Quim. Nova, Vol. 28, No. 3, 502-510, 2005

TECNICAS DE CARACTERIZACAO PARA INVESTIGAR INTERACOES NO NiVEL MOLECULAR EM FILMES

DE LANGMUIR E LANGMUIR-BLODGETT (LB)

Marystela Ferreira*

19060-900 Presidente Prudente - SP
Wilker Caetano e Rosangela Itri

Divulgacao

Marcel Tabak

Departamento de Fisica, Quimica e Biologia, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Estadual Paulista, CP 467,

Departamento de Fisica Aplicada, Instituto de Fisica, Universidade de Sdo Paulo, CP 66318, 05315-970 Séo Paulo - SP

Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, CP 780, 13560-970 Sao Carlos - SP

Osvaldo N. Oliveira Jr.

Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo, CP 369, 13560-970 Sao Carlos - SP

Recebido em 18/5/04; aceito em 27/8/04; publicado na web em 17/2/05

CHARACTERIZATION TECHNIQUES TO INVESTIGATE MOLECULAR-LEVEL INTERACTIONS IN LANGMUIR AND
LANGMUIR-BLODGETT (LB) FILMS. This paper discusses fundamental concepts for the characterization of Langmuir
monolayers and Langmuir-Blodgett (LB) films, with emphasis on investigations of material properties at the molecular level. By
way of illustration, results for phospholipid monolayers interacting with the drug dipyridamole are highlighted. These results
were obtained with several techniques, including in situ grazing incidence X-ray diffraction, Fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy, fluorescence microscopy, in addition to surface pressure and surface potential isotherms. Also mentioned are the

difficulties in producing Langmuir and LB films from macromolecules, and how molecular-level interactions in mixed polymer

LB films can be exploited in sensors.
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INTRODUCAO

Filmes nanoestruturados de materiais organicos sdo estudados
extensivamente, principalmente devido ao possivel controle de suas
propriedades no nivel molecular. Uma das técnicas empregadas para
a fabricacdo de tais filmes € a de Langmuir-Blodgett (LB)', que per-
mite a deposicdo de filmes camada por camada, em que cada camada
pode ter espessura de uma tnica molécula. Nesta técnica, um filme
monomolecular, em geral, ¢ formado sobre uma superficie de uma
subfase aquosa, denominado filme de Langmuir, e depois transferi-
do para um substrato sdlido, através da imersio e retirada do substrato,
verticalmente, da subfase. A repeticdo dos processos de imersdo e
retirada permite deposi¢do de multicamadas, que podem ser alta-
mente organizadas. Os materiais tradicionais empregados com a téc-
nica LB sdo os anfifilicos, com partes polares e apolares bem defini-
das, tais como os dcidos graxos, dlcoois, ésteres e fosfolipidios de
cadeias longas. Vdrias aplicagdes t€ém sido sugeridas para os filmes
LB>'2, quase sempre explorando suas caracteristicas de filmes
ultrafinos e com controle da arquitetura molecular. Para as aplica-
¢des, todavia, geralmente sao usados materiais ndo anfifilicos e até
macromoléculas. Para estes ultimos, uma série de fatores novos pre-
cisa ser levada em conta, e os filmes de Langmuir geralmente néio
sdo monomoleculares.

A produgio de filmes LB de boa qualidade requer a obtengdo de
filmes de Langmuir estdveis sobre a subfase aquosa, o que nem sem-
pre € trivial, principalmente para as macromoléculas. Portanto, a
caracterizag@o de filmes de Langmuir passa a ser um tépico com
importancia prépria. De fato, o estudo de monocamadas ou filmes
de Langmuir é um ramo interessante da fisico-quimica, com aplica-
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¢des em muitos campos da ciéncia e tecnologia. Devido a pequena
quantidade de material no filme de Langmuir, técnicas de caracteri-
zacdo in situ muitas vezes sdo sofisticadas, como aquelas para veri-
ficar estrutura e propriedades espectroscépicas e morfoldgicas. Es-
sas técnicas sdo utilizadas juntamente com os métodos tradicionais
de andlises de monocamadas, que sdo as medidas de pressdo e po-
tencial de superficie. Este processo de caracterizagdo € também es-
sencial para otimizar as condi¢des de transferéncia da monocamada.
Além disso, filmes de Langmuir constituidos de fosfolipidios repre-
sentam um modelo simples para uma membrana celular, cujo
arcabougo € formado por uma bicamada de fosfolipidios.

Neste artigo discutiremos técnicas experimentais que t€ém sido
usadas para caracterizar filmes de Langmuir, principalmente com
énfase na interacio no nivel molecular. A titulo de ilustragido, mos-
traremos como a interacdo de farmacos com os filmes de Langmuir
pode ser estudada. Mencionaremos também as dificuldades de and-
lise dos filmes de Langmuir de materiais ndo anfifilicos, como os
polimeros. J4 para os filmes LB, analisaremos resultados em que a
interacdo em nivel molecular de dois componentes em filmes mis-
tos, também detectada nos filmes de Langmuir, confere proprieda-
des especiais aos filmes LB.

FILMES DE LANGMUIR

Moléculas anfifilicas podem se orientar na interface de uma
subfase aquosa com uma fase gasosa ou uma fase liquida para
minimizar sua energia livre. O filme interfacial resultante tem a es-
pessura de uma molécula e é comumente chamado de “camada
monomolecular” ou simplesmente “monocamada” . A denomina-
¢do “monocamada de Langmuir” foi dada em homenagem ao cien-
tista Irving Langmuir, cujo trabalho pioneiro foi fundamental para a
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consolidac@o desta drea de pesquisa'®. As moléculas anfifilicas (Fi-
gura 1) sdo constituidas por uma parte hidrofilica e outra parte apolar
hidrofébica. A parte hidrofdbica, freqiientemente formada de cadei-
as alifticas, diminui a solubilidade das moléculas na subfase aquo-
sa. A parte hidrofilica é responsavel pelo espalhamento do filme na
superficie da d4gua devido a sua maior interagdo com a subfase aquo-
sa.
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Figura 1. Alguns compostos anfifilicos: dcido estedrico (1), dcido palmitico
(2), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-[fosfatidil-rac-(1-glicerol)] (sal de sodio)
(DPPG) (3), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil colina (4) (DPPC)

As monocamadas ou filmes de Langmuir sdo geralmente obti-
dos através da dissolu¢@o da substancia apropriada em um solvente
apolar (de baixa constante dielétrica), volatil, seguida da sua distri-
bui¢do sobre a superficie da subfase. Filmes de Langmuir sdo produ-
zidos numa cuba, usualmente de forma retangular e feita de um ma-
terial hidrofébico, como o Teflon (poli(tetrafluoroetileno)), que con-
tém a subfase aquosa. Para que o filme seja tdo fino a ponto de se
atingir a espessura de uma molécula, esta drea superficial deve ser
suficientemente extensa e/ou a quantidade de material espalhado
suficientemente pequena. A solucio € espalhada sobre toda a super-
ficie e o solvente evapora em poucos minutos. Se a drea disponivel
por molécula for elevada, o filme se encontra no estado denominado
gasoso, onde as interagdes entre as moléculas do anfifilico sdo fracas
e podem ser desprezadas. Se a drea superficial para o filme for dimi-
nuida, através da compressdo do filme com uma barreira mével, as
moléculas interagirdo progressivamente a medida que a drea média
ocupada por molécula diminuir. A Figura 2 mostra a cuba de
Langmuir com seus acessorios.

medidor de pressio de superficie

motor para imersdo e retirada
do substrato
substrato solido

sensor de pressdo

barreiras moveis

Figura 2. Cuba de Langmuir e acessorios utilizados na fabricagdo de filmes
de Langmuir e LB
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TECNICAS DE CARACTERIZACAO

Uma grande variedade de técnicas experimentais tem sido em-
pregada no estudo de filmes de Langmuir. Um apanhado de resulta-
dos obtidos com as varias técnicas € apresentado na ref. 15. Aqui
trataremos apenas de algumas utilizadas para o estudo da interagio
de farmacos com filmes de Langmuir de fosfolipidios, que servem
como modelos simples de uma membrana celular.

PRESSAO DE SUPERFICIE

A pressdo de superficie () € definida como a diferenca em ten-
sdo superficial entre uma subfase na auséncia do material (y,) € uma
subfase com a monocamada (), como representado na Equacdo 1:

T=Y,-Y )

Esta pressdo pode ser obtida medindo-se a forca por unidade de
comprimento sobre uma barreira mantida fixa através de uma
eletrobalanga, ou medindo-se as tensdes superficiais pelo método da
placa de Wilhelmy, entre outras'®. A minima pressdo medida & zero,
e a mdxima — para monocamadas bem estdveis — aproxima-se da
tensdo superficial da subfase, que € cerca de 73 mN/m (25 °C) para a
agua pura. Uma curva de pressdo de superficie versus drea por molé-
cula € o andlogo bidimensional de uma isoterma pressdo-volume.
Podem ser definidas vdrias fases para a monocamada. Para ilustrar
discutiremos a isoterma de um fosfolipidio, dipalmitoil fosfatidil
colina (DPPC), mostrada na Figura 3.

Como ja mencionado, para dreas superficiais extensas, as molécu-
las encontram-se na fase gasosa (G). A fase liquida (L) ocorre quando
as moléculas se aproximam umas das outras e a drea por molécula
diminui. Dependendo da molécula a ser estudada, podem estar pre-
sentes as fases liquido-expandida (LE) e/ou a liquido-condensada (LC),
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Figura 3. Isoterma de pressdo de superficie para uma monocamada de DPPC
puro. Representa¢do esquematizada das fases de uma monocamada de
Langmuir com as diferentes regides de compressdo do filme: regido I: fase
gasosa, as moléculas estdo muito longe umas das outras, ndo hd interagdo
entre elas e a pressdo superficial é zero; regido II: fase liquido-expandida
(LE), as moléculas se aproximam, de tal modo que uma pode sentir sua
vizinha mais préxima, mais ou menos entre 100 e 80 A?; regido Ill: fase
liquido-condensada (LC), aqui a proximidade entre as moléculas aumenta
e algumas se tocam, aproximadamente entre 60 e 50 A% A regido IV (mais
ou menos entre 50 e 45 A2) equivale a fase condensada ou sélida (S) em que
as moléculas estdo empacotadas de tal modo que se a monocamada for
comprimida um pouco mais ocorre colapso. Esta é a regido V, em que o
colapso do filme pode dar lugar a agregados, dissolugcdo na subfase,
bicamadas e multicamadas, abaixo de aproximadamente 45 A?
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onde a compressibilidade (C), definida por C =-1/A (BAIBTl',)Tﬁni (onde
n ¢ o nimero de moles do material), é alta. Nesta ultima, a
compressibilidade € menor que no caso LE, mas ainda ndo se tem o
empacotamento molecular da fase sélida. Pode também ocorrer co-
existéncia das fases LE e LC, como mostrado na Figura 3. Para dreas
ainda menores, a compressibilidade da monocamada diminui drasti-
camente, atingindo uma fase “sélida” (S) ou melhor denominada como
“condensada” (C), prépria de um cristal bi-dimensional. O colapso
ocorre quando o ordenamento cristalino € destruido, a monocamada
forma estruturas diferentes daquela monomolecular. Uma linha tragada
na regido da fase sdlida pode ser extrapolada ao eixo x, sendo esta
interse¢@o conhecida como a drea limite da dispersdo molecular e re-
presentada como a drea ocupada por uma molécula que ndo pode ser
mais comprimida em uma monocamada de Langmuir.

Fatores que afetam as isotermas de pressao de superficie

Para um composto tradicional, como o 4cido estedrico, a contri-
buicdo mais importante para a pressdo de superficie medida ¢ a
repulsdo estérica entre as caudas, uma vez que o filme € bastante
condensado — ou seja, a pressdo de superficie s6 comeca a aumentar
significativamente para pequenas dreas por molécula, em cerca de
25 A2 Isso significa que ndo hd interaces de longo alcance contri-
buindo para a pressdo, que s6 aumenta consideravelmente quando se
aproxima da drea minima (de maximo empacotamento) ocupada por
uma cauda (20 A2). A isoterma para o 4cido oléico, dcido carboxilico
com uma ligagdo dupla no inicio da cauda hidrofébica, préximo do
COOH, por outro lado, € consideravelmente mais expandida, uma
vez que a pressdo de superficie deixa de ser nula para dreas superio-
res a 40 A2 Isto se deve 2s interacdes de alcance mais longo entre o
grupo levemente polar introduzido pela ligacdo dupla com as molé-
culas da dgua. Efeitos ainda mais drdsticos, com pressdes ndo nulas
para dreas superiores a 100 A2 em compostos com uma tinica cadeia
hidrofébica, sao observados em casos em que um grupo polar, como
um sulféxido, € colocado no final da cadeia'’.

J4 a inser¢dio de substancias num filme de Langmuir pode trazer
efeitos variados, dependendo da localizacéo da substancia e também
de se elas estdo carregadas negativa ou positivamente, ou se s30 neu-
tras no pH da d4gua. A maioria dos filmes tradicionais, de fosfolipidios
como o DPPG e o DPPC, tem sua drea — no estado condensado —
ditada pelas caudas. E por isso que as dreas por molécula sob altas
pressdes sdo em geral miltiplos de 20 A? (para compostos de uma
tinica cadeia a drea por molécula na fase condensada ¢ de 20 A2, para
um lipidio de cadeia dupla esta drea passa a ser da ordem de 40 A2).
Assim, se uma dada substancia € inserida na regido das caudas de um
filme de lipidio, deve-se esperar que a drea por molécula de lipidio
aumente (o filme se expande). Se a incorporagao se der nas vizinhan-
cas do grupo polar, € mais dificil prever os resultados. A incorporagio
tanto pode gerar um aumento de drea por lipidio como simplesmente
ndo afetar esta drea. Uma outra possibilidade € que a incorporag@o da
substancia afete as proprias interacdes entre as moléculas do lipidio, e
neste caso até mesmo uma condensac@o do filme pode ocorrer, isto €,
a area por molécula de lipidio diminui na presenca da substancia.

Um exemplo de expansdo da isoterma € a incorporacdo de
dipiridamol (DIP), um firmaco vasodilatador’®, a um fosfolipidio
(DPPC). A Figura 4a mostra que o filme de DPPC € mais afetado
para concentrac¢des em torno de 0,3 — 0,5 mol%. Analisando inicial-
mente os resultados de pressdo, notam-se dois regimes: para concen-
tracdes menores que 0,5 mol%, o filme misto apresenta uma drea por
molécula de DPPC menor do que para o filme puro. Ou seja, ha
condensagdo da monocamada, mais evidente na regido compreendi-
da entre as fases LE/LC. Isso indica que o DIP j4 altera o estado da
monocamada na razdo de 1 molécula de DIP para > 100 moléculas
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Figura 4a. Isotermas pressdo-drea para monocamadas (T=21°C) de DPPC
puro sobre subfase aquosa e na presenga de dipiridamol (1 a 15 mol%).
Reproduzida da ref. 18 com permissdo da Elsevier

de DPPC. Nas concentragdes a partir de 0,3-0,4 mol% um efeito de
reexpansdo da monocamada comeca a ser discretamente observado.
Com 2 mol% de DIP, € possivel notar um efeito de saturagido da
monocamada na presenca do farmaco''®. A partir desta concentra-
¢do até cerca de 15 mol% DIP, nenhum efeito adicional de expansio
¢ observado nas isotermas. E importante salientar que a condicio
necessdria para a existéncia de camadas monomoleculares € a de que
a substincia se espalhe na interface.

As isotermas de pressdo de superficie de materiais ndo anfifilicos
sdo mais dificeis de analisar. Em primeiro lugar, porque o filme de
Langmuir pode néo ser monomolecular devido a tendéncia de agrega-
¢do do material na interface ar/dgua. Os polimeros, por exemplo, quando
espalhados na superficie da d4gua possuem um empacotamento que ¢
determinado, principalmente, pelas forgas coesivas da cadeia com a dgua.
Assumem uma conformacdo bem diferente das moléculas anfifilicas,
devido a tendéncia de enovelamento®. A andlise das fases das isotermas
é prejudicada pela polidispersividade (diferentes tamanhos de cadeia
das macromoléculas) e pelas diferentes estruturas terminais que as
cadeias podem possuir, resultando em uma composi¢do ndo homogeé-
nea do sistema. Utiliza-se normalmente a massa do mondmero como a
unidade para os célculos da drea somente para padronizagdo dos expe-
rimentos. A Figura 4b mostra a isoterma obtida para o filme de
polianilina, cuja estrutura estd mostrada numa inser¢ao da Figura 4b.

Problemas experimentais durante as medidas de pressdo de su-
perficie podem ocorrer devido a impurezas na monocamada, na cuba
ou na subfase; solubilidade do material espalhado ou excesso de
material espalhado. Esses problemas se refletem na irreprodutibilidade
das isotermas.

POTENCIAL DE SUPERFICIE

Uma técnica de medida utilizada ha varias décadas para filmes
de Langmuir € a da medida do potencial de superticie, AV. Este po-
tencial € definido como a diferenca de potencial entre uma supertfi-
cie aquosa recoberta com o filme de Langmuir e uma superficie sem
monocamada. O potencial pode ser medido empregando-se uma prova
de Kelvin ou prova do capacitor vibrante. Nesta técnica, uma das
placas do capacitor vibra acima da superficie da dgua e a outra € a
propria superficie da dgua. Esta tdltima serve como referéncia, cujo
potencial é determinado por uma placa metélica imersa na subfase.
A diferenca de potencial (AV) surge devido a presenca de dipolos
elétricos permanentes do material que compde o filme ou da dupla
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Figura 4b. Isotermas pressdo-drea para a polianilina. A estrutura da
polianilina estd mostrada na inser¢do. Reproduzida da ref. 35 com permissdo
da ACS

camada formada na interface filme/dgua. Modelos tedricos t€m sido
empregados para relacionar os potenciais medidos com os momen-
tos de dipolo das moléculas constituintes do filme. O mais utilizado
é o de Demchak e Fort (DF)?, no qual o filme € tratado como um
capacitor de trés camadas, cada qual com um momento de dipolo
efetivo e uma constante dielétrica local (ver Figura 5). O potencial
de superficie no modelo DF € escrito como:

AV = 1/Ag (n /e, + ple, + /e, + 2)

onde A € a drea média por molécula. p, y, e , sdo, respectivamente,
as contribui¢des dos dipolos da dgua reorientada na interface da
monocamada com a subfase, dos dipolos na interface dgua — filme e
dos dipolos na interface ar-filme. ¥, € a contribui¢do da dupla cama-
da de Gouy-Chapman®?, que aparece quando se forma uma dupla-
camada para filmes parcial ou totalmente ionizados.

€; regido hidrofébica

€, regido hidrofilica

€, subfase

Figura 5. Modelo de Demchak e Fort para explicar o potencial de superficie
da monocamada, onde a monocamada é tratada como um capacitor de trés
camadas

Para grandes dreas por molécula o potencial de superficie devi-
do ao filme € geralmente zero, ou seja, as interagdes entre as molécu-
las sdo razoavelmente ‘fracas’ para que a ponta de prova detecte al-
guma variacdo significativa no potencial da subfase liquida. Com o
filme ndo estruturado, os dipolos das moléculas estdo imersos em
um meio de constante dielétrica muito alta (basicamente dgua), o
que também contribui para um potencial muito pequeno ou nulo.
Durante a compressao do filme, existe uma drea critica na qual o
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potencial deixa de ser nulo e aumenta, muitas vezes abruptamente,
com a diminui¢do da drea por molécula. Em alguns casos, o potenci-
al atinge um patamar, caracteristico de um filme mais organizado. A
drea critica € invariavelmente maior que aquela em que a pressao de
superficie deixa de ser nula, ou seja, o potencial de superficie € mais
sensivel a organizacdo do filme de Langmuir. A Figura 6 mostra
uma curva tipica de potencial de superficie para dcido estedrico. Esta
curva pode ser explicada com o modelo de Demchak e Fort*, a par-
tir de hipdteses de como as constantes dielétricas efetivas das 3 ca-
madas se alteram com a drea por molécula.
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Figura 6. Isoterma de potencial para o dcido estedrico

No caso de filmes de Langmuir de moléculas maiores ou
polimeros, nao € possivel fazer um tratamento quantitativo do po-
tencial de superficie, pois ndo se sabe a orientagdo precisa dos gru-
pos que contribuem para a componente vertical do momento de
dipolo. As curvas de potencial de superficie sdo entdo usadas para
comparacdo entre materiais diferentes ou mesmo para filmes obti-
dos do mesmo material sob condi¢des diferentes. Por exemplo, quan-
do hd agregacdo de moléculas mesmo em grandes dreas por molécu-
la, o potencial de superficie é ndo nulo. Alteracdes considerdveis da
orienta¢do das moléculas também causam mudancas detectdveis na
curva de potencial.

DIFRACAO DE RAIOS X EM ANGULO RASANTE NA
INTERFACE AR-AGUA (GIXD)

As técnicas convencionais utilizadas na caracterizagdo das pro-
priedades estruturais de monocamadas e filmes LB (pressdo, poten-
cial de superficie, FTIRRAS, etc.) ndo sdo capazes de fornecer in-
formacao direta do seu grau de ordenamento na interface (ar-dgua
ou ar-sélido). O advento de fontes de raios X com alta intensidade
de fétons, obtidos em varios comprimentos de onda, gerada nos gran-
des laboratdrios de luz sincrotron, em conjunto com o desenvolvi-
mento da técnica de difracdo de raios X especifica para os estudos na
superficie (GIXD), revolucionou o estudo de filmes de Langmuir na
tiltima década. E possivel, agora, investigar a estrutura cristalina des-
ses filmes com uma resolugdo préxima do nivel atdmico®?’.

Nos experimentos de GIXD (abreviacdo de “grazing incidence
X-ray diffraction”), o principio da reflexdo total de raios X é empre-
gado®?. Resumidamente, o aparato experimental e o principio da
técnica sdo representados nas Figuras 7 e 8, respectivamente. Quan-
do um feixe de raios X atravessa uma monocamada, depositada so-
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Monocromador PSD
Cuba

Colimador

Figura 7. Diagrama esquemdtico de uma cuba de Langmuir acoplada ao
aparato de GIXD. Um detector linear sensivel a posi¢do move-se
horizontalmente para medir o perfil de difra¢do em fung¢do do vetor de
transferéncia de momento no plano q_. PSD: detector sensivel a posi¢do

Q,=k(sinaj + sinag)

Figura 8. Geometria GIXD. A penetragdo A pode ser limitada em algumas
dezenas de Angstrons. Reproduzida da ref. 29 com permissdo da Biophysical
Society

bre um substrato sélido ou liquido, o espalhamento do substrato é
dominante, uma vez que seu volume € muito maior que o da mono-
camada. Para reduzir a intensidade espalhada do substrato, um pré-
requisito fundamental € diminuir a “profundidade” de penetragao A
da onda evanescente (Figura 8). Isto requer que o feixe de raios X
incida sobre a superficie da dgua ou substrato em angulos muito
baixos (o, ~ 0,1°), onde o &ngulo de incidéncia o, = 0,850 (dngulo
critico para a reflexdo total)*?¢?%%, Uma vez que o indice de refra-
¢do para raios X € ligeiramente menor que 1, o feixe incidente prati-
camente sofre reflexao total e apenas uma onda refratada evanescente
penetra na subfase (~ 50 A), decaindo exponencialmente com
AZS,ZG,ZS,Z‘).

Os fotons espalhados sdo detectados acima da superficie em va-
rias dire¢des, em termos de espaco reciproco, em vdrios valores de
componentes no plano e na direcdo normal ao plano da transferéncia
de momento do vetor de espalhamento. Qualquer periodicidade nas
posicdes das moléculas origina um pico da intensidade de radiagdo
espalhada. O feixe de raios X atinge a interface ar/dgua em um angu-
lo o, sobre a monocamada e € refletido num &ngulo o, com um angu-
lo de difragdo 26 em relac@o ao plano, como mostra a Figura 8. O
vetor da radiacdo espalhada € dividido em uma componente no pla-
no q (igual a (a7, qyz)”z) e outra componente fora do plano g, (=
k(sino,, + sino,) ~ ksino,). A componente horizontal da estrutura no
plano, enfatizada neste trabalho, pode ser definida* como:
Q.. = q,, =(q7, qyz)”2 = k(cos’o, + cos’a, - 2cos0,cos0,c0s26)" (3)
portanto:

q,, ~ 2ksen®, onde k = 27/A “4)

Quim. Nova

Nos experimentos convencionais a difracdo de um conjunto de
planos em cristais 3D possuindo espaco interplanar de distancia d
ocorre apenas quando a lei de Bragg ¢ obedecida. Portanto, o vetor
de espalhamento |q| = |k, - k| = (47/A)sin® = 2nd*, onde d* = ha* +
kb* + Ic*. d* € o reciproco de d e os termos a*, b* e ¢c* sdo os vetores
reciprocos da cela unitaria a,b e c; h,k,l sdo nimeros inteiros que
representam os indices de Miller. Para um cristal 2D (bidimensional)
ndo existe restricdo sobre o componente do vetor de espalhamento
q,- normal ao filme. Assim, o espalhamento de Bragg estende-se como
“bastdes” continuos (denominados “Bragg rods”*) além dos pontos
do reticulo 2D. O vetor q, estende-se sobre um intervalo finito pois a
espessura do cristal 2D € finita. Portanto, uma monocamada conden-
sada que apresenta uma periodicidade no plano pode ser considera-
da como um “p6” bidimensional, consistindo de pequenos cristais
2D aleatoriamente orientados na interface®. E necessdria apenas uma
varredura em g, ou 20 no plano da monocamada para medir o seu
padrdo de difracdo, fazendo com que a analise dos dados seja similar
a de um padrdo de pé 3D convencional. As reflexdes podem ser
indexadas por dois indices de Miller, /4 e k. Suas posi¢oes angulares
20,, correspondem a q,, = (41/A)sen,, levando as distancias repeti-
das d = 21t/qu_mc,lX da estrutura do reticulo 2D, onde Qi = Dt
representa o valor do vetor de transferéncia de momento na posicao
maéxima em que os picos de Bragg sdo determinados.

Como um exemplo da aplicagdo da técnica de GIXD, mostramos
as alteracdes observadas em monocamadas de DPPC devido a presen-
¢a de DIP", com a posterior comparag¢do com os efeitos nas isotermas
de pressdo (Figura 4a). Uma informacao direta do empacotamento
molecular utilizando medidas de GIXD nas monocamadas de lipidio
na interface liquida pode ser util para avaliar se a expansdo observada
na fase LE-LC ¢ principalmente devida a uma expansdo real do
empacotamento do DPPC devido a interac@o droga-lipidio, e ndo ape-
nas devido a particdo de DIP em uma certa fracdo de drea na
monocamada. As Figuras 9 e 10 mostram os picos de difragdo no
plano (integradas em ¢,) para DPPC puro e para as monocamadas
mistas com 2 e 10% de DIP, respectivamente, adquiridos respectiva-
mente em 20 e 45 mN/m". Os valores de q,, estimados dos maximos
dos picos para DPPC em diversas pressdes e concentragdes de DIP
sdo apresentados na Tabela 1. Pela posicdo do mdximo dos picos, os
valores de distancias do reticulo 2D podem ser diretamente calculados
e sua simetria de reticulo estimada. Os dois picos obtidos em todas as
regides de pressdo (ver Tabela 1) podem ser indexados como um pico
degenerado contendo as reflexdes 1,1 + 1,1', e 0,2 para um
empacotamento com reticulo retangular centrado descrito na literatu-
ra®?’. Um pico médximo em q, > 0 para o pico contendo as reflexdes
1,1 + 1,1, indicando inclinacdo da cadeia em relagdo ao vizinho pro-
ximo (NN) € observado para todas as pressoes®*?%,

As distancias estimadas do reticulo hexagonal distorcido d, e
d, % e a drea (2A,) da cela unitdria para o sistema DIP/DPPC sio
também apresentadas na Tabela 1. O valor de drea para a cela unita-
ria obtida dos experimentos de difracio ¢ de 45 A2 em 6tima con-
cordancia com os valores de drea de DPPC puro®, e também com o
valor de 44,5 A? para uma monocamada condensada de DPPC obti-
da das isotermas m-A na fase condensada C (40 mN/m). Além disso,
os dados obtidos de GIXD apresentam o mesmo valor de drea por
cela unitdria para as monocamadas condensadas acima de 30 mN/m
(Tabela 1), mesmo na presenga de 2 ou 10% de DIP, o que sugere
que as moléculas de droga ndo afetam o empacotamento do DPPC
na monocamada na sua fase condensada.

Os dados de GIXD permitiram construir um modelo no qual a
expansdo observada na fase LE-LC ¢é principalmente devida a uma
expansdo real do empacotamento do DPPC, e ndo apenas devida a
particdo de DIP. Levando-se em conta os dados de GIXD e das
isotermas, pode-se observar que a expansdo do reticulo ocorreu atra-
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Figura 9. Intensidade de espalhamento no plano de monocamadas mistas
DIP/DPPC em fungdo de q,emm = 20 mN/m: (a) DPPC puro, (b) DPPC
mais DIP 2% e (c) DPPC mais DIP 10%. As linhas cheias representam o
ajuste dos pontos experimentais por duas lorentzianas (A=1.4884).
Reproduzida da ref. 19 com permissdo da Elsevier

Tabela 1. Pardmetros do reticulo reciproco q e real d

Ay

Angstron”

120 1,25 1,30 1,35 1,40 1,45 1,50 1,55 1,60

hk”

Intensidade (a.u.)

507

0,014
0,012
0,010
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0,006
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-0,002 -
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0,014 1
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0,008 1
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Figura 10. Intensidade de espalhamento integrado em q, de monocamadas
mistas DIP/DPPC em fung¢do de q  em w = 45 mN/m: (i) DPPC puro, (j)
DPPC mais DIP 2% e (1) DPPC mais DIP 10%

respectivos valores de drea molecular total 2AXy para DPPC, obtidos de medidas de

GIXD em monocamadas mistas DIP-DPPC em vdrios valores de pressao de superficie: a. DPPC puro; b. na presenca de 2% de DIP; c. na
presenca de 10% de DIP

7 (mN/m) q,,[A1] A, [A"] d,,[A] d, [A] 2A [A%*
20 21.461 = 0.001 1.37 £ 0.01 4.30 4.60 46.4
°1.457 + 0.003 1.32 £ 0.01 4.31 4.82 49.9
€1.459 = 0.001 1.36 = 0.01 4.30 4.61 47.3
30 21.463 = 0.001 1.379 + 0.005 4.29 4.56 46.2
°1.464 + 0.001 1.384 + 0.008 4.29 4.54 46.0
°1.461 = 0.001 1.369 + 0.005 4.30 4.58 46.5
45 21.472 = 0.001 1.396 + 0.002 4.27 4.50 45.2
°1.470 = 0.001 1.399 + 0.003 4.27 4.49 45.2
°1.471 = 0.001 1.396 + 0.005 4.27 4.50 45.2

* 2AXy € estimado de (a x b) [19], b=2d , e a>=1/(d,,* - b?).
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vés da intera¢do do DIP basicamente na regido de cabega polar. Além
disso, um efeito menor sobre o empacotamento do reticulo do lipidio
foi observado para fragdes molares mais altas de droga.

ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO-REFLEXAO DE
INFRAVERMELHO (FT-IRRAS)

A téenica de espectroscopia na regido do infravermelho (A na
regido de 1-100 um) fornece informagdes a respeito dos modos de
vibrag@o das ligacdes quimicas de uma molécula. O nimero de mo-
dos vibracionais associados com as moléculas poliatdmicas pode ser
significativo. Uma molécula de N atomos pode conter 3N-5 modos
normais de vibracao se ela € linear e 3N-6 se € ndo-linear®. A forma
destas vibracdes pode ser obtida do conhecimento dos comprimen-
tos das ligacdes e angulos, e das constantes de for¢a do estiramento
e de flexdo (deformagio) dos angulos da ligagdo (outros modos de
vibracdo também podem estar presentes além destes dois). Por outro
lado, nem todas as partes da molécula sdo caracterizadas por vibra-
¢cdes de grupos ligados. Muitos modos normais envolvem fortes
acoplamentos entre modos de estiramento ou flexdo de dtomos em
cadeias lineares ou anéis. Tais vibragdes sdo denominadas vibracdes
do esqueleto e tendem a ser especificas para uma molécula particu-
lar. Por esta razdo, a regidao do espectro onde estas vibragdes ocor-
rem para uma molécula, geralmente abaixo de 1400 cm™, é denomi-
nada de regido de “impressdo digital” da molécula.

No estudo de filmes de Langmuir e LB tém sido empregadas trés
variedades da técnica de espectroscopia de infravermelho com trans-
formada de Fourier (FTIR): medidas de absor¢do em transmissdao
(FTIR), reflexdo-absor¢ao em angulo rasante (FT-IRRAS ou RAIRS)
e refletancia total atenuada (FT-ATR), mais comum em filmes LB.
No modo de FTIR — transmissdo, o filme LB ¢ atravessado pelo
feixe e as intensidades das bandas de absorcdo informam a possivel
quantidade relativa e conformagio de vdrios grupos quimicos pre-
sentes nas moléculas do filme. As outras técnicas fornecem informa-
¢do adicional a respeito da orientacdo dos grupos moleculares no
substrato: a técnica de FT-IRRAS, com feixe polarizado, € sensivel
ao componente de um momento de dipolo perpendicular ao substrato.
A técnica de FT-ATR com feixe polarizado, que envolve a reflexdo
interna multipla do feixe da radiagdo dentro do substrato, pode for-
necer valores de razdes dicréicas de vdrias bandas de absor¢do, que
podem ser analisadas para se obter a orientacdo média de um dado
grupo quimico. Apesar do seu potencial no estudo estrutural das
monocamadas, a aplicacdo da técnica de FT-IRRAS in situ na interface
ar-dgua apresenta algumas dificuldades inerentes. Em primeiro lu-
gar, os momentos de transicio sdo relativamente fracos; os coefici-
entes de absorcdo sdo, tipicamente, cerca de 20 a 1000 vezes menos
intensos que os momentos de transi¢do eletronica. Um outro fator é
que a refletividade do infravermelho na dgua € pequena. Além disso,
ha um efeito significativo do “background” nas medidas, pois a in-
tensidade de absor¢do ou reflexdo resultante da interacdo da radia-
¢do IV com a monocamada ou filme LB é muito baixa, devido ao
pequeno nimero de moléculas na amostra (filme). Contribuem para
este “background” as bandas intensas de dgua liquida e vapor de dgua
e CO,, que costumam interferir na regido do infravermelho-médio.

A utilizagdo de FT-IRRAS em filmes de Langmuir de DPPC com
dipiridamol permitiu que se determinasse a localizag¢do exata da
interagéo do fiarmaco com o filme's, observando-se quais regides do
filme eram afetadas. A Figura 11 mostra uma comparagio das bandas
referentes aos diferentes modos de vibragdo da regido da cabeca polar
do DPPC?"*, Estas incluem a banda de estiramento da carbonila
(v(C=0) em 1735 cm); as bandas dos modos de estiramento do gru-
po fosfato (v (PO,) e v (PO,) em ~ 1228 ¢ 1085 cm', respectivamen-
te) e a banda atribuida ao modo de estiramento do grupo C -N*-C na
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Figura 11. Comparagdo entre as freqiiéncias de vdrios modos de vibracdo
do lipidio, determinada por FT-IRRAS, em monocamadas de DPPC puro
(simbolos cheios) e DPPC com 5% de DIP (simbolos vazios) T = 21+1 °C.
Reproduzida da ref. 18 com permissdo da Elsevier

colina (v (CN*C) em~ 975 cm™). As bandas menos intensas foram
atribuidas a0 modo de flexdo das cadeias acila (3(CH,) em ~ 1470 cm™')
e a de absorgo do grupo éster C-O-C (v (C-O-C) em ~1170 cm™),
que se apresentaram com baixa intensidade e resoluc@o. Diferencgas
significativas em relagdo ao lipidio puro na associa¢do do DIP com a
interface foram observadas em valores altos de pressdo de superficie
(> 30 mN/m), e somente para o grupo fosfato, o que € consistente com
o fato de os modos de estiramento do fosfato terem se mostrado sensi-
veis a associacdo periférica de moléculas adsorventes®. Variagoes de
Av ~ 7 e 2 cm” (com uma resolucdo de 4 cm! e aquisigdo de 1024
espectros) foram observadas respectivamente para v, (PO,) e v (PO,)
no estado ordenado LLC. As bandas dos outros estados vibracionais
apresentaram-se idénticas dentro da resolucéo experimental das medi-
das com e sem DIP. Também nio foram afetadas as bandas caracterfs-
ticas das caudas do DPPC. Com estes resultados, foi possivel concluir
que o DIP se associa ao grupo fosfato do dipolo i6nico do DPPC.

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A andlise da fluorescéncia emitida com a excitagdo de filmes de
Langmuir pode fornecer informagdes estruturais bem como a dina-
mica de possiveis mudancas quimicas ou estruturais. Quando as
moléculas constituintes dos filmes contém corantes ou cromdforos
que emitem luz, o filme pode ser estudado por microscopia de
fluorescéncia. A fluorescéncia de um material ou de um corante in-
corporado na monocamada pode ser excitada pela incidéncia de luz
tanto da 4gua como do ar no modo de transmissao ou reflexdo. Uma
vez que a solubilidade da sonda de fluorescéncia depende do estado
da monocamada, o contraste gerado nas imagens indica as mudan-
cas desses estados. As informacdes obtidas por estas técnicas sdo,
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em geral, associadas a formagao de agregados moleculares e de do-
minios nos diversos estdgios de compressdo do filme. A Figura 12
mostra uma micrografia de fluorescéncia para um fosfolipidio, DPPC,
com o filme de Langmuir em diferentes estidgios de compressio,
com e sem a presenga de DIP. Filmes de DPPC apresentam uma
transicao de fase nas isotermas de pressdo, que corresponde ao estd-
gio em que o filme passa de um empacotamento liquido-expandido
para um liquido-condensado. Como o DPPC ndo ¢ fluorescente, as
micrografias s3o obtidas em filmes de DPPC que contém uma sonda
fluorescente, usualmente rodamina. A sonda tem preferéncia pelos
dominios com moléculas na fase liquido-expandida gerando, por-
tanto, o contraste visualizado nas micrografias, em que os dominios
escuros correspondem a moléculas no estado liquido-condensado. A
evolu¢do da morfologia mostra, assim, como o arranjo molecular
evolui do estado liquido-expandido para o liquido-condensado. Os
dominios bem definidos consistem basicamente de estruturas quirais
que se apresentam na forma de ‘bragos’ ou ‘hélices’ e que se orien-
tam na dire¢@o anti-hordria. Esta orientag@o preferencial assumida
pelos dominios estd diretamente relacionada ao tipo de quiralidade
da molécula de lipidio empregada nos experimentos'®**. Nos valores
de pressdo de cerca de 9 mN/m e maiores (c-d), as micrografias de
fluorescéncia revelam a transi¢do para a fase LC e LC-C da
monocamada. A visualizacdo da fusdo dos dominios, ou transicdo
para a fase condensada pelo microscdpio, resulta em um ambiente
mais homogéneo sentido pela sonda, principalmente observada atra-
vés de perda significativa do contraste, com supressdo parcial ou
total da fluorescéncia, dependente do anfifilico.

Para as monocamadas contendo a droga DIP (Figuras 12 b-d), as
estruturas dos dominios sdo afetadas e mais bem visualizadas na
regido de transicio de fase LE-L.C. Na concentragdo de 0,2 mol% de
DIP, os dominios possuem uma maior quantidade de estruturas na
forma de bragos ou multi-hélices que o observado nos dominios de
lipidio puro. As mudangas visuais causadas pela droga na morfologia
dos dominios progridem com a compressio para formas de estrutu-
ras alongadas e finas, espiraladas ou na forma ‘helicoidal’ surgindo
nas regides de fronteira e centros de nucleagdo dos dominios e que,
em todos os casos, sempre parecem se orientar na direcdo anti-hora-
ria. A quiralidade dos fosfolipidios €, portanto, preservada nas
monocamadas mistas DIP/DPPC.

O DIP possui uma intensa fluorescéncia centrada em 500 nm
(emissao de luz verde, lm ~ 415 nm), porém foi necessario o uso de

Figura 12. Micrografias de filmes de Langmuir de DPPC puro (a), e misto
com 0,2 mol% de DIP (b-d). A pressdo de superficie aumentou da micrografia
”b” para a “d”. Reproduzida da ref. 18 com permissdo da Elsevier
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uma sonda fluorescente devido a impossibilidade de visualizacio
dos dominios do DPPC monitorado pela fluorescéncia da prépria
droga. Este efeito poderia ser atribuido a uma parti¢do da droga igual-
mente nas duas fases coexistentes da monocamada.

FILMES LANGMUIR-BLODGETT (LB)

A organizac¢do das moléculas em filmes LB (nanoestruturados)
pode gerar propriedades bastante distintas daquelas observadas para
0 mesmo material em outras formas, como em filmes mais espessos
ou em pastilhas. No caso de filmes mistos, o contato intimo das
moléculas dos componentes diferentes pode provocar interagdes que
também ndo ocorrem em outros tipos de filmes. Nao € incomum que
as propriedades dos filmes mistos difiram consideravelmente das
propriedades dos materiais em separado. A interagao ainda no filme
de Langmuir, sobre subfase aquosa, pode ser identificada mesmo
para compostos macromoleculares. H4 duas possibilidades princi-
pais para filmes mistos com 2 componentes: i) separacdo de fases
entre os componentes, caso em que a drea por molécula varia linear-
mente com a concentracdo relativa dos componentes. Neste caso,
ndo hd intera¢do no nivel molecular entre os componentes ii) com
interagdo no nivel molecular, e ndo havendo miscibilidade ideal, a
area por molécula ndo varia linearmente com a concentragao relati-
va. Os valores experimentais serdo maiores ou menores que 0s pre-
vistos numa dependéncia linear se a interagdo for repulsiva ou atra-
tiva, respectivamente. A Figura 13 mostra que para filmes de
Langmuir de polianilina (PANI) e um complexo bifosfinico deno-
minado Rupy, a drea por molécula aumenta ndo linearmente com a
porcentagem de Rupy adicionada a PANI, indicando a interacao em
nivel molecular®.

A interacdo entre os componentes no filme de Langmuir tam-
bém se manifesta nos filmes LB depositados sobre substratos soli-
dos. Para PANI-Rupy a condutividade varia com a concentracio de
Rupy, como mostra a Figura 14. A explicacdo para uma diferenga
tdo grande com o comportamento esperado se houvesse separagao

a)
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Figura 13. Area extrapolada para vdrios filmes de Langmuir versus % em
mol de Rupy no filme. Os valores de 0 e 100% em mol representam Pani
pura e Rupy puros, respectivamente. A linha corresponde ao comportamento
esperado para componentes imisciveis (a). Estrutura do Rupy (b).
Reproduzida da ref. 35 com permissao da ACS
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de fases, marcado pela linha na Figura 13, é que o Rupy contribui
para a oxidac¢@o da PANI, como foi observado através dos espectros
Raman e voltametrias ciclicas®?’.
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Figura 14. Medidas de condutividade para um filme LB com 31 camadas
de PANI, Rupy puros e filmes mistos de PANI/Rupy 90, 70 e 50% em mol de
PANI com Rupy. Os filmes foram depositados sobre eletrodos interdigitados
de Au. Reproduzida da ref. 36 com permissdo da Elsevier

A obtenc¢@o de propriedades distintas em filmes LB mistos alte-
rando-se a concentragao relativa dos componentes pode ser explora-
da em aplicag¢des. Em primeiro lugar, pode-se otimizar uma proprie-
dade de interesse. Além disso, pode-se obter filmes com resposta
elétrica diferenciada, a partir dos mesmos componentes. Este foi o
caso do sensor de paladar produzido com filmes LB mistos de PANI
com Rupy?* ou filmes LB de polipirrol (py) mistos com Rupy. Note-
se, também, que a propria capacidade de sensoriamento dos filmes
LB esta diretamente relacionada a interagdo com os analitos. No caso
dos sensores de paladar, a intera¢@o entre as moléculas do filme e o
analito ndo € especifica. H4 casos, entretanto, que a interacdo pode
ser especifica, o que € conseguido quando o filme LB € formado por
materiais com capacidade de reconhecimento molecular. Por exem-
plo, filmes LB de enzimas imobilizadas, tais como glicose oxidase
(GOX)*% e urease, tém sido amplamente utilizados como bios-
sensores para a deteccio de glicose e uréia, respectivamente.

COMENTARIOS FINAIS

Neste artigo procuramos mostrar que a evolugio recente de téc-
nicas de caracterizagio de superficies beneficiou enormemente a ca-
pacidade de pesquisadores em estudar interagdes no nivel molecular
em filmes de Langmuir. Tomando como exemplo principal a interacio
de farmacos com filmes de fosfolipidios, que representam modelos
simples de membranas celulares, enfatizamos como tais técnicas
podem ser empregadas para determinar a localizagio do farmaco e
os efeitos causados sobre o filme. As técnicas mais sofisticadas abor-
dadas aqui foram a microscopia de fluorescéncia, difracdo de raios
X com radiagdo sincrotron e espectroscopia infravermelho in sifu.
Foram mencionadas também as técnicas de pressdo e potencial de
superficie, que sdo as mais empregadas na caracterizacio de filmes
de Langmuir. Como a caracterizagio de filmes de Langmuir € essen-
cial para obter filmes LB de alta qualidade, discutimos as dificulda-
des de formacdo de filmes de Langmuir e LB de polimeros, cujo
potencial de aplicagdes € enorme. Isto foi ilustrado com a mencéo ao
emprego de filmes LB em sensores, em que se explora a interacdo
em nivel molecular de componentes dos filmes.
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