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Artigo

FORMATION OF POLY SACCHARIDES AND PROTEIN MULTILAYERS. In this work the formation of multilayers composed
by carboxymethylcellulose (CMC), chitosane and bovine serum albumin (BSA) was studied by ellipsometry. First, the adsorption
behavior of carboxymethylcellulose onto amino-terminated surfaces was investigated as a function of molecular weight and average
degree of substitution of CMC. The influence of these parameters on the adsorbed amount of CMC onto amino-terminated
substrates was absent. However, the interaction of CMC covered surfaces with chitosane and BSA was favored when the average
degree of substitution of CMC was increased. The adsorption of BSA onto the polysaccharide systems was studied as a function
of pH. At the isoelectric point of BSA a maximum in the adsorbed amount was found.
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INTRODUCAO

A formagao de filmes finos de polissacarideos sobre superficies
sdlidas tem relevancia académica e tecnol 6gica, como por exemplo
em processos de estabilizacdo coloidal’ e no desenvolvimento de
biossensores e imunoensaios*3. A carboximetilcelulose (CMC) éum
derivado de celulose produzido, via reagdo de Williamson, pelo tra-
tamento de celulose com acido monocloroacético em presenca de
excesso de hidréxido de sodio?. E um importante produto industrial,
geralmente isolado e comercializado como sal de sddio, que apre-
senta as seguintes vantagens: (i) pode ser produzido a pressdo at-
mosférica (diferentemente da maioria dos éteres de celulose); (ii) a
presenca de grupos carboxilatos Ihe confere solubilidade em agua
quando o grau médio de substituicdo (GS) é maior que 0,5 e (iii)
pode ser obtido a partir de biomassa abundante e barata, como o
bagaco da cana-de-agUcar proveniente de usinas de aglicar e dcool®.
A adsor¢do de carboximetil celulose (CMC) sobre substratos soli-
dos esté bem reportada na literatura®®. Em trabalho prévic®, verifi-
cou-se a forte influéncia do pH e da forga idnica do meio sobre a
adsorcdo de CMC sobre superficies amino-funcionalizadas. Neste
sistema, a variacdo do pH do meio provoca mudangas nas densida-
des de cargada CMC e do substrato. Em pH proximo a4, aCMC se
comporta como um polieletrdlito fraco, pois a maioria dos grupos
carboximetila porta cargas negativas resultantes de sua ionizagao®,
enquanto as aminas primérias se apresentam na forma protonada e,
portanto, possuem cargas positivas. Um méaximo de adsor¢do foi
observado nafaixade pH entre 3 e 4, indicando que, defato, aforca
motriz que favorece as interagdes entre substrato e adsorbato é de
natureza eletrostética. A adsorcéo também foi favorecida em baixa
forgaionica, seguindo o regime de reducdo de adsorcdo por blinda-
gem reduzida (* screening-reduced adsorption” regime) proposto por
van de Steeg™ e colaboradores. Este efeito é explicado com base no
fato que os ions provenientes da dissociacdo do sal que foi adiciona
do para manter aforcaibnica do meio blindam ndo sb as cargas dos
segmentosdo polieletrélito, diminuindo asrepul sdesintraeintermole-
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culares, mas também as interagdes entre o substrato e os segmentos
das cadeias polieletroliticas. O efeito do pH na formagdo de filmes
finos de polieletrdlitos fracos foi recentemente reportado naliteratu-
ratt12, Shiratori e Rubner® mostraram que uma pequena variagdo de
pH pode elevar a espessura de filmes de policétions e polidnions
adsorvidos de 0,5 nm para 8 nm.

O efeito damassamolar e do grau de substituicao sobreaadsor¢do
de polieletrolitos sobre superficies solidas esté pouco explorado na
literatura’. Neste trabalho estudou-se, em uma primeira etapa, a
adsorcdo da carboximetilcelulose sobre superficies amino-
funcionalizadas em fungdo damassamolar e do grau médio de subs-
tituicdo da CMC através de elipsometria. Subseqiientemente estu-
dou-se a adsorcdo de quitosana, polissacarideo obtido pela
desacetilagdo de quitina, e de albuminabovinasérica(BSA) sobre as
superficies recobertas com CMC. A quitosana possui muitas aplica-
¢Oes tecnoldgicas e é utilizada, por exemplo, no tratamento de
efluentesindustriais devido a sua facilidade de interagir com as par-
ticulas coloidais e devido, também, a presenca de grupos amino em
suas cadeias, 0 que confere a esse polimero um potencial de coagu-
lacdo maior que o dos coagulantes usuais. Quitosanatambém é apli-
cadanaéreamédica, naformade um fio fino, biocompativel eresis-
tente usado para suturas cirurgicas®. A albumina (BSA), foi escolhi-
da como proteina-modelo por ser um dos principais componentes do
sangue e por ter larga aplicacdo em diagndsticos™.

MATERIAIS UTILIZADOS

Amostras de carboximetilcelulose (CMC) foram obtidas a partir
da derivatizacdo de polpas branqueadas de bagaco de cana-de-acU-
car®, e suas massas molares meédias viscosimeétricas (MV) e graus
médios de substituicdo (GS) sdo mostrados na Tabela 1. 3-
aminopropiltrimetoxisilano (APS) e quitosana (massa molar média
nomina de 150.000 g mol?) foram fornecidos pela Fluka (Basel,
Suica). Albuminabovina sérica (BSA) foi obtidada Sigma (E.U.A).
Cloreto de sodio p.a, &cido cloridrico, &cido acético glacia p.a e
tolueno foram adquiridos da Nuclear (S80 Paulo). Laminas de Si
(recobertas com uma camada de SiO, nativo) foram fornecidas pela
CrysTec (Alemanha).
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Tabela 1. Caracteristicas das amostras de CMC obtidas a partir de
bagaco de cana-de-aglicar

Amostra M, (g/mol) GS
CMC1 76.000 0,8
CcmMC2 113.570 0,8
cMmC3 76.000 15
cMmcC4 98.390 15
CMC5 59.000 18
CMC6 76.470 18
cMmC7 149.700 18
METODOS

Silanizacdo

As superficies amino-funcionalizadas foram obtidas a partir da
reacdo de silanizag8o das [&minas de Si com APS®. Primeiramente
as l&minas de silicio foram limpas, imergindo-as em uma mistura
oxidativa contendo H,0,, NH, e H,O, na propor¢éo de 1:1:4 em vo-
lume, atemperaturade 75 °C, durante 20 min. Depois desse periodo
retirou-se as |aminas damistura, lavou-se em &gua destilada e secou-
se com jatos de nitrogénio. Apos serem limpas as |aminas foram
mergul hadas em uma solugéo de APS em tolueno (1% em volume) a
60 °C durante 5 min, sendo lavadas em seguida em tolueno puro e
secas com jatos de nitrogénio. Através deste método, obtém-se uma
monocamada amino-funcionalizada homogénea®® covalentemente
ligada a lamina de silicio.

Elipsometria

Elipsometria’® consiste em medir a mudanca do estado de pola-
rizagdo da luz apds a reflexdo, a partir de uma superficie isotropica
refletora. As mudangas de fase (A) e de amplitude (y) da radiacdo
apos areflexdo sdo medidos com relagdo aradiacdo incidente. A ey
dependem do comprimento de onda da radiagdo (1), do angulo de
incidéncia (¢), da espessura (d) e do indice de refracdo (n) de um
filme isotropico e refletor, como mostra a equagdo fundamental da
elipsometriat® (eg. 1):

tanye*=f(n,d, per) (0]

Através daequacdo 1, dasrel agbes de Drude e Fresnel, de calcu-
los interativos e matrizes de Jones™ pode-se obter n e d independen-
temente. Quando as espessuras das camadas s80 muito finas (= 1nm)
ou quando o contraste Optico ndo € suficiente para que d e n sggam
obtidos independentemente um do outro, entdo, usa-se o indice de
refrac8o fixo a partir de dados da literatura ou do fabricante, e deter-
mina-se a espessura do filme (dpoli)' Usou-se 0s seguintes indices de
refragéio: Si: n = 3.858-0.018i"; SiO,"" n = 1,462; APS: n = 1,424
(Fluka); CMC: n = 1,50%; Quitosana®® n = 1,50; BSA¥ n=1.52. As
medidas elipsométricas foram realizadas num elipsdmetro DRE-
ELX02 (Ratzeburg, Alemanha) equipado com um laser He-Ne
(A=632.8nm), com angulo de incidéncia gjustado em 70°. Todas as
medidas foram feitas in situ numa cela elipsométrica especialmente
desenhada para estas medidas®, onde a cada 3 seg valoresde A e vy
foram automati camente registrados.

A quantidade de material adsorvido I" (mg/m?) foi cal culado atra-
vés da equagdo 281920;

_ dpoli(npoli -n,) _

= T e do1iC o ¥
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onden, € o indice de refragéo da solugéo medido por um refratémetro
Abbe, dn/dc é o incremento do indice de refracio determinado por um
refratometro diferencial ec,, €aconcentracgo médiadentro dacamar
da. Para os presentes sistemas, n, foi medido para cada concentracéo e

dn/dc foi determinado como sendo 0.16 ml/g atemperaturade 23 °C.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito da massa molar sobre as isoter mas de adsor ¢8o

Para determinar-se a influéncia da massa molar na adsor¢éo da
CMC utilizou-se soluges de CMC5, CMC6 e CMC7, asquais apre-
sentam GS= 1,8, preparadas em é&cido acético 0,1 mol/L e NaCl
0,001 mol/L, nafaixa de concentracdo de 0,005 g/L a 1,0 g/L, man-
tendo o pH em 3,5. Neste pH, as interacOes eletrostaticas entre
substrato e adsorbato séo favorecidas®. Apos 1 h de adsorg&o os va-
lores de A e y ndo variaram mais, indicando que o equilibrio de
adsorcéo tinhasido atingido. Os resultados apresentados naFigura 1
ndo indicam, dentro do erro experimental, diferencas significativas
no platd de adsor¢do e na afinidade entre substrato e adsorbato quan-
do variamos a massamolar da CMC. Efeitos semel hantes foram ob-
servados por Hoogendam e col aboradores® no estudo da adsorcéo de
CMC sobre hematita. Estes resultados s80 explicados através da.con-
formagdo estendida que as cadeias assumem quando adsorvidas.
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Figura 1: Isotermas de adsor¢&o obtidas para CMC (GS = 1,8) em NaCl
0,001M/ HAc 0,1M sobre superficies amino funcionalizadas. (M) 59.000 g/
mol; (A) 78.470 g/mol e (®) 149.700 g/mol

Efeito do grau médio de substituicéo (GS) sobre as isoter mas
de adsor ¢do

Nestes experimentosamassamolar médiaviscosmétricadaCMC
foi mantida fixaem 76.000 g/mol, enquanto o grau médio de substi-
tuicdo (G variou de 0,8 a 1,8. As solugdes de CMC foram prepara-
das em é&cido acético 0,1 mol/L e NaCl 0,001 mol/L, na faixa de
concentracdo de 0,005 g/L a1,0g/L, mantendo o pH em 3,5. Apés1h
de adsor¢&o o equilibrio de adsor¢éo tinha sido atingido. Os resulta-
dos obtidos (Figura 2) demonstram que ndo existe nenhumainfluén-
ciado grau médio de substituicdo na adsor¢do de CM C sobre super-
ficies silanizadas. Os grupos carboxilatos estdo distribuidos aleato-
riamente ao longo das cadeias, de modo que a adsor¢do ocorre atra-
vés da ancoragem de vérios segmentos de uma mesma cadeia sobre
asuperficie. Conseguientemente as cadei as adsorvidas assumem con-
formacao aleatdria. Assim, estes poliel etrolitos tem o comportamen-
to semelhante ao de homopolimeros ou copolimeros estatisticos, onde
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as cadeias adsorvidas formam “loops’ e “tails’ sobre a superficie.
Desta forma, o aumento de GS podera aumentar o niimero de pontos
de ancoragem sobre a superficie, mas ndo a quantidade de material
adsorvido. A afinidade entre adsorbato e substrato também parece
ndo depender do grau de substituicdo.
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Figura 2: Isotermas de adsorcéo obtidas para CMC (Vv = 76.000 g/moal)
em NaCl 0,001M/ HAc 0,1M sobre superficies amino funcionalizadas. (A)
GS=08; (0)GS=15e(M)GS= 18

Ensaios de dessor ¢do

Apbs 4 h de adsorcdo de CMC7 sobre as superficies amino
funcionalizadas, a solugdo de polieletrdlito foi trocada por solvente
puro (solucdo aguosade HAc 0,1 mol/L e NaCl 0,001 mol/L) em pH
4,5 e pH 6,5, a fim de se verificar se ha a dessor¢éo da CMC em
funcéo do tempo e do pH. A Figura 3 mostra que ndo ha diminuicéo
da quantidade de material adsorvido em funcdo do tempo, indicando
gue n&o ocorre dessor¢cdo de CMC nestas condigdes experimentais
por um periodo de até 24 h. As interacOes €l etrostéticas certamente
estéo enfragquecidas na faixa de pH testada, pois a protonago das
aminas priméarias presentes no substrato é desfavorecida, mas liga-
¢Besde hidrogénio entreas hidroxilas das cadeiasde CM C easaminas
mantém as cadeias adsorvidas.
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Figura 3: Ensaios de dessorgéo. Quantidade de CMC (M, = 149.700, GS
= 1,8) adsorvida sobre superficies amino-funcionalizadas apés a troca da
solugdo polimérica por em agua destilada em funcdo do tempo em pH 4,6
(W) epH 65 (@)
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Adsor ¢&o de quitosana sobre CMC com diferentes GS

Superficies silanizadas e com monocamadas de CMC1 e CMC6
depositadas foram colocadas em contato com solugdes de quitosana
na concentracdo de 1 g/L preparadas em HAc 0,1 mol/L (pH 3) e
forgasionicas variando de 0,0005 mol/L a0,01 mol/L deNaCl. Ap6s
18 h de adsor¢ao as superficies foram lavadas com o solvente e secas
comjatosdeN,. Nestessistemas amassamolar mediaviscosimétrica
da CMC foi mantida constante e o GS foi variado de 0,8 (CMC1)
para 1,8 (CMC6). Através de medidas elipsométricas, as espessuras
dos filmes de quitosana foram determinadas no ar. No caso de siste-
mas de quitosana adsorvida sobre CMC1, a espessuramédiamedida
foi de 0,4 £ 0,2 nm independente da for¢a idnica, como mostra a
Figura 4. Ja no caso de sistemas onde o substrato era formado por
filmes de CMCB6, a espessura média do filme de quitosana adsorvida
aumentou linearmente com aforgaidnica do meio. Estes resultados
indicam que a quitosana adsorve mais fortemente sobre CMC de
maior GS (CMC8). Em pH 3 os grupos carboxilatos da CMC estéo
fracamente carregados, ou sgja, hdpoucas cargaslivres parainteragir
com a quitosana que, neste pH, esta positivamente carregada. Por-
tanto, quanto maior o GSda CMC, maior é o niimero de cargas dis-
poniveis parainteragir com a quitosana. As amostras foram prepara-
das em triplicatas e medidas em quatro pontos diferentes da superfi-
cie, observando-se uma variagdo de espessuras entre 0s pontos me-
didos de 5 até 50%. Estes resultados indicam que a quitosana prova-
velmente adsorve formando aglomerados, e ndo um filme homogé-
neo.
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Figura 4: Espessura d (nm) do filme de quitosana adsorvida sobre CMC
(M, = 76.000 g/mol) em fungéo do concentrag&o de NaCl no meio. (W)GS
= 0,8 e (O)GS = 1,8. Aslinhas servem apenas de guias

Adsorcdo de BSA sobreCMC

A imobilizagdo de BSA sobre superficiesde CMC1 e CMC6 foi
investigada em funcdo do pH. Nestes sistemas a massa molar média
viscosimétrica da CMC foi mantida constante e o GSfoi variado de
0,8 (CMC1) para 1,8 (CMCE6). As superficies de CMC permanece-
ram durante 4 h em contato com solugdo aquosadeBSA (c= 1,0g/L)
nafaixadepH de 2,4 a6,7.

A Figura 5 mostra as quantidades de BSA adsorvida sobre
superficeis de CMC6 e CMC1 em func&o do pH. A primeira obser-
vagdo importante € que quando o substrato é formado por CMC6
(maior GS), a quantidade de BSA adsorvida é maior do que quando
0 substrato é formado pela CMC1, ou seja com menor GS. Estes
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Figura 5. Quantidade de BSA adsorvida sobre CMC (M, = 76.000 g/mol)
em fungdo do pH. (M)GS = 0,8 e (®)GS = 1,8. Aslinhas servem apenas de
guias

resultados mostram um comportamento semel hante ao observado na
adsorcdo de quitosana sobre CMC. Um aumento na densidade de
carga do polieletrélito favorece a adsor¢édo do adsorbato e a forma-
¢80 de multicamadas®?.

O processo de adsorgdo de proteinas € mais complexo do que o
de polieletrélitos. Considerando que proteinas s80 macromol éculas
muito complexas com regides polares, hidrofdbicas e carregadas, as
interacOes entre proteinas e substratos sdlidos podem ser de natureza
eletrostética, hidrofébica ou através de ligagdes de hidrogénio. En-
tretanto, Ladam e colaboradores? mostraram que a variagdo de
ental piaenvolvida no processo de adsor¢éo de proteinas é geralmen-
te positiva, qualquer que sgja o substrato. A adeséo de proteinas so-
bre superficies sdlidas &, provavelmente, dirigida por rearranjos es-
truturais com quebrade estruturas secundérias etercid&rias, levando a
um ganho entrépico que compensa 0s val ores positivos de variagdo
entélpica e tornando o processo de adsor¢do espontaneo.

As quantidades de BSA adsorvida sobre as superficeis de CMC6
e CMC1 variaram significativamente em func&o do pH, como mostra
aFigura4. A variacdo do pH do meio provoca mudanga nas cargas da
superficie sobre a qual BSA adsorverd, assm como nas cargas dessa
proteina. Em pH préximo a 2 a densidade de carga na superficie é
muito baixa devido afraca dissociaggo dos grupos COOH (pK , ~ 4.0),
enquanto as aminas terminais das proteinas devem estar protonadas. A
auséncia de interagOes especificas leva a uma fraguissima adsorcao.
Aumentando o pH até 4, as interagdes de natureza eletrostética entre
0s grupos carboxilato do substrato e as aminas terminais da proteina
sdo favorecidas, levando a um aumento na quantidade de BSA
adsorvida. Proximo apH 5 observa-se um méximo na adsorcdo. Este
pH coincide com o ponto isoelétrico daBSA (pl = 5.5). Nesta situa-
¢80 temos um substrato com ata densidade de carga, enquanto o
adsorbato apresenta cargatotal zero, o que diminui sua solubilidade e
favorece aadsor¢ao. As quantidades de BSA adsorvidasobre CMCl e
CMC6 so superiores aguelas observadas para monocamadas®, indi-
cando que osfilmesde polissacarideos so substratos promissores para
0 deservolvimento de biossensores, nos quais aimobilizagdo da pro-
teina tem um papel decisivo. O fendmeno de adsorgdo cooperativa de
proteinas é bem conhecido na literatura®?* e pode também estar con-
tribuindo para os altos valores de BSA adsorvida. Em pH proximo a7
0s grupos carboxilatos terminais da proteina também est&o
desprotonados, tornando-anegati camente carregada e aumentando sua
solubilidade. Apesar da repulsdo entre os carboxilatos da superficie e
do substrato, observa-se uma fraca adsorcdo, a qual € provavelmente
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causada por ligacdes de hidrogénio entre as hidroxilas dos
polissacarideos na superficie e grupos polares da proteina. Comporta-
mento semelhante ao da Figura 4 foi também observado por Norde e
Lyklema® para a adsor¢do de albumina humana sobre hematita,
poliestireno e polioximetileno.

Adsor ¢do de BSA sobre quitosana (Si02/ APS CMC/
Quitosana/ BSA)

A adsorcdo de BSA sobre substratos formados por quitosana
adsorvida sobre monocamadas de CMC1 e CMC6 foi investigada
em func¢&o do pH, apesar da quitosana ndo formar filmes homogéne-
0s sobre CMC, como ja discutido acima. Os substratos foram colo-
cados durante 4 h em contato com solucdo aguosa de BSA (c =
1,0 g/L) nafaixade pH de 2,3 a7. Os resultados obtidos estdo apre-
sentados na Figura 6. A curva obtida é semelhante agquela obtida na
Figura 5, onde o substrato era formado por CMC. Novamente um
maximo de adsor¢do foi observado na regido préxima ao ponto
isoel étrico daBSA porém, osval ores daquantidade de BSA adsorvida
sobre superficies recobertas somente por CMC sdo bem maiores.
Paracontrole, as espessuras dos filmes secos de BSA foram medidos
em diferentes pontos da mesma amostra, e pelo menos em triplicata,
obtendo-se valores homogéneos, com desvio padréo inerente ao
método (5%). Entretanto, os resultados a partir da elipsometria ndo
permitem concluir se as biomoléculas de BSA estdo adsorvidas so-
bre os valesformados entre os aglomerados de quitosana ou sobre os
dois polissacarideos. A Figura 7 apresenta um possivel arranjo para
0 sistema de multicamadas formado por CMC, quitosana e BSA.
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Figura 6: Quantidade de BSA adsorvida sobre quitosana em fungéo do pH.
A linha serve apenas de guia

Quitosana

0] o o

(0]
[ 1
Si Si si S

Figura 7: Esquema representando um possivel arranjo para a adsorgdo de
BSA sobre o substrato formado por CMC e quitosana
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CONCLUSOES

A principal conclusdo deste trabal ho € que as variagdes damassa
molar e do grau médio de substituicio da CMC néo influenciaram a
adsorcdo da mesma sobre as superficies amino-funcionalizadas, mas
a variagdo do grau médio de substituicdo da CMC influenciou a
adsorcdo de camadas subsequentes de quitosana e BSA. Portanto,
na construcéo de dispositivos formados por multicamadas de
polieletrolitos, o grau médio de substituicdo das camadas iniciais
deve ser o mais alto possivel, umavez que este tem um papel decisi-
VO na adsor¢do das proximas camadas. A imobilizag8o de BSA so-
bre as superficies de polissacarideo é controlada pelo pH do meio.
Proximo ao ponto isoelétrico da proteina, a adsor¢do da mesma é
especialmente favorecida.
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