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RESUMO

SECUNDINO, Jéssyka Emmille Soares da Cunha, projeto de conclusdo do Curso de
Bacharelado em Quimica. Universidade Federal de Vigosa, setembro, 2024. Termodinamica e
Cinética de formagao de Nanocomplexos Organico-Inorganico. Orientador: Prof. Dr. Luis

Henrique Mendes da Silva. vigosa

As nanoparticulas metalicas (NP) tém aplicagdes diversas, mas como sua biocompatibilidade ¢
limitada, pesquisas buscam modificagdes para melhorar essa caracteristica. As caseinas
micelares, biocompativeis, podem transportar nanoparticulas no meio bioldgico, evitando
perdas funcionais tanto das estruturas das NP quanto da prdpria caseina. O presente trabalho
permitiu entender como a complexagdo proteina-nanoparticula ocorre, estudando as energias
das interagdes intermoleculares entre a caseina micelar e as nanoparticulas de ouro (AuNP). As
nanoparticulas foram recobertas com estabilizadores de citrato e PEO de diferentes tamanhos.
Para determinar a variagdo de entalpia padrao dessas interagdes, foi usada a técnica de nano
calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC). O instrumento aplica varias injegdes de pequenos
volumes de uma solug¢ao de nanoparticula (titulante) sobre o sistema contendo uma dispersao
de caseina micelar (titulado), medindo a energia de interacdo entre as duas espécies a cada
injecdo. Portanto, foi possivel a compreensdo e modulagdo do processo de interagao
nanoparticula-caseina micelar, a partir de uma analise de graficos feitos no programa Origin.
Tanto o complexo CM-AuNP-Citrato quanto o CM-AuNP-PEG800 apresentaram uma alta
energia exotérmica, no entanto, foi observado que as moléculas que recobrem as nanoparticulas
afetam a energia de interag@o. Isso significa que houve diferengas no valor de energia (AHpq.in¢)
e na concentragdo de nanoparticulas de um complexo em relagdo ao outro, devido as moléculas

de revestimento das particulas (citrato e PEG800).

Palavras-chaves: nanoparticulas, caseina, proteinas, nano calorimetria, entalpia padrao.
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1. Introducao

As proteinas desempenham inimeras fungdes bioldgicas em organismos multicelulares
por meio de interagdes que possuem finalidades especificas. Os mecanismos de interagdo das
proteinas podem ser lineares ou ndo lineares, rearranjos intra e intermoleculares, € ocorrem sob
condi¢des especificas, como pH e temperatura. No entanto, os detalhes de algumas interagdes
e seus mecanismos ainda nao sdo completamente compreendidos no contexto celular. Sabe-se
que as interagdes entre proteinas e outras moléculas desempenham um papel fundamental nesse
processo de compreensdo. Entre os aspectos investigados esta o comportamento fisico-quimico,
tanto cinético quanto termodindmico, dessas intera¢des, o que pode contribuir para a
compreensdo dos processos envolvidos [1].

Uma espécie que interage com proteinas em organismos sdo as nanoparticulas metélicas
(NPs). Essas nanoparticulas sdo amplamente utilizadas nos contextos farmacéutico, médico e
cosmético, embora nao sejam biocompativeis. Biocompatibilidade refere-se a capacidade de
uma substancia de induzir uma resposta adequada do organismo, ou seja, causar o efeito
esperado de uma aplicacdo especifica, sem provocar efeitos adversos significativos. Quando
introduzidas em sistemas biologicos, as NPs interagem com diversas biomoléculas, formando
coronas proteicas que controlam o destino geral dessas nanoparticulas no organismo. Essa
interacdo modifica suas propriedades, afetando tanto a eficacia das NPs quanto das proteinas
[2]. Esse processo pode levar a uma “resposta imunologica” que obstrui a superficie de ligacao
das nanoparticulas, provocando perda de fun¢do, perturbagdes estruturais ou conformacionais,
o que dificulta o reconhecimento especifico da superficie [2,3]. As proteinas aderidas as NPs
podem sofrer rearranjos estruturais, expondo seus sitios de ligagdo para anticorpos, o que pode
tornar as nanoparticulas toxicas [2]. As coronas proteicas geralmente resultam da tentativa de
minimizar a energia livre de Gibbs de superficie e de transformar as caracteristicas fisico-
quimicas das nanoparticulas [2,4]. Dentre os varios processos pesquisados para tornar as NPs
biocompativeis, destaca-se a formagao de complexos com outras proteinas.

A caseina micelar ¢ um complexo proteico presente no leite como particulas coloidais e
¢ pode ser considerada no processo de complexagdo com NPs. Essa estrutura é um
nanoagregado de milhares de moléculas proteicas que fornecem distintos sitios ativos para o
reconhecimento e interagdo com nanoparticulas, além de serem biocompativeis com a maioria
dos organismos. Embora ainda ndo exista uma imagem clara e consensual da estrutura da
caseina micelar, diversas pesquisas tém investigado sua organizag¢do, por exemplo pode ser

citada uma que utiliza técnicas de espalhamento de luz (SANS/SAXS) [5].



Dado o grande niimero de tipos de proteinas e ligantes, o presente trabalho estudou a
fisico-quimica de forma¢ao de nanocomplexos organico-inorganicos entre a caseina micelar,
proveniente do leite bovino, e nanoparticulas de ouro, utilizando o calorimetro de titulagdo
isotérmica (ITC). O ITC ¢ um instrumento na area da calorimetria de alta sensibilidade. Este
método permite a obtencao de valores precisos da variacao de entalpia na maioria dos processos
bimoleculares, além de determinar a constante de equilibrio (Kb) juntamente com outros
instrumentos, e as variagdes de energia livre e entropia sob condi¢des definidas [1]. Nesse
estudo, o ITC medira a mudanga de calor causada pela interagdo da proteina com a
nanoparticula. Devido a sua elevada sensibilidade, o ITC pode detectar interagdes de baixa
energia, permitindo estimar o tamanho e as caracteristicas termodindmicas das regides
interfaciais de ligagdo. Alteracdes estruturais e conformacionais nas proteinas apos a interagao
podem ser identificadas por meio do ITC, especialmente quando combinadas com outros
métodos analiticos [2].

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi realizar uma anélise qualitativa do processo de
interagdo entre a caseina micelar e as nanoparticulas de ouro (AuNP) recobertas de citrato e
PEG800 ou PEO800 (polietilenoglicol 800 g mol™). Utilizando graficos obtidos do Origin®,
foi investigado o processo de interacdo entre caseina micelar e nanoparticula, com medicdes

realizadas por meio da técnica de ITC.
2. Revisao de literatura

2. 1. Caseina Micelar

As caseinas representam 80% do total de proteinas do leite [6]. Esse agregado proteico
pode ser obtido tanto da precipitagdo isoelétrica a um pH de 4,6 quanto da microfiltracao do
leite, e ¢ considerada uma proteina sem estruturas secundarias especificas. A caseina do leite
de vaca possui, na sua composi¢ao, 93% de sua massa seca composta de quatro fragdes de
caseinas: asi-, Os2-, B- € K-caseinas, caracterizadas como fosfoproteinas, com razao molar de
4:1:4:1 aproximadamente [5,7,8]. Os 7% restantes consistem em material inorganico, como o
fosfato de calcio coloidal (CCP) [5,8]. A caseina micelar (CM) esta estruturada em micelas
estaveis, mantidas unidas por meio de interagdes hidrofobicas e pela ligagdo de fosfato de célcio
coloidal, mantendo a integridade micelar [8].

A organizagdo da estrutura da caseina micelar ainda ndo ¢ unanimemente definida, no
entanto, possuem uma forte tendéncia a se auto montar em micelas esféricas (figura 1):
internamente ha as fracdes os1- € f-caseina que representam 70% do peso total seco e, dentre
elas, a B-caseina ¢ a mais hidrofobica. J4 a as2-caseina constitui apenas 10% da caseina total e
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também estd mais internamente, enquanto a K-caseina, mais hidrofilica, a aproximadamente
12% da massa, se concentra externamente promovendo uma estabilizacdo estérica e

eletrostatica a CM [6,8].

Figura 1. Modelo de estrutura da caseina micelar, elaborado por De Kruif e Holt (2003), que
define a estabilizagdo da B-caseina devido a ligacdo com os nanoclusters de fosfato de calcio
coloidal (CCP) (pontos escuros). Esta estrutura permite a formagao interna de nanoaglomerados
de tamanhos limitados que induzem mais ligagdes entre as outras fosfoproteinas e CCP

(interagdes hidrofobicas). A K-caseina, hidrofilica, se concentra na superficie [8].
2.2 Nanoparticulas metdlicas

As nanoparticulas metélicas (NP), em especial as de ouro, possuem propriedades
optoeletronicas e compatibilidade com uma variedade de moléculas bioativas. Devido a isto,
possuem uma ampla gama de aplicagdes: cataliticas quando associadas em reagdes com 6xidos
metalicos e reacdes organicas, deteccdo de biomoléculas juntamente com a técnica de
ressonancia plasmonica de superficie, diagnosticos moleculares, bioengenharia, etc. A
combinagdo com moléculas bioldgicas proporciona tanto a estabilidade das NPs quanto a
introducdo delas no meio biologico, trazendo funcionalidades diversas [9,10]. Isso se deve a
alta relacdo entre a area de superficie/volume total e a alta energia de superficie, permitindo
uma forte adsor¢ao de biomoléculas [11].

Em alguns processos de obtencdo de nanoparticulas, as caseinas sdo utilizadas para que

interajam e os resultados foram analisados por espectroscopia UV-vis. Nesse contexto, as NPs
9



devem ser carregadas negativamente e dispersas em solucao aquosa com um pH maior que o
ponto isoelétrico das proteinas de caseina (4,6), devido as repulsdes eletrostaticas entre as
nanoparticulas. As caseinas (0s1-, 0s2-, B- € K-) interagem com as superficies de ouro com seus
20 aminoacidos. Elas adsorvem fortemente na superficie do metal por meio de multiplas
ligagdes entre o ouro e grupos funcionais que possuem enxofre, 0 grupo amino € o grupo
hidroxila. As NPs obtidas, portanto, sdo altamente estaveis e ndo agregadas tanto em solucao
aquosa quanto na forma de p6 seco [9].

Na figura 2 € mostrado o provavel mecanismo na produc¢ao de AuNP utilizando a caseina
e como a interacao ocorre entre as duas espécies. A K-caseina, a fragdo mais externa do
complexo proteico, se coordena a parte metalica das nanoparticulas. O ouro ¢ reduzido pelo
brometo de tetrametilamdonio (TMAB) e as caseinas atuam como protecdo para as AuNPs.
Portanto, as caseinas englobam as nanoparticulas e sdo montadas em submicelas, um nivel

primdrio de agregados [9].

Parte de coordenacdo idnica Parte protetora

Au(OH),
[/
-
ﬁ?\u“:.
Au(OH),

Caseina

Ci &

Nanoparticulas de Ouro

Figura 2. Mecanismo provavel da formagao de complexos entre AuNP’s e caseinas [9].

As nanoparticulas podem ser revestidas de moléculas de diferentes massas moleculares,
como o polietilenoglicol (PEG) que pode ter tamanhos diferentes (800, 2000, 6000 g mol™!, etc).
As moléculas que atuam como revestimentos, como PEG (Figura 3) e citrato (Figura 4),
possibilitam as NPs maior estabilidade, menor possibilidade de agregagao entre nanoparticulas,
menor toxicidade e melhor geracdo de imagens. No contexto medicinal, as AuNP-PEG podem

ser aplicadas para tratamento teranodstico de céancer, pois essas nanoparticulas revestidas
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possuem uma vida util prolongada e sua eliminacdo no organismo ¢ desacelerada, por

possuirem menor interagdo com proteinas do sangue [12].

b

—b Espaco de PEG

- ——» Espaco de PEG

Camada de PEG

c

p———p PEG

"
/

Uy

%
)

“\-_: Polietilenoglicol (PEG) ) - Nanoparticula de Ouro (AuNP)
Figura 3. Nanoparticulas de ouro recobertas de PEG em diferentes tamanhos e quantidades
adsorvidos na superficie metalica. As conformagdes sdo denominadas: (a) “cogumelo”; (b)

“escova” e (c¢) “escova densa” [12].

AuNPs Citrato

Figura 4. Nanoparticula de ouro revestida de citrato, um outra molécula que promove

estabilidade a NP [13].
11



2. 3. Calorimetro de titulacao isotérmica (ITC)

A instrumentac¢do consiste em um sistema de células (Figura 5), uma de amostra e a outra
de referéncia, compostas por “torres” feitas de material metalico, com propriedades fisicas
idénticas e de material inerte, mantidas a temperatura constante (22°C). Na célula de referéncia
¢ contida uma das espécies de interesse (titulado), no entanto ndo exerce nenhuma fun¢do da
titulagdo, pois ¢ tida como referéncia nas medi¢des da variagdo da energia. Na célula de amostra
contera o titulado e ¢é onde ocorrera a reagdo entre as duas espécies de interesse [1]. O titulante,
portanto, ¢ inserido sobre o titulado por inje¢cdes automatizadas, de acordo com os parametros

previamente determinados no software: nimero de injegdes € volume (uL).

Seringa de

injecéo
Célula de Célula de
referéncia amostra

Figura 5. Esquema simplificado do sistema interno do ITC (fonte: CMI - Center for

Macromolecular Interactions — Harvard University. MODIFICADO).

2.3.1. Parametros termodindmicos

A medicao do instrumento € refletida nos valores da entalpia observada (AHops). O valor
de AHobs inclui vérias contribuigcdes associadas as alteragdes conformacionais e de ligacdo,
definidas como de ioniza¢ao (AHion) € de interacdo (AHin), respectivamente [1]. Dessa forma,

AHops= AHapa-int AHgi) (1
AHgpa-ine= AHgps- AHgj)

No entanto, as variagdes nos valores de AHobs ndo estdo associados somente as interagoes
entre ligante e proteina na interface de ligacdo, como também envolvem os efeitos de solvente
(diluicdo) e das interagdes nos estados livre e ligado. Em um sistema onde ndo ha alteragdo de
pH que altere significativamente os valores de AHops, entdo a Equagao (1) ficard da seguinte

forma [1]:
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AHobs: AHint
Em sistemas onde a energia de diluicao das nanoparticulas ¢ consideravelmente pequena
em comparacdo com as energias de interagdo, logo pode ser escrito como variacao da entalpia

aparente de interacdo (AH;pa.ing):

AHjy = AHapa-int ()
3. Materiais e Métodos
3. 1 Materiais
3.1.1. Reagentes e Solugoes

Os reagentes que foram utilizados sdo uma dispersdo de caseina micelar previamente
extraida do leite bovino, com concentracao de 0,05 a 1% m/m e solugdao de nanoparticula de
Au (AuNP) recobertas com PEO e citrato, com concentragdes entre 1071° ¢ 10 mol L. Todas
as solugdes e dispersdo foram preparadas com dgua deionizada do sistema Milli-Q® (Millipore,
Bedford, MA, EUA). As nanoparticulas foram sintetizadas previamente e a caseina foi extraida
por uma extracao liquido-liquido. As nanoparticulas e a caseina foram obtidas de laboratorios
externos ao Departamento de Quimica. A sintese de nanoparticulas e o processo de extragdo de
caseina ndo serdo explorados neste trabalho, por motivos de processo de patenteamento e nao

ser o objetivo deste trabalho.
3.2 Métodos

3.2.1.  Calorimetro de titulagdo isotérmica (ITC)

Um ITC da marca Hard Scientific (USA) modelo 6210 foi utilizado neste trabalho. O
titulado (caseina) foi previamente inserido com um volume de 1,8 mL e concentra¢do definida
na torre de referéncia. O titulante (AuNP) foi inserido em uma seringa com um volume de 240
uL e fixado no motor de passo para 24 injegdes automaticas sobre o titulado, em volumes de
10 pL. Os parametros como tempo de inicio das injegdes (300 s), intervalo entre cada inje¢do
(1400 s), namero de inje¢des e volume de cada foi definido previamente no software “4200

ITCRun”.

3.2.2.  Preparo da solu¢do de nanoparticulas de Au recobertas com PEQO e citrato

As solucdes de AuNP, seja PEG ou Citrato, foram obtidas a partir de uma dilui¢do de

outra solugiio com concentragiio de 2,5x10™* mol L*!, nomeada estoque.
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4. Resultados e discussao

Os resultados a seguir se referem a interacdo da caseina com dois tipos de AuNP:
recobertas com citrato (Figura 6) e PEG 800 (polietilenoglicol 800 g mol™') (Figura 7). O eixo
vertical de cada gréafico corresponde as energias detectadas pelo ITC, a entalpia de interacao
(AHapa-int), enquanto o eixo horizontal corresponde as concentracdes de nanoparticula que
aumentam a medida que ¢ inserida no sistema com a caseina.

As energias envolvidas em AHops incluem-se a energia de diluicdo das AuNP’s (que se
deriva da interacdo nanoparticula-nanoparticula) e a energia do complexo -caseina-
nanoparticula. No entanto, a energia de dilui¢do das nanoparticulas na dgua deionizada ¢ uma
muito pequena em comparacdo com a energia de interacdo entre a caseina e a AuNP (equacao
2). Com isso, os valores expressos podem ser em AHapa-int, O que seria a energia que engloba a
energia da interacdo de ambas as espécies e da mudanga de conformagao da propria proteina.

Observa-se no grafico do complexo CM-AuNP-Citrato (Figura 6) que nas primeiras
injecdes a energia de aparente de interagcdo ¢ exotérmica e alta, em comparacdo a uma reagao
quimica entre moléculas mais simples (300-500 k] mol~"). A medida que o niimero de injegdes
aumenta e, consequentemente a concentracdo de nanoparticula aumenta no sistema, essa
energia diminui atingindo um valor minimo de aproximadamente —1,13x107k] mol™1. A
concentragio de nanoparticula deste mesmo ponto é de aproximadamente 2,62x10~1tmol L1,
No entanto, o valor da energia retorna a aumentar com o aumento da concentracdo de AuNP-
Citrato, até atingir o patamar onde ha pouca variagao de energia e atingir valores da ordem de

4x10°k] mol~1.
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Figura 6. Isoterma que mostra a variagdo da entalpia de interacdo (AHapa-int) em fungdo da

concentragdo de AuNP-Citrato do complexo CM-AuNP-Citrato.

A caseina se auto estrutura na forma esférica e a distribui¢ao das fragdes (osi-, 0s2-, - €
K-caseinas) desse complexo ocorre de forma que a K-caseina estd mais distribuida
externamente (hidrofilica), enquanto as outras fracdes estdo mais internamente (hidrofobicas).
A parte externa, portanto, estabiliza a micela através de efeitos estéricos e eletrostaticos [8].
No entanto, o comportamento do grafico mostra que ocorre mais de um tipo de interag¢do, ou
seja, as nanoparticulas ndo interagem somente com a frag@o proteica distribuida externamente.
Entdo da primeira energia registrada até a minima, toda a nanoparticula inicialmente injetada
interage com a fracdo externa, na superficie da caseina micelar, registrando uma liberacao da
energia. No entanto, a partir do momento que pelo menos a metade dos sitios de ligagdo da K-
caseina estdo ocupados, no sistema passa a ocorrer um aumento da energia que mostra que as
caseinas sofrem um processo de mudanca conformacional. Isso ocorre devido a formagao de
uma ligacao idnica entre o ouro as cadeias laterais que contém grupos amina e hidroxila da
proteina, pelo processo de adsor¢cdo na superficies das NPs [9]. A partir dessa mudanga
conformacional ocorre a saturacdo dos sitios da caseina, ou seja, as nanoparticulas deixam de
interagir com a K-caseina e interagem entre si, pois possuem uma estrutura hidrofilica, nao
favorecendo interagcdes com a parte interna da caseina micelar composta pelas outras fragdes,
que seria hidrofobica. Vale considerar que as fragdes proteicas da caseina podem estar

interagindo entre si, impedindo mais interagdo com a nanoparticula.
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No caso do complexo CM-AuNP-PEG800 (Figura 7), o comportamento geral desta curva
ndo ¢ tdo diferente da curva anterior e pode ser explicado da mesma forma. No entanto, os
valores de energia (AHapa-int) € 0s valores de concentragdo de AuNP-PEG800 nio sdo os
mesmos € nem estdo proximos. A energia minima liberada, para o caso anterior, ¢ de
aproximadamente —1,13x107kJ mol™1, é maior que o caso atual, de aproximadamente
—5,30x10%k] mol~1. A concentragio das nanoparticulas também muda, pois a [AuNP-Citrato]
necessaria para o valor minimo de energia correspondente ¢ de 13x menor (da ordem de
2,62x107Ymol L™1) em relagdo ao valor da [AuNP-PEGS800] (3,5x10~1%mol L™1), também
para o valor minimo de energia. A saturacdo dos sitios da CM, no ultimo ponto do gréfico,
ocorre na concentragdo de 1,48x1071° mol L! para o CM-AuNP-Citrato, enquanto para 0 CM-
AuNP-PEG800, 1,06x10” mol L. Energeticamente, o valor minimo do complexo contendo
citrato ¢ aproximadamente 7x maior do que o complexo contendo PEGS800. Isso significa que
os grupos funcionais das moléculas que recobrem as nanoparticulas possuem uma grande

influéncia na energia de interagao.
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5. Conclusao

A caseina micelar ¢ formada por diferentes sitios de interagdo capazes de complexar com
as superficies das AuNPs, fazendo inclusive a substituicao molecular com as espécies quimicas
da superficie das nanoparticulas. Além das interagdes intermoleculares, os grupos sulfeto,
amino e hidroxila podem fazer rea¢des quimicas com a parte metélica (Au), produzindo valores
de energia aparente de interagdo (AHapa-int) muito altos, provavelmente maiores do que ocorre
com moléculas mais simples. Com isso € possivel concluir que esses residuos de aminoacidos
presentes na superficie das CM sdo os responsaveis pela adsor¢do das AuNPs, levando a
substitui¢ao das espécies superficiais.

Uma explicacdo da diferenca energética entre os complexos pode ser explicada pelo fato
da molécula de PEG na superficie torna a nanoparticula mais hidrofilica, interagindo melhor
com o solvente do que com a K-caseina. Isso dificulta a saida desse grupo (PEG) da superficie
da NP, fazendo com que seja necessaria uma maior concentracao de titulante para que ocorra a
interagdo com a caseina. A energia também deve ser maior para a quebra dessas interacdes e
assim ocorra a formagdo do complexo. Em outras palavras, a energia de interagdo ¢ menor
(menos exotérmica) porque a presenga do PEG induz menor interagdo com a caseina.

Essa analise das energias de interagdo permitiu a compreensao da modulacao do processo
de formagdo do complexo nanoparticula-caseina micelar, ainda que os mecanismos dessas
interagdes ndo sejam totalmente compreendidos, devido a complexidade das macromoléculas

envolvidas e sdo necessarios mais tipos de instrumentag¢des para maior aprofundamento.
6. Perspectivas

Outra forma de investiga¢do sdo os calculos termodinamicos e cinéticos de interagao,
pode ser utilizada também a espectroscopia de fluorescéncia, uma técnica nao destrutiva e capaz
de mostrar os residuos de aminoacidos que fluorescem e tem a intensidade da emissao afetada
quando sofrem a influéncia das nanoparticulas, além de calcular a constante de ligagcdo (Ky). E
a partir desta constante, calcular os parametros termodindmicos, como a variagao da entropia

(AS) e a variagdo da energia livre de Gibbs (AG).

Energia livre de Gibbs: AG =-RT.InK 2)
AG-AH
Entropia: AS= - (T) 3)

17



7. Referéncias

[1] S. E. Harding e B. Z. Chowdhry, Protein-Ligand Interactions: hydrodynamics and
calorimetry, 1° ed, vol. 1. em Practical Approach, vol. 1. Oxford: Oxford University
Press.

[2] R. K. Mishra, A. Ahmad, A. Vyawahare, P. Alam, T. H. Khan, e R. Khan, “Biological
effects of formation of protein corona onto nanoparticles”, INTERNATIONAL JOURNAL
OF BIOLOGICAL MACROMOLECULES, vol. 175, p. 1-18, abr. 2021, doi:
10.1016/j.ijbiomac.2021.01.152.

[3] S. Zanganeh, R. Spitler, M. Erfanzadeh, A. M. Alkilany, e M. Mahmoudi, “Protein
corona: Opportunities and challenges”, INTERNATIONAL JOURNAL OF
BIOCHEMISTRY & CELL BIOLOGY, vol. 75, p. 143—147, jun. 2016, doi:
10.1016/j.biocel.2016.01.005.

[4] Y. Yu, Y. Luan, e W. Dai, “Dynamic process, mechanisms, influencing factors and study
methods of protein corona formation”, INTERNATIONAL JOURNAL OF BIOLOGICAL
MACROMOLECULES, vol. 205, p. 731-739, abr. 2022, doi:
10.1016/j.ijbiomac.2022.03.105.

[5] C. G. de Kruif, T. Huppertz, V. S. Urban, e A. V. Petukhov, “Casein micelles and their
internal structure”, ADVANCES IN COLLOID AND INTERFACE SCIENCE, vol. 171, p.
36-52, abr. 2012, doi: 10.1016/j.¢is.2012.01.002.

[6] Y. Wang, Wusigale, e Y. Luo, “Colloidal nanoparticles prepared from zein and casein:
interactions, characterizations and emerging food applications”, FOOD SCIENCE AND
HUMAN WELLNESS, vol. 12, n° 2, p. 337-350, mar. 2023, doi:
10.1016/j.fshw.2022.07.036.

[7] T. Yang et al., “Formation of casein micelles from bovine caseins simulating human
casein phosphorylation patterns: Micellar structure and in vitro infant gastrointestinal
digestion”, FOOD HYDROCOLLOIDS, vol. 153, ago. 2024, doi:
10.1016/j.foodhyd.2024.110020.

[8] Wusigale, L. Liang, e Y. Luo, “Casein and pectin: Structures, interactions, and
applications”, TRENDS IN FOOD SCIENCE & TECHNOLOGY, vol. 97, p. 391-403,
mar. 2020, doi: 10.1016/j.tifs.2020.01.027.

[9] T. Soejima, S. Oshiro, Y. Nakatsuji, e S. Ito, “Dense aqueous colloidal gold nanoparticles
prepared from highly concentrated precursor solution”, JOURNAL OF COLLOID AND
INTERFACE SCIENCE, vol. 362, n° 2, p. 325-329, out. 2011, doi:
10.1016/j.jcis.2011.07.010.

[10] Y. LiueR. Guo, “The interaction between casein micelles and gold nanoparticles”,
JOURNAL OF COLLOID AND INTERFACE SCIENCE, vol. 332, n° 1, p. 265-269, abr.
2009, doi: 10.1016/j.jcis.2008.12.043.

[11] M. Espinoza-Castaneda, A. de la Escosura-Muniz, G. Gonzalez-Ortiz, S. M. Martin-
Orue, J. Francisco Perez, e A. Merkoci, “Casein modified gold nanoparticles for future
theranostic applications”, BIOSENSORS & BIOELECTRONICS, vol. 40, n° 1, SI, p. 271—
276, fev. 2013, doi: 10.1016/j.bi0s.2012.07.042.

[12] N. Verimli, A. Demiral, H. Yilmaz, M. Culha, e S. Erdem, “Design of Dense Brush
Conformation Bearing Gold Nanoparticles as Theranostic Agent for Cancer”, Applied
Biochemistry and Biotechnology, vol. 189, p. 1-20, nov. 2019, doi: 10.1007/s12010-019-
03151-6.

[13] E.Leeetal., “Molecular origin of AuNPs-induced cytotoxicity and mechanistic
study.”, Molecular origin of AuNPs-induced cytotoxicity and mechanistic study., n° 9,
2019, doi: https://doi.org/10.1038/s41598-019-39579-3.

18



