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RESUMO

A interacdo entre surfactantes e dois biopolimeros, o etil( hidroxietil) celulose (EHEC) e a
casefna foi investigada usando as técnicas de condutividade elétrica, tensdo superficial e
espectroscopia de fluorescéncia. Verificou-se e interpretou-se a variacdo dos parametros de
concentracdo de agregacao critica, cac, e ponto de saturagao do polimero, psp, no processo de
interacdo dos surfactantes Dodecanoato de Sédio (SDoD) e Deoxicolato de sédio (NaDC)
com o polimero EHEC em solu¢do aquosa 20 mM de tampao borato/NaOH, pH 9,20, a
25,0°C. Os resultados obtidos por tensdo superficial, condutividade elétrica e fluorescéncia
mostraram que hd a formagdo de complexos EHEC/SDoD. Para o sistema EHEC/NaDC,
somente a técnica de tensao superficial foi sensivel para detectar a formac¢do do complexo.
Também se estudou a interacdo dos surfactantes Dodecil sulfato de sédio (SDS), e Dodecil
trimetil amonio (DTAB) e NaDC com a caseina em solu¢do aquosa 10 mM de tampao
fosfato, pH 7,0, a 25,0°C. Os resultados obtidos mostraram que hd a formagdo de complexos
caseina/SDS e a formacdo de complexos caseina/DTAB. Porém no sistema composto por

caseina e NaDC, as técnicas mostraram que nao hd interac@o da caseina com o NaDC.
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ABSTRACT

The interaction between surfactants and two biopolymers, the ethyl(hydroxyetil) cellulose
(EHEC) and the casein was investigated using electrical conductivity, surface tension and
fluorescence spectra measurements. It was verified and interpreted the variation of the
parameters of the surfactant to polymer association processes such as the critical aggregation
concentration, cac, and saturation of the polymer, psp, during the process of interaction by
sodium dodecanoate (SDoD) and dodium deoxycholate (NaDC) surfactants with EHEC
polymer in 20mM borate buffer solutions, pH 9,2, at 25°C. The results got by surface tension,
electrical conductivity and fluorescence spectra measurements showed that there is a
formation of EHEC/SDoD compounds. To the system EHEC-NaDC, only the technic of
surface tension was sensible to detect the formation of the compound. It was also studied the
interaction by sodium dodecyl sulfate (SDS), dodecytrimethylammonium (DTAB) and NaDC
surfactants with the casein in 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7,0, at 25°C. The results
showed that there is the formation of casein/SDS and casein/DTAB compounds. But in the
system formed by NaDC and casein, the technics showed that there is not interaction between

the NaDC and casein.



CAPITULO I

INTRODUCAO

1.1. Surfactantes.

Surfactante € uma abreviacdo do inglés de “surface active agent”, que siginifica
agente com atividade na superficie. Em outras palavras, um surfactante é caracterizado
pela tendéncia de ser adsorvido em interfaces como sélido-vapor, sélido-liquido, sélido-
solido, liquido-vapor e liquido-liquido. Essa caracteristica € a principal propriedade de
um surfactante [1].

Estruturalmente, surfactantes sdo substincias cujas moléculas apresentam duas
regides distintas, uma hidrofilica (polar) e outra hidrofébica (apolar); por isso estas
moléculas sdo chamadas de anfifilicas. A parte hidrofébica € geralmente constituida de
uma longa cadeia de hidrocarbonetos (linear ou ramificada), podendo variar de 8 a 18
atomos de carbono [1].

Dentre as formas de classificacdo dos surfactantes, existe a baseada na natureza
da regido hidrofilica, que pode ser um grupo anidnico, catidénico, nao idnico ou

zwitterionico (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo e exemplos de surfactantes.

Classificacao Nomenclatura Férmula Molecular

Anibnico dodecilsulfato de sédio C,H»sSO, Na*
dodecanoato de sédio C,;H,;COO'Na*

Catidnico brometo de dodeciltrimetilamonio C,HysN*MeBr

Nao i6nico hexaetileno glicol dodecil monoeter C1,H,5(CH,CH,0)-OH
Zwitteridnico  butirato de 4-dodecil dimetil amdénio  Ci,HysN"Me,(CH3)CO»”

Uma das aplicagdes mais destacada no uso dos surfactantes € em materiais de
limpeza e/ou em processo de detergéncia. Os surfactantes anidnicos sdo 0s que
apresentam maior eficiéncia com as caracteristicas necessdrias na detergéncia,
principalmente os que possuem cadeias alquilicas entre 12 e 18 carbonos. Ja os

surfactantes catidnicos ndo sdo tdo utilizados por causarem irritacdo na pele, porém sao



excelentes bactericidas e amaciantes industriais. Os surfactantes nio i6nicos estdo sendo
muito utilizados como ingredientes ativos de férmulas para lava-roupas automaéticas,
pois ndo sdo afetados por 4gua dura e formam o minimo de espuma.

Os surfactantes nao s6 se destacam na industria de produtos de limpeza, mas
também sdo muito utilizados na industria de petréleo, cosméticos, alimentos, pesticida
farmacéutica e produtos de higiene [2]. Sua produ¢do mundial excede trés milhdes de
toneladas por ano, sendo que a grande maioria dos surfactantes disponivel,
comercialmente, é sintetizada a partir de derivados de petréleo. Entretanto, o
crescimento da preocupacdo ambiental entre os consumidores, combinado com novas

legislacdes de controle do meio ambiente, levou os pesquisadores a procura por

surfactantes naturais como alternativas aos produtos existentes.

1.2. Micelas e Concentracao Micelar Critica (cmc).

Quando em solucdo, surfactantes tendem a formar agregados coloidais
denominados de micelas, que se formam a partir de certa concentragdo denominada de
concentracdo micelar critica, cmc. A cmc € uma importante caracteristica de um
surfactante e depende de fatores como hidrofobicidade da cadeia carbdnica, carga do
surfactante, natureza da cabeca polar do contra-ion, temperatura e forca idnica. [2].

Existem varios modelos micelares propostos baseados em estudos realizados por
uma variedade de técnicas como medidas de espalhamento de luz, raio X e néutrons e
ressonancia magnética nuclear. Entre os modelos destacam-se o de forma esférica de
Grueen [3], o de forma de cacho de uva de Menger [4], o de bloco de Fromhenz [5] e o

de rede de Dill-Flory [6], representados na figura 1.
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Figura 1. Representag@o dos vérios modelos de estrutura micelar.

A formacdo de micelas € processo dindmico sendo que meia vida € definida na
ordem de 107 segundos. O tamanho de agregados micelares € usualmente determinado
pelo niimero de agregacdo que corresponde ao niimero de moléculas de surfactante por
micela. Sua formacdo pode ser detectada através de medidas de variacdo de
propriedades fisicas em fun¢do da concentracdo do surfactante. As propriedades mais
utilizadas sdo: tensdo superficial, condutividade elétrica, espalhamento de luz, pH,
solubilidade, calor especifico, densidade, propriedades Opticas, ressondncia magnética
nuclear, pressdo osmotica e solubilidade. A cmc é observada durante uma mudanca
brusca nestas propriedades fisicas conforme € ilustrado na figura 2. Portanto, a cmc

corresponde 2 menor concentracao de surfactante nas quais as micelas se formam. [7].
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Figura 2. Tlustracdo da variagdo de algumas propriedades fisico-quimicas em

funcdo da concentragdo de surfactante em solugdo aquosa.
1.3. Biossurfactantes — Sais biliares.

Os biossurfactantes constituem uma classe de surfactantes naturais. Sao
classificados de acordo com a sua composicdo quimica e sua origem microbiana. As
principais classes incluem glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e
acidos graxos. Possui em sua estrutura uma porg¢ao lipofilica — usualmente composta por
cadeia hidrocarbonica de um ou mais 4cidos graxos, que podem ser saturados,
insaturados, hidroxilados ou ramificados - ligados a uma porcao hidrofilica - que pode
ser um éster, um grupo hidréxi, fosfato, carboxilato ou carboidrato (Figura 3). A
maioria dos biossurfactantes sdo neutros ou anidnicos variando desde pequenos acidos

graxos até grandes polimeros.
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Figura 3. Tlustracdo da estrutura do sal biliar deoxicolato de sédio.

Os biossurfactantes apresentam a vantagem de serem sintetizados a partir de
substratos renovaveis e possuitem grande diversidade quimica, possibilitando
aplicacdes especificas para cada caso particular. Além disto, possuem caracteristicas
estruturais e propriedades fisicas distintas, o que os torna comparaveis ou superiores aos
surfactantes sintéticos em termos de eficiéncia.

O maior mercado para os biosurfactantes se encontra na inddstria petrolifera,
onde sdo utilizados na recuperacdo tercidria de petréleo ou incorporados em
formulacdes de Oleos lubrificantes. Outras aplicagdes incluem biorremediacdo e
dispersd@o no derramamento de 6leos, remog¢do e mobilizacdo de residuos de 6leo em
tanques de estocagem. Atualmente, as aplicacdes se distribuem entre os mais diversos
setores industriais.

Sais biliares sdo exemplos de biossurfactantes naturais produzidos na vesicula
biliar. Nos mamiferos, sua principal fun¢do fisioldgica € a emulsificacdo e o transporte
de gorduras hidrolisadas e lipidios provenientes dos alimentos. Neste processo
metabodlico, a estrutura ativa responsavel pelo transporte é formada por complexas
micelas mistas de sais biliares com espécies como monoglicerideos, ésteres de acidos
graxos, colesterol, fosfolipidios, enzimas, proteinas e outros [8].

Por causa da estrutura particular e rigidez da molécula, o processo de agregacao
¢ totalmente diferente dos outros surfactantes. O mecanismo de agregacdo e o0s
agregados formados em solu¢@o sdo motivos ainda de muita discussdo. Alguns autores
descrevem a agregacdo sucedendo-se em etapas: primeiramente sdo formadas pequenas

micelas primdrias e entdo estas se associam para formar grandes micelas em altas



concentracoes de sal biliar [8,9]. A Figura 4 exemplifica o modelo. A estrutura priméria
corresponde a dimeros e tetrameros enquanto a secundaria a agregados que crescem via

associacao entre os dimeros.

estrutura primaria estrutura secundaria

seccao
longitudinal
&

- /-— ligacédo de hidrogénio
Seccgao

transversal ‘ »
2 SN SR a%\
& A

Figura 4. Ilustracdo do modelo da associagdo de sais biliares segundo Small e

Penkell [9].

Maiores questionamentos sdo levantados quando o sistema em estudo torna-se
mais complexo com adicdo de aditivos como polimeros e lipidios, por exemplo. Sem
davida que o objetivo de compreender e interpretar os resultados de possiveis interacoes
com polimeros é uma forma de mimetizar as func¢des do biossurfactante in vivo.
Enquanto que se sabe que a fungdo principal no intestino delgado € o de absorcdo de
gorduras, no processo se aceita que hd formacao de micelas mistas de dcidos graxos e de
monogliceridios provindo da hidrélise acida de trigliceridios e proteinas e colesterol.

Assim, o entendimento dos processos de associacdo dos sais biliares com
aditivos, polimeros e proteinas ajudam a identificar as propriedades onde maior
estabilizacdo ocorre e, portanto, simular as atividades fisiol6gicas dos sais biliares como
transporte de gorduras, assisténcia da hidrdlise delas via processos enzimaticos em

lip6lise e em transporte de drogas lipossoluveis.



1.4. Celulose e o Polimero ndo I6nico Etil(hidroxietil)Celulose (EHEC).

As moléculas de celulose sdo polissacarideos, isto €, biopolimeros formados pela
repeticdo do monomero glucose (Figura 5). Mais precisamente, a celulose é um
carboidrato fibroso composto por moléculas de D-glicose unidas por ligagdo [B-1,4-

glucosidicas [10].

0 CH,OH ]
o
CH-OH 0
. O o
CHOH | /oy
0 OH
CHOH /o /O
0 o OH }
OH - -
OH
HO
OH

Figura 5. Ilustracdo da estrutura basica da celulose.

A celulose o componente estrutural primdrio das plantas e nio é digerivel pelo
homem. Alguns animais, particularmente os ruminantes, podem digerir celulose, mas
com a ajuda de micro-organismos. Industrialmente, a celulose € extraida da madeira de
arvores como o pinho, o eucalipto ou de plantas herbaceas com grande quantidade de
celulose no talo, como a cana-de-acucar, diversas gramineas e juncos. A razdo prética e
comercial do seu uso provém do fato de ser naturalmente abundante e,
consequentemente, de baixo custo.

A celulose natural € insolivel em dgua devido as grandes regides cristalinas
formadas vias ligacdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas que estdo em cadeias
poliméricas diferentes. Por isso, a amplitude do seu uso fica limitada porque a maioria
dos processos e materiais comerciais é formulada em meio aquoso.

A solugdo comercial para adaptd-la as condi¢des aquosas, € via modificacao
quimica, introduzindo substituintes como hidroxietil e etil na estrutura da celulose,

dificultando a formacao de ligacdes hidrogénio entre as cadeias e, portanto, aumentando



a solubilidade. Esse processo € utilizado pela empresa Akzo Nobel Surface Chemistry
Ab, Suécia. Basicamente, o processo consiste em reagir a celulose in natura com NaOH
para formacao do alc6xido, com isso, as cadeias do polimero sdo for¢adas a se expandir
ocorrendo, assim, a diminui¢ao das regides cristalinas (figura 6). Como conseqiiéncia da
modificacdo quimica, resulta uma celulose solivel em dgua, além de conferir maior
resisténcia quimica e resisténcia a ataques enzimdticos. Um exemplo deste tipo de
modificacdo ocorre na preparagdo do Polimero ndo idnico etil(hidroxietil)celulose

(EHEC).
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Figura 6. Ilustracdo das etapas do processo de modifica¢do quimica da celulose.

Polimeros como o EHEC associam-se com surfactantes anidonicos e, geralmente,
o fendmeno inicia em concentracdes menores do que a cmc do surfactante quando na
auséncia do polimero. A associa¢do € vista como sendo um fendomeno induzido pelo
polimero. O resultado desta associacdio € a formagdo de complexos
termodinamicamente estdveis, com propriedades fisico-quimicas diferentes daquelas
observadas em solucdes micelares [1,11-13].

Estes efeitos, resultados da combinacdo de polimero e surfactante, sao
sinergisticos, isto é, os dois componentes associados conferem aprimoramento de
propriedades para uso comercial. Por exemplo, a mistura promove a diminui¢do da
concentracdo micelar critica quando comparada com o valor para o surfactante puro.
Neste caso, € possivel preparar formulagdes em concentragdes menores resultando, por

conseguinte, em reduc¢do da quantidade de surfactante minima necessdria para sua



operacionalidade e com melhoramento pratico de formulagdes. Como outro exemplo,
em formulagdes com polimeros soluveis em dgua, corantes e/ou aditivos, no entanto
insoliveis em 4gua, podem ser usados quando em presenga de surfactante porque o
complexo formado por ambos tem propriedades semelhantes as micelas aquosas do
surfactante, que sdo amplamente conhecidas por dissolverem substancias insoltiveis em

agua.

1.5. Proteinas- Caseina.

Proteinas sdo biomoléculas organicas de alta massa molar, existentes em todos
0s organismos vivos. Quimicamente, proteinas sao polimeros lineares de amino acidos
unidos covalentemente através de ligagdes peptidicas, um tipo especial de amida. Por
isso, as cadeias poliméricas nas proteinas sao chamadas de polipeptideos. Somente L-
amino 4cidos estdo presentes em proteinas naturais [10].

As proteinas sdo classificadas em dois grandes grupos: as proteinas simples e as
conjugadas. As proteinas simples sdo descritas em termos de sua solubilidade em dgua
em cinco grupos: (i) albuminas - soliveis em dgua e em solucdes salinas diluidas; (ii)
globinas - soliveis em dgua (ex. hemoglobinas); (iii) globulinas — insoldveis em dgua,
mas soldveis em solugdes salinas; (iv) prolaminas — insoliveis em dgua, mas soldveis
em 70% de alcool etilico; (v) histonas - soliveis em dgua.

As proteinas conjugadas sdo descritas pelos grupos ndo protéicos: (i)
nucleoproteinas - uma proteina bdsica como a histona ou prolamina combinada com
acido nucléico; (i) fosfoproteinas - proteinas ligadas por acido fosférico (ex: caseina);
(iii) glicoproteinas - uma proteina e um carboidrato (ex. mucina na saliva); (iv)
lipoproteinas - proteinas combinadas com lipideos (ex. lecitina).

As proteinas podem ser encontradas em trés formas: (i) lineares (ex. coldgeno,
queratina, miosina); (ii) esférica (ex. lisozima, albumina) e (iii) elastica (ex. elastina).

A estrutura das proteinas nao pode ser descrita somente através da sequéncia das
ligacdes entre os atomos da molécula. S3o necessarios quatro niveis diferentes de
classificacdo estrutural que indicam a sequéncia dos aminodcidos na molécula, do
tamanho da cadeia e configuracdo espacial da cadeia polipeptidica. A estrutura
primdria é o nivel de estrutura mais fundamental definida pela seqiiéncia de
aminoécidos ao longo da cadeia polipeptidica. A estrutura secunddria € atribuida ao

arranjo espacial de aminodcidos proximos entre si que se arranjam para formar um
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padrao regular. A estrutura tercidria de uma proteina resulta do enrolamento da
proteina como um todo para dar sua forma tridimensional. A estrutura quartendria
refere-se a maneira como vdrias moléculas de proteinas se unem para formar grandes
estruturas [10].

A casefna (do latim "caseus", queijo) € uma proteina do tipo fosfoproteina
encontrada no leite fresco. Representa cerca de 80% do total de proteinas do leite. A
caseina € uma proteina conjugada, cuja estrutura quaterndria € constituida por
subgrupos ogi-, 05 -, - e k- caseina, com uma propor¢do em peso de 4:1:4:1. Estas
proteinas possuem uma caracteristica estrutural comum: um dos grupos hidroxil da
molécula forma um éster de 4cido fosférico. O grupo fosférico liga-se ao célcio e ao
magnésio, e alguns desses sais formam pontes de coordenag@o entre as moléculas de
caseina. O ponto isoelétrico da caseina € de 4,8.

A caseina apresenta uma forte tendéncia para formarem agregados, comumente
conhecidos como “micelas de caseina”. Estes agregados sdo formados pela associagdo
de vérios polipeptidios que formam a caseina e tém um dominio hidrofébico em seu
interior e, na interface com o solvente, grupos hidrofilicos, carregados que dao origem a
uma camada elétrica interfacial difusa que estabiliza a micela através de efeitos
estéricos e eletrostaticos. Ela contém aproximadamente 75% de material inorganico,
principalmente de aglomerados de fosfato de cdlcio que € responsdvel pela ligacdao dos
residuos fosfoserina de diferentes agregados moleculares de caseina. Alem disso, numa
solucdo também sao encontradas moléculas livres de caseinas em solugdo.

O estudo da interagdo entre proteinas, como a caseina, e surfactantes tem sido
extensivamente estudado nas dltimas décadas devido as suas multiplas aplicacdes em
biociéncias, nas industrias de alimentos e cosméticos [14-19]. Embora o uso de
proteinas e surfactantes no preparo e no controle da estabilidade fisico-quimica de
muitas dispersdes e emulsdes coloidais seja bastante freqiiente, a compreensio
fundamental dos mecanismos moleculares subjacentes as interacdes proteina-surfactante
e o impacto das mesmas sobre a formacdo e as propriedades dos produtos coloidais
ainda sdo incompletamente entendidos. Além disso, muitas questdes relativas ao
processo de formagdo dos complexos proteinas/surfactantes continuam ainda a serem

respondidas.
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1.6. Técnicas.
1.6.1. Condutividade Elétrica.

A titulacdo condutométrica é um método cldssico para determinar a cmc. A
condutividade € o reciproco da resisténcia elétrica da solucao e depende do nimero de
ions e da mobilidade das espécies idnicas. Para eletrélitos fortes, a concentracio de ions
na solucdo aumenta linearmente com a concentracao de eletrdlito adicionado a solugao
enquanto que para eletrolitos fracos a concentracdo de ifons na solucdo depende do
equilibrio de dissociagdo e do coeficiente de atividade dos fons. Neste caso, a
condutividade depende do grau de ionizagdo, o, do eletrélito.

A Figura 7 mostra um grafico tipico da condutividade especifica versus
concentracdo molar de surfactante. Observa-se que a cmc € definida na concentracdo do
surfactante correspondente a repentina mudanca na inclinacdo da curva [20-23]. O
aumento linear da condutividade abaixo da cmc € caracteristico de eletrdlitos fortes e a
inclinagdo depende da condutividade molar das espécies em solucdo, isto é, do contra-
ion e do surfactante.

Assim, a partir do grafico da Figura 7, € possivel estimar o grau de ionizagdo (Qt)
de micelas i6nicas como sendo a razao entre a inclinagdo da regido linear acima (S3) e

abaixo (S;) da cmc. A medida e o conhecimento de o sdo importantes porque estao

relacionados com o contetddo de contra-ions ligados na superficie da micela.

K(s)

[Surfactante]

Figura 7. Ilustragdo de uma titulagdo condutivimétrica de surfactante em agua

indicando a micelizagao.
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Na presenca de polimero, a curva obtida em titulacdes condutivimétrica com
surfactante exibe diferentes regides que indicam o inicio da interacdo do polimero com
o surfactante e a respectiva saturacdo das cadeias poliméricas. A Figura 8 ilustra uma
curva cléssica: os dois pontos de descontinuidade sao conhecidos como concentracao de
agregacdo critica (cac) e a concentracdo de surfactante onde ocorre a saturacdo do
polimero (psp), respectivamente. A cac € interpretada como sendo o inicio da
associacdo cooperativa entre o surfactante e o polimero. A regido localizada entre cac-
psp € aceita e definida como a etapa de formacao de agregados micelares que encerra no

psp onde ocorre a saturacdo da cadeia polimérica pelo surfactante [20-22].

Condutividade Elétrica
2 2 o
o
o\ cac psp
Concentragdo do Surfactante

Figura 8. Ilustracao de uma titulacdo condutivimétrica de solucao aquosa de

polimero com surfactante, com indica¢do dos parametros de associacao.

1.6.2. Tensao superficial.

Em liquidos, no seu interior, as for¢as de atracdo mantém as moléculas proximas
uma das outras, ou seja, cada molécula é atraida em todas as dire¢des, tendo como
resultado uma forga resultante igual a zero. Entretanto, com as moléculas na superficie
isso ndo acontece. Cada molécula na superficie estd sujeita a uma forte atragdo que é
perpendicular a superficie. Devido a esta for¢ca de atracdo voltada para o interior do
liquido, menos moléculas tendem a ficar na superficie, diminuindo a superficie do
liquido e conseqiientemente causando uma tensao na superficie das moléculas, levando

ao conceito de tensdo superficial.
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A técnica de tensdo superficial é amplamente usada para determinar a cmc e o
comportamento das moléculas de surfactante atuando na interface ar-liquido [11,23].
Quando um surfactante € adicionado a dgua, suas moléculas tendem a arranjarem-se de
modo a minimizar o contato entre os grupos hidrofébicos e a 4gua: os grupos polares do
surfactante ficam na solug@o aquosa, proximo a superficie, € os grupos apolares ficam
na superficie. (ver figura 9). Isto gera uma diminui¢do na tensdo superficial da dgua
porque diminui o nimero de moléculas de d4gua na superficie. A diminui¢ao de y ocorre
até na cmc; em concentracdes acima deste ponto, a tensdo superficial da solugdo €
geralmente constante, pois todo surfactante adicionado € destinado a formacdo de

micelas.

Tensao superficial

Aumenta a adsorgao Adsorcdo constante
na superficie

,é , ,;,g éé& ; %é;§ ‘Sh; éé&i"nru sleo

-

Agua

Micela

CImc
Log da Concentragdo do Surfactante

Figura 9. Ilustracdo de uma curva obtida na titulacdo tensiométrica de

surfactante em agua, indicando o processo de micelizacao.

1.6.3 Fluorescéncia.

A técnica de fluorescéncia tem sido utilizada nos campos da quimica,
bioquimica e medicina, trazendo enormes contribuicdes em andlises de proteinas,

membranas, dcidos nucléicos e complexas macromoleculares. Os primeiros usos de
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sondas fluorescentes em sistemas contendo surfactantes foi para medir a concentragao
micelar critica [24,25]. Sondas fluorescentes referem-se a uma variedade de moléculas e
ions que, sob apropriada excitacdo eletromagnética, emitem luz. Na prética, as
caracteristicas da banda de emissdo sdo exploradas para fins de monitoramento de
microambiente de sistemas moleculares organizados e estdo atreladas a fatores como
polaridade do meio.

A solu¢do micelar pode ser considerada como um sistema heterogéneo formado
por duas pseudofases, a micelar e a aquosa, onde a micelar possui distintos
microambientes com diferentes caracteristicas. Para o uso de uma sonda fluorescente no
estudo do comportamento dos agregados micelares e dos complexos polimeros-
surfactantes € necessario considerar que a mesma ndo seja distribuida uniformemente
em todos os ambientes ao longo de todo o volume da solucdo. Por isso, a escolha
adequada da sonda depende de qual propriedade deseja-se acompanhar. Para efeitos de
medida de cmc, a sonda deve ser hidrofébica para que seja altamente particionada para a
pseudofase correspondente ao interior da micela e, portanto, identifique a ocorréncia do
processo de micelizagdo.

O pireno, sem ddvida, € a sonda fluorescente mais usada para este fim. A
particularidade € que o espectro de emissdo exibe bandas de vibracdo finas cujas
intensidades relativas sdo sensiveis a polaridade do meio. A Figura 10 mostra os
diferentes niveis de energia e as transi¢des ocorridas na molécula de pireno apds a
excitacdo. Enumerando as bandas de vibracdo de 1 a 5, que sdo observadas na
temperatura ambiente, a banda I3 em 384,0 nm, que corresponde a transi¢ao S; v=o _, So
*=! mostra pouca sensibilidade aos solventes, enquanto que a banda I; em 372,8 nm, S;
V=0, So v=0’ muda a intensidade em funcdo do solvente, aumentando em solventes

polares.
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Figura 10. Representacdo do diagrama de Jablonski de energia para o pireno.

A Figura 11 mostra os espectros que sdo obtidos para o pireno a medida que se
adiciona surfactante a solu¢do. Observa-se o crescimento relativo da intensidade de
fluorescéncia da banda I3 em relagdo a banda I;. Isto mostra que o pireno estd mudando

de ambiente quimico, ou seja, estd passando da solugado para o interior das micelas.
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Figura 11. Espectros de fluorescéncia do pireno com o aumento da concentracio

de SDS.

A medida da polaridade relativa € expressa em termos da relacdo I,/I; (ou o
inverso I3/I}) e € utilizada como critério para avaliar a micropolaridade de meios e de
microambientes de agregados micelares.

As proteinas apresentam trés diferentes residuos de aminoacidos que contribuem
em emissdes de fluorescéncia: tirosina, triptofano e fenilalanina. Cerca de 90% da
emissao total de fluorescéncia das proteinas, no entanto, € de atribui¢do aos residuos de
triptofano. A banda de emissdo médxima do triptofano, e seus derivados, sdo muito
sensiveis a polaridade do solvente, devido as interagdes especificas entre o solvente € o
anel. A caseina possui um total de trés residuos de triptofano. Estes residuos de
triptofano estdo localizados principalmente no dominio hidrofébico da micela de
caseina sendo responsdveis por importantes informacdes da sua estrutura,

principalmente se tratando de estudos de interacdo com surfactante [26].
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OBJETIVO

Estudar a interagdo entre SDoD e NaDC com o etil(hidroxietil) celulose (EHEC)

em solucdo aquosa 20 mM de tampao borato/NaOH, pH 9,20, a 25 ,OOC.

Estudar a interagao entre SDS, DTAB e NaDC com a caseina em solugdo aquosa

10 mM de tampao fosfato, pH 7,0, a 25,OOC.

Monitorar e interpretar a variagdo dos parametros cac € psp no processo de

interagdo dos surfactantes com os biopolimeros.
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CAPITULO 11

PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiais e Reagentes.

O deoxicolato de sédio, 99%, € procedente da Sigma. O dodecil sulfato de sédio
(SDS), o brometo de dodeciltrimetil amonio (DTAB) sao procedentes da Aldrich. O
dodecanoato de sddio foi preparado a partir de neutralizacdo do dcido dodecandico de
procedéncia da também da Aldrich.

A etil(hidroxietil)celulose (EHEC), comercialmente denominada de Bermocoll E
481 FQ, foi doada pela Akzo Nobel, Surface Chemistry Ab, Suécia. As solugdes de
EHEC foram preparadas sob agitacdo suave por aproximadamente 12 horas em 10 mM
de tampao borato, pH 9,2.

A caseina foi doada pelo laboratério de Materiais Poliméricos (POLIMAT) do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina, proveniente da
Aldrich. A caseina foi submetida a um processo de purificagao através de uma didlise e
posterior liofilizacdo. As solugdes de caseina foram preparadas sob agitagdo suave em
10 mM de tampao fosfato, pH 7,0. Em todo o experimento utilizou-se solugdes de

caseina em concentracdo de 2 mg/mL.

2.2. Equipamentos e métodos utilizados.
2.2.1. Medidas de pH.

As medidas de pH foram feitas através de um pHmetro Beckman modelo @71,
equipado com um eletrodo de vidro combinado.

2.2.2. Método condutivimétrico.

As medidas de condutividade especificas foram realizadas utilizando um
conditivimetro modelo 170 da ATI-ORION, com uma bureta semi-automatica da
Metrohm Herisau tipo Multi-Biirette, modelo E-485 com capacidade para 20 mL e uma
cela de diluigdo.

As medidas foram executadas da seguinte forma: pequenos volumes de solucao
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estoque de surfactantes eram adicionados com uma bureta, sobre um volume conhecido
de solucdo tampao, com ou sem o polimero, numa cela de diluicdo previamente
termostatizada a 25° C. Com o eletrodo de condutividade mergulhado na solucdo, fazia-
se a leitura da condutividade especifica a cada adi¢dao da solugdo estoque. O célculo da
concentracao resultante, apds cada adi¢do, era corrigido considerando o volume total da

cela.

2.2.3. Método Tensiométrico.

Para as medidas de tensdo superficial, foi utilizado o método do “destacamento”
do anel de du Nouy. Este método baseia-se na medida da forca maxima necessdria para
destacar um anel da superficie liquida. O anel é suspenso a0 mesmo tempo em que se
abaixa a mesa contendo o copo com a solucdo para manter o brago de torsdo no nivel de
referéncia. A forca méaxima exercida pelo braco de torsdao ocorre quando o anel é
destacado da superficie. Neste instante, o valor da for¢a F € lido na escala diretamente
como sendo a tensdo superficial, em mN/m ou dinas/cm.

O aparelho utilizado foi um tensiometro da KRUSS GMBH, modelo K 8, com
escala de divisdio de 0,1 mN/m, equipado com um anel de Pt-Ir-20 e frasco
termostatizado com a amostra. Foram utilizados volumes de 10,0 mL de solu¢do dos
correspondentes surfactantes, com ou sem o polimero, previamente preparadas para
cada medida. As solugdes eram deixadas em repouso por no minimo uma hora. A

temperatura foi mantida a 25° C por meio de um termostato.

2.2.4. Método Fluorimétrico.

As medidas de intensidade de fluorescéncia foram realizadas num
espectrofotometro da Hitachi F-4500, equipado com uma cubeta de quartzo de 10 mm.
As fendas de excitacdo e emissdo do monocromador foram ajustadas para 2,5 mm. As
medidas de fluorescéncia utilizando como sonda externa, o pireno, foram realizadas em
concentracdo 1,0 x 10° M, preparadas em etanol As amostras foram excitadas em 336
nm e os espectros de emissdo foram obtidos entre 360 e 500 nm. A razdo I/I, foi
estimada analisando a relacdo da intensidade maxima do pico em 372,8 nm (I,) e 384,0
(I,). As medidas de fluorescéncia do triptofano da caseina foram obtidas com excitacdo

em 295 nm.
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CAPITULO 111

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Interacdo de EHEC com SDoD e NaDC.

3.1.1 Condutividade Elétrica de SDoD na Auséncia e em Presenca de

EHEC.

A figura 12 mostra a curva de condutividade elétrica do SDoD em 20 mM de
tampao borato. Observa-se que a curva tem duas regides lineares € o ponto de
interseccdo define o inicio da formacdo dos agregados micelares, portanto, a
concentracdo micelar critica, cmc, que nestas condi¢des experimentais ocorreu em 23

mM de SDoD.

Condutividade Especifica, uScm”

-5 0 5 10 15 20 25 30 35
[SDoD], mM

Figura 12. Curva de condutividade especifica versus [SDoD] em auséncia de EHEC.
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As inclinagdes das retas da titulacdo condutimétrica da figura 12, abaixo (S)) e
acima (S3) da cmc, apresentaram valores de 58 e 28 Q! em? mol ™, respectivamente.
Admitindo-se que a grandeza das inclinagdes das regides lineares representa a
condutividade molar das espécies idnicas em solucdo, S; pode ser definido como a
contribui¢io das espécies idnicas em solu¢do (Na*, DoD™ e do tampdo). O grau de
ionizacdo micelar obtido foi de 0,48, mostrando que as micelas de SDoD comportam-se
em solucdo como um eletrélito fraco e que, portanto, nao sao considerados agregados
totalmente dissociados.

A figura 13 mostra a curva de condutividade especifica versus [SDoD] em
presenca de 0,1 % de EHEC. Observa-se que, neste caso, ha trés diferentes regides
separadas por dois pontos de descontinuidade denominados aqui de concentracdo de
agregacao critica, cac, e de concentracdo de saturagao do polimero, psp, por moléculas
de surfactante [20-22]. A primeira regido ocorreu em concentracdes abaixo da cac,
primeiro ponto de inflexdo, que caracteriza o inicio da associagdo entre SDoD e EHEC.
Na segunda regido, entre os pontos de descontinuidade, assume-se que hd a formagao de
complexos EHEC-SDoD. A terceira regido formada a partir do segundo ponto de
inflexdo, psp, € interpretada como sendo uma regido onde se inicia o processo de
saturacdo do polimero, e que hd somente micelas de SDoD sendo formadas em

equilibrio com os complexos EHEC-SDoD.
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Condutividade Especifica, uS cm
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Figura 13. Curva de condutividade especifica versus [SDoD] em presenga de

0,10% de EHEC.

A tabela 2 apresenta os parametros obtidos por condutividade elétrica para o
SDoD em auséncia e presenga de EHEC. Observa-se que o coeficiente angular Sj,
quando sdo mantidas constantes todas as condicdes experimentais, ¢ numericamente
idéntico aquele valor quando na auséncia do EHEC. Este fato indica que ndo ha
interacdo entre SDoD e EHEC abaixo da cac ou seja, o processo de ligacdo ocorre
somente na cac. O mesmo acontece com os valores de S;, mostrando realmente que ha

um ponto de satura¢iao do polimero.
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Tabela 2. Parametros obtidos por condutividade elétrica para o SDoD em auséncia e

presenca de EHEC.
% cme, cac, PSp, Sy S» Ss
EHEC mM mM mM
0,0 2291 - - 57,60 - 28,40
0,10 - 12,87 25,09 56,20 45,12 28,60

3.1.2. Condutividade Elétrica de NaDC na Auséncia e em Presenca de

EHEC.

A figura 14 mostra a curva de condutividade especifica versus concentracdo de
NaDC, tanto na presenca quanto em auséncia de EHEC. Nenhum ponto de
descontinuidade na regido da cmc foi observado. A primeira interpretacio leva a supor
que as micelas de deoxicolato de sédio sdao agregados micelares totalmente dissociados
(o = 1) e, a segunda, € indicacdo de que nao ha interacdo entre o polimero EHEC e o
biossurfactante NaDC. Porém, sabe-se que um pequeno desvio de linearidade na curva
de condutividade especifica ocorre em concentracdes diluidas de sais biliares

relacionado a pré-agregacdo de anions de sais de bilis, formando dimeros [27].
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Condutividade Especifica, uS.cm’
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Figura 14. Curva de condutividade especifica versus [NaDC] na auséncia (1), e

em presenca de 0,1% (2) de EHEC.

3.1.3. Tensdo Superficial de Misturas de SDoD e EHEC.

A Figura 15 mostra a curva de tensdo superficial do SDoD na auséncia do
EHEC. Nota-se que hd um ponto de descontinuidade atribuido a cmc, que ocorre em 21

mM, numa tensao superficial de 27 dina cm.
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Figura 15. Curva de tensao superficial de SDoD na auséncia de EHEC.

A figura 16 apresenta o grafico de tensdo superficial versus o log [SDoD] de
uma solu¢do contendo 0,1% de EHEC. Observa-se, agora, que a curva passou a exibir
dois pontos de descontinuidade, assim como observado nas curvas de condutividade
elétrica [21,22,28-33]. O primeiro, representado pela concentragdo onde se inicia o
processo de agregacio com o polimero, cac, ocorre em 9,6 mM e em 38 dina cm™. O
plato, que se estende até ~16 mM, € indicacdo de que a concentracio de surfactante na
interface ar/dgua é mantida constante. Em 25 mM e 28 dina cm™, ocorre o segundo
ponto de descontinuidade, psp, representando a concentracdo em que ha a saturacdo do

polimero.
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Figura 16. Curva de tensao superficial de SDoD em presenca de EHEC.

Pode-se observar que o primeiro ponto de transicdo ocorre antes da cmc do
SDoD, pois o0 EHEC exerce um efeito de estabilizacdo dos agregados micelares ligados.
O abaixamento da cmc tem sido usado como critério de estabilizacdo termodinamica e
critério e/ou evidéncia experimental da ocorréncia de ligacdo entre o surfactante e o
polimero. Nota-se que a tensdo superficial permanece constante tanto acima da cmc
como acima do psp, indicando que o psp determina a formag@o de somente micelas de
SDoD em equilibrio com os complexos EHEC-SDoD formados no intervalo de
concentracdo cac-psp. Como se esperava, as curvas de tensdo, assim como as de

condutividade, mostram que hd interacdo entre o surfactante SDoD e a celulose EHEC.
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3.1.4. Tensao Superficial de Misturas de NaDC e EHEC.

A figura 17 mostra a curva de tensdo superficial de NaDC puro na auséncia do
EHEC. Observa-se que ha um ponto de descontinuidade que representa a cmc em 2,7

mM e numa tensdo superficial de 53 dina cm™.
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Figura 17. Curva de tensao superficial de NaDC sem EHEC.

Ja a figura 18, apresenta o grafico de tensao superficial versus o log [NaDC] em
presenca de 0,1% de EHEC. Diferentemente do apresentado nas curvas de
condutividade elétrica da figura 14, este também apresenta dois pontos de
descontinuidade. O primeiro, cac, ocorre em 1,41 mM e em 51,2 dina cmleo segundo,
psp, em 4,0 mM e 50,6 dina.cm’. Interessantemente, as indicacdes de cac e psp no
grifico, mostram que ocorre interagdo formando complexos EHEC-NaDC,
diferentemente do resultado obtido por condutividade elétrica. Isso se deve ao fato de
que os agregados micelares de NaDC e os complexos EHEC-NaDC serem pequenos,

com isso sua mobilidade se torna insensivel nas medidas de condutividade elétrica
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Figura 18. Curva de tensao superficial de NaDC com a presenca de EHEC.

3.1.5. Fluorescéncia estaciondria do pireno em misturas de NaDC-EHEC e

SDoD-EHEC.

Técnicas utilizando sondas fluorescentes tais como o pireno, foram utilizadas
extensivamente para monitorar a formacdo de agregados de surfactante e também para
determinar a cmc das micelas e a cac de agregados micelares associados a polimeros
[34, 35].

Na auséncia e em presenga de EHEC, a Figura 19 e 20 mostram as curvas da

razdo I1/13 versus [SDoD] e I,/15 versus. [NaDC], respectivamente.



cmc
1,8 H Q Q o) @) 000055...I../
1,7 /
cac © m
1,6 .
o o)
=~ 1.5 o n
1,4 m
1,34 o L]
oOoOdmcnll
1,2
L |
1 10
[SDoD], mM
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A atribuicdo mais razodvel do valor de cmc nas curvas das figuras 19 e 20
refere-se a concentracdo de surfactante onde o primeiro platd termina. Baseando-se
nesta metodologia, os valores de cmc para o NaDC e SDoD ocorrem em =2,4 e = 22
mM, respectivamente, concordando com aqueles obtidos por tensao e por condutividade
elétrica. Enfatiza-se ainda que a adicdo de EHEC a soluc@o contendo SDoD desloca as
curvas para baixas concentragdes exibindo uma nitida cac em = 11 mM.

A Figura 20 mostra que a adicdo de EHEC ndo altera o espectro de fluorescéncia
do pireno em solucdo aquosa de NaDC, ou seja, ndo observa-se uma cac como acontece
na Figura 19. Assim, o processo de associagdo cooperativa, por fluorescéncia, €
inexistente entre o NaDC e EHEC. Resultado semelhante ao encontrado por

condutividade, porém, viu-se que por tensiometria hd a formacdo de complexos

EHEC/NaDC.

3.2. Interagdes de caseina com SDS, DTAB e NADC.

3.2.1 Medidas de tensao superficial para misturas de caseina-SDS, caseina-

DTAB e caseina-NaDC.

A figura 21 mostra uma curva de tensao superficial versus log [SDS] na auséncia
e presencga de caseina em 10 mM de tampao fosfato. Na auséncia de caseina, a tensao
superficial diminui até ocorrer uma brusca inflexdo em 38 dina/cm e 5,0 mM
representando a cmc, definido como o inicio da formacdo de micelas de SDS. Com a
adicdo de caseina, observa-se a presenca de dois momentos de inflexdo, sendo o
primeiro definido como o inicio da formagao de agregados micelares ligados a proteina,
ocorrendo em 3,2 mM de SDS, a cac. A interpretagao do platd que se forma acima da
cac é resultado do processo de associacdo cooperativa do SDS sobre a proteina
enquanto na interface solugdo/ar a concentragdo monomérica do SDS € constante. O
desdobramento estrutural da proteina ocorre nesta regido, ou seja, € nesta regido que a
proteina perde a estrutura tercidria. Logo apds, ocorre a diminui¢ao da tensdo superficial
justificada pelo fato de os mondmeros de SDS no equilibrio mondmero/proteina
deslocarem-se para o equilibrio ar/solucdo. Assim, em 38 dina/cm inicia um segundo
plato associado a saturacdo das cadeias da proteina, psp = 8 mM. A partir desta [SDS],

todo surfactante adicionado a solug@o contribui para a formac@o de micelas livres. Esta
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conclusdo € sustentada pelo fato de que acima do psp os valores de tensdo superficial,

com e sem proteina, sdo idénticos.
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Figura 21. Curva de tensao superficial versus [SDS] na presenca (o) e auséncia

(m) de caseina.

A figura 22 mostra uma curva de tensdo superficial versus log [DTAB] na
auséncia e presenga de caseina em 10 mM de tampao fosfato. Na auséncia de caseina
observa-se uma cmc em 13,8 mM definido como o inicio da formacdo de micelas de
DTAB. Quando se adiciona caseina, observa-se a novamente a presenca de dois
momentos de inflexdo, sendo o primeiro, cac, ocorrendo em 11 mM de DTAB. E o
segundo, psp, em 16 mM. Assim como na presenga de SDS, com o DTAB também hd a
formacdo de um platé acima da cac e os valores de tensdo superficial, acima da psp,
com e sem proteina, sdo idénticos. Estes resultados mostram que hd a interacdo entre
caseina e DTAB com a formacao de complexos caseina/DTAB e posterior saturacao dos

mesmeos.
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Figura 22. Curva de Tensao superficial versus [DTAB] na auséncia (o) e

presenca (m) de caseina.

A figura 23 mostra uma curva de tensdo superficial versus log [NaDC] na
auséncia e presenga de caseina em 10 mM de tampao fosfato. Na auséncia de caseina
observa-se uma cmc em 2,5 mM definido como o inicio da formacdo de micelas de
NaDC. Quando se adiciona caseina observa-se a presenca de somente um ponto de
inflexdo, coincidindo com a cmc do NaDC. Como o aparecimento de uma cac € usado
como forte indicacido de ligagdo do surfactante ao polimero [36,37], o resultado da

figura 23 indica a auséncia de ligacdo entre NaDC e a caseina.
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Figura 23. Curva de Tensao superficial versus [NaDC] na presenca (o) e

auséncia (m) de caseina.

Finalmente, como a técnica de tensdo superficial € uma medida de uma
propriedade da interface ar/dgua e o processo de micelizacdo que ocorre no interior da
solugdo, as informacdes que a técnica fornece sdo indiretas porque estdo relacionadas
com o equilibrio monomérico entre a interface e o interior. Sendo assim, as técnicas de
condutividade elétrica e de fluorescéncia estaciondria sdo acrescentadas para

complementar informagdes e aprimorar o entendimento dos sistemas aqui estudados.

3.2.2. Condutividade elétrica em misturas caseina/SDS, caseina/ NaDC e

caseina/DTAB.

As Figuras 24 e 25 apresentam as curvas de condutividade elétrica para o SDS,
na auséncia e em presenca de caseina, respectivamente. A cmc, nas condicdes

experimentais, ocorreu em 5,4 mM de SDS.
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Figura 24. Curva de condutividade especifica versus [SDS] na auséncia de

caseina.

Em mistura de proteina e surfactante, a curva de condutividade elétrica
apresenta-se semelhante as curvas ja amplamente divulgadas [38-40]. Estas curvas
indicam duas inflexdes com as seguintes caracteristicas: a primeira representa o inicio
da associagdo cooperativa entre a proteina e o surfactante, cac, que, nas condicdes
experimentais ocorreu em 3,1 mM e, o segundo em 8 mM, representa a saturacdo da
proteina por moléculas de surfactante, psp, mas, claramente, define o inicio de formacgao
de micelas livres. O coeficiente angular S;, quando sao mantidas constantes todas as
condic¢des experimentais, € numericamente idéntico aquele valor quando na auséncia de
caseina. Este fato indica que ndo hé interacao entre SDS e caseina abaixo da cac ou seja,
o processo de ligacdo ocorre somente na cac. O mesmo acontece com os valores de Ss,

mostrando realmente que ha um ponto de saturagdo do polimero.
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Figura 25. Curva de condutividade especifica versus [SDS] em presenca de

caseina.

A tabela 3 apresenta os parametros obtidos por condutividade elétrica para o

SDS em auséncia e presenca de caseina.

Tabela 3. Parametros obtidos por condutividade elétrica para o SDS em auséncia e

presenca de caseina.

caseina cme, cac, PSp, Si S, S;3
mM mM mM
0,0 5,4 - - 55,0 - 25,0

2mg/mL - 3,1 8,0 53,0 40,0 24,0
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A Figura 26 mostra as curvas de condutividade elétrica para o NaDC na auséncia
e em presenca de caseina. As duas curvas exibem comportamentos lineares e, a cmc
tensiométrica ndo € observada por condutividade elétrica. Os resultados de
condutividade elétrica sao semelhantes aos resultados obtidos por tensdo superficial, ou

seja, nao hd interagdo de caseina com NaDC.

Condutividade Especifica, pS.cm”

0 5 10 15 20 25 30 35
[NaDC], mM

Figura 26. Curvas de condutividade elétrica para o NaDC na auséncia (0) e em

presenca (O0) de caseina.

As Figuras 27 e 28 apresentam as curvas de condutividade elétrica para o DTAB
na auséncia e em presencga de caseina, respectivamente. Na auséncia de proteina, a cmc

nas condicdes da experiéncia, ocorre em 10,8 mM de DTAB.
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Figura 27. Curva de condutividade elétrica para o DTAB na auséncia de caseina.

Em mistura de proteina e surfactante (figura 28), a curva de condutividade
especifica mostra uma cac em 3,8 mM e uma psp em 14 mM. Acima da cac, os
monomeros de surfactantes ligam aos sitios da caseina carregados negativamente
formando agregados caseina/DTAB. Acima da psp ocorre a saturagdo dos complexos
pelo surfactante e a curva de condutividade torna-se linear porque novamente s6 hé a
formacdo de micelas livres em soluga sem a formacdo de novos agregados

caseina/DTAB.
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Figura 28. Curva de condutividade elétrica para o DTAB na presenca de caseina.

A tabela 4 apresenta os parametros obtidos por condutividade elétrica para o

DTAB em auséncia e presenca de caseina.

Tabela 4. Parametros obtidos por condutividade elétrica para o DTAB em auséncia e em

presenca de caseina.

caseina cme, cac, PSp, Sy S» S3
mM mM mM
0,0 10,8 - - 30,0 - 11,5
2mg/mL - 3,8 14,0 32,0 24,0 12,5

3.2.3. Fluorescéncia estaciondria do pireno em misturas de SDS/caseina,

DTAB/caseina e NaDC/caseina.

Para investigar melhor a interacdo entre a SDS e micelas de caseina usou-se uma

sonda hidrofébica de pireno. A razdo de intensidade (I;/I3) mostra a polaridade do
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ambiente. A Figura 29 mostra o efeito concentragdo de SDS sobre a razdo I;/I; na
auséncia e presenca de micelas de caseina. Como pode ser visto a razao I;/I3 nas micelas
de caseina tem um valor de 1,13 na auséncia de qualquer tensioativo (0), o que indica
que as moléculas de pireno residem em um dominio hidrofébico nas micelas de caseina.
A mudanga na razdo I;/Iz com a concentracdo de SDS na auséncia de caseina indica
claramente a formacao de micelas de SDS em dgua (m), mas ndo hd uma clara mudanca
com a concentracao de SDS na presenca de micelas de caseina (©) o que sugere que a
ligacdo de micelas de SDS com as micelas de caseina ndo altera a polaridade do

microambiente do pireno. [41].
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Figura 29. Razao 1,/13 versus [SDS] na auséncia (m) e presenca (0) de caseina.

A Figura 30 mostra o efeito concentracdo de NaDC sobre a razdo I;/I; na
auséncia e presenca de micelas de caseina. Como pode ser visto a razao I;/I3 nas micelas
de caseina tem um valor de 1,2 na auséncia de qualquer tensioativo (©), o que indica
que as moléculas de pireno residem em um dominio hidrofébico nas micelas de caseina.
A mudanca na razdo I;/Is com a concentracdo de NaDC na auséncia de caseina indica

claramente a formacdo de micelas de NaDC em 4gua (e®). Porém, nao ha uma clara
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mudanca com a concentragdo de NaDC na presenga de micelas de caseina (0),

evidenciando a ndo formacao de complexos NaDC/caseina.
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Figura 30. Razao 1,/1; versus [NaDC] na presenca (©) e auséncia (®) de caseina.

A Figura 31 mostra o efeito da concentracado de DTAB sobre a razao I;/Iz. Como
pode ser visto, a razdo tem um valor de 1,22 na auséncia de surfactantes, o que indica
que moléculas de pireno residem em um dominio mais hidrofébico nas micelas de
casefna. A razdo diminui em concentragdes de DTAB inferiores a 0,8mM e permanece

constante em concentracdes de DTAB superior a 16 mM.
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Figura 31. Razdo 1,/I; versus [DTAB] na presenca de caseina.

A estrutura mais compacta de micelas de caseina faz com que as moléculas de
pireno se localizem em um dominio mais hidrofébico, resultando em uma menor I;/I5
com a adicio de DTAB até 0,8 mM. A estrutura mais flexivel do novo complexo
caseina/DTAB eleva a micropolaridade do meio aumentando a razdo I;/Is. J4 quando

ocorre a saturacdo do complexo caseina / DTAB a razao torna-se constante [42].

3.2.4. Efeito da concentracdo de SDS sobre a emissdo de fluorescéncia da caseina.

Informagdes sobre a natureza dos agregados formados entre proteinas e
surfactantes podem ser obtidas através da fluorescéncia estaciondria dos residuos de

triptofano da cadeia protéica. Na prética, o espectro observado representa a média dos
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efeitos causados sobre os residuos de triptofanos da caseina nos seus respectivos
microambientes da estrutura da proteina [25].

As figuras 32 e 33 mostram a influéncia da concentracdo de SDS na intensidade de
emissdo € no comprimento de onda maximo, respectivamente. Observa-se uma acentuada
diminuicdo da intensidade com aumento da concentracdo de SDS até 3,2mM. Essa diminui¢do
da intensidade mostra que os mondmeros de SDS ligam-se a micelas de caseina numa
concentragdo de surfactante menor que 3,2 mM. Portanto, os residuos de Trp estdo
localizados em um meio mais hidrofébico quando micelas de caseina estdo ligadas com
SDS. Isso leva a diminui¢do do Ayax. Quando a concentracdo de SDS excede 8mM,
referentes ao ponto de saturacdo das micelas de caseina por SDS obtidos por
tensiometria e condutividade, ndo ha mais influencia do SDS sobre os residuos de

triptofano [41].
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Figura 32. Curva de intensidade de fluorescéncia versus [SDS].
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Figura 33. Curva de Ay, versus [SDS].

3.2.5. Efeito da concentracdo de DTAB sobre a emissao de fluorescéncia da

caseina.

Foram feitos estudos de fluorescéncia de misturas de caseina com DTAB em
concentracoes menores que 1,2mM e maiores que 20mM, isso porque entre essas

concentracdes o sistema se apresenta muito turvo. A figura 34 mostra o a curva de

intensidade em funcao da concentragdo de DTAB.
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Figura 34. Curva de intensidade de fluorescéncia versus [DTAB].
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Figura 35. Curva de Ay,x versus [DTAB].

E observado nas figuras que um pequeno aumento no valor da intensidade é
acompanhado com uma mudanga no comprimento de onda com o aumento da
concentracdo de DTAB. Quando o sistema deixa de ser turvo, tanto o comprimento de
onda quanto a intensidade ficam inalteradas com o aumento da concentragdo de DTAB.

Como foi discutido anteriormente hd a formag¢ao de complexos caseina/proteina
demonstrada pelas técnicas de tensao superficial e condutividade. Por isso, o aumento
da intensidade, junto com a diminui¢do do comprimento de onda, pode ser explicado
pelo fato de os residuos de Trp se localizarem em um meio mais hidrofébico e assim
estarem mais expostos devido ao aumento da micropolaridade pela formacdo de
complexos de DTAB/caseina. Apds a saturacdo dos complexos DTAB/caseina, tanto o

comprimento de onda quanto a intensidade permanecem constantes [42].
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3.2.6. Efeito da concentracdo de NaDC sobre a emissdao de fluorescéncia da

caseina.

A figura 36 mostra a influéncia da concentragdo de NaDC na intensidade. Os resultados
vém de encontro aos obtidos por condutividade elétrica, tensdo superficial e fluorescéncia do
pireno, que indicam auséncia de intera¢do entre NaDC e caseina. J4 que ndo houve uma
alterac@o considerdvel na intensidade de fluorescéncia e também nao houve nenhuma altera¢io

do comprimento de onda mdximo que permaneceu constante.
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Figura 36. Curva de Intensidadede fluorescéncia versus [NaDC].
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CONCLUSOES

Muitas técnicas sdo usadas para caracterizar a auto-associacao entre polimeros e
surfactantes. O estudo desse processo de associa¢do € importante porque a combinagao
desses componentes promove mudangas nas estabilidades de propriedades fisico-
quimicas, na reologia, na estabilidade de emulsdes, entre outras.

Os resultados obtidos através das técnicas de tensdo superficial, condutividade
elétrica e fluorescéncia mostraram que hd a formacao de complexos EHEC/SDoD. Para
o sistema EHEC/NaDC, somente a técnica de tensdo superficial foi sensivel para
detectar a formagdo do complexo.

Quando se estudou a interagdo da caseina com os surfactantes SDS, DTAB,
NADC, observou-se pelas técnicas que hd a formacdo de complexos caseina/SDS e a
formagcdo de complexos caseina/DTAB. Porém as técnicas de tensdo superficial,
condutividade elétrica e fluorescéncia ndo mostraram a presenca dos parametros de

auto-asssociagao da caseina com o NaDC.
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