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RESUMO

SOUZA, Luana Cypriano de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2014.
Interacdo entre caseina micelar e nanoblendas de polidiacetilenopolimeros
triblocos (EO)n-(PO)m-(EO),. Orientadora: Ana Clarissa dos Santos Pires. Coorien-
tadores: Luis Henrigue Mendes da Silva e Nélio José de Andrade.

Polidiacetilenos sé&o polimeros conjugados com grande potencial para wtilizagé
sensores para alimentos por exibirem propriedades colorimétricas Unitasarko,
sistemas lacteos sdo matrizes complexas e constituintes presentesahesBtos
podem interferir na transicdo colorimétrica desses sensores. O prieabatko teve

como objetivo determinar e avaliar as forcas motrizes envolvidas naacexe
intermolecular entre caseina micelar e nanoblendas de polidiaoe&é copolimero
tribloco. Foram sintetizadas nanoblendas (NB) compostas por moléculas de
polidiacetileno (PDA) e copolimeros tribloco (CT). Diferentes eot@acdes de
suspensao de caseina micelar (CM) foram adicionadas nas suspensdes sengtiras. A pa
de analises de espectroscopia de UV-vis foi possivel verificar que a suspe@do de
induziu a transicao de cor, de azul para vermelho, quando adicionada as nanaaendas
PDA/L64 em uma determinada faixa de concentracdo {&B8)10° umol?). Entretanto,

a resposta colorimétrica (RC) maxima alcangada ndo superou 90%. dareentracao

de CT L64 (0,1%, m/m) a transicdo colorimétrica das nanoblendas foidaduera

40%. No entanto, o comportamento foi similar para as nanoblendas contendo 1,0% e
2,0% (m/m) de L64 e, desta forma, optou-se em trabalhar com concerdea¢®4

igual a 1,0%. Quando as nanoblendas foram separadas da suspensdo de CM por
membrana de dialise obteve-se praticamente 0 mesmo comportamento, omnada
maxima em torno de 90%. No entanto, quando a caseina micelar digh840 por

cinco dias foi adicionada a suspensdo de nanoblenda, o maximo de RC oldita foi
torno de 20% e apods sete dias de didlise a RC foi aproximadamenta zgral. . O
tamanho e o potencial zeta das nanoblendas aumentaram com o aumento de
concentracdo de CM, passando de 50 para 140 nm e -28 para -20 mV, respatdivam
demonstrando que as interagdes entre NB e MC ocorrem predominanteanesgéio
superficial das nanoestruturas. A partir de medidas microcatogasobserva-se que

até uma concentracdo de 5,0 X’t®l.L"* de CM, a entalpia de interacdo permaneceu
praticamente constante em torno de +10 kJ'mdalaracterizando um interacédo

entalpicamente dirigida. A partir desta concentracdo houve um aurabnipto da
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entalpia de interacéo, variando de -15 kJhpaira +150 kJ.mdl Coincidentemente, a

RC foi detectada nesta mesma faixa de concentracdo onde ocorggaovabrupta de
entalpia de interacdo. Em contrapartida, a CMD apresentou entalpi@medo igual a

-12 kJ.mol", permanecendo praticamente constante. O efeito do balanco
hidrofilico/hidrofébico dos CT foi avaliado por meio da substituicdo do CT L64 pelo
F68 e observou-se que em concentraces menores de CM (2X0wad0OL™) houve

maior RC nas nanoblendas de PDA/F68. Porém, a partir desta concentracdo as
nanoblendas de PDA/L64 mostraram-se mais sensiveis a presenca de CM, Quando
moléculas que interagem com CM, como as k-carragenas (k-CAR), &atiainnadas

as nanoblendas observamos uma reducdo na RC de aproximadamente 20%, comparada
com NB puras de PDA/L64. Diversos fatores podem afetar a RC desisenaar,

como concentracdo de CM, sais liberados a partr da CM, balanco
hidrofilico/hidrofébico do CT além da presenca de outras moléculas no Desta

forma, estes resultados podem no futuro contribuir para o desenvolvimentcae&aplic

de sensores a base de nanoblendas de PDA e CT para alimentos lacteos.

Vii



ABSTRACT

SOUZA, Luana Cypriano de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, JWQ1df.
Interaction between micellar casein and nanoblends of polydiacdene and
triblock copolymer (EO),-(PO)n-(EO),. Adviser: Ana Clarissa dos Santos Pires. Co-
adviser: Luis Henrique Mendes da Silva and Nélio José de Andrade.

Polydiacetylene are conjugated polymers with great potentiaideras colorimetric
sensors because exhibit unique properties polymers. However, dairy systems are
complex matrices and constituents present in these foods can intertererimetric
transition of these sensors. This study aimed to determine and asses@rgeatces
involved in the intermolecular interactions between micellar casglmanoblends of
polydiacetylene (PDA) and triblock copolymer (TC). Nanoblends (NB) condpo$e
polydiacetylene molecules (PDA) and triblock copolymers (TC) wegrghssized.
Different concentrations of micellar casein suspension (CM) were addegnisor
suspensions. From analysis of UV-vis spectroscopy was possible to verifthehat
suspension of CM induced color transition from blue to red, when added to the
PDA/L64 nanoblends in a certain concentration range (®1%10° pmol™). However,

the maximum colorimetric response (CR) achieved did not exceed 90f6tthé&
concentration of TC L64 (0.1%, w/w) the colorimetric transition of namusevas
reduced to 40%. However, the behavior was similar to nanoblends containingntl0% a
2.0% (m / m) of L64 and thus, we chose to work with L64 concentration exqlid%o.
However, the behavior was similar to nanoblends containing 1.0% and 2.0% qm/m)
L64 and thus, we chose to work with L64 concentration equal to 1.0%. When
nanoblends were separated from the MC suspension by dialysis membrane was obtained
almost the same behavior that is a maximum RC around 90%. However, when the
dialyzed micellar casein (DMC) for five days was added to the namidbleuspension

the maximum RC obtained was around 20% and after seven days oisdr{ly/svas
approximately equal to zero. The size and zeta potential of naashiecreased with
increasing concentration of CM, from 50 to 140 nm and -28 to -20 mV, resggct
showing that the interactions between NB and MC occur predominanthe isutrface
region of the nanostructures. From this concentration there was an alumggise in
enthalpy of interaction varying from -15 to 150 kJ.thaCoincidentally, the RC was
detected in the same concentration range where the abrupt changéapye of

interaction occurs. This result demonstrates that MC without calcium phespha
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interacts with nanoblend releasing energy, not absorbing enough to ovetikeme
conformational barrier and promote the colorimetric transition endrgg. effect of
hydrophilic’/hydrophobic balance of TC was evaluated by substitution of G4Cbly

F68 and was observed that at lower concentrations of MC (2.Gpid).L™Y) there was
higher RC in nanoblends PDA/F68. However, since this concentration the ®4ADA/L
nanoblends were more sensitive to the presence of CM, with a CR maximum 10%
greater than for PDA/F68 nanostructures. When molecules that intgitadfiC, as K-
carrageenan (k-CAR), were added to nanoblends we observed a decitbasBC of

about 20% compared to pure NB PDA/L64. Several factors mayt éfilecCR of this
nanosensor as MC concentration, salts released from the MC, hydrophilic/hydrophobic
balance of TC and the presence of other molecules in the middle. Thusrethdte

may in future contribute to the development and application of sensors based o
PDA/TC nanoblends for dairy foods.



1 INTRODUCAO

Atualmente, as técnicas disponiveis para analise de alimentos sdo, em sua
maioria, demoradas e, ou de alto custo, além de permitirem, apeiagsmostico de um
problema ja ocorrido. As industrias de alimentos e os 0Orgaos de fiscalit@&mgao
buscado métodos cada vez mais rapidos e eficientes para garantir oecdogol
processos de producdo e a seguranca dos produtos. Além disso, existe uma pressao
crescente por parte dos consumidores que estdo cada vez mais conscieglitsgsiora
qualidade e seguranca dos alimentos. Uma alternativa promissora ater & esta
necessidade sdo o0s sensores que podem ser utilizados em qualquer fase do
processamento, durante a vida util at¢é o momento de consumo dos alimentos. Neste
sentido, diversos materiais tém sido estudados para atuarem como biossensures, a fi
de aperfeicoar os processos de analise nos alimentos.

Um dos materiais com grande potencial para utilizagdo como sensores Sa0 0S
polidiacetilenos (PDAs). Estes polimeros sao formados pela adicdo 1,4 de mounéme
de diacetileno via radiacdo ultravioleta. Seu grande potencial paraoosmn sensor
deve-se principalmente as suas propriedades colorimétricas Unicas, capatidate
de mudanca da coloracdo do azul para o vermelho diante de alguns estomdos c
estresse mecanico, presenca de solventes, mudancas no pH, alteracOes atait@mper
interacdo com algumas moléculas.

O mecanismo de transi¢do colorimétrica dos PDAs em raz&o da @oteraq
diferentes agentes quimicos ainda ndo foi completamente elucidad@rtatsstbe-se
qgue moléculas com estrutura quimica similar interagem de matitgrante com os
PDAs levando a diferentes respostas colorimétricas. Este é um ponto imgopetea o
desenvolvimento de sensores a base de PDAs para aplicacdo em alimentos, uma vez que
as matrizes alimenticias sdo complexas. Desta forma, fica eviglestpara a aplicacdo
eficiente destes polimeros como sensores para alimentos, € fundamentpleeasao,
em nivel molecular, da interagédo entre os PDAs e diferentes Igiomad presentes em
diversos alimentos, uma vez que estas podem interferir nas propriedadescasdudt
PDAs, levando a resultados falso-positivos.

Os polidiacetilenos podem se organizar na forma de diferentes nanoestruturas,
como filmes moleculares, multicamadas, micelas, vesiculas e outras nancEstr

sendo que a forma de auto-organizagdo dos polimeros pode influenciar espsséar



colorimétrica. As vesiculas de PDAs sado versateis e sao as fornsagasgilisadas de
auto-organizacdo destes polimeros em suspensdo. Entretanto, existepddsngara

sua utilizacao relacionadas a estabilidade durante a estocagem da sistedransicao
colorimétrica limitada. Desta forma, novas abordagens de auto-orgamidacPDAs

devem ser estudadas para superar estas desvantagens. Nanoblendas formadas por PDAs
e copolimeros triblocos tém se mostrado mais estaveis e sensiveis a aransica
colorimétrica na presenca de diferentes estimulos e moléculas.

Assim, acredita-se que investigar, em nivel molecular, a interagie
nanoblendas de PDA e copolimero tribloco e a caseina em sua facalarjuma
proteina presente no leite e utilizada como ingrediente em ddsretimentos é
estratégico do ponto de vista cientifico e tecnologico visando ao deserertlvide

sensores de PDAs eficientes para aplicacdo em alimentos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Determinar e avaliar as forcas motrizes envolvidas na interagé&onaiecular

entre caseina micelar e nanoblendas de polidiacetileno e copolimero tribloco.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a transicao colorimétrica das nanoblendas de PDA/copolintdozd
em funcdo da concentracdo de caseina micelar.

- Investigar o efeito da adicdo de caseina micelar no tamanho e naglatetec
das nanoblendas de PDA/copolimero tribloco.

- Avaliar influéncia da dialise da suspenséo de caseina micelar soBposata
colorimétrica das nanoblendas de PDA/copolimero tribloco.

- Determinar a variacdo da entalpia de interagdo entre casdtedar e
nanoblendas de PDA/copolimero.

- Verificar a influéncia da concentracdo do copolimero tribloco mabianda
sensora na reposta colorimétrica.

- Avaliar o efeito do balanco hidrofilico/hidrofobico do copolimero tribloco na
interacdo das nanoblendas com a caseina micelar.

- Determinar o efeito da adicdo de k-carragena na suspensao congendo a
nanoestruturas sensoras na resposta colorimétrica das nanoblendas em raz@io da adi

de caseina micelar.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Sensores na industria alimenticia

Os processos de inovacgéo e desenvolvimento de indastrias alimenticias estdo cada
vez mais associados com dois parametros fundamentais: seguranca e qualidade dos
alimentos. Desta forma, diante da complexidade de diversos processos produtivos torna-
se cada vez mais necessario o desenvolvimento de técnicas que gararitam mel
rastreabilidade, garantindo maior eficiéncia e seguranca ao ldegtoda cadeia
produtiva. A qualidade dos alimentos pode ser entendida como o fator que @ifesenc
produtos de acordo com as suas caracteristicas sensoriais, composicacedaolepri
funcionais. Em analises de qualidade de alimentos, os biossensores podem ser aplicados
para detectar contaminantes quimicos e biologicos assim como aval@seagar de
diferentes moléculas presentes no meio (RUMAY&ARL, 2005).

A analise da composicdo dos alimentos empregando biossensores representa
uma ferramenta promissora para suplementar as técnicas existenigs, afe suas
caracteristicas uUnicas como seletividade, baixo custo de construedtoaagem,
facilidade de automacdo e construcdo de equipamentos simples e portateisnpa
monitoramento rapidim situ (NISTORet al,, 1999).

De acordo com Rumayet al.(2005), o termo biossensor passou a ser utilizado
a partir de 1977 quando se desenvolveu o primeiro dispositivo utilizando micsargani
mos vivos imobilizados na superficie de um eletrodo sensivel & amoénia. O Wisposit
em questao era utilizado para detectar o aminoacido arginina. Adestit momento,
as tecnologias que envolvem os biossensores vém avancando de forma notdria, sendo
transferidas gradativamente a outros setores, como 0s de meio ambienferma
incipiente as industrias de alimentos.

Atualmente, a nanotecnologia voltada para o desenvolvimento de biossensores
na industria alimenticia esta focada no desenvolvimento de dispositivosezadsis
aplicaveis na cadeia produtiva de alimentos, a fim de assegurar wdatz de
produtos além de tornar-se uma ferramenta no controle de qualidade fdDestaa
tendéncia atual € a combinagdo da nanotecnologia com 0s biossensores, por meio da
reducdo da matéria e, também, o uso de nanoparticulas para constmassisiais
sensiveis, que fornecam os resultados em tempo real. Assim, considerando a

preocupacdo mundial com a qualidade dos alimentos, o desenvolvimento de
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biossensores ocupa ainda mais espago no mercado, devido ao interesse crescente de
empresas no financiamento desse tipo de tecnologia para disponibdiaaviarcado
(EMBRAPA, 2008).

Nanobiossensores podem ser definidos como dispositivos desenvolvidos em
nano-escala que convertem eventos bioldgicos (distarbios genéticos e metabdlicos,
infecgBes virais e bacterianas) em sinais processaveis. Reacdes gjwomicaas
desses eventos biologicos sdo capazes de produzir sinais (elétricos, térmicos ou
opticos), que sdo enviados a um sistema de transducado, capaz de convertédos em
efeito detectavel e mensuravel (RUMAY@Ral, 2005; GASPAR, 2010; BRANDAO
et al, 2011).

A maioria dos sensores contém basicamente duas unidades funcionais: um
receptor, que é o elemento de reconhecimento que promovea reacao bioquimica
ligacdo especifica com o alvo (amostra-analito) e o transdutor, um tligpoapaz de
transformar a energia quimica ou fisica, em um sinal analitiB®P@Ret al, 2010).
Biorreceptores sdo materiais organicos, como enzimas, antigenos, misroggni
horménios e acidos nucleicos. Enquanto os transdutores dependem do sistema e podem
ser eletroquimicos, épticos e calorimétricos (ALOCILJA; RADKE, 20@3sim, no
receptor, informagdes fisicas ou quimicas sdo convertidas em uma foremerde,
que pode ser medida pelo transdutor (GASP&Ral, 2010). A Figura 1 ilustra a

representacado esquematica de um nanobiossensor.

o O <
. .
Introducéo de amostra <> (:( m
e C(

O
Q (:( Transdutor Unidade
b processador
‘ Q Elemento de (b) a de sinal

. reconhecimento (c)
Analito- (@)

alvo
Fonte: adaptada de Calil (2011).

Figura 1 — Representacaoesquematica de um biossensor, mostrando a organizacdo dos
seus componentes funcionais. A deteccdo do analito-alvo € feita por um
componente biolégico que gera um sinal (A), o qual é convertido (B) e
processado (C).



Os biossensores podem ser divididos em duas classes, dependendo da natureza
do evento de reconhecimento: dispositivos de bioafinidade e dispositivos bicasalitic
Segundo Rasooly (2005), os biossensores de afinidade funcionam baseados na interaca
estequiométrica entre o elemento de reconhecimento biolégico e meaneanalise.
Dessa maneira, o equilibrio é alcancado sem o consumo da amostra peldand@éc
captura. A interacdo antigeno-anticorpo € o melhor exemplo desse tipo de biossensor.

Para Rumayor (2005), os biossensores bioanaliticos sdo os mais conhecidos e
aplicados. Baseiam-se na utilizacdo de biocatalizadores, elementdavgrecem a
ocorréncia de uma reagdo quimica, na qual a partir de um ou varios tegbsé&ra
formam um ou varios produtos conhecidos sem que o biocatalizador seja consumido
podendo se regenerar e ser reutilizado.

Existem ainda diferentes tipos de sistemas de transducdo, dentre eles:
eletroquimicos, Opticos, piezoeléctricos (massicos, gravimétricos, acysticos)
termométricos e nanomecanicos. Dependendo da natureza da interacécekemrento
de reconhecimento e da espécie de interesse se pode utilizgroude tiransdutor ou
outro (MALLAT et al, 2001).

Os transdutores eletroquimicos convertem o sinal produzido pela interagdo entr
o0 sistema de reconhecimento e o analito a se detectar em uelé&ined. Desta forma,
fornecem informacéo analitica quantitativa e semiquantitativa iispe®leste modelo,

o elemento reconhecimento bioldgico deve estar em contato com o eledeento
transducdo. Este sistema transdutor pode se diferenciar ainda em qeeraldi
biossensores eletroquimicos: condutivimetros, potenciométricos, amperiométricos e
impedimétricos (RUMAYOR, 2005).

Os transdutores piezoelétricos baseiam-se no principio de revestir a superficie do
biossensor com uma substéncia biologicamente ativa que se liga sedateam
superficie revestida é colocada em uma solugédo contendo analitos, os qumisse li
substancia ligante. Desta forma, a massa do cristal aumenta enquatoéadia de
ressonancia das oscilagdes diminui proporcionalmente (MEHRVAR; ABDI, 2004).
Cristais de quartzo tém sido muito utilizados em sistemas piezoeléjpmisssua
frequéncia pode oscilar na faixa de megahertZ’ ¢itbs/segundo) de maneira
proporcional & massa do cristal, além de serem muito sensiveis adesdacmassa
(WANG et al, 2011).

O sistema de transducdo termomeétrico, também chamado de termistor

(THEVENOT et al, 2001), detecta substratos baseado na energia na forma de calor
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envolvida nas reagfes bioquimicas entre o analito e uma substancia aiatigfcada,
como um enzima, por exemplo. A forma mais utilizada deste modelo aaspla
substancias diretamente ao termistor, que ira detectar o calor envodvideacao
(MEHRVAR; ABDI, 2004).

Nos transdutores nanomecanicos, o elemento de reconhecimento biolégico é
imobilizado sobre a superficie de uma microplaca de silicio submeraenaramostra
liquida. A interacdo que ocorre entre o elemento de reconhecimeranatito produz
uma mudanca diferencial na tensdo superficial do liquido e destadamtaoplaca de
silicio sofre uma resposta de natureza hanomecénica, que consiste emdaneanda
deflexao e, ou, da frequéncia de ressonancia (TAMAY@l., 2003).

A transducado Optica é outra técnica comumente utilizada em biossensores e
baseada nas medidas de luminescéncia, fluorescéncia, colorimétrieapuents. As
técnicas colorimétricas sdo consideradas simples e relativamebndééxdecusto, sendo
amplamente aplicadas a fabricagdo de biossensores. Esta técnicadaseimudanca
de cor de um determinado composto que pode ser distinguida visualmente ou por um
espectrofotdmetro. Assim, materiais que podem mudar de cor em virtudénuldcesst
externos tém despertado muito interesse de pesquisadores (CAMILLOTO, 2012).

Os transdutores Opticos se baseiam nas variacdes da resposta a estirmalos de |
como consequéncia da interacdo fisica ou quimica entre o analitoedesset e o
elemento biolégico de reconhecimento do biossensor. O sistema basico de medida
consiste em uma fonte de luz, o elemento sensor (onde as moléculas ascestio
encontram-se presentes) e o detector (VELASCO-GARCIA, 2003).

A deteccdo por bioluminescéncia € muito utilizada em biossensores
microbianos. Esta técnica baseia-se na deteccdo da mudanca de lumaesoiioa
por micro-organismos vivos que respondem a uma molécula alvo de maneira dose-
dependente. O gen lux, que codifica luciferase em micro-organismos, €éeo gen
reportado mais popular em biossensores microbianos bioluminescentes (BORISOV;
WOLFBEIS, 2008).

A técnica de deteccao por fluorescéncia é baseada na medidangédade de
fluorescéncia, que por sua vez é proporcional & concentracdo da maéaul A
fluorescéncia pode ser detectada a um comprimento de onda maiorexqitagiio da
substancia fluorescente em um comprimento de onda menor. Biossensores
fluorimétricos tém sido amplamente aplicado na quimica analitmdada sua facil
construcdo usando técnicas de biologia molecular (IBRAHEEM; CAMPBELL, 2010).
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3.2 Polidiacetileno

Um dos materiais com grande potencial para utilizacdo como sensaoes opt
sdo os polidiacetilienos (PDAs). Estes polimeros sédo formados pela adicde 1,4
monomeros de diacetileno via radiacdo ultravioleta (Figura 2).

R: R R

C/C/ C/
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cf/czﬁ C’gf Ry Ry R
ey, o b
g ey
c//" c/// C/ﬁ? 254 nm \\C,C‘/’C \c’&c \c‘?/c/
dd i ' L R
R R R Rz 2 2

Fonte: Pires (2009).

Figura 2 — Representacdo esquematica da polimerizacdo de mondémeros de diacetileno
para polidiacetileno por exposi¢do a luz UV.

Na Figura 2 os substituintes R sdo responsaveis pelas propriedades anfifilicas
desta molécula. Sendo R1 um grupo com caracteristicas polares e Radeisade
carbono saturada.

A absorcéao otica dos PDAs ocorre em consequéncia da transicao eletrhica
dentro de uma estrutura linear conjugada (POTISATITYUENYO®&Gal., 2008),
sendo que o pico méximo de absor¢do da forma azul € observado proximo a 650 nm
(banda de excitacdo) com um pico menor em 590 nm (banda vibronicaprivento
em que ocorre a transicdo Otica, a forma vermelha € formadaie maximo de
absorcao encontra-se préximo a 550 nm, com a banda vibrénica em 500 nm (SU, 2005;
KEW,; HALL, 2006). A Figura 3 ilustra um espectro de absorgcdo tipico de
nanoestruturas de PDAs antes da perturbacdo, onde a banda de absorcaoénaxim
aproximadamente 650 nm com um ombro vibrénico em 590 nm e ap0s a perturbacéo,
onde o pico referente a coloracdo do azul diminui dando origem ao picondelhar
540 nm com ombro vibrénico em 490 nm.

De acordo com Carpickt. al (2004), os polidiacetilenos tém recebido muita
atencdo nos ultimos anos devido aos aspectos tecnologicos potencialmente importantes.
Estes polimeros possuem caracteristicas oOticas Unicas que incluem a rdedzorcde
azul para vermelho quando a estrutura € perturbada mecanicamergegen@nismo)
(CARPICK et al, 2000), por variacdes de temperatura (termocromismo) @tEdt,

2002) ou interacdes intermoleculares com diferentes substancias quimicatesedse

biolégico (afinocromismo/biocromismo) (CARPIGK al, 2004)
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Figura 3 — Espectros de absor¢do em UV-visivel tipico de nanoblendas de PDAs antes
(—) e ap6s ) perturbacao.

O mecanismo envolvido na mudanca de cor de vesiculas de PDA ainda néo é
totalmente compreendido. Algumas teorias sugerem uma conversao efdarenas
diacetilénicas e butatriénicas (CHANCE, 1977). De acordo com essa detransicao
de cor ocorre devido a uma mudanca estrutural nas duplas e triplasdigagjugadas
da cadeia carbonada do polidiacetiieno dando origem a forma butatriéai qual

aprecem trés ligacdes duplas seguidas (Figura 4).

R R R :{i
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Fonte: Carpick (2004).

Figura 4 — Transformacéo de duplas e triplas ligacdes conjugadas aderimaatrieno.

No entanto, algumas técnicas como espectroscopia de absorcdo de raios-X
mostraram que a estrutura acetilénica esta presente em ambasnas (azul e
vermelho) (SEKEt al, 1989).

Outra hipotese é a de que a transicao colorimétrica ocorre pmdmalteracdes
na conformacédo molecular, ordenagéo e orientacdo, que transfertantecsdo ao
polimero alterando sua conformacdo. Por consequéncia, estas mudancas
conformacionais poderiam levar a alternédncias em estados eletrbnicas e
correspondente absorcéo o6tica (CHENG, 1998; SU, 2004; P&RES 2010) (Figura
5). Desta forma, esta teoria propde que a forma azul das moléculBg derlRm suas
cadeias carbonadas orientados de forma planar, enquanto a forma veenelbea

conformacéo nao planar.



Fonte: Su (2003).

Figura 5 — Representagdo da transformacgéo estrutural de monémeros a polimeros e
orbitais  do polidiacetileno.

Os polidiacetilenos foram sintetizados pela primeira vez por Wegmédr9é9;
no entanto, apenas em 1993, Charych e seus colaboradores comecaramraoesglora
potencial como sensor utilizando um filme de PDA com 4&cido sialico para
reconhecimento do virus da gripe. Os autores incorporaram a monocaniriola dm
analogo de &cido sialico, que atuou como receptor especifico paralutarimegdo
virus influenza, e obtiveram sinais de transi¢cdo colorimétrica em respbgtgao do
virus na superficie do material.

A partir deste momento as pesquisas que estavam relacionadas asanalécul
PDAs passaram a ter grande importancia na comunidade cientifisentido de
desenvolver novos sensores quimicos, bioldgicos e aplicacdes da industria eletrénica
(CHENet al, 2010; YARIGAMA et al, 2012).

Pan e Charych (1997) utilizaram o ligante gangliésido GM1 paratdetac
proteina da toxina da cllera. O gangliosideo GM1 é o receptor wWla békpedeira
responsavel pela colera em humanos. O gangliosideo GTb1 também foi ircmgrora
um filme de PDA que foi capaz de detectar toxina botulinica

Derivados de manose tém sido aplicados em estudos como um ligante para a
Escherichia coli(MA et al, 1998; SUet al, 2005). A maneira mais provavel para que
tenha ocorrido a interacdo entre o filmé&ecoli € por meio da interacdo especifica
manose-pili a partir da adsorcéo da bactéria na interface do filme.

Estudo realizado por Jumg al. (2006) avaliou a transi¢éo colorimétrica de PDA
para detectar as interacfes especificas entre estreptavidind ¢Shidtina. Neste

trabalho, foram sintetizados dois tipos de biotina marcados com mondémeros de acido
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10,12-pentacosadiindico (PCDA). Apoés a adicdo de STA, o PDA modificad@omost
uma alteracao de cor de azul para vermelho em cerca de 1 h, segisda pgregacao

e precipitacdo. Uma vez que as interacbes STA-biotina sdo amplaadetaeas por
varios sistemas de deteccdo biologica, o sensor desenvolvido, contendo PDA-biotina,
apresentou grande potencial para o desenvolvimento de varios biossensores
colorimétricos.

Mesmo diante da existéncia de certo numero de fatores que promovem a
transicdo de cor dos PDAs, ainda existem poucas pesquisas que buscam @ducidar
mecanismos que envolvem esta transi¢cao colorimétrica, sendo este um fatoelingitant
aplicacdo dessas estruturas em diferentes areas da ciéncia.

Os PDAs podem formar diferentes estruturas auto-organizadas, como filmes
monomoleculares (END@t al, 2004) ou multicamadas (CHAMPAIBOOHt al,

2009) e outros tipos de nanoestruturas, como vesiculas ou micelas (AGY2008;
JOSEet al, 2010; PERINCet al, 2011). Em qualquer uma dessas formas estruturais o
sistema eletronicar garante caracteristicas cromaticas para estas moléculas, quando
estas sdo submetidas a diferentes estimulos externos.

As vesiculas sdo genericamente definidas como estruturas compostas de
bicamadas moleculares anfifilicas que incluem um determinado volumaD®ket
al., 1998). Séo caracterizadas pela formacéao de trés dimensdes que inclunemsadi

exterior e um centro hidrofilicos separados por uma regido hidrofébica (Figura 6).

Fonte: Pires (2009).

Figura 6 — Representacao esquematica de uma estrutura vesicular.

Particulas vesiculares podem atuar como sensores Uteis na deteccdo de
moléculas alvos devido a sua organizacdo molecular definida, facilidgaepdeacéo
e robustez. As vesiculas sdo as formas tridimensionais dos PDAs mais encortradas n
literatura e se assemelham, até certo grau, a organizacdoadmembrana celular.

Desta forma, as vesiculas podem reconhecer seletivamente algumasilasoléc
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estratégicas em sua interface, se 0os mondmeros apresentarem siligacée
especificos, assim como as “proteinas antena’ na superficie da célula.

Segundo Pireset al. (2010) a organizacdo de moléculas anfifilicas na
conformacdo vesicular tem sido intensamente pesquisada devido as numerosas
aplicacdes praticas desses agregados multimoleculares. Por exemplocwiasvedd
utilizadas para estudar o comportamento de fase, a interacdo praaie;lia
cristalizacdo bidimensional, liberacdo de drogas, bem como séo estaitaeases para
aplicacdes em sensores (RINGSDO#RR&L, 1988).

No entanto, dispositivos e aplicacbes de biossensores reais empregando
vesiculas sao raros, principalmente devido a sua homogeneidade insuficielideda
controle completo de sua composicao e organizacao (SCINCAA 2007).

De acordo com Lee e Kim (2005), vesiculas de PDAs tendem a polimerizar e, ou
agregar em condi¢cbes de temperatura ambiente por um periodo longgpde Aéem
disso, para algumas condi¢Bes e moléculas, a resposta colorimétrica € limitada.

A estabilidade destes agregados € governada pelas forcas de intetagans
mondmeros de diacetileno posicionados no interior da membrana, incluindo as forcas de
van der Waals e forcas de estabilizacéo estérica. As forcagad@oaentre as cadeias
hidrofébicas e as forcas repulsivas entre os grupos de cabeca hidrofilidateéminar
a geometria, o tamanho e a estabilidade das vesiculas. Apesautlgasstresiculares
contendo PDAs apresentarem grande potencial de aplicacdo como biossenstees, exi
ainda algumas limitacdes para sua aplicagdo. Além de fatoresnaxt outros
compostos naturalmente presentes nos alimentos, além das moléculas alvo, podem
interagir com a vesicula promovendo a transicdo colorimétrica e consageate
resultados superestimados (LEE e Kéiwal.,2005).

Outras nanoestruturas contendo polidiacetiienos vém sendo desenvolvidas
visando superar as limitacdes das vesiculas de PDA e proporcionar igkisrpata a
aplicacdo em biossensores. Em estudo realizado por Su (2006) foramdasiliza
agregados de acido 10,12 pentacosadinoico (PCDA) adsorvidos em nanoparticulas de
silica em solucao aquosa formando nanocompdésitos de PCDA. Apés irradiacdo com luz
UV a nanoestrutura adquire coloracdo azul e a partir deste momeatséra de
perturbacdes no ambiente como, temperatura, pH e moléculas asfifiifomove
transicdo colorimétrica do nanocompésito PCDA/silica de azul pareeNwrnDesta
forma, este tipo de material pode ter algumas implicacdes interessantes, enh egpecia

novo potencial sensor quimico. Essas nanoestruturas de PDA também podem adquirir
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outras conformagdes como, filmes (SOMGaL, 2001), filmes nanocompositos (L
al., 2001), vesiculas, lamelas e nanotubo (eEEL, 2004).

3.3 Nanoblendas de polidiacetileno

Blendas poliméricas podem ser definidas como materiais obtidos através da
mistura de dois ou mais polimeros (copolimeros) sem que haja um elesaddegr
reacdes quimicas entre eles. S&o consideradas blendas poliméricas coroptsho®
acima de 2% em massa do segundo componente polimérico (HAGE, 2001).

As blendas poliméricas sdo preparadas visando a obtencdo de materiais com
propriedades que ndo sdo encontradas em um unico polimero. A mistudoente
mais polimeros € considerada uma alternativa econémica para o deseentdvde
novos materiais, se comparada a sintese de novos polimeros, cujo custo é mais elevado.

Quando se selecionam polimeros para a producdo de uma blenda, dois fatores
importantes devem ser considerados, a miscibilidade e a compatibilidade,i®s qua
norteiam o desenvolvimento e a aplicacdo de novos materiais poliméricos (BARLOW
al., 1984; PAULet al, 1988). Segundo Koningt al. (1998), também é possivel
desenvolver blendas poliméricas a partir de microestruturas nanoedtastura
denominadas nanoblendas, que séo blendas poliméricas imisciveis onde a fase dispersa
possui tamanho de particulas em escala manomeétricas.

Copolimeros triblocos podem formar blendas com outros polimeros. Caitinho
al. (2003) avaliaram a eficiéncia do copolimero tribloco estireno-bretico-butileno-
b-estireno (SEBS), como agente compatibilizante para uma blendaépcdinde
polipropileno/poliestireno de alto impacto PP/HIPS. Antueés|., (2005), realizaram

estudos sobre as propriedades de blendas contendo os copolimeroslidaodixiou-

tirato) (PHB) e Poli(e-Caprolactona) (PCL).

Estudo realizado por Ortega (2012) propOs a sintese e avaliagdo de novas
nanoblendas de polidiacetilenos constituidos por mondémeros de acido 10,12-
pentacosadiinéico (PCDA) ou é&cido 10,12-tricosadiindico (TCDA) auto-orgiysza
em meio anfifilico formado por solugbes aquosas de copolimeros tribloco dedéxido
etileno- oxido de propileno-6xido de etileno (PEO-PPO-PEOQ). As trassgéednicas
das nanoblendas foram estudadas em diferentes temperaturas e na presenca de

diferentes concentracdes de NaOH e(Q\@&.
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Estes copolimeros tém sido aplicados em diversas formulagbes, como
detergentes, emulsificantes, antiespumantes, dispersantes, ou veiculos @agd@sn
farmacéuticas (LOPESt al, 1998; LOHet al, 2002). Segundo Loét al. (2002), os
copolimeros triblocos de Oxido de etileno-6xido de propileno (Figura 7) podem ser
genericamente representados pela formula (EO)n-(RB&)m, onde “n” representa o
namero de mondémeros de o6xido de etileno presentes na regido hidrofilica da
macromolécula e “m” expressa o nimero de mondmeros de 6xido de propileno presente

na parte hidrofobica da macromolécula.

/
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Fonte: Rocha (2012).

Figura 7: Forma estrutural da macromolécula de L64.

Existem diferentes copolimeros triblocos formados pela combinacdo de
diferentes tamanhos das cadeias EO e PO, o que confere a estes polimeros
caracterisitcas diferentes em relacdo a hidrofobicidade, aant@mda molécula, a
concentracdo micelar critica, a temperatura micelar ayritidentre outros
(ALEXANDRIDIS et al, 1994). Estes copolimeros possuem nomes semi-sistematicos
que sao impostos de acordo com seu uso e que geralmente se formam dogartir
nomes dos monémeros dos quais estes copolimeros séo obtidos.

Os copolimerosplurdnicos sdo designados por letras e nimeros. ALletéa
utilizada para liquidos;P” para aqueles que se apresentam como pastas e “F” para
sélidos. O primeiro digito, ou nos primeiros dois numeros de trés digitos, multiplicando-
se por 300, é aproximadamente igual & massa molecular média (MM)arélgarte
hidrofébica da molécula. O ultimo digito, multiplicado por 10, indica agraagem de
massa aproximada da regido hidrofilica.

Um exemplo tipico de copolimero tribloco € o L64, cuja forma estrudstal
representada na Figura 7. A notagdo L64 é uma notacdo comeraigllypanics® e
como dito acima o L representa o estado fisico do polimero, neste cado, @
significa que o L64 tem 6x300 = 1800 g. thale PPO e o 4 significa 40% de EO

(CHU, 1995). A macromolécula de L64 é composta, em média, de 26 segmentos
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hidrofilicos (OCHCH,) conhecidos como 6xido de etileno ficando 13 em cada ponta da
cadeia de L64 e 30 segmentos hidrofobicos de éxido de propileno,(CHUEH;))
localizados no meio da cadeia de L64. Os segmentos hidrofilicos intefagemente
com as moléculas de agua, enquanto os segmentos hidrofobicos interagem fracamente
com as moléculas de agua (ARLEEHal, 2007).

Outro copolimero tribloco com balango hidrofilico/hidrofobico diferente éd L
€ 0 F68. O Pluronic F68 € um copolimero solido cuja massa moleculagiéla re
hidrofobica é de 1.800 (6 x 300) e a propor¢cédo de massa relativa a patididads de
cerca de 80% (8 x 10) (PASQUALLI, 2005).

A Tabela 1 apresenta a descrigdo de dois copolimeros triblocos (L64 @R68)

diferentes balancos hidrofilico/hidrofdbico.

Tabela 1- Descricdo de copolimeros triblocos Em relagdo ao tamanho das cadeias
hidrofilicas e hidrofébica e massa molecular média

Copolimeros EO! (n) PO? (m) MM 2 (g.mol?)
L 64 2x13 31 2900
F 68 2x76 30 8400

'Oxido de etileno®6xido de propileno; émassa molar.

Os copolimeros triblocos (EO-PO-EO) sdo surfactantes e, assim sea@ssoci
quando estdo em suspensdo ou em interfaces formando estruturas laméetas,
normais e micelas reversas (ALEXANDRIDé®al, 1995).

A concentragdo micelar critica (CMC), a fracdo de moléculas dmema na
conformacao micelar, o tamanho e o0 numero de agregacao desmséelgparametros
de grande importancia para copolimeros tribloco, PEO-PPO-PEO, quansiumdo
aquosa (ZHOLet al, 1988).

Segundo Hunteet al. (1990), o parametro de maior valor fundamental para os
copolimeros € a concentracdo micelar critica, da qual ocorrenad@o das estruturas
micelares (ALEXANDRIDISet al, 1994). Medidas de CMC podem ser feitas por
vérias técnicas diferentes, como espalhamento dindmico de luz, medatzsodgo e
refratometria diferencial. Na literatura encontramos valoees,d - 4,0 mM para CMC
do L64 em agua (BAKSHit al, 2005; MATAet al, 2005).

Baseado nesta caracteristica de auto-agregacdo dos copolimeogsdyibim

um trabalho pioneiro, Ortega (2012) propds a sintese de nanoblendas formadas por
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PDAs e copolimeros triblocos para utilizacdo como sensor térmicraaleiccdo de
NaOH e NaCGOs;.0 autor observou que o aumento da temperatura provocava transicao
de cor tanto nas vesiculas como nas nanoblendas de PDA/copolimero, mas com
diferentes faixas de temperatura. As vesiculas de PDA permaneceoolooatao azul
até aproximadamente 45°C, mas a 70°C a transicdo de cor para vewonahset
completa (100%). Em contrapartida, a nanoblenda de PDA permangica ama
temperatura inferior a 30 °C, a partir desta temperatura essaeggpathém sofrem
uma transicdo abrupta, com plena converséo eletrénica a 50 °C. Este aorepturt
indica que as macromoléculas adicionadas ao PDA promovem diferentegOiegera
intermoleculares, quando compradas a forma vesicular. O autor concddéucpie as
respostas colorimétricas (RC) das nanoblendas, sintetizadas em elevadasag@asent
de L64, apresentaram-se mais sensiveis a presenca dos eletrélitos @m asla
nanoblendas sintetizadas em baixas concentra¢cdes do copolimero, e aasvesicul
polidiacetileno convencionais. O trabalho demonstra que é possivel modular novos
nanossensores a partir da formacao de nanoblendas de PDA/copolimero tribloco.
Trabalho realizado por Castrillon (2013) objetivou a sintese de nanossensor de
PDA para a detecgédo de compostos como benzeno, solventes clorados e melamina. O
autor observou que nanoblendas formadas de PDA e copolimero tribloco mostraram
maior intensidade de coloracdo azul e maior estabilidade, comparadascatasele
PDA. A partir deste estudo, € possivel perceber que a transicdo calcano€brre
com maior intensidade para compostos hidrofobicos (benzeno e melamina, por
exemplo), uma vez que estes interagem de modo menos favoravel comanunosio e
consequentemente apresentam maior interacdo com as regides hidsofdaic
nanoblenda, sendo detectados com maior sensibilidade se comparados a outros

compostos com menor hidrofobicidade.

3.4 Aplicacdes de sensores de PDA para alimentos

Umas das principais limitacdes a serem consideradas no que diz respesto a
de sensores baseados em moléculas de PDAs para alimentos séo as possiv@s interac
entre estes polimeros e os demais componentes presentes no meio. Quamo® deata

aplicacdo de sensores em alimentos esta limitag&do torna-se mais evidente.
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Os alimentos, de modo geral, possuem uma matriz muito complexa, composta
de diversas moléculas, como proteinas, carboidratos, sais minerais entre ostas. De
forma, essas moléculas enddgenas, podem interagir com o polimero fornecendo um
resultado superestimado em relacdo a molécula alvo que se deseja estledando a
um resultado falso positivo.

O leite, assim como seus derivados, possui uma matriz alimenticia muito
complexa. Desta forma, biomoléculas presentes em sua matriz, comoteigagsy

podem interferir na deteccdo de uma determinada molécula alvo.

3.5 Caseina micelar

O leite bovino possui cerca de 3,5% (m/m) de proteinas. As proteinagedo lei
sdo divididas em duas classes principais. A primeira fracdo, que corresponde a
aproximadamente 80% da proteina total do leite bovino, € formada gedna. A
segunda fracdo (20%) compreende as proteinas do soro lacteo (CH&FIEL989).

Cerca de 95% da caseina no leite esta presente na forma de pacttitais,
conhecidas como micelas de caseina, que contribui para estabilidade dialdi de
variagcOes de temperatura, pH e concentracao de sais, por exemplBRORKORB,

2008).

A composicado da micela de caseina é conhecida e ja esta bemadefaceita
na comunidade cientifica, entretanto, a forma de organizagéo destas nénmasstém
sido estudadas por mais de 40 anos, e ainda néo estdo completamente elucidadas
(HORNE, 2006). O consenso € que a estrutura das micelas de caseftgéalprente
estabilizada por interacdes hidrofobicas e idnicas (H&XLAL, 2003).

As micelas de caseina no leite encontram-se polidispersas, com tamanhos que
variam de 80 nm a 500 nm de didmetro e com um tamanho médio de c2ftarda
de diametro (DEKRUIF, 2002). De acordo com Leartilal (2008), uma micela de
caseina contém cerca de* tfoléculas individuais de caseina em associacéo coloidal
com fosfato de calcio e pequenas quantidades de magnésio, sédio, potassio, e citra
sendo a principal func¢éo nutricional dessas micelas de caseina o tradspciteio e
fosforo.

A micela de caseina é constituida por quatro fracdes principaisteéénpros;-,

asy-, B- € K-caseina Frepresentando cerca de 38%, 10%, 35% e 15%, respectivamente, as
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guais sao constituidas por 199, 207, 209 e 169 residuos de aminoacidos, com massas
moleculares de 23, 25, 24 e 19 kDa, respectivamente (VEGA, 2009). Além disso, cer

de 6% da massa, em base seca, da micela de caseina é compistatpode calcio

coloidal (DALGLEISH, 2011).

Segundo Martinet al. (2003) as fracbes de caseinas sdo fosfoproteinas e
dividem-se em dois grupos, as que precipitam e as que s&o sollveis na plesenca
calcio i6nico. No leite bovino, as fracbes proteiaas as; e P-caseinasPertencem ao
primeiro grupo. Por outro lado, ak-caseina é estavel na presenca de calcio e, em
condi¢cbes normais (forca ionica entre 0,067 e 0,08M e pH 6,6) do leite desempenha um
papel importante na estabilidade da micela, impedindo a precipitacadedsss
fracOes, na presenca deste ion. Essa propriedade estabilizadora é pestditia alur
coagulacédo enziméatica pela acao da quimosina (SHAMBEIL,1992).

A k-caseina € uma glicoproteina e possui apenas um grupo fosfoserina sendo,
portanto, estavel na presenca de ions de célcio assumindo importante papel na
estabilidade da micela de caseina (DALGLEISH, 1998; WALSTRA, 1998)a-Be de
uma proteina anfipatica com uma regido hidrofilica na porcaonhrare uma regiao
C-terminal hidrofébica com carga quase zero. Nos sitios de ligagd® calcio, 0s
residuos de fosfoserina possuem carga -2 na auséncia de ions calcio (FOkt@ws
2004). Esta fracdo deve estar localizada na micela de modo a emtadmslifracoes
sensiveis ao calcia ¢ B), permitir hidrolise rapida e especifica pela agéo de quimosina
e proteases similares além de promover a formacao de complexos com proteinas do soro
quando o leite foaquecido. De forma a atender estes requisitos, a k-caseina deve estar
posicionada numa regido superficial da micela, dando origem aagid rconhecida
como “camada pilosa”. Devido a este posicionamento, a k-caseina proporciona a micela
uma estabilidade estérica (HORMEal, 1998; FOX, 2003). Além do posicionamento
da k-caseina, estudos realizados por Baaesai. (2006) demonstram que o peptideo N-
terminal da k-caseina apresenta uma estrutura helicoidal irregular que também pode
contribuir para a estabilidade estérica da micela.

A fracdo as-; possui uma cadeia polipeptidica formada por duas regibes
hidrofobicas separadas por uma regido hidrofilica. Todos os grupos fosfato, com
excecao de um, estdo presentes no segmento hidrofilico 45-89 e 17 residudsale prol
se distribuem nos segmentos hidrofébicos. Portanto, esta proteina pode seracanside
como uma cadeia polipeptidica frouxa e flexivel. A caseingprecipita com niveis de
calcio muito baixos (OLIVEIRA, 2007). De acordo com Walstra e Jenii€&l), a
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fracaoas-, possui uma estrutura bipolar carregada negativamente concentrada proximo
a extremidade N-terminal e outra porgéo positivamente carregaglercao C-terminal.
Além disso, é mais sensivel & precipitacéo pefd Qe a fracdos-1.

Uma caracteristica dp-caseinaé sua dependéncia da temperatura, formando
grandes agregados a 20°C, mas nao a 4°C (WALSTRA; JENNESS, 1984; GOFF,
2006). A adsorcao dg-caseina aos nucleos de fosfato de calcio limita o crescimento
desses (FOLLOWSt al, 2009. Segundo Horne (2003), a B-caseina ligada ao nucleo
de fosfato de calcio atua como uma ponte de ligacdo a outras casemsst mais
fosforilada que a x-caseina, #-caseina € mais sensivel a altas concentragdes de calcio,
embora seja menos sensivel a precipitacdo com calcio do quecaseinas
(WALSTRA, 1999). A Figura 8 representa as diferentes fracoesaupde a micela

de caseina e também a posicéo dos grupos fosfosserina.

ogq-casein (8P)

-—- - SerP,-Glu-SerP - --—- - SerPgy-lle-SerPgs-SerPg-SerPgy- -——----- -SerPy5- ———--
--- SerPyy5- -

tgs-casein (11 or 12P)

- -SerPg-SerPg-SerP - —-- -SerPg- - -SerPg:-SerPg-SerPg-Glu-Glu-SerPg,- -
e -SerPpo-Thr-SerP 34~ —--— -SerP5- -

B-casein (5P)

- -SerPis-Leu-SerP,-SerPg-SerP g- - -SerPig- ———-m-mme—

w-casein (1P)

------------------ -SerPy 9~ ——-———-

Fonte: Fox (2003).

Figura 8 — Posi¢cOes de residuos de fosfato na caseina de leite bovino, indicando os
grupos de fosfoserina.

De acordo com McHuglet al (1994), as caseinas apresentam baixo nivel de
estrutura secundaria e terciaria, provavelmente devido ao seu elewvadi® tprolina,
que rompe as a-hélices e as folhg$-pregueadas e também as ligacdes de hidrogénio e
eletrostaticas. J& as associacdes hidrofobicas facilitam a fwnde interacdes
intermoleculares que aumentam a coesao entre as cadeias para foresar fil

Em relacdo a estrutura micelar da caseina, ao longo de décaalaspfopostos
uma variedade de modelos para descrever a estrutura de micelas iz EeEsEntes

em leite bovino. Esses modelos se enquadravam em trés categorias: modase nucl
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cortex baseado em estudos da solubilidade da caseina em solu¢ées camo@sos

de subunidades e modelos de estrutura interna, baseado nas propriedades de cada
componente isoladamente, causando ou direcionando a formacdo da estrunaa inter
das micelas de caseina. Cada uma dessas categorias foi propostanedia pez na
década de 1960, e os modelos originais foram abandonados ou modificados conforme
informacgdes suplementares sobre micelas de caseina foram sendo obtidas paspesqui
posteriores (PHADUNGATH, 2005). Atualmente, o modelo mais aceito almrda
micela de caseina como um agregado formado por diferentes frac@sagralguns

sais e nanoestruturas de fosfato de célcio (Figura 9). SegundetHl{2004), essa
estrutura micelar é mantida estavel devido a presenca de residuooserifmsfque se

ligam ao calcio, formando aglomerados nanométricos (nanoclusters deo fdsfat

calcio) que atuam como agente “cimentante”.

K-caseina

— 013 Usp; P-caseina

o ?
L1 LT
=

o

A

i
Ay

Nanocluster de fosfato de calcio

Fonte: Holt (2004).

Figura 9 — Micela de caseina, modelo da estrutura interna.

A obtencdo da caseina em escala industrial pode ser realizada basicpor
dois métodos: precipitacao isoelétrica e coagulacdo enzimatica. Mirprimétodo, o
leite é acidificado em pH 4,6 (ponto isoelétrico) para induzir autag@o da caseina.
Em seguida a temperatura é ajustada para 30-40 °C, o coalho é lavadadpreu
centrifugado (para remover o excesso de agua) e finalmente semid® A diferenca
entre os dois métodos esta nos meios de coagulacédo. No segundo método, uma enzim
cliva ak-caseina, desestabilizando as micelas e promovendo a coagulacdo mgaprese
de calcio (GENNADIOS, 2002).

A a-caseina é a principal fragdo que compde a micela de caseagrifst de
proteina contém de 8 a 10 residuos de serina, enquanto as fraggseina contém

cerca de 5 residuos de serina, sendo mais hidrofébica do que asdragéemsseina.
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3.6 InteragOes entre micelas de caseina e outras moléculas

Micelas de caseina podem interagir com diferentes moléculas, commasatei
Soro, enzimas como a quimosina e polissacarideos.

Sabe-se h4 muito que diante de certas condigBes as micelas de casema pode
formar interacdes com proteinas do soro. O tratamento térmico aplioakhiteaa
temperaturas acima de cerca de 70 °C provoca alteracdes na esterumopriedades
funcionais das micelas de caseina. Este fenbmeno ocorre principalmeide ae
desnaturacdo das proteinas do s@riadtogloulina e a-lactoalbumina), que formam
complexos diretamente com a fragdoaseina, através de ligacdes covalentes dissulfeto
e interacdes hidrofébicas (ANEMAt al, 2003; VASBINDERet al, 2003). Desta
forma, a regido pilosa da caseina serd composta por k-caseina asaqmiatbinas do
soro desnaturadas. A formacgéo destes agregados é de grande importénpag goi
influenciar mudancas no ponto isoelétrico da proteina além da hidrofobiciidade
superficie da micelf GUYOMARC’H et al, 2007). A formacdo destes complexos
também afetam intimamente diversos processos de lacteos, como queijos HEMAR;
2002; MENARDet al, 2005), iogurte (GUYOMARGH et al, 2003; GUYOMARCH
et al, 2007), o armazenamento de leite UHT (CHAVANal, 2011) e elaboracédo de
ingredientes funcionais (PATEdt al, 2006).

A carragena e suas variagdes formam o segundo maior grupo dos polissacarideos
na industria de alimentos (PICULELL, 2006). A funcionalidade deste palisdao em
sistemas lacteos tem sido muito estudada ao longo de varios anos. Isto paque est
polissacarideo interage sinergicamente com proteinas do leite, erialespeelas de
caseina, para produzir viscosidade promover geleificacdo do meio. Estertsirea da
carragena depende de muitos fatores, como a concentracéo derarm@ tipo de
proteina, a temperatura, o pH e o ponto isoelétrico da proteina (DE VRIES, 2002).

Existem algumas teorias que buscam explicar as interacbes eméigena e
micelas de caseina. Apesar do fato de ambas as estruturas, cagagaseina,
possuirem carga liquida negativa, uma das teorias citadas com niénfria propde
que haja uma interacdo especifica entre os grupos sulfato, presenteagenaae uma
regido muito curta carregada positivamente situada entre os residuokl27da k-
caseina, localizada na superficie da micela (SNORENL, 1975; DALGLEISH,;
MORRIS, 1988).
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Estudos vém mostrando que a carragena interage com micelas de caseina.
Dalgleish e Morris (1988) utilizaram a técnica de micro-eletexfe para medir o
potencial zeta, que esta estreitamente relacionado com a densidadgadede micelas
de caseina. Seus resultados mostraram que a densidade de cargataddencaseina
torna-se mais negativa com concentracdes cada vez maiores das rras
carragena (K-A- e -carragena). Isto demonstra que as trés formas de carragena sao
adsorvidas por micelas de caseina.

Langendorff et al. (2000) demonstraram que abaixo das temperaturas de
transicdo das formas bonina-a-hélice, o diametro aparente de reeaseina medido
por DLS aumenta na presenga de k-carragena. Segundo 0s autosnestgamento
sugere que as micelas de caseina estédo interligadas com as relipoetaiseda k-
carragena dando origem a uma rede.

Outro estudo realizado sugere que a k-carragena adsorve na supkadicie
micelas de caseina. Abaixo da concentracdo de geleificacdoaiegena (< 0,03%) e
a temperatura de 25°C, o aumento do tamanho das micelas de cpseseata-se
linearmente relacionada com a concentracdo de k-carragenaesAtta observacoes
microestruturais foi possivel perceber uma superficie aberta e pibgosacelas de
caseina, o que poderia sugerir que um grande polimero como amanpade penetrar
a camada pilosa e adsorver na superficie das micelas de cEé&SBARGNUOLO,
DALGLEISHet al, 2005).

Um estudo demonstrou que a interacao entre k-carragena e miceteeta €
dependente da concentracdo de k-carragena, ou seja, em altas opiesnd@
polissacarideo, as interacfes entre ambas as moléculas sdo favorecstasneode
micelas de caseina ficam aprisionadas dentro da rede tridimensionadé pela k-
carragena. Este comportamento foi observado em concentracdes dagkreaariem
acima das concentracdes minimas de gelificacdo no leite (0,03HPDEECHet al,
2000).

Uma quantidade consideravel de pesquisas centrou-se na funcionalidade da
carragena em sistemas modelo a base de leite contendo caseinenananioelar
(LYNCH et al, 1994a, 1994b; LANGENDORFét al, 1999, 2000; SCHORSCEét al,
2000; PUVANENTHIRAN et al, 2003; TRCKOVA et al, 2004; LYNCH
MULVIHILL, 1996; ARLTOFT et al, 2007; Jlet al.,2008).
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No entanto, poucos trabalhos mostraram a interacdo entre carrageeanassist
de caseina nao micelares (KEO@tal, 1996; OAKENFULLet al, 1999; HEMARet
al., 2002; NONCet al, 2011).

Nono et al (2011) testaram a interacdo entre caseinato de sodio (CS) e K-
carragena (KC) presentes em solucdo com pH 7,0 e tambémseagaale ion sodio
(Na’) com o intuito de verificar a influéncia da forca idnica do meis. aDtores
observaram que houve interacdo e posterior agregacdo entre as molé@ame
todas as concentracfes testadas de KC. Além disso, a fracdo de CS presente nos
aglomerados aumenta linearmente com a concentracdo de KC. Codifigagédo da
forca ibnica pela adicdo de elevada concentracdo de idr(s B2 M)percebe-se uma
diminuicdo na formacédo de aglomerados de CS, provavelmente, deuida enaior
repulsé@o entre os sais. Em contrapartida, o decréscimo de pH do meio purnaove
diminuicdo da densidade de carga do CS, o que aumenta a repulsastééler
diminuindo a formagéo de aglomerados de CS. Desta forma, apesap devel
interacdo entre as duas moléculas a KC influencia na formagdostiers de CS, com
precipitacéo e posterior sedimentacao.

De Vrieset al. (2002) demonstraram que a for¢a de interagdo entre carragena e
caseina do leite é muito maior em comparagdo com as misturandmicteseinato e
proteina de soro de leite.

A fim de entender melhor a interacdo de carragena e compopesteisos na
forma ndo micelar, Hemagt al (2002) estudaram a interacdo de k-carragena com
derivados do leite como, leite em pd desnatado, concentrado proteietedes |
caseinato de sodio. Em todos estes ingredientes lacteos a caseina é pal princi
componente proteico. Apos a obtencéo do leite em p6 e do concentrado dapratei
estrutura micelar da caseina € mantida. No entanto, esta estuberaida apos o
processo de obtencdo do caseinato de sédio. Quando caseinato de sodio foi adicionado a
k-carragena, a viscosidade das misturas era aproximadamente a m@sma
viscosidade de k-carragena sozinha. Isto indica que, 0 caseinato de soOgiouisve
efeito sobre o comportamento de escoamento dos sistemas contendo k-Garragena
mostrando a baixa interacdo entre as duas estruturas.

Oakenfull et al (1999) estudaram o comportamento de géis formados por k-
carragena e caseinato de sodio pelas técnica de calorimé&rendial de varredura
(DSC) e reometria. A DSC mostrou que durante a gelificacdo o ctamptto térmico

da k-carragena quase néo foi influenciado pela presenca de caseinatood& stédi

23



resultados mostram que a interacaace®@rragena com caseinato de sodio tem pouco
ou nenhum efeito sobre a transicdo conformacional da carragena (bobina -a- hélice).

De acordo com Goff (2006), apesar de muitas pesquisas terem sido realizadas
neste ramo, 0 mecanismo de interacd0 eRrtearragena e caseina em sistemas
complexos de leite ainda ndo é totalmente compreendido.

A carragena foi descoberta em 1785 na cidade de Carragenagadri@nda,
onde algas marinhas eram utilizadas para aumentar a viscosidade dorisimido
pela populacdo. O Musgo irlandés, ou carragena, é um aditivo bastantelatiieza
industria de alimentos, devido a maneira peculiar com que este @teoag as
proteinas do leite (PRADELLA, 2006). Trata-se de uma mistura compexada por
no minimo cinco polimeros distintos, designados kagpdambda §), mu ), iota)

e nu §). Dentre estesj-carragena ex-carragena sdo de maior importancia nos
alimentos (VILLANUEVA; MONTANO, 2003).

A carragena possui elevada massa molecular r (200 a 4a9nid@?), variando
de 15 a 40% de éster de sulfato, sendo formada por unidades alternadas déoBegalac
e 3,6-anidro-galactose (3,6-AG) unidas por ligagdds3 ¢ B-1,4-glicosidica (Figura
10). Contém ainda alguns sais como, célcio, magnésio, potassio e esteresaldesulfat
calcio (SOUZA, 2006).

Fonte: Chaplin (2005).

Figura 10 —Estrutura molecular da carragena.

As estruturas das trés formas principais de carragena (Figura lépddpenas
no numero de grupos de sulfato por dissacarideo. Kappa possui um, iota dois e lambda
trés. lota e kappa-carragena sofrem uma mudanca conformacion&lingdo da
temperatura quando em solucdo aquosa passando da conformacédo desordenada para a
ordenada (helicoidal) (estado ordenado) (ROCHAS., 1980).
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Figura 11 — Principais tipos de carragenas e respectivas estruturas.

3.7 Métodos de determinacdo da interacdo entre caseina micelar e nastoge
turas de polidiacetileno

Existem diversas técnicas capazes de avaliar a interacdodlgeuhar entre
diferentes espécies quimicas. Em relagdo as interagbes que resultBiansigio
colorimétrica de nanoestruturas de PDA, a espectrofotometriavedsUvem sendo
bastante utilizada para o céalculo do parametro de resposta cal@aniRiC). A Figura
12 ilustra o espectrofotdmetro de UV-vis.

A fim de avaliar o potencial de reversibilidade colorimétrid® um novo
biossensor formado por PDA e fenilacetamida, Caeral (2011) determinaram a
resposta colorimétrica desta solucdo em diferentes temperaturas. Segaudores, a
30 °C o biossensor apresentava coloracao purpura, com absorvancia a 625 nm. Com o
aguecimento até 70 °C a resposta colorimétrica sofreu um gradual aumesea,
ocorreu transi¢cdo colorimétrica de roxo para vermelho com o aumetgengaratura.
No entanto, quando a solucéo foi resfriada, voltando a 30 °C a cor purpureuet

acompanhada de um valor decrescente da RC (%).
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(b)

Figura 12 — O espectrémetro de UV-vishimadzu UV-255pé ilustrado na Figua “a”.
A Figura “b” ilustra a cubeta que ira conter a solucédo a ser analisada.

Em estudo realizado por ®t1al. (2004), foi utilizada a técnica de determinacao
de RC para avaliar o efeito de moléculas anfifilicas (etahgbentanol) em vesiculas
de PDA. Os autores observaram que a resposta colorimétrica foi pasdovesiculas
adicionadas de 1-pentanol em funcdo da sua maior hidrofobicidade edopsr
etanol.

Wang et al. (2005) desenvolveram uma vesicula de PDA com o objetivo de
detectar, por métodos colorimétricos, oligossacarideos presentes no treiés Ale
técnicas espectrofotométricas, constatou-se que apos a polimerizasiouéa de PDA
apresentou pico maximo de absorcdo a 640 nm e coloracdo intensamentesazul. O
autores avaliaram a RC (%) apresentada pela vesicula ap6s adediuj@mssacarideos
numa faixa de concentracéo entre 20 nM @®D Os autores observaram que ap0S a
adicdo de oligossacarideos a concentracdo deMR(R temperatura ambiente e sob
agitacéo a solucédo vira de azul para vermelho. Desta forma, os agtockeem que o
método descrito é simples, rapido e adequado para deteccdo colorintgrica
oligossacarideos.

A RC (Equacédo 1) € uma medida semi-quantitativa proposta por Cletrgth
(1993) para determinar a porcentagem de moléculas de PDA que passacdonat@o

azul para a coloracao vermelha.

Ablue b Ablue a
Ablue + Ared Ablue + Ared
x 100

Ablue b
Ablue+ Ared
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Na Equacao 1, A é a absorvancia dos componentes das cores azul (~ 650 nm) e
vermelho (~ 540 nm), obtidos por espectroscopia de UV-visivel. Os téamal e
“vermelhd estdo relacionados a aparéncia material, e os inthtes“a’ representam
as absorbancias antes e depois da exposicdo da amostra a estimulos dg solvente
respectivamente.

Embora seja um parametro importante para a quantificacdo da extEnsao
transicdo colorimétrica da nanoestrutura polidiacetilénica, a obtetgd®C nao
fornece parametros termodinamicos relacionados a interacdo intewlaplentre a
molécula alvo e o PDA. A determinagdo destes parametros é impogard O
conhecimento da energia envolvida nas interacbes, bem como para rebgida
diferentes forcas motrizes que levam a transi¢cao colorimétricaliis. Pesta forma,

a utilizacdo de técnicas sensiveis e especificas para a detg&ionde parametros de
interacdo intermolecular é estratégica para o desemaito eficiente de nanossensores
baseados em PDA, além de contribuir para o avango cientifico na Begdre estas
técnicas, podem-se citar: a espectroscopia de fluorescéncia, assedelideinéticas e

a microcalorimetria de titulacéo isotérmica.

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia baseia-se na excitagamdmr
uma radiagdo luminosa, estimulando a resposta da autofluorescéncia dos omofor
endogenos presentes no local, permitindo ndo apenas a caracterizacaancoém &
quantificacdo desses cromoforos. Sao considerados croméforos todas as moléculas que
absorvem luz, e reemitem luz em frequéncia diferente. O triptofaesemie em
diversas proteinas, como a caseina, é um tipico exemplo de croméforo
(RAMANUJAM, 2000; NICOLA et al., 2007). A Figura 13 ilustra o espectrofluo-
rimetro utilizado neste tipo de andlise.

Por meio de interpretacdes dos niveis de energia, é possivel obteragifiesm
detalhadas a respeito das estruturas das moléculas que originam o0s espectros. A
fluorescéncia é produzida quando as espécies excitadas regressam ao estado
fundamental.

Diversas proteinas possuem a capacidade de emitir determinada @noi@sc
esta caracteristica esta intimamente associada a presergr@odeaminoacidos como,
triptofano, tirosina e fenilalanina. Os residuos de triptofano sé&o a fontmahte de
absorcédo de UV em proteinas. Além disso, a emissédo de fluorescéngmofiend e
altamente influenciada pela composicdo de seu ambiente local. Heteé fa

frequentemente utilizado como indicador de mudangas conformacionais da estrutura
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(a) ®

Figura 13 - O espectrofluorimetro (Agilent Technologies) € ilustrado narkitw’; e a
Figura “b” ilustra a cubeta de quartzo que ira conter a solucao.

protéica, uma vez que 0 maximo de emissdo proveniente de proteinasaeder de
residuos de triptofano voltados para a fase aquosa (LAKOWIZ, 1999). Ndasdee
caseina, o triptofano carboxiterminal localizado na posicdo 198sdeaseina €
responséavel por 30% da fluorescéncia emitida, enquanto o residuo triptofano &a posic
164 contribui em 70% para o efeito (OSTOA-SALOMA, 1990). De acordo coyerR
(1995), as propriedades de fluorescéncia dos residuos de aminoacidos tendem a variar
diante de processos de desnaturacéo proteica. No entanto, ndo € possivebmeeer ¢
mudanca estrutural pode mudar a intensidade de fluorescéncia. Alguneasasrato
desnaturarem podem apresentar um aumento ou diminui¢do da intensidadssde emi
de fluorescéncia. Por exemplo, as proteinas do grupo heme exibem, normalmente, um
aumento na intensidade de fluorescéncia ao sofrerem desnaturacao. Istdexcdoré
perda do grupo heme, que desativa a emisséo do triptofano em seu estado nativo. Desta
forma, a energia média de emissdes proveniente de residuos de trigifainoente
muda para o vermelho com desnaturacdo devido a sua exposi¢cdo ao solvente. Em seu
estado nativo os residuos de triptofano apresentam um espectro com um maximo de
340 nm. No entanto, quando se encontra huma estrutura proteica desnaturada adquire
um espectro maximo de 355 nm.

Estudo desenvolvido por Yazdi e Corredig (2011) utilizaram a espectroscopia de
fluorescéncia com o objetivo de estudar detalhadamente as interagéesisntmina e
caseina no leite. Neste trabalho, os autores testaram a hipotese de prratteas

elevadas induzem a interacdo de proteinas do soro desnaturadas com aesdperfic
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micela de caseina, o que afetaria sua ligacdo com a curc(motécula hidrofdbica).

Os autores observaram que a intensidade de fluorescéncia da curaumérda apos o
aquecimento do leite (80 °C por 10 minutos). Este fenbmeno demostra queagaimrm

de complexos entre caseina e proteinas do soro, apdés 0 aquecimento, aumenta a
capacidade de interacdo entre curcumina e micelas de caseimaaitsteapacidade de
interacdo pode ser atribuida & desnaturacdo das proteinas do soro, que ao se
desdobrarem expde seus grupamentos hidrofébicos proporcionando melhor interacao
entre caseina e curcumina.

Outra técnica muito importante na avaliacdo das interacOemoiezulares € a
determinacdo do potencial zeta. Trata-se de uma propriedade e@tcacinterfacial
aplicada no estudo de grande numero de fenbmenos naturais, tais como ad®nética
eletrodo, eletrocatalise, corrosao, adsorcao, crescimento de cristais, estalnloiddé c
e caracteristicas de fluxo de suspensfes coloidais e solu¢des de eletrélites de
meios porosos e microcanais. O potencial zeta é um parametro chatermandgeao
da energia de interacdo entre as particulas e consequentemestabibdade dos
sistemas de suspensao coloidais (HUNTER, 1981).

De acordo com Morrison e Ross (2002), o potencial zeta descreve a magnitude
da carga presente em particulas coloidais indicando assim a estabilida#gs de
sistemas. As particulas com um elevado potencial zeta possuem elewaddalasde,
uma vez que a sua carga inibe a coalescéncia e melhora a estabilidade.

O potencial zeta € o potencial eletrostatico gerado pela corg@ntia ions na
regido superficial da particula. Este pardmetro pode ser aplicadeteraninacdo da
carga de superficie de particulas como nanoparticulas, proteinas, lipossuineas, e
outros. A superficie da particula esta organizada numa dupla cantaida,etémposta
pela regido interna, conhecida por camada de Stern (onde os ions dside e
ligados a superficie) e a regido externa ou camada difusa (onde estam$igados a
superficie de um modo mais fraco). Dentro da camada difusa existeamtesra onde
ions e particulas formam uma entidade estavel, denominada de planontiediza
potencial existente nesta fronteira € designado de potencial zetailgsima a Equacao
5. O potencial zeta se reduz a partir da superficie da partécal@torna zero onde a
concentracdo de cargas elétricas € igual. O potencial zeta aumenlidz aqoe diminui
a distancia em relacao a superficie da particula, e a suagesucénsegue pelo ajuste

do pH proximo do ponto isoelétrico, onde a carga primaria € zero naquoiouse
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portanto a dupla camada para produzir esse potencial, podendo ser reduzigo també
com adi¢céo de ions ou coloides de carga oposta ao sistema coloidal (NENO, 1982).

Ug. 2¢ f (kR) (5)
K}

em que g é a mobilidade eletroforéticae n sdo a constante dielétrica e/gcosidade
do solvente, respectivamente, { € 0 potencial zeta edR) a funcdo de Henry. Dois
valores sdo normalmente usados como aproximacdes pdrq e o calculo do
potencial zeta for efetuado para sistemas aquosos, adokdr$e igual a 1,5 referindo-
se a aproximacado de Smoluchowski, se, no entanto, for efetuado paraasisiEm
aquosos, KR) é igual a 1,0 e refere-se a aproximacao de Huckel (D@KFIN et al,
2008).

O potencial zeta geralmente € mensurado em equipamentos sofisticgdos (Fi
14). Assim, é aplicado um campo elétrico que interage com as pariiamtagadas
fazendo com estas sejam atraidas para o eletrodo de carga opostacidadgel da
particula mediante o campo eléctrico refere-se a mobilidat®fetética. Assim, o
potencial zeta relaciona-se com a mobilidade eletroforética quplacdo de Henry
(equacao 5).

(@ (6)

Figura 14 —(a) llustracdo do equipamento Zetasizer nano ZS90 (MalvEm detalhes,
a direita da foto esta a cubeta (b) que ir4 conter a solugdo com particul
carregadas.

Pesquisas envolvendo potencial zeta e produtos lacteos tem sido realizanlas com
indicador de carga elétrica dos globulos de gordura (WADE; BEATTIE, 1997;
MICHALSKI et al, 2002) e também de micelas de caseina e demais particulas

30



presentes no meio (ANEMA; KLOSTERMEYER, 1996; FAMELARI al, 2003;
PHILIPPEet al, 2005).

Relatos de potencial zeta de micelas de caseina em pH natueated(b,7)
variam entre -8 mV, determinado por Schmidt e Poll (1986), a -22 mV, segundo
Philippe et al. (2005). Neste caso, as técnicas de medi¢cdo e condi¢cdes ambientais
influenciam significativamente os resultados.

A fim de avaliar o mecanismo de estabilidade promovido por moléculas de
pectina adicionada as bebidas lacticas fermentadas, Segtrakii2006) avaliaram o
potencial zeta da interacdo entre moléculas de pectina eaase$sentes no meio. Os
autores observaram uma alteracdo no potencial zeta, de positivo paga uelpativos,
com adicdo de pectina, sendo este fenbmeno resultado da eletroadsorcadmala pec
micela de caseina. O potencial zeta dos agregados de caseinaséonanla vez mais
negativos, com o aumento da concentracéo de pectina, o que indica que peatmde
foi adsorvido. O tratamento térmico da bebida lactea com pectinaraxtla resultou
em uma diminuicdo numérica no potencial zeta, provavelmente devido a @essorc
parcial e/ou rearranjo de pectina, o que poderia explicar o aumemstalailidade
observada da bebida lactea tratada termicamente.

De todas as técnicas disponiveis para avaliar ligagbes entre molétulas,
microcalorimetria de titulacdo isotérmica é a Unica capazanddir diretamente a
constante de ligacad), variacdo da entalpiaA) e estequiometriada interacédo entre
duas ou mais moléculas presentes sistema.

E necessério entender o significado de algumas variaveis termocisapara
conseguir interpretar os dados de calorimetria. A variavel medidameaéle ITC é a
energia na forma de cal@, liberada ou absorvida em algum processo fisjaomico

que ocorre no sistem@.pode ser relacionado com a variavel entatp{&quacéo 6).
H=U+PV (6)
em quel é a energia intern@;a pressao; ¥ o volume do sistema.

Em um processo a volume constante pode-se derivar ambos os lados da equacgéo

6 para se obter a equacéo 7.

AH = AU + P. AV (7)
em queP AV é o trabalho realizado pelo sistema ou sobre o siséa (
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A termodinamica nos diz que a variacdo da energia interna é iguahtédqda
de calor que entra ou sai do sistema menos, o trabalho realizado pelo sistbee 0

sistema (Equacéo 8).

AU=Q-W (8)

Substituindo a equacdo 8 na equacao 7 obtém-se a relacdo da entalpia coma

energia na forma de calor liberada ou absorvida pelo sistema (Equacéo 9).
AH=Q 9)

Com a interacdo entre a molécula alvo, como por exemplo, a micetsei®a,
as cadeias de PDA podem sofrer alteracbes conformacionais, ocoaieddoum
rearranjo das moléculas do solvente que circundam o sitio de ligacdo. €ttado
destes fenbmenos termodindmicos ha liberagcdo ou absor¢do de energia ndeforma
calor. O sistema de microcalorimetria isotérmica (ITC) pazade quantificar esta
energia proporcionando uma completa descricdo da termodinamica dedmtera
estequiometria da ligacdo e a constante de associacao. Além dissesatéliiC sédo
rapidas e muito precisas, ndo destrutivas e compativeis com substratos dssogi
sintéticos (adaptado de JEAN-PIERRBIAL, 2006).

O equipamento de ITC (Figura 13) consiste de duas células de 1,8 mdeuma
amostra e a outra de referéncia. Elas sdo construidas com uma fdré@ pafigura
13 ilustra ambas as células e o equipamento como um todo. Na célutsteaaé
titulada uma solucdo ou suspensédo que fica numa seringa com precisaplde 0,5
enquanto na célula de referéncia ndo sera titulado nada. Um tipico dagpasso é
responsavel pelas injecdes da seringa podendo ser controlado por um software. U
agitador roda no interior da célula de amostra a 300 rpm. servindo pargermizar a
amostra. O fluxo de energia na forma de calor é detectado por stemai de
termopilhas que tem uma precisdo d& 10 Antes de comecar as medidas abaixam-se
as torres e é necessario esperar um determinado tempo para quiesaecgtem em
equilibrio térmico com um banho que fica localizado no interior do oatrd. Espera-
se um tempo até formar uma linha base que é simplesmente quando a poténcia dissipada
no calorimetro € constante da ordem de alguns microwatts e o desvivalesgeda
ordem de décimos de microwatts (HOLDGATE, 2001).
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(@) (b)

Figura 13 —llustracdo do equipamento de ITC. Em detalhes,a direita da foto (b) esta o
sistema de injecdo e o motor de agitacdo, além das célulasodéraae
referéncia. A foto da direita mostra em detalhes a seringa, o metor
agitacao e as duas células de amostra e referéncia.
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Interaction between micellar casein and nanoblendsf
polydiacetylene and triblock copolymer

Abstract: Nanoblends of polydiacetylene (PDA) and triblock (TC) copolymer were
synthesized in order to detect micelle casein (MC). The UV-vidrefec spectrum
shows that the MC was able to induce blue-to-red transition in nanoblends, htdveever
maximum colorimetric response (CR) achieved 90%. MC diameter tbta 140 nm)

and zeta potential (from -28 t620 mV) enhanced with the addition of MC showing
that nanoblend-MC interaction occurred mainly at the surface of botiiusts. When
nanoblend and MC were separated by dialysis membrane the CR wasthbrgsmie,
while the MC was dialyzed before addition to nanoblend suspension there was a
strongly reduction in CR. These results point to that small moleculesnpieso MC,
such calcium phosphate, were responsible to change PDA color. Microcalarimetri
analysis found the enthalpy variation of interactia,) between nanoblends and
MC. It was verified an abrupt increaseApH (= +160 kJ.mot), which coincided with

MC concentration where colorimetric transition was detected. Thectefif the
hydrophobic/hydrophilic balance of TC (L64 and F68) in colorimetragpoase were
also evaluated, showing that the kind of TC affect the colorimetgpanse of both
nanoblends. The presence of molecules that interact with MC, such asdeeasma (k-
CAR), also influenced colorimetric transition of nanoblends. We observed dioeduc

in the colorimetric response of around 20% compared to pure PDA/L64 nanoblends. It
was concluded that MC salts interacted with nanoblends and cause color dhange.
addition many factors can affect sensors’ response such as MC concentration, salt
release from MC, hydrophobic/hydrophilic balance of TC that formiagoblend and

the presence of other molecules in the sensor system. These rasuttsntribute to
future application of PDATC nanoblend sensors to dairy models.

1 Introduction

Microbial growth in milk and dairy products leads to shelf-life redurctand
increases the risk of foodborne diseases (Cavallo et al., 2014). In additiors also
susceptible to contamination by chemicals such as Aflatoxi{Dvarte et al., 2013;
Bilandzic et al., 2014), pesticides (Deti et al., 2014), heavy metabkir(iR 2013),
antibiotics (Trevisi et al., 2014), and other compounds (Tato et al., 2011; Fetrains
2012).
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Milk and dairy products are widely consumed as part of the human diet,
particularly by children, and because of the risk of microbiologioatamination, it is
possible that toxic elements are present in the final products (Sutetoalc 2014).

Over the last decades, the dairy industry has been trying to ipndik and dairy

safety by implementing new control technologies. Until now, setechhiques such as
chromatography, spectroscopy, electrophoresis, polymerase chain redG&), (
among others, have been successfully used to determine milk and déisy Qespite

the accuracy and robustness of these techniques, some of them require expensive
instruments and/or are time consuming (Villar et al., 2012; Sadeghi arehafein,

2013).

Nowadays, there is special interest in developing simple, low-cost, rapid,
reliable, non-invasive and non-destructive devices that are able limievaeal-time
milk and dairy quality (Pires et al., 2010a; Kuswandi et al., 2012; @astHl., 2014).
Thus, different kinds of sensors for milk and dairy products have been stivtiigdr(
et al.,, 2001; Haugen et al.,, 2006; Villar et al.,, 2012; Beltran gt 2414).
Polydiacetylene (PDA) shows large potential to be used as cotddraensor devices
due to facile processibility and easily detectable color transiBonghan et al., 2014).
PDA molecules feature alternated double and triple bonds along their baskbode
optical absorption occurs by m — m transitions. Generally, unperturbed PDA
nanoaggregates exhibit a deep blue color (absorbance at ~640 nm), amatadralor
transition to red (absorbance at ~540 nm) occurs as a result of vamotenmental
stimuli, such as light, heat, solvents and different biological molecules (Li et al., 2012).

Diacetylene monomers can self-assemble into different aggregates, such a
micelles, vesicles, nanotubes, lamellar structures, films and nanocompogite9(s;
Delbecq and Kawai, 2013). The various types of structure in solutions, and their
stability, depend mainly on the PDA-PDA local interactions, as vgetirainteractions
between PDA and different molecules (Pattanatornchai et al., 2013).

PDA vesicles have been intensively used to detect different tamgetures;
however, vesicles show some limitations due to low stability to aggoegaind
polymerization (Lee; Seo and Kim, 2012); besides, for some conditions and ras)ecul
colorimetric transitions are limited, hindering visual detection abrcchange. To
overcome these disadvantages, new PDA nanostructures can be designed. Previous

studies carried out by our group have shown that nanoblends formed by PDA and
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triblock copolymers (TC) can be more stable and sensitive to color imartsian PDA
vesicles (Castrillon, 2013; Ortega, 2012).

The biggest difficult to use PDA as sensors to milk and dairy products is due to
the complexity of the matrices. Endogenous molecules, such as proteins,ecact int
with PDA leading to false positive results. Hence, investigation on theadtitns
between PDA and milk biomolecules is essential to develop efficient PDA sensors.

Casein (CN) is the main protein of cow milk, accounting for approxin&0%
of all milk proteins, and has an important nutritional and technologicalimahilk and
dairy products. CN is formed by fthirent fractions (as1, asp, p and k-CN) and salts
(calcium phosphate, mainly) that are self-assembled as nanoagreggatesakrzasein
micelles, whose diameters vary between 50 and 300 nm (Choi et al., R4 kpown
that CN micelles interact with different macromolecules, suath@ssan (Ausar et al.,
2001), pectin (Cucheval et al., 2009), carrageen (Wang et al., 2014), and triblock
copolymers (Kessler et al., 2014), among others.

In this context, we propose to investigate the interactions betweenlamnicel
casein (MC) and nanoblends of PDA and TC, in the presence or absenceptdrrec
molecules such as k-carrageenan. The determination of interactiametars is
important to establish the base to develop an efficient nanosensomugeden food
products that contain casein. To achieve this, the colorimetric responseoblemals
was evaluated in the presence of different concentrations of MCzetagotential, the
size of the clusters and the energy associated with the interacht@ with PDA were

also determined by microcalorimetric and fluorescence measurements.

2 Materials and methods

2.1. Materials

Micellar casein (70 % w/w of purity) was obtained by ultrafilblat and was
kindly provided by the Reference Center of Membrane Technique Apmi€ahiry
Industry (Brazil). All reagents were of analytical grade aretemused as received
without further purification. 10,12-pentacosadiynoic acid (PCDA, 97% w/w§ wa
purchased from Fluka (USA). Poly(ethylene oxide)-poly(propylene dejxi
poly(ethylene oxide), L64 and F68, were used as triblock copolymers, nvakieaage
molar mass (M) of 2900 and 8400 g.md| respectively. These copolymers have the
following nominal compositions: L64 = (EQJPOko(EO)s, and F68 =
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(EO)o(POXo(EO)so. Both copolymers were acquired from Aldrich (USA). k-
Carrageenan was purchased from Sigma (USA) and sodium azidessdhsouavoid
casein spoilage and was provided by Vetec (Brazil). Millipore wWat8A) was used in

all experiments (R 18.2 MQ.cm).
2.2 Nanoblend production

Nanoblends of PDA and L64 or F68 were prepared by dissolving TC in atter,
concentrations of 0.1; 1.0 and 2.0 % (w/w). PCDA (1 mM) was dissolved in the
copolymer solution. The resulting solution was solubilized using an ultrasound Sonics
Vibra/cell with amplitude of 70% for 10 minutes until obtaining a rckdution, which
was then filtered out through a 0.4bx PVDF filter (Millipore). The system was kept at
4 °C overnight to orientate PCDA monomers and promote the polymenizatction.
Photopolymerization was carried out by exposure to UV radiation (254amr) fmin,
generating blue PCDA/TC nanoblends.

To evaluate the effect of different receptor molecules, nanoblendsrengtit
carrageenan (0,3%) were also prepared. The receptors were aduedhdial stage in
the copolymer solution before addition of PCDA.

2.3 Colorimetric Response (CR)

To investigate the interaction between micellar casein (MC) and/RD
nanoblends, MC and their fractions (ass, B, k-casein and GMP) suspensions (0.5 % w/w)
were added to the nanoblends suspensions so as to obtain mixtures with different
concentrations until 2.76 x TOumol.L*. The mixtures were stirred for 30 s, and
maintained at 25 °C for 12 h to achieve color change equilibrium. Aftetithe the
mixture is centrifuged (5000 rpm) to reduce the turbidity of the mediura.spectra
were obtained between 350 and 900 nm (Shimadzu UV-2550) at 25 °C. To qunntify t
extension of blue-to-red transition, the CR (%) was calculated wjtiation 1. CR is a
semi-quantitative parameter that represents the percentage ofniRilekules that

undergo blue-to-red transitions (Charych et al., 1993).
( A650 j _( As40 ]
Ae50tAsa0), \Ass0t Asao)/y

[ Ag50 J
Ags0t Asao )y,
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whereéA is the absorbance of blue (A ~ 650 nm) and red components (A ~ 540 nm)
obtained by UWis spectroscopy. The terms “blue” and “red” are related to material
appearance, and the indices “b” and “a” represent the absorbances before and after
micellar casein exposure, respectively.

To verify the contributions of casein micelle, casein fractions altsl fsand in
the micelle to the colorimetric transition of nanoblends, the CR impet was
repeated using a dialysis system. In a first experiment, 3 mL of[EH3Aranoblends
were added to a dialysis bag which was allowed to interact vitmB of MC
suspension at the same previously used concentrations. The systems weraedahtali
25 °C for 12 h, after which the nanoblends were collected from the didlggiand the
CR was determined. In a second experiment, the CR was determineddiadyzgd
micellar casein, which was maintained at 25 °C and was washedfatadye week.
This step was necessary to ensure that casein micelle and fractienkept inside the
dialysis membrane. For both dialysis experiments we used dialysis bagsa with

molecular weight cut-off of 3.5 kDa.

2.4 Light scattering and electrokinetic measurements

The size and zeta potential of nanostructures were measured witlhsizee
nano ZS90 (Malvern), at 25 °C. The parameters were determined fdtamaasein
suspension before and after dialysis experiments, and for PDA/L64 nanoblendstadded a
different concentrations of micellar casein. The mixtures weredgtfor 30 s, and
maintained at 25 °C for 12 h to achieve color change equilibrium. . Eachiregper

was repeated 3 times and each result was the average of 10 measurements.

2.5 Microcalorimetric experiments

The energetic analyses were performed on an isothermal iotitrat
microcalorimeter (IkC) model CSC 4200 (Calorimeter Science Corporation),
controlled by ITCRun software. The microreaction system was athlgma a titration
mode with a 1.8-mL stainless steel vessel (sample and referencejniognBDA/TC
nanoblends, which were maintained under constant stirring at 300 rpm. Whmalther
equilibrium between the vessel and the heat sink was reached, dldguots of the

micellar casein solution were titrated with a Hamilton miteolsyringe at 3600-s
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intervals. All calorimetric measurements were performed in ¢apd, and the
calculated relative standard deviation in the interaction enthafsyon the order of
0.5%.

2.6 Fluorescence experiments

Fluorescence spectra were recorded on a CaryEclipse Fluorescence
Spectrometer (Agilent), using a 1-cm path length quartz cuveitpu@i$ of nanoblends
were added to the micellar casein solution, and the fluorescence ensigsaira were
recorded between 310 and 500 nm at the excitation wavelength of 295 nm,isvhich

specific for the excitation of tryptophan residues.

3 Results And discussion

To apply PDA/L64 nanoblends as nanosensors in dairy products, it is essential to
understand the interactions between these nanoblends and casein micelles, which are the
main protein components in milk. Figure 1 shows the electronic spectraAtLeD

nanoblends in the blue and red forms.
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Figure 1 — UV-vis spectra of PDA/L64 nanoblends: (a) in the absence (blue fordh) a
(b) in the presence (red form) of micellar casein.

It is possible to observe that nanoblends, in the absence of micellam, casei
presented an intense blue color with maximum absorption at 640 nm and a vibronic

shoulder at 590 nm. The main information that this spectrum gives is tharteence
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of L64 triblock copolymers did not avoid the polymerization step of dicamityl
monomers. In addition, when compared with UV-vis absorption data obtained in the
literature for PDA vesicles at the same concentrations (Piads 2010b; Anekthirakun

et al., 2013), it was observed that the yield of polymerization of tflaoéec monomers

was higher within the nanoblend templates than within the vesicle agggeBatsibly

this higher efficiency in the process of polymerization of the P@homers when
mixed with the copolymer L64 is caused by better packing and orientdttbe PCDA
monomers because increasing hydrophobic regions in the system allowsavooable
PCDA monomers interactions (CASTRILLON, 2013).

On the other hand, in the presence of casein (2.76’xut01.L™"), changes were
verified on electronic and vibronic bands, from 650 and 590 nm to 540 and 490 nm,
respectively. The PDA/L64 colorimetric transition induced by méceltasein
demonstrated a specific interaction between both nanostructures. Totlengktent
of nanoblend-casein interactions, one can determine the colorimejpanse (CR) of
the PDA/L64 nanoblend in the presence of casein. The CR of PDA/L64 1.0%) (m

nanoblend as a function of the MC concentration, at 25 °C is presented in Figure 2.

10 +————F——F———7——7———
80 | .

60 E .

40 .

CR (%)

20 -

0 ] -

T T T T T T T T T T T T
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020 0.0025 0.0030

Micellar casein (umol.I")

Figure 2 —Colorimetric response (CR, %) of nanoblends formed by PDA (1 mM) and
L64 1.0 % (w/w) as a function of micellar casein concentration.

We can see that the increasing concentration of casein micelie gsdalmost
linear enhance in the CR up to 3.0 x*3@nol.L™* of MC, which ensured 90 % of CR.

In these thermodynamic conditions, it was not possible to achieve 100 R, airCe
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approximately 10 % of the PDA molecules remained at the blue coatiorm This
results is probably due to the ion saturation in the binding sites of the PDA.

Aiming to verify the effect of nanoblends composition on the colorimetr
transition, the L64 concentration was changed from 1.0 % to 0.1 and 2.0 % (w/w
Figure 3 illustrates the CR curves for nanoblends containing differenectrations of
L64.
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Figure 3 — Colorimetric response (CR, %) of PDA/L64 nanoblends at different L64
concentrations (w/w): o) 0.1 %, (m) 1.0 % and &) 2.0 %, as a function
of micellar casein concentration.

For low concentration of L64 (0.1 %) the colorimetric transition ofatdends
was reduced. For nanoblends containing 1.0 and 2.0 % the same amount of M@ result
in CR up to 2.2 times higher than that obtained with 0.1 % of L64. Theatniticelle
concentration (c.m.c.) of L64 in water at 25 °C is around 0.35 % (v@aj)gse et al.
2010). This indicates that self-assembly of triblock copolymers as nsicalgributed
to induce colorimetric transition. It is possible that polydiacetytdrans are dissolved
in the copolymers’ hydrophobic regions, and then at 0.1 %, there are only L64
macromolecules dispersed in the solution with few hydrophobic regions. Orh#re ot
hand, when L64 micelles are formed, it is possible that PDA molecdetissolved in
the micelle hydrophobic core, where they are more packed withrhegieegy content
due to electrostatic repulsions of identical headgroups. Thereforer fom@unts of
target molecules (MC, in this case) are sufficient to disturb pagtienic

conformations and change the color from blue to red. However, a highéenofiirC
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micelles did not seem to influence the CR; therefore, it waslei@dio continue the
experiments with nanoblends formed by PDA and L64 at 1.0 % (w/w).

Light scattering and electrokinetic measurements have shown that nanoblends
and MC molecules have average hydrodynamic diameters and zeta fotie to
52 nm and - 32,4 mV, and 212 nm and - 21,0 mV, respectively.

In order to determine the effect of nanoblend-MC interactions omsttheture
and surface of nanoblends, the size and zeta potential were measuhedH&YA/L64
nanoblends, and the pH of the systems was monitored during the colorinaetsidon.
Figure 4 shows the variations in size, zeta potential and pH as aofuraftiMC

concentration in the nanoblends.
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Figure 4 — Variation of diameterd), zeta potential (m) and pH (A) of PDA/L64 1.0 %
(w/w) nanoblends as a function of micellar casein concentration.

Upon MC addition, the pH of the system decreased, indicating that the
nanoblend-MC interaction promoted ionization from acid surface groups predést
nanoblends and MC aggregates. This hydrogen release probably occurred ito order
promote hydrogen bonding between the nanoblends and MC molecules. Intgrestingl
there was no decrease in zeta potential to more negative valueg the&iionization
process, which corroborates the hypothesis of surface neutralization caused giydro
bonding formation. In addition, the MC-nanoblend interactions caused an inanease i
the nanoblend size, which is an evidence of coalescence of PDA/L64 nanoblessss. T
results point out that nanoblend-MC interactions occurred mainly at tleeswf both

structures.
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Casein micelles do not contain only casein fractions. MC is a very comple
nanocomposite formed by asi-casein, osrcasein, B-caseink-casein and nanoclusters of
calcium phosphate. Approximately 6 % of the MC dry basis is composeshltsy
comprising which is commonly known as colloidal calcium phosphate (CCP)
(Phadungath, 2005). CCP nanoclusters are formed mainly by calcium phosphate, but
citrates, Mg and Zn can also be present, and are essential to casdie stability
(Walstra et al., 2003). Choi et al. (2011) reported that the moleadmht of CCP
nanoclusters is around 7 kDa, and their size is close to 3 nm. It is veoytamt to
elucidate if one of these components is exclusively or predominantlyainefonce that
drives the colorimetric transition of nanoblends.

To verify if fractions of casein were responsible to change the nambbtdor,

the CR of PDA/L64 nanoblerdvas evaluated after addition of asj-casein, B-casein, k-
casein or glucomacropeptide (GMP), ensuring that there was no bleé-tansition.
In order to determine the role of calcium phosphate on the colommatenge of
nanoblends, two experiments were carried out using dialysis: firstatieblends and
the micellar casein were separated using a dialysis membraneathierm phosphate
depleted-MC was used.

The nanoblend and the MC suspension separated by the membrane showed
similar CR behavior to that observed with the direct addition of MC suspermsibe t
PDA/L64 nanoblend system (Figure 5), indicating that only small mi@edhat are
capable of crossing the membrane pores (molecular weight cufo#.5 kDa)
promoted blue-to-red transition in the nanosensors.

To produce MC without calcium phosphate, the dialysis of MC dispersion was
carried out during 7 days. Curiously, after 5 days of dialysis, the CR \aagcdily
reduced to around 20 %, and after 7 days the calcium phosphate depletedssMGt wa
able to induce colorimetric transition on the PDA/L64 nanoblends (Figuréh@se
results indicate that dissolved calcium phosphate is the main cause oédbicieanges
observed in the nanosensor, since neither casein fractions nor CCP narsowlaster
able to cross the dialysis membrane pore.

The effect of dialysis on the MC size and zeta potential was alsstigated,
and the results are shown in Figure 7.
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Figure 5 —Colorimetric response (CR, %) of PDA/L64 nanoblends: MC added
directly into PDA/L64 nanoblends, and)(MC separated from PDA/L64
nanoblends by dialysis membrane.
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Figure 6 — Colorimetric response (CR, %) of PDA/L64 nanoblends as a function of
micellar casein (MC) concentratiom)(MC without dialysis, and after{
2 days, @) 5 days and (A) 7 days of dialysis.
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Figure 7 — Variation in the hydrodynamic diameter)(and zeta potential (m) of micellar
casein during 7 days of dialysis, with removal of salts from the micelle core.

It was observed that up to the third day of dialysis, the MC size dichaoge
much, but increased abruptly at the fourth day and decreasedylifmear the fifth day
of dialysis. The zeta potential increased linearly up to the thirdd#syeasing slightly
until the fifth and then abruptly at the seventh day. We propose tbeifag model to
explain the behavior of the size and zeta potential curves. At the begiohithe
dialysis process (4 days), calcium phosphate (CP) released from theoMCby
diffusion is concentrated on the electrical double layer, which redineesharge
asymmetry and consequently the zeta potential, from -18 to -12 m¥.ré&duction in
zeta potential leads to the aggregation of micelles, which can b&egudiy the
expressive increase in particle size (up to 842.1 nm). By the fiftolasashing out,
the CP was almost completely removed from the MC dispersion, andaigéidharges
were re-established, causing the collapse of MC aggregates, asiveyitiee behavior
of the zeta potential and size, almost returning to the original values.

If complexes are formed at fundamental states, the fluorescetegsity is
quenched, enabling to follow intermolecular interactions by determirtimg
fluorescence dependence on the quencher concentration. The fluoriexgeitments
also corroborated the proposal that CP is the cause of blue-to-resitidra of
nanoblends, since there was no change on the casein fluorescence spectrom due t
PDA/L64 nanoblend-casein micelle interactions, indicating that sma#cules such as
salts and not tryptophan-rich molecules, such as casein fractions, wesetingewith

the nanoblends.
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Microcalorimetric assays were also conducted to elucidate the eimexgyed
in the MC-nanoblend interactions and in the nanoblend colorimetric toarssitaused
by MC. Since it was verified that blue-to-red transitions of nanoblends eeised by
small molecules, such as salts, found within the casein micelle, the enthaipy data
were calculated based on the amount of calcium phosphate inside the MQsianecl
Figure 8 shows the variation of enthalpy interactiaw.,Kl) between PDA/L64
nanoblends and MC and dialyzed MC (D-MC).
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Figure 8 — AixH between MCl/ions and PDA/L64 as a function of micellar casein
concentration equivalent as calcium phosphate concentration: (a) MC
suspension and (b) dialyzed MC suspension.

It is possible to observe that up to 5.0 X’1ol.L™* of phosphate, the enthalpy
interaction was almost constant at approximately +10 kJ/mol, demamgtthét the
initial phosphate-nanoblend interaction was entropically driven. This pgthal
interaction value is due to mainly two processes: the ionization dfoxgric
headgroups of the PDA molecules (absorbing energy) and the formaompfexes
with calcium phosphate at the nanoblend interface (releasing en€hgygndothermic
nature of the phosphate-nanoblend interaction is related to the fachehainization
process consumes more energy than what is released by the compleoforiria
entropic gain is related to the increase in the translational gnabpydrogen and
water during the MC-nanoblend interaction. Above this phosphate concentration, the
enthalpy interaction increased abruptly from approximately -15 kJomel50 kJ/mol.
For this same interval of phosphate concentration, in which the abruptoragét,H
occurred, colorimetric transition was also detected. These results teaditihat
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colorimetric transition required +160 kJ/mol. Pires et al. (2010b) ated the
variation of enthalpy of colorimetric transition in PDA vesicles touhd +12 kJ/mol.

The higher value observed for the nanoblends could be caused by intermolecular
interactions between PDA and triblock copolymer molecules, which sedethe
potential conformational change barrier.

On the other hand, the D-MC-nanoblend enthalpy interaction was negative (-
12 kJ/mol) and almost constant for all phosphate concentration rangee3uiispoints
out that depleted-phosphate casein interacted with nanoblend releastng drmereby
not absorbing the energy needed to overcome the conformational barrier for
colorimetric transition.

One of the main advantages to use (EO)n-(PO)m-(EO)n triblock coprdyas
templates for the nanoblend synthesis is the possibility of building macmurtesavith
different proportions between hydrophobic PO groups and hydrophilic EO units. In
order to evaluate the effect of the hydrophobic/hydrophilic balahdbe copolymer
molecule in the colorimetric response of nanosensors, the L64 copolymeérsf(EO
(POx1-(EO)3] was replaced with the F68 copolymer [(E&PO)o-(EO)¢], both of
which have almost the same hydrophobic moiety as far as size isroethcelowever,
the hydrophilic moiety of the F68 copolymer is around 6 times larger than that of L64.

It was verified that MC was able to induce colorimetric transgtionnanoblends
formed with PDA and F68 (Figure 9). Small concentrations of MC (up to 2.0 X
103 umol.L'l) promoted higher CR into F68 nanoblends compared to that formed with
L64. However, above this concentration, the PDA/L64 nanoblends were more sensitive
to interaction with MC, achieving a maximum CR value that wasrat 10 % higher
than that of the PDA/F68 nanostructure. As it was observed for PDA/L64 eadsbl
the D-MC was not able to induce blue-to-red transitions in PDA/F68 nanosensors
corroborating the conclusion that calcium phosphate ions are responsible Aor PD
colorimetric changes.

The higher CR of PDA/F68 nanoblends is due to the larger hydrophilicaghell
F68 molecules, which allows better water solvation for all chersigaties (ions and
EO units) present in this region, enhancing ion transfer from the bulkosohatithe
nanoblend core-shell interface. This ionic preferential diffusion close to Pi&gdic
groups promoted stronger interactions between ions and PDA molecslgdgngein a
more efficient colorimetric transition. However, at higher MC conegioins, sufficient

amounts of ions can be found in the nanoblend hydrophilic shells, promoting
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Figure 9 — Colorimetric response (CR, %) of nanoblends as a function of micellar
casein concentration (w/w)m) PDA/L64 nanoblends and) PDA/F68
nanoblends.

intermolecular interactions that are capable of converting thémmax amount of PDA
molecules from blue to red conformation.

Microcalorimetric experiments were also carried out to evaltheeenthalpic
energy involved in the interaction of MC and D-MC and PDA/F68 nanoblendsréFig
10).
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Figure 10 — AixH between MCl/ions and PDA/F68 as a function of micellar casein

concentration equivalent as calcium phosphate concentramynviC
suspension and{ dialyzed MC suspension.
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One can observe that the interactions between MC/ions and PDA/F68
nanoblends occurred with the release of energy, whilst energy absorpsotetected
with the MC/ions-PDA/L64 interactions. These results show that interadtiemgeen
MCl/ions with PDA/F68 nanoblends were more thermodynamically favoriabiewith
PDA/L64, since the former interactions have an enthalpic contribution. \Howke
PDA/F68 colorimetric transition process became less exothermic asMtbe
concentration increased. As observed in the PDA/L64 case, in this caseluds ofa
AintH result from the contribution of two processes: one endothermic (due reléhse
of hydrogen ion and water ion solvation) and another exothermic (due tontRDIA
interaction). Since the solvation layer of the F68 hydrophilic shelickdr than that of
L64, ions interacting with PDA molecules in the F68 nanoblends havehydiation
corona more preserved, requiring less energy to interact withlPbe carboxylic
groups. This behavior yields an interaction enthalpy that is more negative.

After the first injections of MC the was a large variation in Aj,H, from -
70 kd/mol to +10 kJ/mol, which can be an effect of the presence ofbiorise F68
hydrophilic shell, causing immediate saturation of the carboxyteraction sites. The
calorimetric data obtained for interaction between D-MC and PB&\/fanosensors
were similar to those determined for D-MC-PDA/L64 nanoblend intierss;
indicating the absence of molecular interactions and consequently namebtar
transition when salt ions were removed from MC by dialysis.

Aiming to evaluate the contribution of food additives that interact waiein
micelles, systems containing PDA/L64 nanoblends and k-carrageenahRky@re
prepared. It is well established that casein micelles interalotkdCAR (Wang et al.,
2014). Figure 11 shows the CR curves for PDA/L64/k-CAR compared with [EBAA/
nanoblends.

Similar behavior was verified for both curves at low casein coretéris (up to
1.0- 10° umol/L). However, above this concentration, the CR for the system with k-
CAR underwent a reduction of around 20 % compared to pure PDA/L64 nanoblends.
These results indicate that k-CAR was not incorporated into the nadsblarorder to
detect if and how adsorption of k-CAR occurs at the nanoblend surfagaitbEthe
system was measured as a function of MC concentration compared tmthewsae of
pure PDA/L64 nanoblend (Figure 12).
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Figure 11 — Colorimetric response (CR, %) of PDA/L64 (1.0 %) nanoblemjsaifd
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Figure 12 — Variation of the pH of nanoblends as a function of micellar casein
concentration: ) PDA/L64 and (o) PDA/L64/k-CAR systems.

On one hand, for pure nanoblends, the increase in the MC concentration led to a
reduction in pH due to ionization of the PDA carboxylic groups. By contfast,
PDA/L64/k-CAR nanoblends there was no change in pH (around 8.0), which is enough
to promote colorimetric transition in PDA nanoblends (Ortega, 2012) and egesicl
(Charoenthai et al., 2011). This surprising behavior (no PDA color chami¢ &i0)
could be explained by the adsorption of k-CAR at the PDA interfgcendans of
hydrogen bonds between PDA carboxylic groups and k-CAR hydroxyl groups. When
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MC was added, interactions arose between MC and k-CAR, allowing PDA gicbox
groups to be occupied by salts released from MC.

Microcalorimetric experiments provided the energy parameters ofiofkC
interactions with PDA/L64/k-CAR (Figure 13).
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Figure 13 — AiiiH between MCl/ions and PDA/L64/k-CAR systems as a function of
micellar casein concentration equivalent as calcium phosphate
concentration.

The interaction between MC/ions and PDA/L64 nanoblends containing k-CAR
occurred with energy release until 5.0 x™1@nol/L of phosphate. From this
concentration, the process became endothermic. It is important to emphasize that Aj,H
values resulted from two simultaneous molecular processes: one endothermgyg (ene
absorbed to break hydrogen bonds and water desolvation) and another exothermic
(energy released from ion adsorption on the PDA surface and complextiborma
between MC and k-CAR). It was verified that MC/ions interactionk mitre PDA/L64
nanoblends were endothermic, which allowed to conclude that the amoumérgf/ e
released in the presence of polysaccharides is due to the formatd&-&CAR
complexes. The constant and almost close to zero values observed above 5.0 x 10
mol/L of phosphate is probably associated with the saturation of bindingskeSAR
by MC molecules. The microcalorimetric results corroborated the wsinal that the
lower CR values of PDA/L64/k-CAR systems stem from the fownatif complexes
between MC and k-CAR.
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4 Conclusions

A new colorimetric nanosensor was developed to detect small amounts of
micellar casein, based on specific interactions between calcium phospisateleased
from the MC core and PDA carboxylic groups. This sensor was obtained as andnobl
formed by a mixture of PDA and triblock copolymers. The main ftne¢ drives the
intermolecular interactions which are responsible for colorimétaicsitions depends
on the hydrophobic/hydrophilic balance of the nanoblends. The interactions are
endothermic for more hydrophobic nanoblends (PDA/L64), showing that the mai
contribution is the increase in the system entropy; conversely, fag mairophilic
nanostructures (PDA/F68), the interaction with MC/ions was driven mawlyhe
system enthalpy decrease. The concentration of triblock copolynfecteaf the
colorimetric response of PDA/L64 nanoblends, mainly because the CR depethés on
aggregation state of the copolymer. For more sensitive detectian,ngcessary to
examine the formation of copolymer micelles. The presence of otblercuates that
interact with MC, such as k-CAR, may influence the colorimetrandition of
nanoblends. The knowledge of the induced colorimetric response of PDA/copolyme
nanoblends by MC contributes to the efficient application of these nanosémsors

several dairy systems.
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