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Resumo 

 

Frente à complexidade estrutural e funcional das membranas biológicas, a construção de 

membranas modelo sobre suporte sólido surge como uma resposta para o estudo daquelas. Para 

acessar as propriedades estruturais e funcionais de uma membrana biológica é fundamental que a 

membrana modelo seja capaz de refletir a interface membrana/ambiente aquoso. Portanto, foi 

feito um estudo da água frente à superfície sólida e verificou-se que a água frente a superfícies 

pode apresentar estrutura e propriedades físicas como densidade, viscosidade, constante 

dielétrica, etc. diferentes da águas da massa líquida (bulk water). Também investigamos a 

formação de filmes de fosfolipídios sobre o eletrodo de ouro a partir de soluções de lipossomos. 

A microbalança de cristal de quartzo (QCM) mostrou os processos de adsorção de lipossomos à 

superfície do eletrodo de ouro, de ruptura e formação de filmes. Usando a técnica de filmes de 

Langmuir, determinamos a densidade de fosfolipídios em uma membrana modelo e comparamos 

com os resultados gravimétricos obtidos com a QCM. Com a técnica de miscroscopia de força 

atômica (AFM) usando medidas de força vs. distância, detectamos a espessura do filme de 

DMPC (6 nm). Além disso, mostramos que na presença de uma solução 0,5 M de H2SO4 o filme 

formado apresenta uma rugosidade na superfície que muda conforme o potencial aplicado ao 

eletrodo. 

 

  



ix 

Abstract 

 

Faced with structural and functional complexity of biological membranes, the construction of 

model membranes on solid support appears as a response to the study of those. To access the 

structural and functional properties of a biological membrane, it is crucial that the membrane 

model is able to reflect the interface membrane/aqueous environment. Therefore, a study was 

made of water contacting a solid surface. It was found that water close to surfaces can have 

structure and physical properties (as density, viscosity, dielectric constant, etc..) different from 

bulk water. We also investigated the formation of phospholipid films on the gold electrode from 

solutions of liposomes. The quartz crystal microbalance (QCM) showed the adsorption of 

liposomes to the surface of gold electrode, breakdown and formation of a film. Using the 

technique of Langmuir we determined the density of phospholipids in a membrane model and 

compared with the gravimetric results obtained with the QCM. With the atomic force microscope 

(AFM) using the force vs. distance measurement we detected a 6 nm thick DMPC film on the 

electrode. Furthermore, we showed that in the presence of a 0.5 M solution of H2SO4 the film 

formed on the surface has a roughness that changes with the applied potential to the electrode. 
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Capítulo 1 

 

1 – Introdução 

 

1.1 – Contextualização 

 

Agregados coloidais formados por associações de moléculas anfifílicas (com afinidade 

por óleo e água) em sistemas aquosos estão presentes nas formas de fosfolipídios, ácidos 

nucléicos, etc. O estudo destes agregados, suas funções, sua constituição forma hoje um novo 

ramo de estudos, que é a bionanotecnologia, com a qual se procura implementar em nível 

molecular funções, nano máquinas, nano montadores (nano-assemblers), imitando as estruturas 

existentes em organismos vivos na natureza1,2. Além disso, os sistemas coloidais também 

apresentam inúmeras aplicações em processos industriais3,4. 

É importante observar que os fenômenos que ocorrem nesses sistemas têm um papel 

importante na gênese da físico-química, por estabelecerem uma conexão entre a química 

descritiva e a física teórica. Einstein obteve as relações entre o movimento Browniano das 

partículas e os coeficientes de difusão das mesmas, em meio líquido. Jean Baptiste Perrin usou 

estas relações para determinar um valor definitivo para o número de Avogadro. M. 

Smoluchowski deduziu uma expressão para explicar o papel da difusão em reações 

bimoleculares em geral5. 

Um dos primeiros a fazer referências a agregados anfifílicos foi McBain, quando afirmou 

em um simpósio que: “  pressão osmótica dos sais de ácido graxo (moléculas anfifílicas) mostra 

uma pronunciada descontinuidade na curva de concentração, ficando constante após um 

determinado ponto... Isso se deve à auto-associação das moléculas em estruturas, denominadas 

micelas.”, o “chairman” reagiu à frase dizendo: “Isso não tem sentido!”.  pesar desta recepção 

não entusiástica, a idéia estava correta. Suas observações levaram a debates sobre estruturas de 

conjuntos anfifílicos, formação de agregados etc., e ao estudo das moléculas anfifílicas em geral. 
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De fato, elas podem se auto-organizar em sistemas aquosos acima de uma concentração micelar 

crítica, cmc5. 

Os agregados anfifílicos em geral são compostos de duas fases: a fase dispersa (partículas 

coloidais) e o meio dispersante (solvente), separados por uma região bem definida, chamada 

interface. Nesta região de alta energia livre ocorrem fenômenos de superfície, tais como: 

adsorção e formação de dupla camada elétrica, ocorrem6,7. As propriedades de superfície 

dominam o comportamento destes sistemas.  

As moléculas anfifílicas se associam fisicamente e não quimicamente. 

Consequentemente, o tamanho e forma dessas associações mudam em resposta a variações sutis 

da concentração e composição dos anfifílicos, temperatura, pH da solução, etc.4,5. Soluções de 

surfatantes são estudadas a concentrações tanto abaixo, como acima da cmc, nas quais estruturas 

micelares se encontram presentes em solução. As técnicas convencionais para o estudo de 

surfatantes incluem ressonância magnética nuclear, difração de raios-X, técnicas de calorimetria, 

etc2. 

Sobre a superfície sólida as moléculas anfifílicas podem agregar-se formando 

monocamadas ou bicamadas auto-organizadas que mimetizam bicamadas biológicas, permitindo 

a fixação de proteínas, glicolipídios, etc. Este fenômeno permite a formação de filmes 

bidimensionais com nanômetros de espessura para interesses particulares, como por exemplo, 

sensores de proteínas específicas8. 

Considerando as características de partícula coloidal apresentadas por vesículas e as 

propriedades da interface sólido-líquido, pode-se antever que a deposição ou não de vesículas 

carregadas eletricamente seria determinada inicialmente por interações eletrostáticas entre as 

duplas camadas elétricas associadas às vesículas e à superfície sólida. A seguir, em distâncias 

suficientemente pequenas entre as vesículas e a superfície sólida, atuariam as forças de atração de 

van der Waals, provenientes de interações entre dipolos permanentes ou não dos dois materiais 

constituintes das vesículas e do sólido. Mais ainda, bicamadas de lipídios têm forte força 

repulsiva de hidratação regida pelas estruturas intrínsecas na interface lipídio-água. 

Como as vesículas não são estruturas rígidas, elas podem sofrer distorção, agregação, 

ruptura ou fusão, dependendo do tamanho, da natureza química dos monômeros ou composição 

do meio de dispersão. A deposição de vesículas em superfícies sólidas, como agregados de 

fosfolipídios, pode eventualmente originar um ou uma combinação desses processos9,10. 
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A fim de reproduzir em condições controladas de laboratório a estrutura natural das 

membranas biológicas, diversos grupos de pesquisa trabalham, atualmente, no desenvolvimento 

de tecnologias que visam a biofuncionalização de uma superfície sólida através da imobilização 

de biomoléculas especializadas sobre a mesma11,12,13,14. 

Para acessar as propriedades estruturais e funcionais de uma membrana biológica é 

fundamental que a membrana modelo seja capaz de refletir a interface membrana-ambiente 

aquoso15,16. A água frente a superfícies pode apresentar estrutura e propriedades físicas como 

densidade, viscosidade, constante dielétrica, etc. diferentes da águas da massa líquida (bulk 

water). As variações da densidade, viscosidade e constante dielétrica, teriam efeito direto na 

difusão de íons e na força elétrica de atração entre partes polares de moléculas. Conforme 

trabalhos recentes, a água ainda é uma incógnita17,18,19. No artigo recente de Pollack, agregados 

coloidais em solução aquosa sofrem uma força de repulsão frente a superfícies hidrofílicas, 

formando-se junto à superfície uma “zona de exclusão”. Segundo o autor, a água na zona de 

exclusão está em um estado estruturado, que “empurra” estes agregados para a massa líquida20. 

Enfim, o estudo da agregação (auto-organização) de fosfolipídios sobre uma superfície sólida em 

ambiente aquoso, deve levar em conta a dinâmica de transformação desta superfície em contato 

com a água.  

 

1.2 – Objetivos do trabalho 

 

Neste trabalho, foram estudadas a agregação de fosfolipídios sobre a superfície de um 

eletrodo sólido de ouro em ambiente aquoso e também as propriedades da água vizinha a este 

eletrodo e ao filme formado. 

 

1.3 – Técnicas empregadas 

 

Em geral, os fosfolipídios são muito pouco solúveis em água. Empregaram-se então 

soluções contendo vesículas (lipossomos) dos mesmos (veja em materiais e métodos a formação 

dos lipossomos). 

Foi utilizada, principalmente, a técnica da microbalança de cristal de quartzo 

eletroquímica, EQCM, por permitir o monitoramento em tempo real (0,1s) da: 
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 Variação de massa (nanogramas) do eletrodo21; 

 Variação das propriedades viscoelásticas da interface filme-meio contactante22; 

 Mudanças morfológicas que ocorrem na superfície do eletrodo23; 

 Transferência de carga elétrica na interface; 

 Variação do potencial elétrico da interface, e 

 Impedância elétrica do eletrodo em potenciais determinados. 

Outra técnica empregada foi a microscopia de força atômica, AFM. Ela permite visualizar 

as superfícies formadas e fornece informações topográficas em nível nanométrico sobre as 

mesmas. A técnica também permite estimar a resistência mecânica dos filmes obtidos até a 

ruptura dos mesmos, através de curvas de força vs. distância.24. 

A técnica de Langmuir foi empregada para preparar monocamadas de fosfolipídios na 

interface ar-água e inferir sobre a massa de uma monocamada e depois relacionar com os valores 

obtidos para monocamadas de fosfolipídios sobre o eletrodo solido de ouro através da técnica da 

QCM. 

Técnicas eletroquímicas também foram aplicadas para caracterização dos filmes formados 

sobre o eletrodo de ouro da EQCM. A combinação das técnicas permitiu um conhecimento 

qualitativo e quantitativo dos agregados de moléculas fosfolipídicas sobre a superfície do 

eletrodo de ouro. 

 

1.4 – Organização do trabalho. 

 

Para facilitar a apresentação do trabalho dividimos o texto em 8 capítulos e apêndices 

conforme descrito abaixo: 

Capítulo 1 – Contextualização e objetivos da tese. 

Capítulo 2 – Revisão de conceitos sobre auto-organização de moléculas anfifílicas, 

moléculas biológicas e água interfacial. 

Capitulo 3 – Descrição resumida das técnicas: microbalança de cristal de quartzo, 

microscopia de força atômica e filme de Langmuir. 

Capítulo 4 – Descrição do material e da metodologia de trabalho empregada, 

procedimentos de limpeza dos eletrodos, preparação dos lipossomos, etc. 
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Capitulo 5 – Resultados obtidos relativamente ao comportamento da água na interface 

sólido-liquido. 

Capítulo 6 – Resultados obtidos das medidas da adsorção de lipossomos sobre o eletrodo 

de ouro da EQCM em ambiente aquoso. 

Capítulo 7 – Conclusão do trabalho e perspectivas. 

Cópia do artigo, Physical properties of water near a gold surface. A nanorheological 

analysis, publicado em janeiro de 2010, ChemPhysChem. 

Apêndice – Texto referente ao funcionamento da AFM, e o Lock-in.  
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Capítulo 2 

 

Revisão de conceitos sobre auto-organização de moléculas anfifílicas, moléculas 

biológicas e água interfacial. 

 

2.1 – Auto-organização de moléculas anfifílicas. 

 

O processo de auto-organização (auto-agregação) ocorre com estruturas moleculares 

anfifílicas, ou seja, com moléculas que apresentam duas regiões distintas, uma porção 

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

porção hidrofílica, composta por um grupo polar25, Figura 1. Os anfifílicos podem ser 

classificados como: aniônicos, catiônicos, não-iônicos e zwiteriônicos. Sendo que neste último 

grupo se incluem muitos lipídios de origem natural, dentre eles os fosfolipídios como a 

fosfatidilcolina ou lecitina (PC), Figura 2, presente nas membranas biológicas de células animais.  

 

Figura 1 – Modelo de uma molécula anfifílica, cujo comprimento total é aproximadamente de 29  ̇26. 
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Em função da estrutura peculiar das moléculas anfifílicas, as mesmas quando presentes 

em solução aquosa podem se auto-organizar dando origem a diferentes estruturas como micelas, 

estruturas do tipo bastão, bicamadas, vesículas, fases hexagonais (invertidas ou não), entre outras 

formas possíveis, de acordo com a Tabela 1 e a Figura 3. O equilíbrio termodinâmico de uma 

particular estrutura ocorre quando a energia livre de Gibbs, G, é mínima no sistema5,27,28,29. 

O processo de auto-organização de moléculas surfatantes ocorre para a minimização da 

energia livre total do sistema. Em solução aquosa, as porções hidrofóbicas das moléculas 

anfifílicas rompem pontes de hidrogênio entre as moléculas de água e, portanto estarão em um 

mínimo de energia quando se auto-associarem para minimizar a área em contato com a água. Já 

as porções hidrofílicas interagem com a água através de pontes de hidrogênio ou de interações 

iônicas. Portanto, a estrutura que um agregado lipídico assume em água é determinada pela 

concentração de monômero e por um balanço entre forças opostas: hidrofóbicas promovendo a 

auto-associação dos lipídios versus as forças estéricas (forças repulsivas predominantemente 

entrópicas) e iônicas de auto-repulsão dos mesmos. 

 
Figura 2 – Estrutura química da fosfatidilcolina, fosfolipídio mais comum na membrana biológica. 
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Em baixas concentrações, as moléculas anfifílicas existem como monômeros em solução. 

Com o aumento da concentração sua estabilidade como monômero em solução diminui até que 

as forças entre as partes hidrofílicas são superadas pelas interações desfavoráveis dos domínios 

hidrofóbicos com a água. Neste ponto, qualquer aumento de concentração resulta na formação de 

monômeros auto-associados em equilíbrio, com uma concentração constante de monômeros 

livres. Esta concentração é denominada concentração micelar crítica, cmc. 

É fácil concluir que quanto maior a parte hidrofóbica do monômero, menor a cmc, e 

quanto maior a hidrofílica maior a cmc. A cmc de moléculas anfifílicas iônicas é influenciada 

pela força iônica (proporcional à condutividade elétrica da solução) do meio que diminui a 

repulsão coulombiana. Por exemplo, para o dodecilsulfato de sódio (SDS), a cmc cai de 8 mM 

em água deionizada para 0.8 mM na presença de cloreto de sódio (NaCl) a 0.5 M5. As 

propriedades físicas e a forma das moléculas anfifílicas definem três tipos de estruturas 

supramoleculares dos lipídios polares e detergentes em solução, (Tabela 1). Detergentes, 

lisofosfolipídios (contém uma cadeia carbônica) e fosfolipídios com cadeia curta (até 8 carbonos) 

tem um formato de cone invertido (cabeça polar grande e pequeno domínio hidrofóbico) e se 

 
Figura 3 – Esquema representando as possibilidades de auto-organização em meio aquoso4. 
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auto-associam acima da cmc como uma estrutura micelar de pequeno raio de curvatura cujo 

núcleo hidrofóbico exclui totalmente a água. A superfície da micela é bastante rugosa com 

muitos dos domínios hidrofóbicos expostos à água30. 

 

 

A estrutura geral do auto-agregado reflete o empacotamento de moléculas anfifílicas com 

energia mínima pelo balanço entre as forças atrativas do efeito hidrofóbico e as forcas repulsivas 

das cabeças. A cmc de lisofosfolipídios e de detergentes varia numa região de micro a milimol. 

Todavia, os fosfolipídios com cadeia carbônica de 14 ou mais carbonos se auto-associam em 

concentrações menores do que 10-10 M, devido à força hidrofóbica causada por longas cadeias 

carbônicas. Não formam micelas, organizam-se em estruturas de bicamadas, que permitem o fino 

empacotamento de cadeias adjacentes com a máxima exclusão da água dos domínios 

hidrofóbicos. Nas células orgânicas, os fosfolipídios não se encontram como monômeros livres 

em solução, mas organizados em membranas de bicamadas lipídicas ou em complexos de 

proteínas30. 

Quando fosfolipídios de cadeia longa diluídos em solvente orgânico são secos, 

solidificados e, então, hidratados, espontaneamente formam folhas multilamelares de bicamadas 

separadas por água. A aplicação de ultrassom dispersa essas folhas em bicamadas unilamelares 

satisfazendo a natureza hidrofóbica dos finais das bicamadas ao fechá-las em vesículas seladas, 

Tabela 1 – Exemplo de agregados de anfifilicos31. 

Lipídio Ns 
Forma de 
empacotamento Estrutura formada 

Lipídios de cadeia simples (surfactantes) 
com área da cabeça polar grande 
Exemplo: SDS em baixa concentração de 
sal 

< 1/3 

Cone 

 

Micela esférica 

 
Lipídios de cadeia dupla com área de 
cabeça polar grande, cadeias fluidas 
Exemplos: fosfatidilcolina (lecitina), 
fofatidilserina, fosfatidilglicerol, ácido 
fosfatídico, sais de dealquildimetilamônio, 
esfingomielina, diexadecilfosfato 

½ -1 

Tronco de cone 

 

Bicamadas 
flexíveis,vesículas

 

Lipídios de dupla cadeia com área de 
cabeça polar pequena, lipídios aniônicos 
em alta concentração salina, cadeias 
saturadas rígidas.  
Exemplos: fosfatidiletanolamina, fosfatidil 
serina I + Ca2+ 

~1 

Cilindro 

 

Bicamadas planas 

 



10 

também conhecidas por lipossomos, uma bicamada unilamelar contínua com um núcleo aquoso, 

semelhante às membranas envolvendo células orgânicas. Lipossomos também podem ser 

preparados por extrusão física de estruturas lamelares através de um pequeno orifício ou por 

diluição de uma mistura detergente-lipídio abaixo da cmc do detergente30. 

Portanto, os principais fatores que determinam a auto-organização das moléculas 

anfifílicas são o efeito hidrofóbico, as pontes de hidrogênio, as interações eletrostáticas, e 

estéricas31. A variação de entalpia reflete as quebras de ligações de pontes de hidrogênio e 

interações elétricas. A variação de entropia reflete a mudança no ordenamento das moléculas de 

água, a hidratação de íons, e a repulsão estérica. 

O tamanho e forma do agregado de anfifílico formado são dependentes dos parâmetros 

moleculares: volume da porção hidrofóbica da molécula, comprimento de cadeia e área da 

cabeça polar; e das variáveis intensivas: temperatura e força iônica. Desse modo, pode-se prever 

o agregado ótimo para um determinado conjunto de parâmetros moleculares e variáveis 

intensivas usando um critério de minimização de energia livre para o monômero no agregado32. 

Pode-se supor que a energia livre de auto-associação de surfatantes em soluções diluídas é 

constituída de três termos5. Uma contribuição hidrofóbica devido às cadeias apolares, um termo 

de superfície atribuído aos grupos polares, e um termo de empacotamento que requer que o 

interior hidrofóbico do agregado exclua água. Termos de superfície e empacotamento assumem 

diferentes formas funcionais para cada agregado geométrico específico. A forma que 

corresponde a um mínimo de energia livre para um determinado conjunto de condições 

determina a estrutura ótima do agregado. 

Para soluções diluídas em que interações entre agregados não são importantes, pode-se 

supor essas concepções convenientemente no parâmetro geométrico (Ns), que é dado por: 

         

 

onde,   é o volume da porção hidrofóbica da molécula do surfatante; l é o comprimento da 

cadeia apolar e a0 é a área ótima da cabeça polar na qual a energia de interação por molécula 

anfifílica atinge um mínimo. A Tabela 1 ilustra a associação entre Ns e os agregados 
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supramoleculares formados. À medida que o parâmetro geométrico aumenta a estrutura 

supramolecular formada também aumenta31. 

Essas moléculas anfifílicas possuem uma temperatura de transição de fase (Tc), abaixo da 

qual se encontram na fase gel, que se caracteriza por uma maior rigidez das cadeias 

hidrocarbônicas, e acima da qual as cadeias estão mais fluídas, com maior liberdade rotacional e 

menor densidade de empacotamento, estando a bicamada na fase líquido-cristalina. A transição 

de fase, observada tanto em membranas-modelo, quanto em algumas membranas naturais, 

depende da carga dos lipídios, da composição molecular da membrana, do número de duplas 

ligações nas cadeias hidrocarbônicas e da incorporação de outras moléculas na estrutura33,34,35. 

Quanto maior a densidade de empacotamento das cadeias hidrocarbônicas na fase gel, maior será 

a temperatura de transição de fase31,36,37,38,39,40. 

 

2.2 – Membranas biológicas. 

 

A membrana biológica constitui o limite das células e das organelas nos tecidos vivos. É 

através da membrana biológica que as células interagem com o mundo exterior. São partes 

essenciais de toda célula que têm muitas de suas funções vitais diretamente associadas àquelas. A 

membrana biológica é constituída essencialmente de bicamada de lipídios; fosfolipídios, 

glicolipídios e colesterol, associados de maneira semi-fluida, com moléculas de proteínas 

mergulhadas na bicamada, (Figura 4)41. 

A disposição de bicamada bidimensional imersa em ambiente liquido condutor, confere à 

membrana biológica, características semelhantes às de um capacitor elétrico de aproximadamente 

1 F/cm2. O interior da célula está em geral 200 mV mais negativo do que a parte externa da 

célula graças às proteínas de transporte de íons potássio, sódio e cálcio, canais iônicos imersos na 

membrana biológica. Campos elétricos gigantescos da ordem de 400 kV/cm através da 

membrana conferem à mesma propriedade única de transporte de carga elétrica41. 

 



12 

 

As proteínas associadas à bicamada lipídica possuem, em sua maioria, elevado peso 

molecular, são pouco solúveis em água, necessitando de um microambiente 

hidrofóbico/hidrofílico adequado para adquirir sua conformação funcional. Esse microambiente 

ideal é oferecido pela bicamada lipídica que compõe a matriz da membrana biológica. Essas 

proteínas possuem diversas funções celulares, por exemplo, facilitar a comunicação entre a célula 

e o ambiente, sinalização, reconhecimento celular, âncora para anticorpos, etc. o que confere à 

membrana biológica uma grande versatilidade funcional41. 

Contudo, a complexidade das membranas biológicas e suas interações com as matrizes 

biológicas intra e extracelular dificultam a investigação das mesmas. Por essa razão, modelos 

artificiais de membranas biológicas foram desenvolvidos e têm importante papel em revelar suas 

funções e características físicas e químicas42,43. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4 – Esquema tridimensional da secção transversal de uma membrana biológica. 



13 

2.3 – Membranas modelo de membranas biológicas. 

 

As membranas modelo são formadas por fosfolipídios. Nos lipossomos, por exemplo, a 

membrana modelo constitui a casca esférica separando o ambiente líquido interior do exterior, 

Figura 5. Este modelo, porém, apresenta dificuldades experimentais na hora de medir ou 

controlar as concentrações do ambiente interno ou os potencias através da membrana44. Estes 

problemas não ocorrem com outro modelo de membranas, as BLM (“Black Lipid Membranes”). 

Elas têm esse nome devido à interferência destrutiva da luz refletida pela face anterior e posterior 

da membrana. Neste sistema temos uma bicamada presa a um anel, formando um filme circular, 

suspenso entre dois meios líquidos. Há igual acesso a ambos os lados da membrana. Porém, as 

BLM caracterizam-se pela pouca estabilidade mecânica e temporal45. Com nenhum dos sistemas 

acima citados é possível usar técnicas de análise de superfícies como as de AFM e EQCM. 

Portanto, provavelmente, as BLM nunca evoluirão para uma técnica de rotina em laboratório ou 

para produção em larga escala de biosensores44. 

 

 

Para superar estas dificuldades membranas suportadas por substratos sólidos foram 

desenvolvidas na última década46,47. Em geral bicamadas de fosfolipídios depositadas sobre 

superfícies sólidas têm sido o modelo experimental de superfície celular mais usado, permitindo-

nos aprender sobre reações imunológicas e adesão celular. Esses sistemas modelo são preparados 

 
Figura 5 – Representação esquemática de agregação de moléculas anfifílicas em meio aquoso formando vesícula ou 
lipossomo. 
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pela deposição direta de monocamadas ou bicamadas de fosfolipídios sobre uma superfície sólida 

para permitir a obtenção de grandes áreas (cm2) recobertas, que mantém excelente estabilidade 

mecânica sem perder sua natureza fluida42,48.  

Diversos grupos de pesquisa trabalham no desenvolvimento de uma tecnologia que 

permita a biofuncionalizaçao de uma superfície sólida através da fixação de biomoléculas 

especializadas sobre uma membrana planar de fosfolipídios auto-organizados42. Estas 

biomoléculas poderiam ser canais iônicos, peptídios sinalisadores, gangliosidios, etc.49  

A membrana planar poderia ser ancorada em uma molécula do tipo polietileno glicol, um 

poliálcool, de maneira a ficar suspensa entre dois meios líquidos. Desse modo poderia fixar 

proteínas transmembranares como canais iônicos. Esta técnica permitiria experimentos e uso de 

métodos analíticos que são difíceis ou impossíveis de serem usados com outros modelos de 

membrana42,44. 

 

2.4 – O papel da água. 

 

A água é o meio através do qual a maior parte dos processos biológicos e industriais 

ocorre. Ela é a matriz da vida em nosso planeta e não uma simples estrutura passiva, com muitos 

papeis ativos na biologia molecular, microscopicamente influenciados por sua estrutura17,18,19. 

A água é entendida pela comunidade científica como sendo um liquido Newtoniano, com 

densidade e viscosidade homogêneas nos espaços que ocupa. Esta visão dominante da 

comunidade científica a respeito da água vem principalmente de medidas com viscosímetros50, 

espalhamento de nêutrons e simulações por computador. Ela faz sentido se pensarmos no arranjo 

tetraédrico das moléculas de água nos cristais de gelo, mas ainda não é claro como essa malha 

constantemente em mudança funciona no meio liquido17,18. Simulações por computador exploram 

o caráter da água em uma escala molecular, porém são muito sensíveis à modelagem feita para as 

forças entre as moléculas. Devido às dificuldades para esta modelagem ainda não se tem muitas 

respostas para o comportamento da água18,19. 

Recentemente, várias publicações mostram que a visão acima pode não ser verdadeira, 

principalmente para as primeiras camadas de água junto à superfície sólida19,29,40,51,52. Esta “água 

interfacial” em contato com superfícies sólidas não seria igual à água da massa líquida; poderia 

estar estruturada, ter sua densidade modificada, ter suas propriedades dielétricas alteradas63, etc. 



15 

Nos tecidos vivos, as superfícies de células e organelas são permeadas por água. O citoplasma 

contém tipicamente 400 g/L de macromoléculas as quais podem ocupar de 5 a 40% do volume 

total da célula. Como resultado a célula é extremamente “povoada” com macromoléculas 

separadas por distâncias de apenas 1 a 2 nm. A água confinada nesses espaços teria, 

provavelmente, sua estrutura alterada, com implicações na difusão de moléculas, íons, na 

hidratação e associação de partes hidrofóbicas de proteínas (folding and unfolding of proteins), 

etc17-19,29,40,52. 

Estes fatos mostram o quanto ainda há de incertezas a respeito do comportamento da água 

em uma escala molecular. Questões como: A água forma duas fases liquidas sob condições 

extremas de temperatura e pressão? Como são rearranjadas as moléculas de água junto a 

superfícies, ou na acomodação de solutos? A água no interior das células é estruturalmente igual 

à água fora dela? São, hoje, assuntos de amplo debate. 
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3.2 – Microscopia de força atômica – AFM. 

 

A técnica de microscopia de força atômica, AFM, permite a visualização de superfícies 

em nível molecular. Ela permite a investigação da morfologia das superfícies de frágeis 

membranas e de células depositadas sobre um substrato sólido em meio aquoso59. 

  capacidade da  FM de medir a “dureza de superfícies” através da medida da força de 

penetração do tip em soluções aquosas já está bem documentada60,61. Ela permite determinar 

propriedades mecânicas e estruturais do filme adsorvido sobre um substrato plano conhecido, por 

exemplo. mica, silício, etc. A separação qualitativa dos fatores que governam a interação global 

entre o tip e uma superfície pode ser útil na obtenção não-destrutiva de imagens em sistemas 

biológicos e químicos em meio aquoso62. Os efeitos temporais de forças de repulsão/atração 

elétricas no espaço confinado entre o tip e uma superfície plana, também podem ser estudados 

utilizando-se diferentes velocidades de aproximação tip/superfície63,64,65,66. 

Por meio desta técnica é possível determinar a existência ou não de cargas elétricas sobre 

a membrana, assim como sua espessura. No apêndice A encontra-se detalhada a descrição da 

AFM. 

 

3.3 – Filmes de Langmuir. 

 

Usualmente as monocamadas de Langmuir são montadas num aparato conhecido como 

cuba de Langmuir que consiste em um compartimento raso, feito normalmente com material 

hidrofóbico (usualmente TEFLON®) que contém a solução na qual se fará o filme, Figura 8. 

A maneira usual para preparar uma monocamada com fosfolipídios é dissolvendo-os em 

solvente orgânico volátil e depositando gotas dessa solução na interface ar/água da cuba. Com o 

tempo o solvente orgânico evapora da solução. As partes polares dos fosfolipídios permanecem 

no interior da solução aquosa e as apolares ficam em contato com o ar. Como o fosfolipídio é 

virtualmente insolúvel na solução, a técnica permite quantificar a quantidade de soluto na 

superfície e determinar a área ocupada por molécula, am.  
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Mede-se a tensão superficial da solução aquosa antes da adição do anfifilico,   . Depois 

de se espalhar o anfifílico, mede-se novamente a tensão superficial,  . A correspondente queda 

da tensão superficial é conhecida como pressão de superficie, 𝜋67: 

 𝜋       

 

A tensão superficial pode ser medida pelo método de Wilhelmy, no qual um sensor 

(usualmente uma placa de material hidrofílico, no caso desse trabalho foi usado platina) é 

colocado de forma a interceptar a interface ar-água. Esse sensor é suspenso a um braço conectado 

à balança, e a força resultante no sensor é proporcional à tensão superficial, Figura 9. 

Entre outras possiblidades de análise, essa técnica permite: 

 Isotermas de Langmuir, na qual barreiras móveis de TEFLON® comprimem a 

monocamada e a pressão  é monitorada em função da área por molécula, am. Com a compressão 

da interface por meio de uma ou duas barreiras móveis, a área disponível por moléculas 

anfifílicas é diminuida, e a pressão  aumenta. Quando a monocamada é comprimida na 

superfície da água, ela passa por diversas transformações de fase. O gráfico que relaciona pressão 

vs. área é conhecido como isoterma de pressão e fornece informação a respeito de fases 

superficiais da monocamada, Figura 10. Na fase gasosa (G), as moléculas estão mais dispersas na 

monocamada, é a fase de menor organização das moléculas; na fase líquido-expandida (LE) as 

moléculas começam a interagir entre si; e na fase líquido-condensada (LC), as moléculas 

encontram-se altamente organizadas e compactadas na interface, é a fase de maior organização 

das moléculas na interface. O colapso indica que a monocamada atingiu uma pressão mais alta 

 
Figura 8 – Esquema de uma cuba de Langmuir. Na superfície esquematiza-se a formação de um filme de 
fosfolipídios. 
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do que poderia suportar mantendo sua organização. Deste ponto em diante a monocamada se 

desestrutura. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 9 – Equipamento da KSV usado para fazer medidas de penetração nas monocamadas de fosfolipídios.  
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Figura 10 – Isoterma de fosfolipídio esquemática, em que G é fase gasosa, LE – líquido expandido, LC – líquido 
condensado, LE/LC – estado intermediário entre expandido e condensado e S – fase sólida. Conforme se aumenta a 
pressão a área ocupada por molécula vai diminuindo.6 
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Capítulo 4 

 

Descrição do material e da metodologia de trabalho empregada, procedimentos de 

limpeza dos eletrodos, preparação dos lipossomos, etc. 

 

4 – Material e Métodos. 

 

A seção 4.1 descreve os reagentes usados neste trabalho. Em seguida na seção 4.2 as 

técnicas de limpeza e procedimentos empregados, assim como a metodologia de trabalho usada. 

Tais técnicas e procedimentos estão disponíveis na literatura e são citadas no texto. 

 

4.1 – Material. 

 

 NaCl. Produto da Labsynth. Foram usados em varias concentrações – 0.2 mM até 2 M. 

 DMPC – 2-dimeristoil-sn-glicero-3-fosfocolina – Produto da Sigma. 

 DPPC – 1,2–dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina – Produto da Sigma. 

 

Esse conjunto de fosfolipídios, Figura 11, foi escolhido levando-se em conta a cabeça 

polar ser iônica ou não, o tamanho da cadeia hidrocarbônica e o número de insaturações. Isto é 

importante, pois a inserção de um anfifílico em uma bicamada de fosfolipídio pode depender não 

somente da fluidez da bicamada (modificada pela presença de insaturações), mas também da 

cabeça polar do fosfolipídio. Neste trabalho foi usado o DMPC, que possui 14 carbonos na 

cadeia hidrocarbônica, para analise com a QCM e o DPPC, que possui 16 carbonos, com a 

técnica de filmes de Langmuir. Apesar de serem fosfolipídios com cadeia hidrocarbônica 

diferente, possuem a mesma cabeça polar o que será muito importante para analise dos 

resultados. 
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4.2 – Métodos. 

 

4.2.1 – Limpeza dos substratos. 

 

A superfície de ouro dos substratos deve estar livre de gorduras e demais sujeiras 

orgânicas. Para isso foram adotados os seguintes procedimentos de limpeza. 

 

4.2.1.1 – Eletrodo de trabalho usado na técnica de QCM. 

 

Os eletrodos de trabalho da QCM (eletrodos de ouro) antes de qualquer utilização foram 

submetidos ao seguinte processo de limpeza padrão: 

 O cristal de quartzo foi enxaguado com álcool isopropílico, em seguida, em etanol 

e, finalmente, em água Milli-Q®68. 

 Limpeza eletroquímica utilizando a técnica de voltametria cíclica em ácido 

sulfúrico (H2SO4) 0.5 M. (velocidade de varredura de 20 mV/s, intervalo de 

potencial de -0,10 V a 1,10 V versus SCE). Sendo que a última varredura foi 

interrompida a 0,20 V, logo após a formação de hidrogênio, garantindo assim a 

ausência de óxido de ouro (AuOH) na superfície do eletrodo. 

 

 
Figura 11 – Fórmula química estrutural dos fosfolipídios. 



24 

4.2.1.2 – Substrato de trabalho usado na técnica de AFM 

 

Os substratos de trabalho da AFM foram preparados no próprio laboratório usando o 

equipamento ATC 1300 F, AJA International para fazer sputtering colocando ouro na superfície 

dos substratos. Estes foram utilizados somente para os experimentos com lipossomos, portanto, 

não requeriam limpeza mais profunda, foram enxaguados com etanol e, em seguida, com água 

Milli-Q®. 

 

4.2.1.3 – Substrato de trabalho usado na técnica de filmes de Langmuir 

 

Antes de cada experimento as cubas foram lavadas e limpas com álcool 70% e, por 

diversas vezes, enxaguadas com água bidestilada. A ausência de compostos tensoativos em 

solventes puros e na solução da subfase (água bidestilada) foi verificada antes de cada começo de 

medida. Isto foi feito fazendo a aquisição de dados e observando a curva de pressão lateral de 

superfície com o tempo de imersão da placa de platina em água bidestilada. Depois de certo 

tempo seria possível verificar a adsorção de impurezas que poderiam estar presentes em 

quantidades mínimas na cuba, isto é, o sinal de aquisição não estaria estável. 

 

4.2.2 – Preparação de lipossomos. 

 

Um filme foi formado a partir de uma solução de fosfolipídio, DMPC, em clorofórmio, 

pois essa molécula é insolúvel em água. O fosfolipídio foi, primeiramente, dissolvido em 

clorofórmio que foi seco sob fluxo de nitrogênio (N2) e mantido a uma pressão reduzida por um 

tempo não inferior a 2 h, para remover todos os traços do solvente orgânico. Em seguida, 

adicionaram-se 100 ml de água Milli-Q® e obteve-se uma dispersão de lipossomos com 

concentração final cerca de 10-4 M. Então, a amostra foi sonicada usando Ultrasonic cleaner 

1440D por aproximadamente 2 h e na temperatura de 40 ◦C, para obter uma solução mais 

homogênea possível de lipossomos, Figura 1269. 

Os lipossomos são classificados de acordo com o diâmetro e número de bicamadas em (i) 

vesículas unilamelares pequenas (SUV), (ii) vesículas unilamelares grandes (LUV) e (iii) 

vesículas multilamelares (MLV). As vesículas unilamelares, formadas por uma bicamada única, 
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são denominadas SUV quando possuem diâmetro compreendido entre 25-50 nm e em LUV, 

quando são maiores que 100 nm (Figura 13). Os lipossomas multilamelares são formados por 

bicamadas sucessivas, separadas por compartimentos aquosos, com diâmetro compreendido entre 

100-1000 nm70. 

 

 

 
 
Figura 13 – Representação da classificação de lipossomos quanto ao diâmetro e número de bicamadas (Adaptado 
de LASIC, 1998).

 
 
Figura 12 – Esquema representando o processo de formação de lipossomos. 
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4.2.3 – Preparação dos filmes de Langmuir 

 

Para fazer os filmes de Langmuir foi utilizado o seguinte fosfolipídio: 

 DPPC dissolvido em clorofórmio e concentração de 1 µmol/ml. 

Todos os experimentos foram feitos a temperatura constante de 26±1°C. 

 

4.2.4 – Procedimento de medida para a técnica de AFM. 

 

Foram usados quatro substratos de ouro hidrofóbicos, preparados conforme seção 4.2.12, 

que foram deixados em contato com a solução de lipossomos. A cada 15 minutos foi retirado um 

substrato da solução, em seguida, enxaguado com água Milli-Q®, para retirada do excesso. Uma 

vez secada a superfície foram feitas medidas usando o equipamento TopoMetrix TMX-2000. 

 

4.2.5 – Procedimento de medida para a técnica de filmes de Langmuir. 

 

Entre 5 e 30 µl de fosfolipídio dissolvido em clorofórmio foram espalhados na interface 

ar/água da cuba de TEFLON®. Esperaram-se aproximadamente 5 minutos para permitir a 

evaporação do solvente orgânico. Então, foi feita a aquisição dos dados utilizando o método da 

placa de Wilhelmy, usando uma placa de platina de 5 mm de largura, 20 mm de comprimento e 

0,025 mm de espessura. 

 

4.2.6 – Procedimento de medida para a técnica da QCM. 

 

Uma vez feita a voltametria para limpeza e caracterização da superfície do eletrodo da 

EQCM, o experimento consistiu em mergulhar a EQCM na seqüência de béqueres com 100 ml 

de água Milli-Q® e solução a ser estudada, Figura 14. No caso desse trabalho foram usadas 

soluções salinas de NaCl em várias concentrações, de 0,2 mM ate 2 M, e soluções de lipossomos 

de concentração de 10-4 M. Foi feito controle de temperatura a 25°C. A f e R foram medidos logo 

depois da estabilização do sinal da EQCM em cada solução. 
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Figura 14 – Esquema representando o procedimento do experimento com a QCM, imersão alternada da QCM em 
dois meios diferentes A e B.  
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Capítulo 5 

 

Resultados obtidos relativamente ao comportamento da água na interface  

sólido-liquido. 

 

5 – Resultados e Discussões 

 

5.1 – O comportamento da água na interface sólido-líquida: efeito da adição 

de NaCl. 

 

O comportamento da água em interfaces é fortemente dependente do estado 

hidrofóbico/hidrofílico da superfície com a qual ela está em contato. A água nessa região 

interfacial tem suas propriedades dinâmicas e estáticas (densidade, viscosidade e constante 

dielétrica) afetadas devido à diferença na otimização das ligações de hidrogênio entre as 

moléculas de água na interface sólido-líquido e na solução adjacente. Estas considerações nos 

levam a esperar que a água líquida em contato com uma superfície sólida tenha uma estrutura 

diferente da água em regiões afastadas (“bulk”) e que, levando ao extremo, possa assumir 

características de gelo ou de vapor52,29,38,71,72. 

Medidas de propriedades de água líquida em soluções salinas de NaCl são encontradas na 

literatura73. Entretanto, a medida da estrutura e densidade da água em uma interface sólido-

líquida não é trivial. Resultados experimentais fornecendo informações indiretas das 

propriedades interfaciais foram revisados por Israelachvili31,74 e Vogles75. 

A água na interface sólido-líquida, nas condições de frequência e temperatura utilizadas, é 

considerada na literatura como líquido viscoso (componente elástica do módulo de cisalhamento, 

G’, é igual a zero),53,76,77,78,79. Testes com diferentes concentrações de soluções de NaCl, de 1 mM 

a 2 M, mostraram, entretanto, que a água na interface é viscoelástica e não pode ser tratada como 

fluido newtoniano (puramente viscoso). Foi feito, então, um desenvolvimento teórico consistente 

com a resposta da QCM à água e às soluções salinas aquosas. Também foi constatada a formação 
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de agregados de sal na superfície hidrofóbica de ouro com a técnica de microscopia de força 

atômica. 

 

5.2 – Teoria 

 

Os valores experimentais medidos com a QCM são a frequência de ressonância, f, e a 

resistência de ressonância, R, do cristal. Estes estão relacionados com a impedância elétrica do 

cristal de quartzo, Ze, que, por sua vez, está relacionada com a impedância mecânica do cristal,        ⁄ , onde k é a constante eletromecânica do cristal. A impedância mecânica, Zm, é a 

razão entre a força de cisalhamento na superfície do cristal e sua velocidade, dado por: 

 

                                                                             ⁄ .                                                            (1) 
 

Se uma face do cristal faz contato com um meio condensado há um aumento da tensão de 

cisalhamento nesta face. Como as propriedades do cristal são constantes, qualquer variação 

observada na frequência e resistência de ressonância está relacionada ao meio condensado. 

Para um fluido semi-infinito em contato com o eletrodo as forças que se opõem às 

oscilações de cisalhamento do eletrodo são devidas a: fricção, r, do fluido; aceleração de 

qualquer massa de fluido arrastada pelo eletrodo; e, aceleração de qualquer massa rígida 

acoplada à superfície do eletrodo. A soma dessas forças é a variação da força de cisalhamento. A 

correspondente variação de Zm é dada por termos reais e imaginários, em que a parte real é a 

fricção, r, e a parte imaginária é o produto da frequência angular (𝜔   𝜋 ) com qualquer massa 

arrastada ou acoplada à superfície do eletrodo, m: 

 

                                                                  𝜔                                                                  (2) 

 

O valor da massa é calculado pela variação da frequência de ressonância do cristal,   : 

 

                                                                                                                                             (3) 

 

em que S é o inverso da sensibilidade do cristal, dado por: 
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                                                                     ⁄ ,                                                                  (4) 
 

onde    é a massa do cristal. Por outro lado, a fricção r é obtida da medida da variação da 

resistência de ressonância:  

 

                                                                        ⁄ ,                                                                  (5) 

 

onde    é a diferença entre o valor R do cristal carregado menos o valor      Ω do cristal 

descarregado para     MHz. 

Supondo um fluido semi-infinito em contato com o eletrodo plano oscilante da QCM. 

A razão entre a tensão de cisalhamento e a velocidade do fluido no plano de cisalhamento é a 

impedância característica do fluido: 

 

                                                                   √𝜌                                                         (6) 

 

onde 𝜌 é a densidade do fluido, A é a área ativa do cristal e G é o módulo complexo de 

cisalhamento do fluido. 

A correspondente variação da impedância mecânica da QCM pode ser escrita em termos 

dos parâmetros medidos pela QCM, Equações 3 e 5: 

 

                                                                 𝜔                                                             (7) 

 

Substituindo na Equação 6, G por: 

 

                                                                                                                                         (8) 

 

em que    responde pela energia armazenada elasticamente e devolvida pelo fluido, enquanto 

que     𝜔𝜂 (onde 𝜂 é a viscosidade do fluido e 𝜔 é a freqüência de ressonância do cristal) está 

relacionado à energia dissipada pela transferência de quantidade de movimento pelas moléculas 

do fluido adjacentes à superfície na direção perpendicular ao eletrodo da QCM, para camadas 

próximas na solução, e vice-versa. Portanto: 
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                                                           √𝜌                                                                   (9) 

 

Sabendo que     𝜔𝜂8, a Equação 9 fica: 

 

                                                           √𝜌     𝜔𝜂  ,                                                      (10) 

 

e, finalmente,  

 

                                                         √ 𝜌𝜔𝜂 √         .                                                 (11) 

 

O primeiro termo dentro da raiz quadrada no lado direito da Equação 11 é a impedância 

de um líquido newtoniano, Equação 6. O termo seguinte corresponde à contribuição viscoelástica 

do fluido. Na análise que segue, supondo que 
       ou (      ), já que como a água 

notoriamente se comporta como fluido viscoso no bulk, se ela apresentar elasticidade na 

interface, esta deve ser muito pequena. 

Para simplificar as expressões matemáticas foi feito   √𝜌𝜔𝜂. Portanto, a Equação 11 

passa a ser: 

 

                                                                                   .                                             (12) 

 

Portanto, os valores esperados para as medidas das variações de f e R são: 

 

                                                                 √     (       ),                                                    (13) 

 

                                                                √     (       ).                                                     (14) 
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Na Figura 15 estão representados os valores medidos pela QCM em um plano f versus R. 

O fluido semi-infinito, no caso água deionizada, está representado no plano como o ponto Z(R,f) 

onde, 

 

                                                                                                                                        (15) 

 

                                                                                                                                      (16) 

 

A adição de uma pequena quantidade de soluto ao fluido causará uma variação    em Z. 

Esta variação pode ser representada pela Equação 17: 

 

                                                                                                                     (17) 

 

 

 
 
Figura 15 – Representação de Z(R,f) no plano f versus R. 
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Para uma área de eletrodo constante, a variação    pode ser a resultante de uma 

combinação de três direções, Figura 15. Os casos que determinam estas direções estão 

relacionados abaixo. 

1) Se o fluido é newtoniano, a adição de soluto causa apenas variações das propriedades, 𝜌 e 𝜂, do fluido representadas na Figura 15 pelo vetor      √  , com     . As 

correspondentes variações em    e em    calculadas derivando as Equações 13 e 14 

em relação a x, são: 

 

                                                                      √       ,                                                     (18) 

 

                                                                      √       .                                                     (19) 

 

Qualquer sequência de pontos Z(R,f) de líquidos newtonianos conhecidos definem uma 

linha newtoniana, indicada pelo vetor      √   na Figura 15. A razão entre as 

Equações 19 e 18 é a inclinação da linha newtoniana, a, a qual pode ser usada para calibrar a 

QCM e estimar o valor da constante eletromecânica k2, 

 

                                                                 
                  .                                                       (20) 

 

2) Se o fluido apresentar alguma estrutura, tal que as interações intermoleculares 

persistam para pequenas perturbações do sistema, então      (há elasticidade), e a 

adição de soluto pode causar variações    e    . Fazendo a hipótese de que a 

elasticidade é pequena,      , pode-se encontrar ao derivar as Equações 13 e 14 

que: 

 

                                                        √     (         ),                                                (21) 

 

                                                        √     (         ).                                                (22) 
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Para adições pequenas de soluto, tais que     |   |   as Equações 21 e 22 podem ser reescritas 

como: 

 

                                                                √          ,                                                       (23) 

                                                                √          ,                                                      (24) 

 

Neste caso, variações de     implicam variações de resistência e frequência em fase, isto é, as 

variações têm mesmo sinal (diferente do caso 1). Uma linha    pode ser traçada, para valores 

crescentes de   , indicado pelo vetor         conforme mostrado na Figura 15 A variação 

resultante         é um vetor indicado pela flecha na linha reta    cuja inclinação é dada por, 

–a: 

 

                                                          
                   .                                                           (25) 

 

No caso especial de que a adição de soluto leve a uma diminuição de   , Z(R,f) vai se mover no 

sentido negativo da reta   . Continuando a adicionar soluto, eventualmente chega-se a situação 

em que     |   |  e as Equações 21 e 22 se reduzem às Equações 18 e 19 para fluidos 

newtonianos. Nesse caso, a resultante variação    será um vetor paralelo à linha newtoniana, 

Figura 15. 

3) Se a adição de soluto causa apenas a formação de um filme rígido sobre o eletrodo, 

apenas variação na frequência de ressonância será observada, conforme a Equação 3, 

sem variação na resistência R. Mesmo que o filme não seja rígido, ele pode ser 

considerado como tal quando sua espessura for menor do que 100 nm e sua 

viscosidade comparável com a da agua79. 

 

                                                                          ,                                                               (26) 

 

                                                                               .                                                         (27) 
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Em seguida, este desenvolvimento teórico será aplicado para analisar o valores dos 

parâmetros R e f obtidos pela QCM imersa em água e em soluções aquosas de NaCl. 

 

5.3 – Resultados e discussões. 

 

A superfície limpa do eletrodo de ouro da QCM em contato com água Milli-Q® 

apresentou potencial de circuito aberto próximo do potencial de carga zero (0,0 V vs. SHE)54. 

Nesse potencial os dipolos de água não apresentam uma orientação preferencial, e a superfície de 

ouro pode ser considerada hidrofóbica, Figura 16a. Por outro lado, ao se funcionalizar a 

superfície de outro com uma monocamada de ácido 3-mercapto-propiônico (3-MPA), a 

superfície torna-se hidrofílica, Figura 16b. 

 

 
 
Figura 16 – Uma visualização do “grau” de molhabilidade da superfície sólida: gota de água pura (a) sobre superfície 
de ouro hidrofóbica e (b) sobre superfície de ouro funcionalizada com 3-MPA. 
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Por praticidade e efeito ilustrativo, medidas de ângulo de contato indicam o estado 

hidrofóbico/hidrofílico da superfície. Se o ângulo de contato, definido entre o menisco do líquido 

e a interface, é maior que 90°, o líquido não molha o substrato. Se o ângulo for próximo de zero, 

o líquido molha a superfície6. O eletrodo de ouro da QCM apresentou ângulo de contato igual a 

90°, ou seja, muito mais hidrofóbico que a superfície funcionalizada, que exibiu ângulo próximo 

de zero. 

O experimento foi iniciado medindo as mudanças na frequência e na resistência causadas 

pela imersão da QCM com a superfície de ouro hidrofóbica, previamente exposta ao ar, em 

diferentes béqueres com água Milli-Q® e soluções de NaCl. Cada experimento foi repetido no 

mínimo 3 vezes, sendo que os resultados apresentados são os da curva mais representativa. A 

incerteza na medida de frequência para a balança de 5 MHz é de 0,1 Hz. Todas as medidas foram 

realizadas à temperatura constante de 25°C. Os resultados de f e R foram tomados após a 

estabilização do sinal da QCM em cada solução. Um exemplo da dependência temporal de f e R 

da transição da QCM de água deionizada para uma solução salina é mostrada na Figura 17, para 

um solução de 200 mM de NaCl. Como mostrado na Figura 17, a imersão na solução de NaCl 

causou decréscimo nos valores de frequência e resistência. 

 

 

 
Figura 17 – Variação de f e R versus tempo para QCM imersa em água deionizada e, em seguida, em solução de 
NaCl 200 mM. Superfície hidrofóbica. 
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Os resultados para diversas concentrações de NaCl estão indicados na Figura 18. 

A sequência de pontos, 1 a 8, indicam o aumento da concentração das soluções de NaCl em 

ordem crescente. Ponto 1 fornece os valores de f e R para água deionizada a 25°C. Para baixas 

concentrações, de 2 mM a 20 mM, f e R decrescem com o aumento da concentração. No entanto, 

para altas concentrações, de 154 mM a 2 M, há uma queda em f e, um aumento em R.  

 

 

Os resultados não estão de acordo com as respostas esperadas de f e R calculadas a partir 

das Equações 18 e 19, isto é, para     , pois pela interpretação usual da resposta da QCM em 

meio aquoso, as variações de f e R somente poderiam obedecer a variações no produto √𝜌𝜂 uma 

vez que valores de ρ e η aumentam com o acréscimo de soluto, isto é,     78,80. Dessa forma, 

uma nova maneira de se olhar o fenômeno se faz necessária, já que as medidas não podem ser 

explicadas apenas pelas variações ρ e η.  

Uma visão diferente dos resultados é obtida pelo uso do plano f versus R para representar 

a impedância mecânica da água,        , e as mudanças,    causadas pela adição de solutos. 

Os valores de f e R na Figura 18 são graficados no plano f versus R na Figura 19. Os pontos 

experimentais S1, S2 e S3 correspondem a diferentes concentrações de sacarose que foram 

adicionadas à Figura 19. As soluções de sacarose foram usadas por comportarem-se como 

 
Figura 18 – Variação de f e R em função da concentração de soluções aquosas de NaCl em contato com superfície 
hidrofóbica de ouro. 1-H2O deionizada, 2-0,2 mM, 3-2 mM, 4-20 mM, 5-154 mM, 6-200 mM, 7-1000 mM, 8-
2000 mM. 
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liquidos newtonianos, isto é, a f e R variam com as propriedades, ρ e η, das soluções, com 

comportamento representado pela linha   √  ,81 na figura. Os três pontos de sacarose, junto com 

o ponto 1 da água deionizada, definem a linha pontilhada “newtoniana”, com inclinação, a, dada 

pela Equação 20. A linha     , também, adicionada à Figura 19, é definida pelo ponto 1, tido 

como referência para os cálculos das variações de f e R, com inclinação – a, (ver Equação 25). 

Qualquer variação,   , devido à mudança em √𝜌𝜂, ou em    ou em m, ocorre nas direções dos 

eixos   √  ,      e     desenhados a partir do ponto 1. 

 

 

Na Figura 19, a sequência de pontos 1 a 8 indicam a dependência de        com a 

concentração de solução de NaCl. A resultante        se move na direção do eixo     , sendo 

muito sensível à variação da concentração, até o ponto 4. O deslocamento de        no eixo      corresponde à variação de f e R em fase, mostradas na Figura 18. Além do ponto 4, na 

Figura 19,        começa a seguir paralela à linha “newtoniana”, na direção    √  . 

Esse comportamento foi descrito como o caso 2 na seção teórica. É compatível com a 

hipótese de que a água frente à interface responde aos movimentos de cisalhamento de baixa 

amplitude como um liquido não newtoniano com     . O módulo de cisalhamento elástico 

 
Figura 19 – Pontos do plano f versus R para água e diversas soluções aquosas de NaCl: 1-H2O, NaCl: 2-0,2 mM, 3-
2 mM, 4-20 mM, 5-154 mM, 6-200 mM, 7-1000 mM, 8-2000 mM; Sacarose: S1-2 mM, S2-149 mM e S3-303 mM. 
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diminui com o aumento da concentração de NaCl, até atingir uma determinada concentração. 

Para altas concentrações mudanças em √𝜌𝜂 se tornam mais importantes para f e R, conforme 

Equações 18 e 19.  

O mesmo experimento foi realizado com eletrodo de ouro da QCM funcionalizado com 

ácido 3-mercapto-propiônico, 3-MPA, portanto, experimento com superfície do eletrodo 

hidrofílica. Os resultados para f e R estão na Figura 20.   linha “newtoniana” é definida pelo 

ponto 1, água deionizada, com inclinação definida com os pontos de sacarose, os mesmos 

utilizados na Figura 19. A linha      foi traçada também como na Figura 19. Os pontos 2 a 5 

resultantes da variação de concentração de NaCl estão no sentido de decréscimo da linha     . 
Os pontos 2, 3 e 4 praticamente apresentam o mesmo valor de   . Os pontos 5, 6 e 7 de soluções 

de NaCl estão em uma linha paralela à inclinação “newtoniana”, Figura 20. O ponto resultante       , se move no plano f versus R de modo similar ao caso hidrofóbico. 

 

 

Tanto no caso de superfície hidrofóbica quanto hidrofílica, a adição de pequenas 

quantidades de NaCl causa pequenas variações em   , que, não segue a inclinação “newtoniana” 

variando no sentido negativo do eixo     . Todavia, o ponto no eixo      no qual ocorre 

 
Figura 20 – Pontos do plano f versus R para água e diversas soluções aquosas de NaCl: 1-H2O deionizada, NaCl: 2-
50 mM, 3-100 mM, 4-200 mM, 5-400 mM, 6-1000 mM, 7-2000 mM. 
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máxima variação,     corresponde a diferentes concentrações de NaCl, dependendo da natureza 

das interfaces. 

Para superfície hidrofóbica o máximo     ocorre para 20 mM de NaCl (ponto 4, Figura 

19) e para superfície hidrofílica, por volta de 400 mM (ponto 5, Figura 20). Como já dito 

anteriormente, em ambos os casos, a água não se comporta como líquido newtoniano. Pelo 

contrário, parece exibir alguma estruturação que pode ter uma melhor estrutura frente à 

superfície hidrofílica e, por isso, precisou-se de uma maior concentração de NaCl para desfazer 

essa estrutura. Algo semelhante foi observado por Pollack et al.20 para água em contato com 

superfícies hidrofílicas. No entanto, sabe-se que íons podem estruturar a água, em um processo 

chamado hidratação. Devido ao forte momento de dipolo da água, os íons adicionados são 

envoltos por uma camada de moléculas de água. Dessa maneira, íons podem competir com a 

superfície pelas moléculas de água, cuja estrutura resultante responde aos movimentos 

oscilatórios da superfície da QCM.  

Um decréscimo máximo de            Pa, causado pela adição de NaCl, foi obtido 

para as duas superfícies, através da correspondência com variações em f e R, mostrados nas 

Figura 19 e Figura 20, substituídos nas Equações 21 e 22. A partir do ponto para o qual     é 

máximo, não há variação de   , de modo que para concentrações de NaCl maiores, a posição de        se move apenas no sentido de variações de √𝜌𝜂. Das Equações 18 e 19, isso ocorre 

quando as magnitudes dos termos entre colchetes são iguais:  

 

                                                                       |   |  .                                                               (28) 
 

Usando a Equação 28 e            Pa, encontra-se o valor de    √𝜔 (√𝜌𝜂        √𝜌𝜂
    )         kgm-2s-1. Supondo que para a água, na média,  𝜌 e 𝜂 são próximos aos valores de bulk, √𝜌𝜂

             78. Tem-se √𝜌𝜂                  

que corresponde a uma concentração de NaCl de 750 mM. Esse valor deve ser comparado com 

os valores de concentração das soluções usadas no experimento. As concentrações de NaCl 

foram 20 mM (ponto 4, Figura 19) e 400 mM (ponto 5, Figura 20)para as superfícies 

hidrofóbicas e hidrofílicas, respectivamente. 
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O resultado de concentração de 750 mM é satisfatório apenas para a superfície hidrofílica, 

uma vez que os valores experimentais de           estão entre 400 mM e 1000 mM. Para a 

superfície hidrofóbica, no entanto, a solução a 20 mM de NaCl não pode por si só causar a 

mudança    observada. O valor observado √𝜌𝜂        para a solução a 20 mM em sal na 

superfície hidrofóbica do ouro indica uma situação mais complexa, onde a superfície hidrofóbica 

desempenha um papel fundamental. Para a região próxima à superfície hidrofóbica a densidade 

da água é tida como zero sobre a interface, aumentando suavemente com o aumento da distância 

da superfície, chegando a 90% do valor de bulk quando distante 1,8 nm da interface29. A 

diminuição da possibilidade de ocorrer pontes de hidrogênio junta à superfície hidrofóbica abaixa 

consideravelmente a susceptibilidade dielétrica da água em até uma ordem de grandeza40 

aumentando as forças elétricas entre os grupos iônicos e possibilitando a formação de pares 

iônicos, uma espécie química distinta41. 

O aumento na concentração de pares iônicos de NaCl na região interfacial contribui 

significativamente para o aumento do valor √𝜌𝜂       . Para comprovar esta hipótese, foram 

realizadas medidas de força versus distância com a técnica de microscopia de força atômica, 

AFM, para superfícies hidrofóbicas e hidrofílicas, na presença de água deionizada e de soluções 

 
Figura 21 – Curvas força vs. distância para superfície hidrofóbica de ouro em água deionizada e em diferentes 
concentrações salinas. 
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salinas. A Figura 21 mostra a curva força versus distância para a superfície hidrofóbica. 

Movendo o tip da solução, em que a força é zero, para a interface, pressionando contra o 

substrato, e então voltando para a solução, foram obtidas as curvas mostradas na figura. A curva 

para a água deionizada, indicada como H2O, é usada como referência.  

A inclinação da curva após o contato com o substrato mede a dureza da superfície82. Para 

soluções de NaCl a 100 mM, 400 mM e 1000 mM, as inclinações são, respectivamente, 

34,53 mN/m, 28,19 mN/m e 33,2 mN/m, revelando a presença de um filme com dureza maior 

que a encontrada para interface ouro e água, que foi de 21,4 mN/. O tip adere fortemente ao 

substrato para todas as amostras salinas. A força necessária para remover o tip da amostra foi de 

2 nN, 1,3 nN e 1,5 nN para soluções 100 mM, 400 mM e 1000 mM, respectivamente. A 

aderência observada para água é bem menor, aproximadamente 0,2 nN. A formação de pares 

iônicos de NaCl é esperada sobre a amostra e também sobre o tip hidrofóbico de Si3N4. A 

pressão que o tip exerce ao se aproximar do substrato pode fornecer energia suficiente para que 

os pares iônicos confinados na pequena região da interface formem uma região salina conectando 

o tip ao substrato. Para afastar o tip da amostra, é necessário romper a estrutura formada, Figura 

21. 

Medidas de força vs. distância foram repetidas para a interface hidrofílica de mica imersa 

em água deionizada e na concentração mais elevada de NaCl (1 M), Figura 22. Não houve 

variação significativa da dureza de superfície com a adição de solução de NaCl e também não foi 

observada força de aderência entre o tip e a amostra. Os resultados da dureza de superfície e 

 
Figura 22 – Curva força vs. distância para superfície hidrofílica de mica em solução de NaCl a 1 M. 
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força de aderência para as curvas força versus distância do AFM são compatíveis com a 

formação de um filme salino na superfície de ouro hidrofóbica. 

 

5.4 – Conclusões 

 

Através da análise dos experimentos realizados com soluções de NaCl a diversas 

concentrações conseguimos formular um modelo teórico distinto do usual para a água interfacial: 

não mais podemos considerar a água como um líquido newtoniano, mas sim um líquido com 

propriedades viscoelásticas,     , passível de se estruturar frente a interfaces sólido-líquido 

(superfícies hidrofóbicas e hidrofílicas de ouro). 

Apenas sobre superfícies hidrofóbicas de ouro a formação de estruturas de pares iônicos 

de NaCl foi verificada, tanto pelas medidas com a QCM quanto pelas realizadas com a AFM. 

Os íons concorrem com a superfície pela estruturação da água. Na superfície hidrofílica 

de ouro mais íons são necessários do que na superfície hidrofóbica para causar uma variação 

de    . 
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Capítulo 6 

 

Resultados obtidos das medidas da adsorção de lipossomos sobre o eletrodo de ouro 

da EQCM em ambiente aquoso. 

 

6 – Resultados e Discussões 

 

6.1 – Adsorção de lipossomos sobre o eletrodo da EQCM em ambiente aquoso. 

 

As Figura 23 e Figura 24 mostram as variações típicas dos parâmetros f e R e a corrente 

da EQCM para a superfície de ouro policristalino em função do potencial do eletrodo. Em uma 

solução 0,5 M de H2SO4, o potencial foi variado entre 0,00 V e 1,00 V (vs. Ag/AgCl, KCl satd.). 

O eletrodo de trabalho foi polarizado inicialmente no potencial de circuito aberto, VOCP = 0,00 V. 

A partir desse ponto aumentou-se o potencial anodicamente a uma taxa de 20 mV/s até atingir 

1,00 V e, em seguida, diminuiu-se o potencial na direção catódica, na mesma taxa até 0,00 V. 

Após 5 varreduras, não ocorreram mais alterações nas curvas e não houve variações de R 

(|R| < 0,2 ) neste intervalo. Conforme a literatura83, a pequena corrente observada durante a 

varredura positiva de 0,00 a 0,50 V corresponde ao carregamento da dupla camada, Figura 23. 

De 0,50 V a 1,00 V tem-se a região pré-oxido com a formação parcial de Au-OH- na superfície 

do ouro. Neste mesmo intervalo de potencial observa-se que a frequência de ressonância 

decresce de 3 Hz (Figura 23). A densidade de átomos de ouro na superfície do eletrodo é 

de           mol/cm2 ou            atomos/cm2 84. Assumindo que há uma hidroxila 

(OH, M = 17 g) presa a cada átomo de ouro e a uma molécula de água (H2O, M = 18 g) por ponte 

de hidrogênio, pode-se calcular a correspondente máxima variação de massa registrada pela 

QCM. Considerando a área ativa do eletrodo de 0,30 cm2 tem-se: 

 

                                                                                 ng.  
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Usando a relação entre a variação de massa e a frequência de ressonância do cristal de 

quartzo da QCM,        Hz/ng, encontra-se uma variação de frequência de 
        Hz. Este 

valor mostra que nem toda a superfície do eletrodo de ouro fica coberta pelas hidroxilas, apenas 

75% conforme os 3 Hz medidos na região pré-oxido. 

 

 
Figura 23– Variações dos parâmetros f e R após voltametria em 0,5 M de H2SO4. (E vs. Ag/AgCl, KCl sat.) 

 
Figura 24 – Variações dos parâmetros I e R durante voltametria. (E vs. Ag/AgCl, KCl sat.). 
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A varredura foi interrompida no potencial elétrico de OCP para garantir que o eletrodo de 

ouro retornasse ao estado inicial e que não houvesse formação de óxidos na superfície. O 

eletrodo de ouro da EQCM foi lavado, enxaguado para eliminar qualquer resíduo de H2SO4, e 

mergulhado em água Milli-Q®. A seguir, este mesmo eletrodo foi colocado em uma dispersão de 

lipossomos de DMPC preparada conforme capítulo 4, seção 4.2.2. O comportamento dos 

parâmetros de f e R foi registrado e apresentou um padrão em todas as medidas realizadas de 

diminuição de frequência e aumento de resistência. A Figura 25 mostra uma curva típica 

representativa desse processo. Observou-se inicialmente (t = 700 s) uma queda abrupta de 90 Hz 

na frequência, seguida de um decaimento linear a uma taxa de -0,50 Hz/s entre os 700 e 

900 segundos seguintes. Então, a taxa de decaimento diminuiu para -0,32 Hz/s entre 900 e 

1500 segundos e, finalmente, a frequência estabilizou-se em -363 Hz. A variação de 90 Hz é 

compatível com a adsorção imediata de lipossomos da solução em contato com a superfície do 

eletrodo de ouro da EQCM, como representado pela Figura 26 As regiões em amarelo 

representam o eletrodo de ouro, as falhas em azul a rugosidade da superfície do eletrodo 

preenchidas com água, os círculos em laranja representam os lipossomos. O detalhe da 

membrana do lipossomo mostrada abaixo, ilustra o caráter zwitterionico da cabeça polar, em 

pH 7 e as caudas hidrofóbicas dos fosfolipídios constituintes. 

Na Figura 25 as regiões lineares de crescimento de massa podem estar relacionadas ao 

processo de ruptura de alguns lipossomos, com formação de filmes de fosfolipídios, bicamadas, e 

difusão de lipossomos para o eletrodo de ouro da EQCM até atingir o equilíbrio, isto é, até a 

estabilidade da frequência em -363 Hz. Este é um processo de dinâmica complexa. A Figura 27 

representa o filme de fosfolipídio e lipossomos formado sobre o eletrodo. 

A variação total da frequência de f = -363 Hz corresponde a um aumento de massa de 

aproximadamente 2000 ng sobre a superfície do eletrodo, dado pela equação: 

 

                                                                     ,                                                                     6-1 
 

onde         ng/Hz é a sensibilidade do cristal de quartzo. 

No instante da imersão, verificou-se que a resistência (fricção) aumentou 

abruptamenteR = + 27 Ω, corroborando a afirmação de que os lipossomos foram adsorvidos na 
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superfície do eletrodo de ouro da EQCM. O aumento das imperfeições da superfície causadas 

pelos lipossomos  aumenta a fricção do eletrodo vibrante com a massa liquida, Figura 25. 

 
 

Figura 25 – Variação dos parâmetros f e R durante “inserção intercalada” da QCM, a) em água deionizada, b) 
solução de DMPC, c) água deionizada, e d) 0,5 M H2SO4. 

 
 
Figura 26 – Adsorção imediata de lipossomos da solução na superfície do eletrodo de ouro da QCM.  



48 

 

Supondo que houve somente a formação de uma bicamada de fosfolipídios sobre o 

eletrodo da balança, foi calculada a área por molécula, am, de DMPC. Para estimar am das 

medidas feitas com a EQCM, foi obtido inicialmente o número de moléculas, N: 

 

                                                                                                                                             6-2 

 

onde X é a massa de uma molécula de fosfolipídio, dada por: 

 

                                                                                g                                          6-3 

 

em que M = 678 g/mol é a massa molar do DMPC e NAvo o número de Avogadro.  

Pela Equação 6-1, tem-se         g em que         Hz, valor em que a 

frequência estabilizou-se, ver Figura 25. Portanto: 

 

                                                                                    moléculas                                   6-4 

 

Uma monocamada de fosfolipídio, portanto, deverá ter metade do valor de    encontrado 

na equação 6-4 para uma bicamada:                 moléculas. Considerando que as 

 
 

Figura 27 – Ruptura de alguns lipossomos com formação de filmes de fosfolipídios sobre o eletrodo de ouro da 
QCM. 
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moléculas de DMPC formem um arranjo hexagonal compacto (HCP – hexagonal close packed) 

sobre a superfície do eletrodo da EQCM, pode-se estimar a área ocupada por molécula como: 

 

                                                      √                 cm2                                               6-5 

 

onde A é a área ativa do cristal. 

O correspondente raio da seção polar da molécula seria de aproximadamente 1  . Este 

resultado não é compatível com o das moléculas de DMPC que têm uma seção pelo menos 10 

vezes maior85. Portanto, a hipótese de que a variação de frequência ocorreu devido à formação de 

uma bicamada de DMPC sobre o eletrodo da balança não se sustenta. Então, a variação de 

frequência observada pode estar relacionada à adsorção de lipossomos com formação de filme 

sobre a superfície do eletrodo devido ao rompimento dos mesmos, defeitos na superfície, etc.. 

Pode-se descrever a dinâmica de adsorção do seguinte modo: inicialmente, os lipossomos 

são adsorvidos sobre o eletrodo devido à cabeça polar, estes lipossomos eventualmente se 

rompem dando origem à formação de um filme de fosfolipídios sobre o eletrodo e de lipossomos 

sobre o mesmo, ver Figura 27. Uma dinâmica de formação semelhante foi observada por 

Lipkowski et.al47, por meio de observações da superfície de eletrodos de ouro na presença de 

dispersão com lipossomos na mesma concentração usada neste trabalho. Com medidas de 

espalhamento dinâmico de luz, aqueles pesquisadores determinaram que a maior parte da solução 

possuía lipossomos com uma distribuição de raios entre 190 Å e 350 Å. Os autores ainda 

filtraram a solução com filtros de 100 nm para eliminar vesículas maiores. Fazendo imagens com 

AFM de 15 em 15 minutos da superfície do ouro, puderam observar a fusão dos lipossomos 

sobre a superfície e o aplainamento (diminuição da rugosidade de superfície) da superfície 

devido à formação da bicamada47. 

No presente trabalho, foi considerado que se poderia obter o mesmo efeito de formação 

de bicamada. Os “lipossomos internos” das lamelas mais internas, não considerados no trabalho 

de Lipkowsky42, se existentes, difundiriam para a solução ou ficariam fracamente adsorvidos à 

bicamada, e que após imersão da EQCM em água, tenderiam a difundir para a massa líquida. 

Voltando à Figura 25 e assumindo-se a adsorção de lipossomos num arranjo HCP como 

na Figura 27, foi feita uma estimativa do raio dos lipossomos adsorvidos. Considerou-se que a 



50 

densidade deles é aproximadamente igual à densidade da água,  = 1 g/cm3, então a massa de um 

lipossomo é dada por: 

 

                                                                    𝜋     𝜌                                                               6-6 
 

e o número de lipossomos num arranjo HCP, é: 

 

                                                                      √ RLip ,                                                                6-7 

 

onde A é a área ativa do cristal e RLip é o raio do lipossomo. 

Pode-se estimar o raio do lipossomo, RLip, pelas medidas de massa da QCM. 

 

                                                                                                                                       6-8 
 

Substituindo as equações 6-6 e 6-7 na equação 6-8 e, sendo             ng obtido 

pela Figura 25, obtêm-se um raio para o lipossomo da ordem de 530 Å. Este número é 

compatível com a adsorção de lipossomos multilamelares sobre o eletrodo, devido ao tamanho 

observado, conforme descrito no capítulo 4, seção 4.2.2. O aumento do valor de R (∆R   +27 ) 

(Figura 25) pode ser explicado pelo aumento da rugosidade da superfície devido aos lipossomos 

adsorvidos sobre o filme formado sobre o eletrodo, arrastando o fluido e aumentando a área de 

atrito da superfície oscilante com a solução.  

A Figura 28 também mostra a variação do potencial de circuito aberto, OCP (open circuit 

potential), durante a formação do filme de lipossomos. Antes da deposição dos lipossomos a 

superfície do ouro encontrava-se em um estado bastante hidrofóbico (ângulo de 

molhabilidade  90º). A água Milli-Q® usada tem um pH de 5.5, levemente ácida, fazendo com 

que as cabeças polares dos fosfolipídios fiquem levemente positivas através da neutralização de 

alguns grupos PO4
-. O filme de fosfolipídio em formação sobre o eletrodo de ouro passa, então, a 

apresentar um potencial mais positivo do que a solução, Figura 28.  

Na sequência, o eletrodo foi retirado da solução de DMPC, imerso em água Milli-Q® 

durante 8 minutos e mergulhado em solução de 0,5 M de H2SO4. O ácido também faz com que a 

monocamada superior do filme e os lipossomos presentes fiquem carregados positivamente, 
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perdendo o caráter zwitteriônico, Figura 29. A frequência da EQCM aumentou ao passar para o 

ácido (H2SO4 0.5 M), mas ainda continua 200 Hz negativa em relação à água deionizada do 

inicio do experimento mostrando que existe um filme formado sobre a superfície do eletrodo, 

isso ocorre devido à eliminação de lipossomos da superfície do eletrodo de ouro causada pela 

repulsão coulombiana. O potencial elétrico de OCP também aumentou, devido à presença de íons 

SO4
2- junto ao filme, Figura 28  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28 – Variação dos parâmetros f e E durante “inserção intercalada” da QCM, em: a) água deionizada, b) 
solução de DMPC, c) água deionizada e d) 0,5 M H2SO4. 
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A Figura 30 mostra um modelo representando o filme de fosfolipídio formado sobre o 

eletrodo da EQCM depois da expulsão dos lipossomos. 

 
 
Figura 29 – Modelo representando a monocamada superior do filme e os lipossomos carregados positivamente, 
perdendo o caráter zwitteriônico, em solução de H2SO4 0.5 M. 

 
 
Figura 30 – Modelo representando o filme de fosfolipídio formado sobre o eletrodo da EQCM em solução de 
H2SO4 0.5 M depois da expulsão dos lipossomos. 
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O potencial do eletrodo de ouro com o filme de DMPC foi variado entre 0,00 V e 1,00 V 

(vs. Ag/AgCl, KCl satd.). Na varredura positiva a inesperada diminuição da massa, isto é, 

aumento da frequência de 24 Hz, observada entre 0,40 V e 0,60 V e a correspondente diminuição 

de R   -4  colocam um problema a ser interpretado. O aumento de potencial causou uma 

diminuição de massa e uma concomitante diminuição de atrito, diminuição da resistência. Na 

varredura no sentido catódico, ao contrário, ocorre aumento de massa e aumento de atrito, Figura 

31.  

 

 

Este comportamento inesperado pode ser revelador da morfologia, da estrutura do filme 

formado sobre a superfície. A Figura 32-a mostra uma representação do filme de DMPC sobre o 

eletrodo da EQCM. Entre o filme e o eletrodo há uma camada de água, sobre esta, a 

monocamada zwitteriônica inferior do filme de DMPC, ambas rigidamente acopladas ao 

eletrodo. A monocamada superior de DMPC em contato com a solução de H2SO4 é carregada 

positivamente. A Figura 32-b mostra um detalhe ampliado desta região. Para esta figura, 

representou-se o eletrodo no potencial E≈ potencial de carga zero do ouro (E = 0 V). Não há 

campo elétrico, E, induzido na região. A monocamada com a solução ácida é bastante rugosa, 

trazendo massa de solução rigidamente acoplada e arrastando um correspondente volume de 

solução. 

 
Figura 31 – Variação dos parâmetros f e R em função do potencial durante voltametria. Note a diminuição de R 
durante a diminuição de massa, e vice-versa. Primeira varredura. 
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A Figura 33-a mostra a mesma região, porém sujeita a um campo elétrico E devido ao 

potencial anódico de E = 1,0 V aplicado ao eletrodo de ouro da EQCM. Este campo pode ser 

estimado considerando a aplicação de 1,0 V anódico somente sobre a bicamada que tem uma 

espessura de aproximadamente 6 nm, tamanho típico das cadeias lipídicas do fosfolipídio:              V/m. Sendo que    o valor relativo do meio da bicamada é tipicamente 2,5, pois 

trata-se de um óleo, tem-se :           V/m. Esta grande intensidade de campo empurraria 

as cabeças polares de fosfolipídios em direção à solução. Porém como as caudas hidrofóbicas 

estão presas aos fosfolipídios zwitterionicos junto ao ouro, as rugosidades superficiais ficariam 

bastante reduzidas pelo alinhamento das moléculas que formam a monocamada superior de 

DMPC Figura 33-b.  

Este alinhamento também causaria um maior empacotamento das moléculas. A 

monocamada superior possui uma área por molécula, am, menor para potenciais anódicos, 

causando o alisamento da superfície em contato com a solução. 

 

 
Figura 32 – Esquema representando a filme formado de DMPC sobre o eletrodo da EQCM no potencial de zero 
carga do ouro. 
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As curvas da Figura 31 traduziriam então esta aparente variação de am com o potencial 

aplicado. Para potencias catódicos am é grande e, portanto, o atrito é grande e a massa apresenta o 

seu maior valor, correspondente ao menor valor de frequência. Para potenciais anódicos, 

E = 1,0 V, am da monocamada superior diminui alisando a superfície, diminuindo o atrito e a 

massa de liquido arrastada. O filme de fosfolipídios é um fluido bidimensional formado sobre a 

superfície do eletrodo. Durante a varredura do potencial entre os ciclos anódicos e catódicos, a 

superfície do filme tem uma dinâmica de diminuir e aumentar a sua rugosidade. Este efeito 

diminui com o tempo e com a sequência de varreduras. Após 12 varreduras, continua-se 

observando as variações de frequência e de resistência, porém mais atenuadas, Figura 34.  

 

 

 

 
Figura 33 – Esquema representando a filme formado de DMPC sobre o eletrodo na presença de um campo elétrico E 
devido ao potencial anódico de E = 1,0 V aplicado ao eletrodo da EQCM. 
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Esta diminuição do efeito de modulação de am pela tensão pode ser causada pela 

contaminação da água por H2SO4 entre o filme e o eletrodo causando perda do caráter 

zwitteriônico, carregamento do filme e possível descolamento da superfície. 

Devido à complexidade do filme formado sobre o eletrodo de ouro da EQCM, curvas de 

pressão obtidas pelo método do filme de Langmuir, Figura 35, foram feitas por permitirem inferir 

sobre a área ocupada por molécula de fosfolipídio. Para essas medidas foi usado o fosfolipídio 

DPPC, o qual possui mesma cabeça polar que o DMPC. De acordo com as curvas de pressão dos 

filmes de Langmuir pode-se obter am = 60 Å2 para um filme de fosfolipídio na fase liquido-

condensada. Então, da Equação 6-5, para uma área ativa do eletrodo A = 0,30 cm2, tem-se                 moléculas para uma monocamada de fosfolipídios. Portanto,              moléculas para uma bicamada. Multiplicando    pela massa de uma molécula de 

fosfolipídio, Equação 6-3, encontra-se: m   51 ng ou ∆f   -9,6 Hz. Considerando uma 

bicamada tem-se um aumento de m   102 ng ou ∆f   -19,2 Hz. 

 

 
Figura 34 – Variação menor dos parâmetros f e R em função do potencial durante voltametria, para a 12ª varredura. 
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O mesmo processo de formação de filmes com lipossomos sobre o eletrodo de ouro foi 

repetido e desta vez observado com a AFM. A Figura 36 mostra as curvas de força vs. distância 

no instante inicial, e 85 minutos depois do eletrodo de ouro estar em contato com a dispersão de 

lipossomos de DMPC. Considerando zero o valor da força a distâncias “grandes” da superfície 

do eletrodo, com a aproximação do tip, a cerca de 6 nm da superfície, a força sofre um súbito 

aumento de amplitude de até 0.74 nN, seguida de uma leve queda e contato com o eletrodo 

quando a força cresce infinitamente, Figura 36-b. Este comportamento é compatível com a 

formação de um filme de 6 nm de espessura formado sobre o eletrodo e sendo rompido pela 

ponta do AFM quando da aproximação da mesma. Este fenômeno foi observado logo após 

13 minutos da imersão do eletrodo de ouro na dispersão de lipossomos. A formação do filme está 

em concordância com a formação de uma bicamada sobre o eletrodo de ouro, conforme 

observado na literatura47. 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 35 – Isoterma de Langmuir de DPPC. 
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Imagens feitas com AFM antes e depois da formação do filme de fosfolipídios sobre 

substrato de ouro mostram que a rugosidade da superfície diminuiu após 85 minutos de imersão 

do eletrodo na dispersão de lipossomos de DMPC, Figura 37. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 36 – Curva força vs. distância para superfície hidrofóbica de ouro em contato com a dispersão de 
lipossomos de DMPC, a) logo que o substrato foi colocado em contato com a dispersão de lipossomos e 
b) 85 minutos depois do contato. Após 13 minutos já havia a formação de camada de fosfolipídio sobre a 
superfície de ouro. 
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Também, foram feitas medidas de correntes capacitivas e resistivas antes e depois da 

imersão do eletrodo de ouro na dispersão de lipossomos de DMPC. Conforme Figura 24 e a 

correspondente citação83, a formação de -OH adsorvido sobre a superfície do eletrodo, causa um 

fenômeno conhecido como pseudo-capacitância, definida pela equação abaixo: 

 

                                                                       𝜍                                                                   6-9 

 

onde   é o fator de cobertura do eletrodo e σ a carga por cm2 necessária para cobrir o eletrodo 

com uma monocamada de -OH adsorvido por cm286. Na Figura 38-a pode-se observar que em 

torno de 0,50 V há um pico e a pseudo-capacidade é de ≈ 37 µF/cm2 e a resistência mínima 

é ≈ 55 Ω. 

Após 30 minutos da imersão do eletrodo de ouro na dispersão com lipossomos de DMPC 

a voltametria foi repetida no mesmo eletrólito (0,5 M de H2SO4) obtendo a curva mostrada na 

Figura 38-b. O pico de pseudo-capacitância devido ao -OH diminuiu de ≈ 37 µF/cm2 

para ≈ 11 µF/cm2 e a resistência aumentou de ≈ 55 Ω para ≈ 135 . Estas medidas corroboram a 

hipótese de que um filme isolante formou-se sobre o eletrodo de ouro da EQCM, diminuindo a 

adsorção de -OH na superfície do eletrodo e aumentando a resistência elétrica a processos de 

transferência de carga na interface.  

 
 
Figura 37 – Medida topográfica com a AFM em modo não contato em meio liquido. a) imediatamente após a 
inserção do substrato em solução de lipossomos e b) após 85 minutos. 
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Na região do potencial de zero volt, onde não há pseudo-capacitância nem reações de 

adsorção de –OH na superfície do eletrodo, e, por isso, a capacidade medida é apenas a da dupla 

camada, foi calculada a porcentagem de quanto o eletrodo de ouro foi recoberto pelo filme de 

DMPC. 

Na Figura 38-a tem-se, para        V,        µF/cm2 (   = Capacidade da double 

layer). Após o eletrodo de ouro da EQCM ter sido colocado em contato com a dispersão de 

lipossomos de DMPC, Figura 38-b, tem-se             µF/cm2 . 

 

 

Sobre o eletrodo de ouro pode-se distinguir duas configurações: uma com a superfície do 

outro sem a cobertura do filme, cuja capacidade é    . E outra com a superfície coberta pelo 

filme, cuja capacidade resultante   é dada pela associação em serie de     com      que é a 

capacidade da membrana biológica. Como      é muito menor que    ,   pode ser estimado 

como sendo igual à capacidade da membrana biológica,             µF/cm2, Figura 3947. 

As capacidades da double layer e a resultante, C, estão em paralelo. Portanto a 

porcentagem da área do eletrodo coberta pelo filme de fosfolipídio foi calculada da seguinte 

forma: 

 

                                                                                                                        6-10 

 

 
Figura 38 – Medidas com o Lock-in de capacidade e resistência da interface sólido/líquido em função do potencial do 
eletrodo de trabalho imerso em solução aquosa de H2SO4 0,5 M à frequência de 100 Hz. a) antes e b) depois da 
formação do filme de DMPC sobre a superfície do eletrodo de ouro. 
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Substituindo os valores de       ,      e     na Equação 6-10 encontra-se      %, isto 

é, o eletrodo de ouro esta cerca de 70% recoberto pelo filme de DMPC. 

 

 

6.2 – Conclusões. 

 

A análise combinada dos dados obtidos com a EQCM, com o Lock-in e com a AFM 

permitiram constatar a formação de filmes de lipossomos de DMPC sobre o eletrodo de ouro. 

O experimento para formar diretamente uma bicamada compacta de DMPC sobre o 

eletrodo de ouro a partir de lipossomos em água deionizada aparentemente resultou na formação 

de uma bicamada de fosfolipídios. O valor da massa da bicamada obtida através da técnica de 

Langmuir permitiu a comparação com o valor de massa obtida com a EQCM. O filme formado 

mostrou ser bem mais complexo do que uma bicamada de filmes de Langmuir. Além disso, a 

massa e a fricção registradas pela QCM variaram com o potencial elétrico aplicado ao eletrodo 

coberto com o filme, na presença de H2SO4. Tal variação foi explicada como sendo causada pela 

variação da rugosidade do filme com o potencial elétrico aplicado, arrastando mais ou menos 

massa de eletrólito com o movimento oscilatório do eletrodo da QCM. 

A técnica da QCM associada às técnicas eletroquímicas e a AFM mostraram ser 

poderosos instrumentos para o estudo da formação e da dinâmica de estruturas de moléculas 

anfifílicas sobre eletrodos sólidos imersos. 

  

 
Figura 39 – Representação esquemática da capacidade medida para superfície de ouro coberta com filme de 
DMPC. 
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Capítulo 7 

 

Conclusão do trabalho e perspectivas. 

 

7.1 – Conclusão do trabalho. 

 

A água não é um líquido newtoniano junto a superfícies sólidas, hidrofóbicas e 

hidrofílicas, ela apresenta estrutura. Íons adicionados podem competir com a superfície pelas 

moléculas de água, estabelecendo uma estrutura resultante, a qual responde aos movimentos 

oscilatórios da superfície da QCM. Foi desenvolvido um modelo teórico para explicar as medidas 

obtidas com a QCM em ambiente com diferentes concentrações de NaCl. A formação de pares 

iônicos de NaCl, junto a superfícies hidrofóbicas, em soluções aquosas, com concentração 

biológica, também é importante para as pesquisas tanto em biologia como na indústria. 

Com a EQCM registramos a adsorção de lipossomas e formação de bicamadas de DMPC 

sobre superfícies de ouro sólidas a partir de dispersões de lipossomos. Uma solução de H2SO4 

que apresenta um comportamento newtoniano foi usada para as medidas de forma a não alterar as 

propriedades viscoelásticas da água junto ao filme ou ao eletrodo. 

O uso da técnica de Langmuir permitiu inferir a densidade superficial das moléculas de 

DMPC, am. Desse modo pode-se ter uma idéia da massa associada à formação de um filme de 

DMPC. 

Através da técnica de AFM foi mostrado que um filme de 6 nm de espessura se forma 

sobre o eletrodo de ouro após 13 minutos de exposição a uma solução de lipossomos 10-3 M.  

Usando voltametria e medidas de variação de massa e carga, foi constatada a formação da 

bicamada de fosfolipídios sobre o eletrodo de ouro da EQCM. Observou-se ainda que o eletrodo 

coberto com este filme apresentou variações de massa e atrito dependendo do potencial aplicado. 

Foi mostrado que este fenômeno seria compatível com uma alteração da rugosidade do filme 

formado devido ao aumento de am da monocamada superior para potenciais catódicos. 
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Foi demonstrado que a técnica da QCM associada a técnicas eletroquímicas, à AFM e à 

técnica de Langmuir permite inferir  a formação, dinâmica e estrutura de filmes sobre a 

superfície sólida do eletrodo de ouro imerso. 

 

7.2 – Perspectivas. 

 

Construir modelos de membranas biológicas sobre substrato sólido a partir de lipossomos 

de fosfolipídios. A interação destas com soluções aquosas de NaCl, KCl e CaCl2 simulará os 

ambientes celulares interno e externo. Uma vez formado o filme de lipossomos sobre a superfície 

do eletrodo, poder-se-á estudar, então, a dependência das propriedades físicas da água da 

interface com a superfície da membrana modelo; a interação desse filme com fármacos, com 

proteínas ancoradas à esse filme, etc.. 
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Apêndice A 

 

Técnica de Microscopia de Força Atômica 

 

  técnica de  FM consiste em “tocar” a superfície estudada com uma ponta de teste (tip), 

obtendo assim parâmetros mecânicos (dureza, adesão, coesão) e estruturais da interface. O tip 

localiza-se na extremidade de um cantilever flexível, que possui liberdade para oscilar em 

diferentes direções e frequências87,  

Figura A 1 – Ponta de teste, tip, da técnica de AFM. 

 

 

Um feixe de laser incidente sobre o tip e refletido para um arranjo de fotodetectores 

constitui o sistema de detecção e as informações de posição são processadas por um 

microcomputador que controla o movimento do substrato piezoelétrico sobre o qual a amostra 

está colocada. A configuração experimental mencionada está representada na  

Figura A 2. 

 

 

 

 

 
 
Figura A 1 – Ponta de teste, tip, da técnica de AFM. 
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Existem vários métodos de funcionamento para o AFM: quando o tip toca 

ininterruptamente a superfície, o sistema está operando em modo contato. Se o tip não chega a 

tocar a superfície, está no modo não-contato. É possível fazer o sistema operar em modo contato 

intermitente: o tip toca a superfície por pequenos intervalos de tempo, Figura A 3. 

 

 

Uma reconstrução tridimensional da superfície é obtida quando realizamos a varredura de 

uma região determinada, seja em quaisquer um dos modos supramencionados. Importantes 

 
 
Figura A 2 – Configuração do AFM. 

 
Figura A 3  – Modos de trabalho do AFM. 
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informações mecânicas são obtidas quando o tip se aproxima e entra em contato direto com a 

superfície. Essa é uma modalidade de medidas chamada força vs. distância. 

Durante a aproximação, imediatamente o tip experimenta uma força atrativa de van der 

Waals, e verificamos uma abrupta adesão com a superfície. Esse “salto” é denominado snap-in, 

Figura A 5. A presença de cargas na superfície e no tip também pode alterar esta força atrativa. 

Uma vez iniciada a retirada do tip da superfície, este pode permanecer aderido, o que é chamado 

de snap-out. Pelo snap-out, Figura A 4, conseguimos identificar as magnitudes das forças de 

adesão entre a superfície e o tip. Uma vez obtida a curva de força vs. distância, podemos 

“rebater” a curva (procedimento para eliminar a inclinação) e atermos somente à magnitude dos 

efeitos de atração/repulsão visualizados. 

 

 

 

 

 
Figura A 4 – AFM snap-out. 
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Figura A 5 – AFM snap-in. 
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Apêndice B 

 

Medidas de capacidade utilizando lock-in amplifier 

 

O princípio de funcionamento de um Lock-in amplifier como o da Figura B 1 se baseia 

na ortogonalidade de funções senoidais. 

Princípio de ortogonalidade: se dois sinais f(t) e g(t) senoidais diferem em frequência, 

então a somatória integral da multiplicação de ambos os sinais num intervalo de tempo muito 

maior que o período das duas funções é igual a zero. Apenas sinais que possuem a mesma 

freqüência e a mesma fase fazem com que essa somatória seja diferente de zero, e valha metade 

da multiplicação das amplitudes de cada sinal. 

O Lock-in basicamente compara a resposta do sistema a um sinal senoidal determinado, 

separando do ruído sinais com a mesma frequência, com fase possivelmente distinta daquela 

constituinte do sinal original. O sinal de resposta é separado em duas componentes, com base na 

fase em relação ao sinal original e defasada de 90 graus, correspondentes a impedâncias 

capacitivas, e em fase, correspondentes a impedâncias resistivas, respectivamente. 

 

 
 
Figura B 1 – Lock-in amplifier. 
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Medidas de Capacitância e Resistência em Eletroquímica 

 

Para medida de capacidades em células eletroquímicas (Figura B 2) pode-se acoplar um 

lock-in amplifier a um potenciostato, de maneira que o sinal aplicado pelo equipamento atua 

como uma perturbação sobre um sinal convencional. A técnica, no entanto, requer a existência de 

grande quantidade de portadores, ou seja, grande concentração de íons. 

A configuração experimental assemelha-se a de ensaios eletroquímicos, nos quais uma 

célula eletroquímica contendo um eletrodo de trabalho (WE), um de controle (CE) e um de 

referência (RE) são necessários. 

 

 

O potenciostato fica permanentemente realizando uma voltametria no eletrodo de ouro, 

enquanto o sinal do lock-in é sobreposto, tal como uma pequena perturbação. O sinal resposta do 

potenciostato volta ao lock-in na forma de amplitudes em fase e defasadas, e por sua vez é 

retransmitido ao voltímetro com saída para o microcomputador que realiza a aquisição e 

armazenamento dos dados (Figura B 3). 

Expressão utilizada no Lock-in para o cálculo de resistência: 

 

                                                                    
                             (Lei de Ohm)                          B 1 

 

 
 
Figura B 2 – Configuração experimental da célula eletroquímica 
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Sensitividade  

10V => Sensitividade 

XV =>XL 

 

onde XV é a impedância real visualizada no voltímetro e XL é a impedância medida no lock-in 

 

                                                                     V
SX

X V
L 10

)( 
                                                         B 2 

 

Conversão da corrente no multímetro com a saída do potenciostato 

 

1 V = 1 mA 

 XL = IR 

 
 
Figura B 3 – Montagem experimental utilizando o lock-in e potenciostato. 
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De forma análoga foi obtida a expressão utilizada para cálculo de capacidade: 
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onde f é a frequência do sinal aplicado no sistema pelo lock-in, Yv é a amplitude defasada de 90o 

em relação ao sinal original observada no lock-in e S é a sensitividade do lock-in (fundo de 

escala) V~ é a amplitude do sinal gerado pelo lock-in. 

Essas expressões foram utilizadas no tratamento dos dados experimentais e obtenção das 

curvas de capacidade e resistência. 
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Apêndice C 
 

Artigo publicado na revista ChemPhysChem – janeiro de 2010.  
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