdem, havendo
uma redistribuicdo de cargas que afeta as constantes de associagdo/dissociagdo dos residuos
de aminoacidos adjacentes a superficie do solvente, causando mudancas na estabilidade da
estrutura esférica compacta da proteina [32]. Esta mudanga contribui para uma maior
liberdade dos grupos laterais internos devido a perda do empacotamento, aumentando a
entropia e diminuindo a energia livre. Experimentalmente [22, 23] encontra-se que a adsorgéo
da proteina é aumentada nas vizinhagas do seu ponto isoelétrico, talvez por causa da carga e
repulsdo de cargas entre as moléculas adsorvidas serem minimizadas sob essas condigdes.

Vemos assim que os fatores predominantes na (des)estabilizagdo da estrutura esférica
compacta da proteina em solugdo aquosa sdo a perda da entropia conformacional

relativamente ao estado expandido e a desidratagdo das partes hidrofobicas das moléculas.
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Contudo, dependendo da situagdo, outros tipos de interagdo molecular ndo podem ser
desprezados.

Concluindo, o fator primario que determina a adsor¢do de proteinas em solugdo
aquosa em superficies solidas é a estabilidade de sua estrutura. Proteinas com baixa
estabilidade interna, chamadas “soft” proteinas, tendem a adsorver em todas as superficies,
devido ao ganho de entropia resultante dos rearranjos estruturais envolvendo perda de
estruturas secundarias, desconsiderando qualquer outro efeito desfavoravel. Superficies mais
hidrofébicas induzem grandes perturbagdes na proteina em adsor¢do. O comportamento de
proteinas com alta estabilidade, chamadas de “hard” proteinas, é governado por intera¢des
hidrofébicas e elestrotaticas entre a proteina e a superficie do substrato. Essas proteinas
adsorvem bem em superficies hidrofobicas e devem sofrer mudangas estruturais na adsorgao.
Em superficies hidrofilicas, elas adsorverdo apenas se houver interagdes elestrotaticas em

extensdo suficiente.

3.7 Pontos de contato entre as proteinas e o substrato

As proteinas podem estabelecer numerosos pontbs de contato com uma superficie
adsorvente, especialmente em solugdo aquosa, em que, como vimos, a conformagio esférica
compacta tende a desestabilizagdo. Assim, mesmo que cada ponto contribua com uma
pequena quantidade de energia livre de Gibbs (AG), a perda de energia total resultante, para a
molécula como um todo, pode ser suficientemente alta para produzir a adsorgao.

Os segmentos de um macromolécula linearmente adsorvida sdo denominados de

trens, lagos e caudas. (Ver figura 5)
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Figura 5: Polimero adsorvido na superficie, com a formag@o de trens, lagos e caudas

Os segmentos que, consecutivos um ao outro, mantém contato com a superficie, s@o
chamados de frems. Os que mantém contato apenas com o solvente, e tem suas duas
extremidades ligadas, continuamente, a frens, sdo chamados de /agos. Os segmentos que, nas
extremidades da cadeia, tem contato com a superficie apenas em uma das pontas — ligada a
um frem — tendo a outra ponta livre no solvente, sdo chamados de caudas. Os padrdes de
distribui¢do de trens, lagos e caudas dependem de diversos pardmetros, como qualidade do
solvente, massa molar, energia de adsor¢do por segmentos, etc. Entretanto, a propria

arquitetura molecular pode definir a composi¢ao destes segmentos.

3.8. Outros fatores que influenciam na adsor¢ao de proteinas

A adsor¢io de uma molécula de proteina também pode ser influenciada pela
existéncia de moléculas ja adsorvidas em lugares vizinhos, porque ha uma redug@o da éarea
disponivel para a adsor¢d@o (pois os sitios da superficie tornaram-se ocupados), ou por causa
das forgas repulsivas que sdo esperadas pelo fato das moléculas estarem muito proximas.
Estes fatores podem obrigar que a populagdo adsorvida seja intrinsecamente heterogénea com
respeito as interagdes proteina-superficie, causando diferentes modos de contato das
moléculas adsorvidas.

Estudos tém demonstrado que também a hidrofobicidade da proteina influencia a
adsor¢io em interfaces solidas [33]. A variagdo da hidrofobicidade envolve
concomitantemente a variagdo da composi¢do quimica e da densidade de cargas. Devido as

interagdes hidrofobicas entre a superficie e os pacotes hidrofobicos, geralmente aceita-se que



33

em solugdo aquosa todas as proteinas de soro mostram um alto grau de hidrofilicidade. Assim,
para uma superficie particular, algumas proteinas podem ter um tipo de residuo que favorece
mais a ligagdo do que os residuos apresentados por outras proteinas, portanto adsorvendo

mais.

3.9, Isotermas de adsorcio

=
T
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N

PR

4 ~o? N

Concentracdo de equilibrio

Figura 6: Classificagdo de isotermas padrao. (retirado de [34])

O grafico de adsorgdo em fungdo da concentragdo ¢ chamado isoterma de adsor¢do.
A temperatura constante, varios tipos de isotermas podem ser formados. Giles et all

classificaram estes tipos e proveram uma base teorica para esta classificagao [34].
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Foram identificadas quatro classes: L, S, H e C, baseadas na forma da parte inicial da
isoterma, com cada classe comportando subgrupos, relacionados ao comportamento do
processo em altas concentragdes (ver Figura 6). A classe L (Langmuir), a mais comum,
agrupa as isotermas cuja regido inicial € concava em relagdo ao eixo de concentraciio. A
classe S, por sua vez, apresenta a regido inicial convexa em relagio ao eixo de concentrago.
A classe H (“alta afinidade™) apresenta o inicio da curva no meio do eixo de quantidade
adsorvida, resultante de uma rapida e forte adsor¢do em concentra¢des muito baixas. A classe
C (“divisdo constante”), por seu lado, apresenta um regido inicial linear, que indica a divisio
constante do soluto entre a solugdo e o adsorvente.

Na interpretagdo das isotermas de adsor¢@o, uma distingdo deve ser feita entre a parte
inicial (que apresenta uma cobertura muito baixa), em que as moléculas de proteina interagem
apenas com a superficie do substrato, e o platd de adsorgdo (alta superficie de cobertura),
onde as interagdes laterais entre as moléculas adsorvidas tém um papel importante. Pode
surgir uma nova subida da linha da isoterma apos este platd, a qual seria explicada pela
formagdo de uma segunda camada ou por uma transi¢io na estrutura ou organizacio da
camada adsorvida. Essa reorganizaco estaria ligada a uma mudanga das moléculas de uma
forma lateral para uma mais inclinada [35-37].

Para proteinas globulares, as isotermas geralmente apresentam um platd bem
definido a concentragdes inferiores a 0,3g/dm’ [22, 23]. Estas isotermas de adsor¢do sdo do
tipo H (alta afinidade), ou seja, na parte inicial da isoterma (baixa concentragdo) a quantidade
adsorvida sobe abruptamente, enquanto que em altas concentra¢des atinge um patamar.
Muitas vezes, entretanto, a isoterma obtida € diferente, apresentando, apds a subida inicial

rapida, ou um pequeno patamar ou nenhum patamar, seguido de um continuo e leve aumento.

3.10.  Cinéticas de adsorcio

Varias etapas [23] que envolvem a adsorgdo de proteinas sdo representadas
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Figura 7: Representacdo esquematica do processo de adsor¢do de proteinas.

esquematicamente na figura 7.

Na Figura 7 os nimeros de 1 a 5 representam 0s seguintes processos:

1 — transporte da molécula de proteina para a superficie de adsor¢éo

2 — ligagdo a superficie

3 — rearranjo estrutural na camada de adsorgdo protéica

4 — rearranjo da superficie

5 — transporte fora da superficie

Os mecanismos basicos de transporte das moléculas de proteina através do solvente
até atingir a superficie do solvente s@o a difusdo e o transporte convectivo por fluxo laminar

ou turbulento.

Na auséncia de qualquer fluxo, a taxa de adsor¢io em condi¢des de baixa

concentragio de proteina ¢ dada por [38]:

(AT (t)/dt)o0 = cp(Dim) 7,

onde:
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I' = densidade superficial da proteina

D = coeficiente de difusio;

t = tempo de contato entre a solugo protéica e a superficie

¢p = concentragdo da proteina.

Devido a auséncia de fluxo, a proteina atinge a superficie por difusdo [39]. O fluxo
das moléculas até a superficie ¢ proporcional a c,.

Entretanto, nem todas as moléculas que chegam a superficie sofrem adsorcdo, e isto
indica uma repulsdo eletrostatica [40] ou um efeito hidrodinimico [41], ou ainda, pode ser
que uma fragdo das moléculas colidam com a superficie em uma orientagdo que ndo permite
adsor¢do [40]. Os rearranjos das moléculas protéicas na superficie de adsor¢do ocorrem
durante varias horas. Entretanto, isto pode ser bloqueado caso o niimero de moléculas que

chegam a superficie seja igual ou maior que o nimero de moléculas que sofrem o rearranjo.

3.11. Dessorcao

Para varios autores [42], a cinética de adsorgdo tem muitos detalhes e uma das
maiores dificuldades consiste na heterogeneidade das moléculas adsorvidas e no ainda pouco
entendimento da sua dessorbilidade. A irreversibilidade da adsorgdo protéica em interfaces
liquido-solido manifesta-se por si mesma de varias maneiras. Como regra, a dilui¢do nio leva
a uma dessor¢do detectavel de proteinas dos substratos solidos, principalmente dos
hidrofébicos, mesmo quando a observagio estende-se por varios dias.

Como ja foi dito, multiplos contatos sdo feitos entre a proteina e o substrato solido.
Se a energia de adsor¢do por segmento for pequena, a diluigdo poderia desligar alguns dos
segmentos em contato com a superficie. Mesmo assim, ainda seria necessaria uma forca
substancial para dessorver todos os segmentos que permaneceram ligados. Entfo, a energia
livre de Gibbs exigida para que ocorra a dessor¢do deve ser maior do que aquela necesséria

para que ocorra a adsorgdo, tanto que a dessorgdo € muitas vezes mais lenta.
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Esta observagdo, porém, ndo ¢ ainda uma prova da irreversibilidade da adsorgao,
uma vez que, aumentando-se a concentracdo de polimeros heterodispersos na solugdo, a
fragdo de alto peso molecular na camada de adsor¢@o torna-se gradualmente maior. Se, apds
estabelecido o equilibrio, o sistema estiver diluido, a fragéo de alto peso molecular permanece
na superficie, mas a fragdo de baixo peso molecular dessorve [43]. Similarmente, em solugdes
protéicas onde dimeros e, possivelmente, altos agregados estejam presentes, ocorrera a
adsor¢@o preferencial dessas espécies com maior massa molecular.

A taxa de dessor¢@o € inversamente proporcional a raiz quadrada da area disponivel
para a adsor¢do. A proteina € mais rapidamente dessorvida a partir de uma interface
completamente coberta. A presenga de moléculas adsorvidas no substrato impedira que
moléculas vizinhas fagam liga¢des de hidrogénio no substrato, ou mesmo que essas moléculas

sofram repulsdo eletrostatica umas com as outras [44].
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Capitulo 4 - Monocamadas de Langmuir e filmes LB

4.1. Sistemas de modelos de membranas

Numerosos sistemas de modelo de membrana tém sido desenvolvidos para estudar as
propriedades de lipidios puros, de misturas de lipidios e de misturas de lipidios-proteinas.
Estes sistemas de modelos podem ser agrupados como:

1. monocamadas

2. bicamada polar

3. lipossomas ou vesiculas

Algumas vantagens desses sistemas:

a) pode-se variar o conteudo lipidico das membranas, possibilitando um exame
sistematico dos efeitos dessa variagdo em outras fungdes;

b) o ambiente desses sistemas pode ser controlado e variado;

c) esses sistemas podem também ser expostos a ligantes (como proteinas) e ser
estudado esse tipo de interagio.

Monocamadas de Langmuir e filmes de Langmuir-Blodgett constituem sistemas

modelos de membrana e sdo tratados neste trabalho.

4.2. Filmes de Langmuir-Blodgett

A explica¢do dos fendmenos relativos a tensdo superficial exige que examinemos as
interagdes intermoleculares. As forgas de atragdo que atuam sobre as moléculas no interior de
um liquido operam em todos os sentidos, de tal forma que entre elas ocorre um balango. Na
superficie do liquido, porém, as forgas de interagdo nio estdo balanceadas. Ao contrario, estdo
dirigidas para o interior da solugdo, de tal forma que a maioria das moléculas se deslocara
para o interior do liquido, contraindo a superficie — também chamada “interface liquido/ar” —

dando origem a tensdo superficial. Um exemplo desta alta tensdo superficial ocorre com a

4gua devido as pontes de hidrogénio.
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A adsor¢do de substincias que tenham um carater anfifilico ou tensoativo alterara
drasticamente a tensdo superficial, pois essas substancias ligam-se com as moléculas
superficiais dos liquidos, diminuindo assim as interagdes inter-moleculares. Quando estas
substincias tensoativas tiverem o grupo hidrofoébico maior do que um certo tamanho, elas

tornam-se insoliiveis em 4gua, podendo formar monocamadas insolaveis.

4.3. Revisao bibliogrifica

Existem diversas revisdes [45] que trazem informagdes historicas mais detalhadas
sobre filmes LB. Apresentaremos abaixo apenas 0s aspectos mais relevantes ou interessantes
sobre o assunto do ponto de vista dos objetivos desta dissertagao.

Desde a antigiiidade observa-se o fendmeno do espalhamento de Oleo sobre a
superficie da agua. Até onde temos conhecimento, o primeiro relato de um experimento
cientifico sobre o assunto deve-se a Benjamin Franklin, que em 1774 descreveu, para a Royal
Society, o efeito “tranqiilizante” de uma colher de cha de dleo sobre as aguas do lago
Clapham [46]. Agnes Pockels, em 1891, publicou um relato em que conta como, através de
uma técnica por ela desenvolvida de confinamento de filmes insoluveis em uma cuba cheia de
4gua até a borda, desenvolveu medidas rapidas e confiaveis da relagdo entre a “contaminagao
superficial” e a area. Utilizando estas técnicas, Rayleigh, em 1899, sugeriu pela primeira vez
que a tensdo superficial decresce até que a superficie seja coberta com um filme de espessura,
necessariamente, monomolecular.

Em 1917 Langmuir [47] obteve sucesso na tarefa de propor um modelo tedrico sobre
o comportamento de moléculas em monocamadas insoluveis, modelo que foi bem sucedido
nos testes experimentais. O modelo especificava que as moléculas componentes do filme ndo
apenas formavam uma camada unimolecular, mas posicionavam-se orientadamente sobre a
superficie da agua, com seus grupos funcionais polares imersos na agua e a longa cadeia ndo

polar posicionada quase verticalmente acima da superficie. Em suas investigagdes, Langmuir
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desenvolveu um instrumento, denominado balanga de superficie, que foi crucial para que uma
sua assistente, Katherine Blodget [48], em 1919, desenvolvesse um conjunto de métodos para
transferir verticalmente, de forma organizada, monocamadas de acidos graxos para placas de
vidro. Com a publicagdo da metodologia de transferéncia, em 1935, as monocamadas ficaram
conhecidas como filmes de Langmuir-Blodget, ou simplesmente, filmes LB.

Interrompidas pela Segunda Guerra Mundial as pesquisas com a técnica foram
retomadas apenas na década de 70. Kuhn e colaboradores [49, 50] com uma série de estudos
destinada a testar os modelos, equagdes e técnicas de Langmuir, mostraram que
monocamadas orgénicas poderiam ser utilizadas na construgio de estruturas moleculares
precisas. A grande aplicabilidade destas técnicas nas areas académica e tecnoldgica aumentou
a sua popularidade nos laboratérios, o que promoveu um forte impulso na direcdo de seu
aperfeicoamento, com o surgimento, no inicio da década de 80, de varios trabalhos que se
utilizavam de técnicas de analise variadas como a espectroscopia UV-vis, infravermelho, a
microscopia de fluorescéncia, microscopia no dngulo de Brewster, a microbalanca de cristal
de quartzo, a microscopia de forga atdmica, além das tradicionais de medidas de pressio e
potencial superficiais.

Monocamadas de Langmuir e filmes LB sdo muito utilizados nos estudos sobre
transi¢des de fase em membranas bioldgicas. Especialmente importantes sdo as investigagoes
sobre as interagdes entre as substincias envolvidas na monocamada, como lipidios e
proteinas, 0 que permite entender o proprio funcionamento das membranas. Os primeiros
estudos [51] de monocamadas liquidas de proteinas surgiram ainda na década de 30, mas foi
Henry B. Bull, [52] na década de 40, que, examinando a discordancia entre os varios trabalhos
sobre espalhamento de proteinas como a ovalbumina publicados até entfio, apontou como
possivel causa da discrepancia uma possivel tendéncia da proteina a ser perdida na solucdo. Ja

em 1958, Kashiwagi [53] observou que as proteinas apresentam um comportamento na
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superficie bastante diferente do que aquele observado para os acidos graxos: enquanto
proteinas soliveis em 4gua ndo permitem a obten¢do de um bom espalhamento, porque tem-
se de fato um equilibrio entre as moléculas adsorvidas na interface liquido-ar e aquelas
dissolvidas no interior da fase liquida, as moléculas de acido graxo dissolvidas em solvente
apropriado formam, apés a evaporagéo do solvente, monocamadas estéveis na interface 4gua-
ar. Para se conseguir um filme destas proteinas usava-se entdo um teor alto de salinidade
(“salting-out”) na subfase da solugdo aquosa, que tinha como efeito fazer que a proteina
permanecesse na interface. Esta pratica, entretanto, favorece a desnaturagio da proteina.

A partir dai, estendendo-se até o comego dos anos 60, varios trabalhos foram
realizados com a ovalbumina, [54, 55] incluindo os de adsorgdo de proteina em substratos
solidos, em po de vidro Pirex [56] e em placas de metal com os métodos de Langmuir-
Blodgett [57] Atualmente os estudos com filmes LB fazem uso de diferentes tipos de
proteinas [58, 59, 60, 61, 62] e estdo principalmente relacionados com aplicacdes em
biossensores [63, 64, 65, 66], estudos de sistemas modelos de membranas biologicas [67, 68]
que estudam o aspecto de reconhecimento molecular ou interagdo de proteinas com diferentes

tipos de interfaces solidas.

4.4. Espalhamento na interface liquido-ar

O processo de preparag@o de filmes compostos por estas monocamadas, ou filmes de
LANGMUIR- BLODGETT, exige normalmente que trés requisitos sejam obedecidos:

1. € necessario que a substincia utilizada para apresente um coeficiente de
espalhamento positivo [69] na interface liquido/ar com decréscimo da energia livre do sistema

( AGesp ). O coeficiente de espalhamento (Sg;), definido como ( — AGes ), pode ser calculado

através das diferengas entre a tensdo superficial inicial ( Y; ) da 4gua e a soma das tensdes do

liquido (Yg ) a ser espalhado e a tenséo interfacial criada pela nova interface ( Ye/i ), segundo
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a equagao:
Sei = = AGesp = ¥i — (Yg T Yeii )
2. é necessario que a substancia a ser espalhada seja insoluvel na subfase;

3. é necessaria a adesdo desta substancia, ao substrato solido e entre as sucessivas

camadas.

Quando alguma destas condigbes ndo € satisfeita, usam-se recursos tais como:
adsor¢do de substdncia soluvel a partir de subfase suporte da monocamada ou co-

espalhamento com uma substancia anfifilica que apresenta coeficiente de espalhamento

positivo.

4.5. Cuba de Langmuir

Utiliza-se a balancga de superficie ou cuba de Langmuir para preparar os filmes LB.

/— Microbalanca

Placa de Wilhelmy

Motor de passo

/— Barreira Movel

Figura 8: Esquema da cuba de Langmuir utilizada.

A cuba de Langmuir € construida em teflon®, que é um material hidrofébico, tendo
uma barreira movel capaz de varrer a superficie da agua ou solugdo aquosa [45] e uma
Jaminula hidrofilica, papel de filtro, em contato com a superficie (método da laminula de

Wilhelmy [70]) técnica utilizada para medir a tensdo superficial.
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No interior da cuba coloca-se um liquido, normalmente 4gua ou solug@o aquosa, que
€ denominado subfase, até formar-se um menisco na superficie. Espalha-se, sobre a subfase,
uma solugdo do tensoativo desejado. A medida que a barreira ¢ movimentada, ocorre a
interagdo das moléculas da monocamada (tensoativo) com as moléculas da superficie da
subfase, alterando a tensdo superficial. Assim, & medida que a monocamada é comprimida
ocorre a diminui¢do da tensdo superficial da subfase pura (y”) em relaggio a tenséo superficial

na presenga da monocamada (y). A cada estdgio da compressdo ¢ possivel determinar a

pressdo superficial (m), que € dada pela formula:

m=y -y
onde:
v® = tensdo superficial da subfase pura,
y = tensdo superficial na presenga da monocamada.
4.6. Isotermas superficiais

transicéo

Pressido Superficial

Area por molécula

Figura 9 : Representagdo de uma isoterma de superficie mostrando os
diversos estagios de compressio



Conhecendo a concentrag@o e o volume da solugio do tensoativo espalhado na cuba,
¢ possivel determinar a area disponivel por molécula. Desta forma, a uma temperatura
constante, o grafico langado da pressdo superficial versus a area disponivel por molécula
representa uma isoterma de pressédo superficial.

Dependendo do estagio da compressdo, podemos observar diferentes estados fisicos
bidimensionais (semelhantes as isotermas pressdo-volume para o estado tridimensional da
matéria). Assim, associa-se cada trecho da isoterma superficial a um estado. Diz-se que um
filme encontra-se no estado gasoso (G) quando as interagdes entre as moléculas sdo pequenas
devido a grande area disponivel por molécula, o suficiente para ndo exceder de 1 m N/m a
pressdo superficial. A medida que move-se a barreira, diminui a 4rea disponivel por molécula
e a pressdo superficial aumenta, tendo-se o estado liquido expandido (LE). As vezes pode-se
observar uma regido onde ocorre uma coexisténcia de fases, quando a pressdo superficial
permanece constante. Esse estado corresponde a transi¢do de fase de liquido expandido para
liquido condensado. Comprimindo-se ainda mais o filme, tem-se um aumento brusco da
pressdo superficial, caracterizando o estado liquido condensado (LC) e, finalmente, o estado
solido (S).

Continuando a compressdo, o filme adquire uma instabilidade mecéanica e colapsa.
Neste ponto ocorre uma diminuigéo da area do filme e a flexdo desta monocamada, podendo
ser formadas, desordenadamente, bicamadas ou multicamadas [45]. O ponto de colapso é
indicado pela constincia ou queda brusca da pressdo superficial.

O fator de compressibilidade de superficie (Cs”) pode ser obtido a partir dessas
isotermas, e nos indica quanto a pressdo superficial € alterada (On) a uma dada taxa de
compressdo (OA), a uma dada area (A) e uma dada temperatura (T), sendo obtida pela férmula
[71]:

Cs™ = (-A) (6n/6A)r
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4.7. Formacio dos filmes
Existem dois métodos de transferéncia mais comuns da monocamada da subfase para
o substrato solido: o horizontal, ou tipo Schafer, € o vertical, ou tipo Langmuir-Blodgett [72].

No processo vertical, ou tipo Langmuir-Blodgett, o substrato é movido verticalmente

v

imers3o emersio

Figura 10: Formagio da primeira camada de um filme LB na
imersdo-emerso do substrato sélido
através da monocamada na interface liquido/ar, e, com a compressio da barreira movel
obtém-se a pressdo superficial finita que permite efetuar a transferéncia, e, assim, a
monocamada, comprimida, € transferida para o substrato. E altamente desejavel que a pressdo
seja mantida constante enquanto a monocamada ¢ removida da interface liquida, uma vez que
o processo de transferéncia depende da pressio superficial.

Esta transferéncia pode ocorrer durante a emersio ou durante a imersdo. Se a
superficie do substrato € hidrofilica, o filme € transferido durante a emersdo, e as cabegas
hidrofilicas interagem com a superficie. Se, por outro lado, a superficie do substrato é
hidrofobica, a monocamada é transferida durante a imersio, e as caudas hidrofébicas

interagem com a superficie.
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Sdo obtidos trés tipos de deposigdo neste processo: (a) deposigio tipo-Z, quando as
monocamadas sucessivas sdo depositadas apenas durante a emersdo; (5) deposi¢o tipo-X,
quando as monocamadas sucessivas sio depositadas apenas durante a imersio; e (¢
deposigdo tipo-Y, quando as deposi¢des ocorrem, alternadamente, na emersdo e na imersio. A
deposigdo tipo-Y utiliza-se do fato de que, apés a primeira transferéncia, inverte-se a
qualidade da superficie livre da camada — se hidrofilica, torna-se hidrofobica; se hidrofobica,
torna-se hidrofilica. A caracteristica dos filmes tipo-Y € que as interagdes sdo cabega-cabeca e
cauda-cauda, enquanto os filmes tipo-Z e tipo-X possuem interagdes cabega-cauda ou cauda-

cabega.

i

Figura 11: Tipos de filmes obtidos no processo vertical (Langmuir Blodgett) de
deposigdo de monocamadas.
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Capitulo 5 - Métodos experimentais para investigacio da

adsor¢ao de proteinas na interface

5.1. Introducéo

Varios métodos experimentais sio utilizados para determinar a adsorcio de proteinas
na interface, tais como:

1. técnicas de deplegdo na solugio

2. métodos gravimétricos

3. métodos hidrodindmicos

4. métodos elétricos

5. métodos Opticos

6. uso de sondas radioativas ou fluorescentes.

O método usado neste trabalho foi o gravimétrfco e foi utilizada a microbalanga a

cristal de quartzo (MCQ).

5.2, Microbalanca a cristal de quartzo

Uma microbalanga a cristal de quartzo (MCQ ou MCQ) é uma balanga que utiliza-se
do efeito piezelétrico reverso. Compde-se de: (@) um oscilador; (B) cristais de quartzo cuja
freqliéncia € ajustada pela deposi¢do de filmes de ouro que, depositados nos dois lados do
cristal, servem também como eletrodos, através dos quais aplica-se uma diferenca de
potencial; (¢) um frequencimetro, que registra as variagdes de freqiiéncia provocadas pela
deposi¢do de massa sobre o cristal ou por ele absorvidas.

Esta técnica apoia-se no principio de que ha uma proporcionalidade entre a variagio
de freqiiéncia de ressondncia do cristal e a variagdo da massa depositada sobre o mesmo [73].
O cristal piezelétrico, cuja parte ativa é aquela compreendida entre os eletrodos, tem sua

freqiiéncia de vibragdo diminuida com a pequena quantidade de material depositada.
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cristal de quartzo
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Figura 12: Microbalanga a cristal de quartzo com eletrodo de ouro montado em suporte.

A MCQ tem sido empregada como uma técnica para caracterizar filmes LB, na
confirmagdo da quantidade de filme transferido da monocamada para o substrato solido e na
comprovagdo da relagdo linear entre o numero de camadas depositadas e a variagdo de
frequiéncia, e também para avaliar a quantidade de proteina adsorvida em filmes LB. A leitura
da freqiéncia ressonante AF (Hz) permite determinar a massa (g) através da equagio de

SAUERBREY [74], mostrada abaixo:

2
AF= -_2F0" AM
A(P-qpq)/2

2

onde:
Fy = freqiiéncia fundamental do cristal de quartzo em Hz antes da deposi¢do ou
adsor¢ao.
g = modulo de cisalhamento do quartzo (2, 947 x 10" g cm™ s?)
pq = densidade do quartzo (2, 648 g cm™)

A = 4rea do eletrodo (0,392 cm?)
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Reunindo-se as constantes e deixando Am = AM/A, tem-se:
AF=-C AAm ,

onde:

Ca=2, 26x10° Fy Hz cm® g!

Am = massa adicionada por unidade de area em g/cm?

Utilizando-se a MCQ, que é bastante sensivel para medir uma massa depositada na
ordem de nanogramas, podemos determinar a massa depositada a partir de apenas uma

camada molecular de fosfolipidio ou proteina.
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Capitulo 6 - Parte Experimental

6.1. Descri¢ao geral dos experimentos realizados
A estratégia e as técnicas experimentais empregadas para a consecucdo dos objetivos

propostos esta representada no diagrama abaixo:.

Cinética de adsor¢do a
—p  partir de solucdo de
proteinas sobre filmes LB

Preparagéo de Deposicdo de
monocamadas ’ filmes LB —» MCQ

Isotermas de adsor¢do a
|y  partir de solugéo de
proteinas sobre filmes LB

Figura 13: Fluxograma da parte experimental.

A primeira etapa consistiu na preparacio de monocamadas de Langmuir de
fosfolipidio e acido graxo sobre solugdes aquosas de cations divalentes ( Zn®* ), a partir das
quais, segundo a técnica de Langmuir-Blodgett, foram preparados filmes finos e organizados.
Os filmes foram preparados de forma a ter um nimero impar de camadas. Sobre esses filmes
foi feita a adsorgdo da proteina a partir de solugio.

A técnica de microbalanga a cristal de quartzo (MCQ), descrita no capitulo 5 foi
utilizada para: (i) a determinag@o da massa depositada por camada na preparacio dos filmes
LB, (ii) a determinacdo da razio de transferéncia (relacio entre a massa diminuida da
monocamada e a massa depositada no substrato) e (iii) estudos da cinética e isoterma de

adsor¢@o de proteinas sobre os filmes LB de fosfolipidios.

6.2. Preparacio das monocamadas na interface liquida
As monocamadas s3o preparadas em uma cuba de Langmuir (279 x 170 x 15 mm,

com 4rea na compressdo maxima de 102 cm®) construida nas oficinas de Precisio do Campus
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de Ribeirdo Preto, que usa uma microbalanga (Cahn mod C-32) e o método da laminula de
Wilhemy [70], para monitorar as variagdes na tensdo superficial (pressdo superficial).
Inicialmente, através de sucessivas trocas de agua destilada e purificada pelo sistema Milli-Q-
Plus da Millipore que fornece 4gua com condutividade de 18MQcm™, limpa-se a cuba. Para a
remogdo de residuos de fosfolipidio que eventualmente fiquem retidos nas bordas da cuba ou
na barreira apOs um experimento, utiliza-se também cloroférmio (Merck). Apos limpa a cuba,
coloca-se agua destilada e purificada na subfase até a formagdo de um menisco nas laterais
hidrofobicas do teflon e varre-se a superficie com a barreira numa velocidade alta, medindo-
se a variacdo da tensdo superficial para a subfase pura enquanto a mesma é comprimida. Se a
variagdo da pressdo superficial ndo exceder 1 mN/m, a cuba € considerada limpa e pronta para
a deposigdo do tensoativo. Se a variagdo da pressdo exceder o limite estabelecido, repete-se o
processo de limpeza.

Um volume de aproximadamente 60 pl. de acido eicosanodico (araquidico), acido
estearico ou acido beénico (Sigma), diluidos em cloroformio (Merck), na concentragdo
aproximada de 1, 0 x 10® mol/L foi espalhado sobre solugdo aquosa de Zn(H;CCOO),
(Aldrich) 1, 0 x 10 mol/L, para a formacdo de monocamadas de araquidato, estearato e
beenato de zinco. De maneira analoga, um volume de aproximadamente 60uL de uma solucéo
de concentragdo aproximada de 1, 0 x 10 mol/L dos sais de sddio dos acidos dimiristoil
fosfatidico (DMPA) e dilauril fosfatidico (DLPA) (Sigma) em cloroformio e metanol
(Merck), na propor¢do de 3 para 1 [75] foi espalhado sobre solugdo aquosa de Zn(H;CCOO"),
(Merck) 1, 0 x 10°mol/L, pH = 5, 8. Seguem-se as estruturas do acido araquidico, esteérico,

beénico, do DMPA e do DLPA.
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Figura 14: Estrutura das moléculas DMPA; DLPA; AA; AE e AB.

A velocidade de compressdo e expansdo dessas monocamadas foi de 0,24 mm/s,

numa temperatura de (24 = 1) °C.

6.3. Formacao de filmes LB

Para a formagio dos filmes LB foram utilizados como substrato placas de quartzo,
previamente limpas com cloroférmio e agua Milli-Q, e posteriormente secas. O substrato foi
montado em um suporte de teflon, que por sua vez foi preso por um ima a uma haste ligada a
um motor de passo. A transferéncia das monocamadas foi realizada a temperatura de (24 £ 1)
°C, mantendo-se a pressdo superficial em (30 £ 1) mN/m tanto para os acidos como para os
fosfolipidios. As velocidades de imersdo/emersdo foram de 0,03 mm/s. Foram preparados
filmes do tipo Y, com cinco camadas, iniciando-se a deposi¢do na emersdo do substrato, o que

resultou na exposi¢do da cauda apolar (hidrofobica) na ultima camada.
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6.4, Cinética e isoterma de adsorcio de ovoalbumina (OVA) e albumina de soro

bovino (BSA)

As solugdes das proteinas foram preparadas usando um tampdo de fosfato e cloreto
de sodio com pH igual a 7, 2.

As proteinas foram adsorvidas a partir de solugio em diferentes concentragoes: 0,02;
0,04; 0,06; 0,08; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4 mg/ml sobre os filmes LB preparados conforme descrito
anteriormente.

A imersdo e emersdo do substrato contendo o filme LB na solu¢do de proteina deu-se
a uma velocidade 0,09 mm/s, usando-se um sistema mecanico montado nas Oficinas de
Precisdo do campus da USP — Ribeirdo Preto.

O tempo de adsorgdo foi variavel e a temperatura foi mantida em (23 £ 1)°C.

Para o estudo da cinética de adsor¢do das proteinas, os tempos de permanéncia do

filme LB imerso na solugdo protéica foram de: 2; 5; 10; 20; 30; 40 e 60 minutos.
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Capitulo 7 - Resultados e Discussio

7.1, Caracterizacao das monocamadas

Em uma membrana bioldgica a combinagdo de lipidios fornece uma fluidez
caracteristica para cada tipo de membrana. No sistema modelo de filmes LB a fluidez é ditada
pelo estado em que a monocamada se encontra durante a deposi¢io. De uma maneira
simplificada, a forga motriz para a transferéncia de monocamadas da interface liquido-ar para
interfaces solidas esta ligada ao gradiente de pressdo superficial que se estabelece entre o
menisco formado com o substrato e a interface plana. Monocamadas mais comprimidas ou
presentes em um estado mais condensado sdo mais facilmente transferidas que aquelas que se
encontram em estados mais expandidos. Assim, quanto maior o estado de compressio dos
filmes de Langmuir, melhor é a sua transferéncia para o substrato solido. Uma vez
transferidos, a sua estabilidade também depende da interagio entre as camadas sucessivas
[76].

Demonstrou-se [77] que a presenca de ions divalentes na subfase diminui a repulsio
das cabegas polares dos lipidios, fornecendo um filme com baixa compressibilidade e
condensado, melhorando as caracteristicas de transferéncia.

Neste trabalho utilizamos ions Zn®* nas duas subfases: para as monocamadas de
fosfolipidios e também para aquelas de acidos graxos.

Nas Figuras 15, 16 e 17, a seguir, sdo apresentadas as isotermas de pressdo
superficial para monocamadas dos acidos graxos: araquidico, beénico e estearico formadas

sobre 4gua pura e sobre solugio de acetato de zinco 1, 0.10*mol/l.
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Figura 17 : Isotermas de pressdo superficial para monocamadas de acido estearico sobre 4gua
pura ( preto ) e de solugéo de zinco 1, 0. 10 “* mol/I ( vermelho ).

Todas as isotermas apresentam perfis semelhantes, podendo observar-se trés regides
distintas. Cada regido pode ser atribuida a um estado fisico bidimensional; no inicio da
compressdo onde a pressdo superficial permanece em torno de zero observamos o estado
gasoso, entre 25 e 30 A% por molécula inicia-se uma elevagio da pressdo superficial até
aproximadamente 30 mN/m: esta regidio corresponde ao estado de liquido expandido, a partir
desse ponto observamos uma elevagdo mais brusca da pressdio indicando assim o estado
liquido condensado.

Entre 65 e 70 mN/m, a pressdo superficial sofre uma queda, indicando o desmanche
da monocamada (colapso). A area minima (extrapolada da regido mais ingreme da curva até o
eixo horizontal ) em todos os casos ficou em 19 £ 1 A% por molécula.

A presencga dos ions Zn*" na subfase provoca uma diminui¢do da area por molécula

em relagdo a agua pura. Além disso, a regido de liquido expandido apresenta, neste caso, uma
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maior inclinagd@o. Estes efeitos devem-se a blindagem do carboxilato por ions positivamente
carregados. Segundo alguns autores [77] isto aumenta a estabilidade da monocamada e facilita
a deposigdo dos acidos graxos na forma filmes LB. Neste trabalho, o valor maximo da
diminui¢do da &rea por molécula foi de 3 A%. No caso em que a subfase era de agua pura, a
area minima se manteve a mesma. Os valores obtidos concordam com aqueles encontrados na
literatura [78].

A seguir € apresentada, na Tabela 1, os fatores de compressibilidade (Cs™) para as

isotermas de os acidos graxos (araquidico, beénico e estearico) apresentadas.

Tabela 1: Fatores de compressibilidade istotérmico superficial (em mN/m) para as
monocamadas de acidos graxos na pressio superficial de 30 mN/m.

SUBFASE
ACIDOS AGUA Zn*
Fatores de Compressibilidade: C;" (mN/m)
ARAQUIDICO 114 260
BEENICO 95 240
ESTEARICO 160 278

A Tabela 1 demonstra o aumento do fator de compressibilidade das monocamadas
causado pela presenca dos ions zinco na subfase, confirmando a hipotese de que esses ions
condensam a monocamada.

A seguir, através das figuras 18 e 19, apresentamos as isotermas de pressdo

superficial para os fosfolipidios DMPA e DLPA.
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As isotermas para os fosfolipidios apresentaram quatro regides distintas: £as0s0
(para pressbes em torno de zero), liquido expandido (primeira elevagio da pressdo durante a
compressdo), transicdo de fases de liquido expandido para liquido condensado (LE-LC -
patamar) e liquido condensado (elevagdo mais brusca da presséo antes do colapso).

Embora os perfis para os dois fosfolipidios sejam semelhantes, a transicdo de fases
para o DLPA ocorre em uma pressdo mais elevada (45 mN/m) do que para o DMPA (7
mN/m).

Com a presenga dos jons Zn** na subfase a pressdo de transi¢do € reduzida para 9
mN/m no caso do DLPA e extinta no caso do DMPA. Em ambos os casos, tal reducdo deve-se
também a diminui¢do da repulsdo eletrostatica entre as cabegas polares dos fosfolipidios.
Estes dados estéo de acordo com outros previamente relatados na literatura [8, 75, 79].

Em 30 mN/m, todos os fatores de compressibilidade ficaram em torno de 300 mN/m.
Nio ocorreu redugdo adicional com a presenca dos fons Zn*" na subfase pelo fato de, ja em

agua pura, nesta pressdo superficial, ja se ter uma monocamada razoavelmente condensada.

7.2. Deposicio dos lipidios na forma de filmes LB
7.2.1. Avaliaciao do processo de transferéncia

Nas figuras 20 e 21 mostramos as medidas de massa depositada por camada de
lipidio na forma de filme LB. Estas medidas foram obtidas através da técnica de MCQ. A
pressdo superficial para a deposigdo destes filmes foi de 30 mN/m. Deve-se ressaltar

5 5 % . 2
novamente que as deposi¢des foram otimizadas pela presencga dos ions Zn“" na subfase.
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Os graficos mostram a eficdcia da deposigdo das 11 monocamadas, visto que o
comportamento linear do grafico indica que a quantidade de massa depositada é proporcional
ao numero de camadas, ou seja, a cada transferéncia a quantidade de massa depositada é
aproximadamente a mesma. Paralelamente, as razdes de transferéncia, determinadas através
do controle da variagdo da 4rea da monocamada na interface liquido-ar e da 4rea recoberta
pela monocamada no substrato solido, a cada etapa do procedimento, imersio e suspensdo do
substrato, mostraram-se iguais para cada camada depositada e tendendo a 1.

Outro argumento a favor da eficacia da transferéncia do lipidio da subfase para o
filme LB consiste na comparagio entre a razdo de transferéncia na agua pura e esta mesma
razdo na subfase contendo Zn**. Explicando: a deposigdo destas monocamadas de lipidios
formadas sobre uma subfase de agua pura fornece razio de transferéncia bem inferior a 1,
mostrando o desprendimento de parte do material da superficie do substrato sélido. Porém,
com a subfase utilizada neste trabalho (contendo ions Zn>*) obteve-se uma razio de
transferéncia tendendo a 1, tanto para a imersio quanto para a emersio do substrato.

7.2.2. Tipo de filmes obtidos

O processo de transferéncia alternou emerséo e imersio, produzindo um filme LB de
multiplas camadas de lipidio, depositados na forma Y. Este tipo de filme é confirmado pelo
fato das transferéncias das monocamadas da interface liquido-ar para a superficie do substrato
solido ndo diferirem na imersio e emersao do mesmo.

7.2.3. Massa transferida

A massa depositada por camada foi calculada através da variagio de frequéncia
medida antes e depois da deposi¢do através da técnica de MCQ, usando a equagio de
Sauerbrey (Capitulo 5). Os valores foram langados nos graficos apresentados, e a partir da
regressdo linear das retas apresentadas nestes graficos, obtivemos o valor da variagio de

massa por camada (Am).
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O resultado, para Zn’",AA, foi de Am = 78 ng (R = 0,9986). Na pressio de
deposigdo de 30 mN/m a 4rea ocupada por molécula é de 19 A%, Como a 4rea total depositada
é de 0,392 cm’, obtém-se um numero médio total de moléculas de 2, 0.10™. Sendo 345, 2
g/mol a massa molar do Zn*",,AA, este niimero de moléculas corresponde a 115 ng, que € o
valor esperado teoricamente para a massa depositada. Comparando-se este valor de massa
com Am, tem-se um desvio de 47%. Uma vez que ndo se detectou diferengas nas razdes de
transferéncias para as monocamadas depositas durante a imersdo e suspensio do substrato,
sugere-se que este resultado possa estar associado a uma mudanga na rea por molécula que o
lipidio passa a ocupar na interface solido-ar em relagdo aquela observada na interface liquido-

ar através da curva m-A.

Usando o mesmo raciocinio para as demais deposi¢cdes obtém-se o quadro
comparativo apresentado na Tabela 2, onde ( * ) corresponde ao valor numérico da tangente
do grafico de massa depositada em fung¢do do nimero de camadas e (**) a4 massa depositada
por camada = N X m = (Acristal / Amoléc.), €m que ‘N’ corresponde ao nimero de moléculas
depositadas e ‘m’ a massa por molécula (M/Nay), Acristal = area da secdo ativa do cristal de
quartzo usado na MCQ e Apqic. a area ocupada por molécula do lipidio na interface liquido-ar

obtida da isoterma de pressdo superficial.
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Tabela 2: Caracteristicas das deposigdes de monocamadas dos diferentes lipidios sobre
cristais de quartzo recobertos por ouro utilizados na técnica de MCQ.

Lipidio Anmoléc. Massa Massa depositada Desvio
Formador da 2 .\ | depositada por | por camada (ng)
l [))
monocamada (A%/moléc) camada (ng) (isoterma) (**) (%)
(MCQ) (*)

Zn**,AA: 345, 2 g/mol 19 78 115 47
Zn**,AB: 373, 3 g/mol 19 115 124 8
Zn**,AE: 296, 7 g/mol 19 100 103 3
Zn**,DMPA:647, 5g/mol 39 116 140 21
Zn**,DLPA:569, 4 g/mol 39,7 79, 1 94,6 19

Para os dados apresentados na Tabela 2, a pressdo superficial foi mantida para todos
os casos em 30 mN/m durante a deposig@o. A area ativa do cristal de quartzo usado na técnica
de MCQ neste trabalho é de 0,392 cm?.

Os desvios obtidos entre os valores esperados para a massa depositada a partir de
consideragdes sobre os dados da isoterma de pressdo superficial e os obtidos pela técnica de
MCQ foram em torno de 20% para os fosfolipidios e mais baixos para os 4cidos graxos com
excegdo do acido araquidico, ja comentado anteriormente. Devido a esse resultado decidiu-se
excluir o acido araquidico dos experimentos de adsor¢do da proteina, pela incerteza muito

grande com relagdo a area ocupada por molécula na interface solida.

73 Deposi¢ciao da OVA sobre filmes LB
7.3.1. Isotermas de adsorc¢io

A seguir apresentaremos as isotermas de adsor¢do de ovalbumina (OVA) sobre
filmes de diferentes lipidios. Cada ponto foi obtido pelo menos em triplicata. Os desvios

experimentais foram variaveis entre 5 e 25% e ndo foram acrescentados nos graficos para ndo



64

dificultar a visualizagdo. Cada adsorcéo foi realizada em um filme LB de lipidio diferente,
preparado de maneira idéntica. Um suporte foi construido de maneira a possibilitar a
transferéncia simultdnea da monocamada para oito diferentes cristais. O controle foi feito
através das variagdes de freqiiéncia obtidas para o cristal limpo e o cristal recoberto pelas

camadas do filme LB: filmes que fornecessem valores de AF diferindo em mais de 20% n@o

eram utilizados.
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Figura 22: Isoterma de adsorgdo para ovalbumina em filmes LB de
Zn**;,DMPA (5 camadas)

Na figura 22 mostramos as isotermas de adsor¢do de OVA sobre filmes LB de
Zn*",,DMPA, obtidas apos diferentes tempos de contato entre a solugdo protéica e a superficie
solida. Estas isotermas demonstram perfis muito semelhantes. Mesmo para tempos tdo curtos
quanto dez minutos a adsor¢#o ja e consideravel, inclusive para as concentragdes mais baixas.

Observa-se inicialmente um aumento brusco na adsor¢do de proteina, até uma concentra¢ao
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de entre 0,07 e 0,1 mg/ml, dependendo do tempo de adsorgdo. A partir deste ponto
observamos a formago de um patamar até 0,2 mg/ml para a isoterma de 40 minutos, € um
ligeiro aumento na densidade da proteina adsorvida até a concentragdo de 0,3 mg/ml para as
outras isotermas. Este perfil ¢ caracteristico de sistemas que exibem efeito de saturacdo, sendo
atribuido a formagdo de uma monocamada [22-24, 26, 34, 80]. O patamar ndo é tdo definido e
aparece em densidades superficiais diferentes para as isotermas obtidas em tempos menores
que 40 minutos. O pequeno aumento na adsor¢io apds a concentragao de 0,2 mg/ml, nas
isotermas de 10, 20 e 30 minutos pode ser, como ja foi dito anteriormente, devido a uma
transi¢do e/ou um rearranjo da camada adsorvida. A adsor¢o, praticamente constante e baixa,
para concentragdes abaixo de 0,07 mg/mL e intervalos de tempo de 10 e 20 minutos pode ser
atribuida inicialmente a processos difusivos, que interferem mais em concentragdes mais
baixas e que impedem que o aumento da adsorgdo seja linear com a concentragdo na faixa
mencionada. Pode também estar associada a uma ativagio ou necessidade de mudanga de
conformagdo da proteina para que a adsor¢do seja efetiva em baixas concentragdes. De
qualquer forma, trata-se de um efeito cinético.

Um outro fato importante observado até a concentragio de 0,2 mg/ml € que, para
intervalos de tempo crescentes observa-se também um aumento na densidade superficial da

proteina adsorvida nas diferentes isotermas de adsor¢ao.
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Figura 23: Isoterma de adsor¢@o para ovalbumina em filmes LB de
Zn**1,DLPA (5 camadas)

Na figura 23 mostramos a isoterma de adsor¢gdo de OVA sobre filme LB de
Zn*",DLPA, obtida ap6s 30 minutos de contato entre a solugdo protéica e o substrato solido
modificado pelo filme LB. Esta isoterma apresenta um perfil diferente da isoterma obtida para
adsorgao sobre o filme LB de Zn>*,DMPA apds o mesmo tempo de contato. Ela apresenta um
aumento brusco na densidade da proteina adsorvida até uma concentragdo de 0,025 mg/ml e
um aumento mais suave até 0,3 mg/ml. Em seguida apresenta um patamar mais definido do
que os apresentados nas isotermas obtidas para o filme LB de Zn**,DMPA. A densidade
superficial da proteina neste caso € maior do que aquela obtida para a adsorg@o sobre filmes
de Zn*",DMPA. Esta diferenca é estaticamente significativa, levando-se em consideragéo os
desvios nos dados experimentais. N3o se observa aumento de adsor¢@o apds o atingimento do
patamar na faixa de concentragdo estudada: ou ndo ocorre a formagdo de multicamadas ou
ndo se tem rearranjo das moléculas adsorvidas nesse caso. A diferenga entre os dois

fosfolipidios estd no numero de atomos de carbono da cadeia hidrofobica: 12 no caso do
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DLPA ¢ 14 no caso do DMPA, diferenca esta que leva a um comportamento diferenciado
quanto a pressdo de transi¢ido entre os estados expandido e condensado para as monocamadas
dos dois fosfolipidios. Para o DLPA a press@o de transi¢io ¢ mais elevada, ou seja o estado
expandido é mais estabilizado, e ndo € extinta na presenga de ions zinco. Isto pode acarretar
uma maior mobilidade para as moléculas também no substrato solido. Desta forma, nédo
simplesmente a natureza hidrofobica da superficie do substrato solido define a forma de

adsorgdo da proteina, mas também a mobilidade das cadeias hidrocarbdnicas.
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Figura 24: Isoterma de adsor¢@o para ovalbumina em filmes LB de
Zn*'1,AE (5 camadas)

Na figura 24 temos as isotermas de adsor¢do de OVA sobre filmes LB de Zn*",AE.
Estas isotermas diferem menos entre si que aquelas apresentadas para OVA sobre filmes de
Zn*',DMPA. Observa-se um aumento na adsor¢io da proteina menos brusco e mais linear do
que nos outros casos até 0,3 mg/ml, atingindo posteriormente uma possivel saturacdo. Esta

possivel saturac@o na adsor¢do no filme de Zn**, AE ocorre entretanto para concentragdes
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mais elevadas que aquelas obtidas para a adsorgdo de OVA sobre os filmes de Zn*'.DLPA e
Zn**,,DMPA.

Comparando as isotermas de adsor¢do de OVA nas superficies dos diferentes lipidios
nota-se que a densidade da proteina adsorvida sobre a superficie dos filmes de fosfolipidios €
maior do que sobre a superficie dos filmes do acido graxo, em todas as concentragdes € nos
diferentes tempos. Constata-se também que a densidade da proteina adsorvida na superficie
do filme de Zn*",DLPA, que apresenta maior mobilidade das cadeias, € muito maior do que a
densidade superficial da proteina adsorvida na superficie do filme de Zn**,,DMPA, e que esta,
por sua vez, € maior do que a densidade superficial da proteina adsorvida na superficie do
filme de Zn**,AE, em todas as concentragdes € nos diferentes tempos.

Outro ponto importante que deve ser observado é que em concentracdes mais
elevadas (0,2 e 0,3 mg/ml para o Zn*",DMPA e Zn**,AE; e 0,3 para o Zn?*,DLPA) e em
tempos maiores, principalmente acima de 40 minutos, ocorre uma diminui¢io na adsorcio da
proteina, o que praticamente ndo ocorre em tempos menores. Voltaremos a este ponto na
analise das cinéticas de adsor¢do.

7.3.2. Cinéticas de adsorcio
Apresentamos a seguir as cinéticas de adsor¢do de OVA sobre filmes LB de

diferentes lipidios.
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Figura 25: Cinética de adsor¢@o de ovalbumina sobre filme LB de Zn*';,DMPA.

Na figura 25 mostramos a cinética de adsor¢do de OVA sobre filme LB de
Zn*,DMPA. As cinéticas apresentam perfis de adsor¢do semelhantes nas diferentes
concentragdes. Observa-se um aumento constante na densidade da proteina adsorvida com o
passar do tempo, exceto na maior concentragdo utilizada (0,3 mg/ml), em que a densidade
superficial permanece praticamente constante durante todo o tempo. Apds 40 minutos,
observamos uma tendéncia a saturagdo da adsorgdo, com posterior diminuigdio da massa
adsorvida, que fica mais evidente na concentragdo de 0,3 mg/ml, em que a quantidade
adsorvida sofre uma diminuigdo nitida com o tempo. Apesar do que foi apresentado no
Capitulo 3 sobre a baixa probabilidade de dessor¢do de macromoléculas, constata-se que no
caso de proteinas globulares soliveis no meio de adsor¢do ocorre uma diminui¢do na
densidade superficial com o tempo, para a qual ndo se tem outra justificativa sendo a
ocorréncia de dessor¢do. Este processo pode ser devido ao fato de algumas moléculas que
adsorveram posteriormente ndo estarem em contato direto com a superficie, dessa forma a

interagfo proteina-solvente é favorecida em detrimento as interagdes proteina-proteina [44].
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OVA e BSA, como todas as proteinas soluveis, sdo mais facilmente “arrancadas” da
superficie adsorvente para a solugdo, em parte pela repulsdo eletrostatica que ocorre entre as
moléculas vizinhas ja adsorvidas [44] e talvez pela maior interagdo de grupos hidrofilicos com

o solvente.
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Figura 26: Cinética de adsorgdo de ovalbumina sobre filme LB de Zn**;,DLPA.

Na figura 26 mostramos a cinética de adsor¢gio de OVA sobre filme LB de
Zn**,DLPA. Apesar dessa cinética ter sido acompanhada em um intervalo de tempo maior,
seu perfil é um pouco diferente daquele apresentado para filmes LB de Zn**,,DMPA. Tem-se,
no inicio, uma adsor¢do muito brusca, com um maximo na densidade superficial da proteina
(4404 pg/cm?) ocorrendo aos 15 minutos, e, logo apos, uma dessor¢ao muito intensa. Como a
quantidade adsorvida € muito maior num menor intervalo de tempo, comparada aquela para a
adsorcdo sobre o filme LB de Zn**,DMPA, tem-se outro argumento de apoio a hipotese da

dessorcao sugerida para explicar a cinética anterior.
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Na figura 27 mostramos a cinética de adsor¢éo de OVA sobre filme LB de Zn*'4AE,
com perfis semelhantes as cinéticas para os filmes LB de Zn**,DMPA, com um aumento
constante na densidade superficial da proteina adsorvida e, posteriormente, uma tendéncia a
saturagdo e a uma possivel dessorgdo em tempos maiores do que 40 minutos.

Comparando a cinética de adsor¢io de OVA nas superficies de filmes LB dos
diferentes lipidios, observa-se também que a densidade da proteina adsorvida nas superficies
de fosfolipidios ¢ maior do que aquela adsorvida nas superficie do acido graxo, em todos os
tempos e nas diferentes concentragdes. Vé-se também que a densidade da proteina adsorvida
na superficie do filme de Zn*",,DLPA ¢ muito maior do que a densidade da proteina adsorvida
na superficie do filme de Zn*',DMPA, esta é maior, mas ndo muito, do que a densidade
superficial da proteina adsorvida em filmes LB de Zn*',, AE, em todos os tempos e nas

diferentes concentragdes.
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Uma explicagao para essas diferencas na densidade superfiial da proteina adsorvida
pode vir da quantidade de cadeias hidrofobicas disponiveis para adsorgdo por area. A uma
pressio de 30 mN/m, a area disponivel por molécula para o DLPA € de ~ 40 A% para o
DMPA de ~ 39 A% e para o AE de ~ 19 A% Como os dois fosfolipidios apresentam duas
cadeias hidrofobicas, que na pressdo de deposi¢ao encontram-se praticamente perpendiculares
a superficie, tem-se uma densidade de 1 cadeia por ~ 20 A? isto ¢, a densidade de cadeias
hidrofobicas € igual nas trés situagdes. O AE, por seu turno, embora também apresente uma
densidade de 1 cadeia por ~ 19 A?, apresenta cadeias hidrofobicas maiores, formadas por 17
carbonos, que conferem a monocamada um fator de compressibilidade (278 mN/m) apenas
ligeiramente inferior aquele obtido para os dois fosfolipidios (300 mN/m). Entretanto,
monocamadas de acidos graxos ndo apresentam regido de transigdo entre estados expandido e
condensado e a interagdo lateral entre cadeias hidrofobicas mais longas e simples deve ser

consideravelmente maior que entre cadeias mais curtas e duplas.

7.4.  Cinéticas de adsor¢io de BSA e OVA em filmes LB de Zn’*,DMPA e Zn*',AE
O grafico a seguir compara as cinéticas de adsor¢do de BSA e OVA na concentragdo

de 0,02 mg/ml sobre as superficies de filmes LB de Zn**,DMPA e Zn**,,AE.
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Figura 28: Cinéticas de adsor¢@o de albumina de soro bovino e ovalbumina na concentrag@o
de 0,02mg/ml sobre as superficies de filmes LB de Zn**;,DMPA e Zn*';,AE.

Continua-se obtendo uma maior quantidade adsorvida de OV A sobre a superficie de
filmes LB de Zn*',DMPA do que sobre filmes LB de Zn*",,AE, até o tempo de 40 minutos,
como nos graficos apresentados anteriormente. A cinética para a adsor¢do de BSA segue
também o mesmo perfil, adsorvendo mais na superficie do filme LB de Zn*",DMPA até
aproximadamente 15 minutos.

Observamos também uma maior velocidade na adsor¢do e posterior dessor¢do das
duas proteinas sobre a superficie do filme LB de Zn*',DMPA do que sobre filme LB de
Zn*',AE.

Consta-se, entdo, que o filme LB de Zn’',AE fixa por mais tempo a proteina,
indiferentemente de ser OVA ou BSA, ou seja, a proteina dessorve mais rapido em
Zn*',DMPA do que em Zn’'yAE, provavelmente devido ao argumento anteriormente
apresentado: quando a proteina adsorve mais rapidamente, atinge mais rapidamente o ponto

de saturagdo, em que a primeira camada foi completamente adsorvida. Atingido antes o ponto
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de saturagdo, o processo de dessor¢do também comegara mais cedo.

As cinéticas apresentam uma adsor¢io de BSA que comega mais bruscamente do que
a de OVA, independente da superficie, iniciando-se também antes o processo de dessorcdo; a
densidade superficial de OVA e o tempo em que ela fica na superficie sio maiores do que
estes mesmos parametros para BSA, nas duas superficies em questdo. Esta diferenca pode ser
invocada como argumento de apoio para a hipotese de que a adsorgdo mais rapida, ao atingir
antes o ponto de saturagdo, facilita o inicio do processo de dessor¢do. Ainda assim, a
diferenca de velocidade de adsorgdo, propriamente dita, ndo € explicada por esta hipotese.

Nossa hipotese para explicar este comportamento diferente entre a BSA e a OVA
apoia-se na comparagdo das estruturas das duas proteinas. A BSA é uma proteina maior e
mais flexivel do que a OVA, o que tem duas conseqiiéncias: terd um maior nimero de pontos
de contato, favorecendo a rapidez das primeiras ligagdes; e expondo mais facilmente e em
maior quantidade as estruturas secundarias em o-hélice no processo de adsor¢do, o que
implica em mais rearranjos estruturais, fazendo com que a completa adsor¢io da molécula
leve mais tempo. OVA, por seu turno, apresentara menos pontos de contato, 0 que aumentara
o tempo necessario para as primeiras ligagdes, mas, sendo menos flexivel e tendo menos
quantidade de estruturas secundarias em o-hélice a expor no processo de adsorcio,
completara este processo mais rapidamente do que a BSA, formando assim liga¢des mais
estaveis. Ndo € possivel decidir sobre esta hipotese com os dados obtidos pois, como as
cinéticas utilizadas neste trabalho foram de no maximo 1 hora, o tempo pode ndo ter sido
suficiente para ligar completamente a BSA a superficie do substrato, mesmo que o tenha sido
para a OVA. Cinéticas com tempos maiores mostrariam, se a hipotese é verdadeira, com a
adsorgdo de BSA atingindo mais tardiamente o ponto de estabilidade atingido pela OVA.

Ainda assim, outros estudos, ja comentados, trazem argumentos de apoio a hipotese,

especialmente os que afirmam que moléculas dessorvidas de BSA apresentam uma perda de



75

50 a 60% das estruturas secundarias em a-hélice [20], enquanto que os estudos com OVA
indicam uma menor quantidade de perda destas estruturas [28].

Uma ultima observagdo é que tanto as isotermas quanto as cinéticas apoiam a
hipétese de que a adsorgio de proteinas soluveis é favorecida durante a formag@o da primeira
camada e depois disso, como as proteinas ndo se ligam diretamente a superficie, a adsorcio

deixa de ser favorecida.
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Capitulo 8 - Conclusoes

e As isotermas de pressdo superficial confirmam que os fons Zn*" presentes na
subfase da monocamada extinguem a regido de transicio entre os estados
expandido e condensado da monocamada de DMPA e provocam apenas uma
diminui¢do na pressio de transi¢do de fases nas monocamadas DLPA. A presenca
de ions zinco na subfase também diminue a 4area ocupada por molécula e
acarretam uma elevagdo substancial do fator de compressibilidade superficial para
as monocamadas dos 4acidos graxos (araquidico, béenico e estearico).

e Os graficos de massa depositada em fungdo de diferentes nimeros de camadas dos
lipidios s&o lineares em todos os casos, mostrando que a massa depositada por
camada € constante. A diferenga entre a massa determinada por MCQ e aquela
estimada a partir de dados na interface liquida para o acido araquidico, com maior
numero de carbonos dentre os acidos graxos estudados ¢ interpretada como uma
variagdo na area que as moléculas ocupam na interface solida em relagio aquela
que as mesmas ocupam na interface liquido-ar.

e As isotermas e cinéticas de adsor¢do para a OVA mostram que a densidade
superficial protéica é diferente para os diferentes lipidios utilizados. OVA adsorve
mais nos filmes dos fosfolipidios DMPA e DLPA do que em filmes de 4cido
estearico, e entre os fosfolipidios, adsorve muito mais em DLPA do que em
DMPA. Desta forma, ndo s6 a natureza hidrofobica da interface ¢ importante na
adsor¢d@o da protéina, como também o grau de mobilidade da superficie. DLPA
ndo apresenta regido de coexisténcia de fases na presenga ions zinco, enquanto
DMPA, sim.

¢ Na concentragdo de 0,02 mg/ml a BSA e a OVA fixam-se por mais tempo na

superficie de acido estearico do que na superficie de DMPA. A OVA fixa-se por
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mais tempo na superficie dos lipidios do que a BSA, independente de quais sejam
estes lipidios. A adsor¢@o mais rapida est4 ligada também a mobilidade da propria

molécula da proteina.



(%]

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

78

Bibliografia

Lehninger, AL.; Nelson, D.L.; Cox, MM.; Principios de Bioquimica, (2* edigdo)
Sarvier Editora, Sdo Paulo, 2000.

Gennis, R.B.; Biomembranes: molecular structure and Junction, Springer-Verlag, New
York, 1989.

Stryer, L.; Bioquimica, 4" ed., Editora Guanabara, Rio de Janeiro, 1996.

Marzzoco, A.; Torres, B.B.; Bioquimica Basica, 2* ed., Editora Guanabara Koogan AS,
Rio de Janeiro, 1999,

Murray, R K.; Granner, D.K.; Mayes, P.A ; Rodwell V.W_; Harper: Bioquimica, 7° ed.,
Atheneu Editora, Sdo Paulo, 1994.

Helm, C.A.; Loxhubes, L.; Losche, M.; Mohwald, H.; Colloid & Polymer Sci, 1986,
264, 46.

Voet, D.; Voet, J.G.; Biochemistry, John Wiley & Sons, New York, 1990.

Haynes, C.A.; Norde, W.; Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 1994, 2, 517.

Santos, H.; Ciancaglini, P.; Biochem. Education, 2000, 28, 178.

Yagle, P.L.; The Membranes of Cells, 2 ed., Academic Press, New York, 1993.
Fergusson, M. A J.; Biochemi. Soc. Trans, 1992, 20, 243.

Tanford, C.; Reynolds, J.A.; Biochem. Biophys. Acta, 1976, 456, 133.

Helenius, A.; Semons, K.; Biochem. Biophys. Acta, 1975, 415, 29.

Koepsell, H.; Ver. Physcol. Biochem. Pharmacol., 1986, 104, 65.

Silvius, J.R.; Ann. Ver. Biophys. Biumol. Struct., 1992, 21, 323.

Hjelmeland, L.M.; Methods in Enzymology, 1990, 181, 253.

Cornelius, F.; Biochem. Biophys. Acta, 1991, 1071, 19.

Wahlgren, M.C.; Poulsson, M.A.; Arnebrant, T., Colloids and Surfaces A:

Physicochemical and Engineering Aspects, 1993, 70, 139.



19.

35.

30.

78

Lu, JR.; Su, T.J.; Thomas, RK.; Cui, Z.F; Penfold, J.; J. Phys. Chem. B, 1998, 102,

8100.

Norde. W_; Favier, J.P.; Colloids and Surfaces, 1992, 64, 87.

Fitzpatrick, H.; Luckham, P.F; Friksen, S.; Hammond, K.; Colloids and Surfaces, 1992,

65, 43.

Brash, J.L.; Horbett, T.A.; Proteins at interfaces, ACS Symposium Series, American
Chemical Society, Washington, 1987.

Norde, W.; Kleijn, M.; Heterogeneous Chemistry Review, 1995, 2, 157.

Norde, W.; Haynes, C.A.; Colloids and Surfaces B: Bionterfaces, 1994, 2, 517.

Norde. W.; Pure Appl. Chem., 1994, 66, 491.

Norde, W.; MacRitchie, F.; Nowicka, G.; Lyklema, J.; J. Colloid Interface Sci., 1986,
112,447

Chan, BM.C.; Brash, J.L.; J. Colloid Interface Sci., 1981, 82, 217.

Kondo, A.; Oku, S.; Higashitani, K.; J. Colloid Interface Sci., 1991, 143, 214.

Levitt, M.; J. Moi. Biol, 1976, 104, 59.

Tanford, C.; Adv. Protein Chem., 1970, 24, 1.

Norde, W.; Adv. Colioid Interface Sci., 1986, 25, 267.

Kronman, M.J.; Crit. Ver. Biochem. Mol. Biol., 1989, 24, 565.

Regnier, F.E.; Science, 1987, 328, 319.

Parfitt, G.D.; Rochester, C.H.; Adsorption from solution at the solid/liquid interface,
Academi Press, New York, 1983.

Baillou, N.; Dejardin, P.H.; Schmitt, A.; Brash, J.L.; J. Colloid Interface Sci., 1984,
100, 167.

Schaaf, P.; Dejardin, P.; Colloids Surfaces, 1988, 19, 89.

Blomberg, E.; Claesson, P.M.; Tilton, R.D.; J. Colloid Interface Sci., 1991, 12, 179.



39,

40.

41.

42.

43.

44,

45.

40.

47.

48.

49.

50.

51.

23

54.

55.

56.

80

Ward, A.F.H.; Tordai, L.; J. Chem. Phys., 1946, 14, 453,

Dabros, T.; Van der Vem, T.G.M.; Colioid Poiym Sci., 1983, 26, 683.

Norde, W.; Anusiem, A.C.1.; Colloids Surfaces, 1992, 66, 73.

Hasegawa, M.; Kitano, H.; Langmuir, 1992, 8, 1582.

Corsel, J.W.; Wiliems, G.M.; Kop, J.M.M.; Cuypers, P.A.; Hermens, W.T.; J. Colioid
Interface Sci., 1986, 11, 544.

Stuart, C.M.A_; Fleer, G.J.; Scheutjens, JM.HM.; J. Colloid Interface Sci., 1984, 97,
526.

Kurrat, R.; Ramsden, J.J.; Prenosil, J.E.; J. Chem. Soc. Fraraday Trans., 1994, 90, 587.
Roberts, G, ; Langmuir-Blodgett”, Plenum Press, New York, 1990.

Gaines, G.L.; Thin Solid Films, 1983, 99, 9.

Langmuir, 1.; J. Am. Chem. Soc., 1917, 39, 1848.

Blodgett, K.B.; J. Am. Chem. Soc., 1937, 964.

Mann, B.; Kuhn, H.; J. Appl. Phys., 1971, 42, 4398.

Kuhn, H.; Mobius, D.; Angew. Chem. Internat. 1.dit, 1971, 10, 620.

Bull, H.B.; J. Biol. Chem., 1938, 125, 585.

Bull, H.B.; J. Biol. Chem., 1945, 67, 4.

Kashiwagi, M.; Bulil. Chem. Soc. Japan, 1950, 31, 176.

Bull, HB.; J. Am. Chem. Soc., 1945, 67, 10.

Ghosh, S.; Keith, B.; Bull, H.D.; J. Coll. Sci., 1964, 19, 457.

Rothen, A.; J. Biol. Chem., 1947, 168, 75.

Bull, H.B.; Arch. Biochem. Bioph., 1957, 68, 102.

Methot, M.; Boucher, F.; Salesse, C.; Subirade, M.; Pezolet, M.; Thin Solid Films, 1996,
284-285, 627.

Berzina, T.S.; Troitsky, V. I.; Petrigiiano, A.; Alliata, D.; Tronin, A. Yu.; Nicolini, C,;



60.

61.

62.

63.

64.

60.

67.

68.

69.

70.

~
bo

73.

~l
‘Lfl

70,

Thin Solid Films, 1996, 284-285, 757.

Vila, N.; Puggelli, M.; Gabrielii, G.; Colloids Surf., 1996, A119(2/3), 95.

Sommer, F.; Alexandre, S.; Dubreuil N.; Lair, D.; Duc, T.; Valleton, J.M.; Langmuir,
1997, 13(4), 791.

Edmiston, P.L.; Lee, J.E; Cheng, S.; Saavedra, S.; Scott, J.; Am.Chem.Soc., 1997,
119(3), 560.

Dubrovsky, T.; Tronin, A.; Dubrovskaya, S.; Guryev, O.; Nicolini, C.; Thin Sofid Fiims,
1996, 294, 284.

Chudinova, G.K.; Chudinov, A.V.; Savanskry, V.V.; Prokhorov, AM.; Thin Solid
Films, 1997, 307, 294.

Nicolini, C.; Trends Biotechnol., 1997, 15(10), 395.

Nicolini, C.; Adami, M.; Dubrovsky, T.; Erokhin, V.; Facci, P.; Paschkevitsch, P ;
Sartore, M.; Sens. Actuators B, 1995, B24(1-3), 121.

McConnell, HM.; Annu. Ver. Phys. Chem., 1991, 42, 171.

Mohwald, H., Annu. Ver. Phys. Chem., 1990, 41, 441.

MacRitchie, F.; Chemistry at Interfaces, Academic Press, New York, 1989.

Adamson, A W.; Physical Chemistry of Surfaces, Wiley-Publication, New York, 1990.
Davies, J.T.; Redeal, E.K.; Interfacial Phenomena, Academic Press, New York, 1963.
Ulman, A.; An introduction to ultrathin organic films from Langmuir-Blodgeit to Self-
Assembly, Academic Press, New York, 1990.

Ebara, Y.; Ebato, H.; Ariga, K.; Okahata, Y.; Langmuir, 1994, 10, 2267.

Sauerbrey, G.; Z. Phys., 1959, 153, 206.

Haas, H.; Torrielli, M.; Steitz, R.; Cavatorta, P.; Sorbi, R.; Fasano, A.; Riccio, P ;
Gliozzi, A.; Thin Solid Films, 1998, 327, 627.

Buhaenko, M.R., Goodwin, J.W_; Richardson, R.M.; 1hin Solids Films, 1988, 159, 171.



~J
o0

79.

Yazdanian, M.; Yu, H.; Zografi, G.; Langmuir, 1990, 6, 1093.
Gaines, G.L.; Insoluble Monolayers at Liquid-Gas Interfaces, Wiley-Interscience: New
York, 1966.

Caseli, L.; Zaniquelii, M.E.D.; Furriel, RP.M.; Leone, F.A.; Enzymatic Activity of

Alkaline Posphatase Adsorbed on Dimyristoviphosphatidic Acid Langmuir-Blodgett

Films : in press: Colloids and Surfaces B

Atkins, P.W.; Physical Chemistry, 4* ed., Oxford University Press, 1990, p.884.



