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NANOPARTICLES FROM SOYBEAN PROTEIN ISOLATE BY COACERVATION IN WATER: EFFECT OF IONIC STRENGTH
AND CONCENTRATION OF PROTEIN AND SURFACTANT. Soft nanopatrticles of size 200-400 nm were obtained from soybean
protein isolate (SPI). The particles were formed and suspended in water by the coacervation of aqueous suspensions of SPI in hostile

buffered aqueous solutions in the presence of surfactants. We investigate the effect of storage, ionic strength, and concentrations of
SPI and surfactant on nanoparticle size and zeta potential. Transmission electron microscopy images and scattering techniques (SLS/
DLS) revealed that the particles are spherical, with hydrophilic chains at the surface.
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INTRODUCAO

Com mais de 90% de proteina, a Proteina Isolada de Soja (SPI) ¢
a forma mais refinada entre os derivados protéicos comuns.'? Produto
praticamente livre de carboidratos e de gordura, a SPI € constituida
pelas proteinas de armazenamento da soja e compreende um conjunto
de macromoléculas de tamanhos e estruturas variadas.? Trata-se, em
grande parte, de uma mistura de glicininas e -conglicininas (também
conhecidas como fragdes 11S e 7S, respectivamente) que representam
mais de 85% de proteinas presentes na soja.> Devido aos seus efeitos
benéficos (reducdo do colesterol e prevengdo de doencas cardiacas),
a proteina isolada de soja tem sido extensivamente utilizada como
alternativa nutricional, funcional ou econdmica em substituicdo a
outros tipos de proteinas tradicionais em alimentos como bebidas,
produtos de panificagdo, cereais, carne de frango, carne de gado e
produtos de pescado.>*

As cadeias de SPI podem ser facilmente reticuladas em solugéo
a partir do simples aquecimento.’ Usando-se desta propriedade, re-
centemente obtivemos microparticulas de SPI capazes de encapsular
6leo inseticida.® Em outro trabalho, Wang e colaboradores usaram
SPI para a obten¢do nanoparticulas, por meio da reticulagdo com
glutaraldeido.”

Biocompativeis e biodegradaveis, os sistemas com nanoparticulas
de biopolimeros vém sendo desenvolvidos visando aplicacdes para fins
terapéuticos e de liberagdo de fertilizantes e inseticidas.*® Existem va-
rios métodos relatados na literatura para a preparacdo de nanoparticulas
de biopolimeros, que normalmente levam a suspensdes coloidais aquo-
sas. O método de coacervagao simples envolve a separagcao do material
polimérico da sua solug@o através de alteracdes das caracteristicas do
meio que causam a dessolvatacido da macromolécula; isto pode ser
obtido, por exemplo, por meio de mudanga de pH, temperatura, for¢a
i0nica, adi¢do de um ndo solvente, sal ou outro polimero incompati-
vel.'™12 O uso de surfactantes com longas cadeias hidrofilicas pode
oferecer um mecanismo extra de estabilidade cinética as dispersdes
obtidas, tal como € o caso dos sorbitéis polietoxilados, os Tweens.'

Durante o armazenamento de suspensdes coloidais de biopoli-
meros, alguns processos podem ocorrer precocemente, tais como
degradacdo quimica ou desnaturagdo fisica do biopolimero ou das
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demais moléculas presentes no meio, além da agregacdo das particu-
las, resultando na floculag@o ou precipita¢do do material protéico.'*
Consequentemente, a limitada estabilidade cinética € uma limitag¢do
para aplicacdes industriais das suspensdes aquosas de nanoparticulas
com biopolimeros.® Todavia, o ajuste de algumas varidveis na prepa-
racdo das nanoparticulas pode levar a um aumento significativo da
estabilidade cinética.®!>!"

Neste trabalho, usamos a metodologia de coacervacio em solu-
¢do aquosa para a obten¢@o de nanoparticulas formadas pela SPI e
acompanhamos os efeitos de algumas varidveis nos métodos de pre-
paracdo através da caracterizacio fisico-quimica das nanoparticulas
poliméricas obtidas. Ainda, estudamos a estabilidade cinética das
suspensdes coloidais, com o intuito de compreender os mecanismos
dos processos degradativos. As misturas foram feitas na presenga
do surfactante Tween 80 que, com um HLB em torno de 15, € capaz
de oferecer protecdo estérica efetiva contra processos degradativos,
como os de coagulacéo ou floculacdo nas dispersdes.'®

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

A SPI (Supro 500E) utilizada foi gentilmente fornecida pela
Solae do Brasil Industria e Comércio de Alimentos Ltda. e usada
como recebida. O surfactante Tween 80 (monooleato de sorbita-
noetoxilado) foi usado como adquirido da VETEC Quimica Fina
LTDA, Brasil. O 4dcido acético glacial e o acetato de sédio usados
para preparar a solu¢do tampao, assim como o hidréxido de sédio
usado para ajustar o pH das solugdes, foram adquiridos da empresa
Nuclear, Brasil.

Preparacio das particulas

Inicialmente, preparamos solu¢des aquosas de SPI em diferentes
concentragdes - 0,1% a 0,5% (m/v) - com pH ajustado para 10 (valor
acima do ponto isoelétrico da SPL,? i.e., acima do valor de pH no
qual a mistura proteica apresenta carga elétrica liquida igual a zero
e € insoliivel em meio aquoso) por meio da adi¢do de NaOH(aq)
1,5 mol L' e mantivemos sob agitacio a 25 °C durante 12 horas.
Preparamos também as solugdes tampao hostil, i.e., solu¢do tampao



92 Fayad et al.

com pH ajustado para menor solubilidade possivel da SPI e favore-
cer a coacervacdo. As solugdes tampao hostil dcido acético/acetato
de sddio tiveram o pH ajustado para 5 pela adicdo de NaOH(aq)
1,5 mol L', contendo 0,5% ou 1,0% (m/m) de surfactante Tween
80. A forga idnica do meio foi calculada levando em consideracdo
as concentragoes e as cargas de todos os dnions e cdtions presentes
no sistema.

Depois de prontas as solugdes, 85 mL da solugdo tampao hostil
foram submetidos a um dispersor (Quimis) sob uma velocidade
de agitacdo de 6000 rpm e 3 mL de solucdo aquosa de SPI foram
entdo adicionados por gotejamento. A mistura final permaneceu sob
agitacdo por 1 minuto. A composi¢do de cada amostra € apresentada
na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do das amostras estudadas

Amostra Cp / %o (m/v) Lo/ MMOL L/ Po(m/m)
Al 0,1 1,20u20 0,50u 1,0
A2 0,2 1,2 ou 20 0,50u 1,0
A3 0,3 1,2 0u20 0,50u 1,0
A4 04 1,20u20 0,50u 1,0
A5 0,5 1,2 0u20 0,5 ou 1,0

Distribuicdo de tamanho e potencial Zeta das particulas

A determinacdo da distribui¢do de tamanho das particulas de
SPI foi realizada a 25 °C, por meio de medidas de espalhamento de
luz dindmico (DLS) utilizando um equipamento Zetasizer Nano da
Malvern. O instrumento opera com laser de He-Ne, A =633 nme a
deteccdo € feita em um tnico angulo de 173°.

As medidas do potencial Zeta médio das particulas foram rea-
lizadas a 25 °C, pela técnica de microeletroforese associada a ane-
mometria Doppler de laser, submetendo-se a amostra a um campo
elétrico no equipamento Zetasizer Nano da Malvern.

Armazenamento e estabilidade cinética das suspensdes
coloidais

O estudo da estabilidade cinética das dispersdes foi realizado
dentro de um intervalo de 122 dias. As amostras ficaram condicio-
nadas em geladeira a uma temperatura de 4,0 + 0,5 °C. As medidas
de distribuicdo de tamanho e potencial Zeta das suspensdes foram
realizadas a 25 °C.

Em todas as medidas, as aliquotas foram pegas em lugares in-
discriminados e aleatdrios das dispersdes, sendo que variacdes da
posicdo de coleta no frasco ndo mostraram diferengas significativas
nos resultados. Entretanto, apds 90 dias de estocagem, uma ligeira
cremagem foi observada; por isso, nas medidas apds este tempo as
aliquotas foram coletadas na parte inferior do frasco.

Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

Para a realiza¢do das medidas de microscopia, uma pequena
quantidade da amostra foi depositada em grades recobertas de car-
bono e secas por 24 horas. As imagens das amostras foram obtidas
por meio de um microscépio eletronico de transmissdo JEM-101 da
JEOL, pertencente o Laboratério Central de Microscopia Eletronica
da UFSC.

Espalhamento de luz dinamico e estatico

A dependéncia angular do espalhamento de luz dindmico I1=1(q,t)
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e do espalhamento de luz estético I=I(q) da amostra A2 (cy,= 0,2%,
I=1mmol L, ¢..50= 0,5%) foi investigada pelo uso de um
Gonidmetro ALV-7002 multicorrelador, com faixa de detecgdo de
32° a 150° e operando com laser de 22 mV Ne/Ar 638,2 nm. As
amostras foram colocadas em uma cubeta cilindrica de 5 mL sem
dilui¢do e as medidas foram feitas entre 40° a 140°, em intervalos de
10°, durante 300s. Todas as medidas foram realizadas em temperatura

controlada de 25 °C.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da forca ionica na distribuicio de tamanho e
polidispersidade das particulas

A solucdo que promove a coacervagdo € a solucio tampao hostil,
que consiste em uma soluc@o de surfactante tamponada em pH =5
(ponto isoelétrico da SPI).2 A forca idnica (I) da soluc@o tampao foi
ajustada e apresentou grande efeito nas caracteristicas das dispersoes,
como ilustrado na Figura 1. O aumento da for¢a idnica do meio levou
ao aumento do didmetro médio e da polidispersidade das particulas
(valores inseridos nas colunas), passando estas a ter dimensdes
micrométricas quando 7 = 20 mmol L. O aumento da forga i6nica
promove a contracdo da camada elétrica difusa de fons ao redor das
particulas (Equacdo 1 —na qual k' € o comprimento de Debye, k, € a
constante de Boltzmann, € € a constante de permissividade do meio,
T € a temperatura termodinamica, e € a carga elementar, / € a forga
ionica do meio, F € a constante de Faraday)'’ e, consequentemente,
diminui o potencial de repulsdo V; (Equagdo 2 —na qual x € a distancia
entre as particulas, a € o raio da particula, y € o potencial elétrico
da superficie das particulas).!” Desta maneira, processos degradati-
vos tal como a floculagdo e coagulacio das particulas justificam o
aumento do tamanho e a alta polidispersidade nas formula¢des com
maior for¢a idnica.
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Figura 1. Raio hidrodindmico aparente e polidispersidade em fungdo da forca
ionica da solu¢ao tampdo hostil com 0,5% (m/m) de Tween 80
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concentracio de SPI(aq) nio teve um efeito muito pronunciado no
tamanho das particulas, a0 menos na faixa estudada.

Efeito da forca ionica no potencial Zeta das particulas

O potencial Zeta ({) de todas as particulas foi sempre negativo,
como apresentado na Tabela 2, indicando que mesmo em pH = 5
a carga residual das cadeias de SPI era negativa. De acordo com o
Jaramillo e colaboradores,? o ponto isoelétrico da SPI1é 4,6. Em pH =
5 provavelmente algumas cadeias encontram-se sob a forma negativa,
justificando os valores iniciais de potencial zeta observados. A con-
centragdo de proteina também exerce um efeito no valor do potencial
Zeta: para uma mesma forca idnica, o aumento da concentracio de
SPI (série Al a A5) aumentou o valor de {, indicando a formagio de
particulas com maior densidade de carga superficial em concentragdes
mais elevadas de proteina.

O aumento da forga idnica levou a diminuigéo do potencial £. Isto
pode ser compreendido pelo fato de que a expressdo para o potencial
{ (Equagdo 3 —na qual Q, é a cargas da unidade eletrocinética) mostra
uma dependéncia direta com o comprimento de Debye.?* Como visto
anteriormente, o aumento da for¢a idnica leva a uma diminui¢@o do
comprimento de Debye e, consequentemente, a uma diminui¢do do
potencial Zeta.
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Tabela 2. Potencial Zeta das nanoparticulas em fungdo da forca idnica da
soluc@o tampao hostil com 0,5% (m/m) de Tween 80

{/mV
Amostra Rungs,/ 001 L7
1 2 20
Al -26,6 -15.3 -8.4
A2 -27,0 -16,5 -8,99
A3 -29.5 -18,1 -9,22
A4 -31,4 -19.7 -9,7
A5 -32,8 -22,4 -

Efeito da concentracao de surfactante na distribuicao de
tamanho e polidispersidade das particulas

Para auxiliar na dispersdo das particulas, o surfactante Tween
80 estava presente na solucdo tampao hostil. Desta maneira, o
surfactante poderia ser adsorvido tdo logo os coacervatos eram
formados. A Figura 2 apresenta os valores do Raio hidrodindmico
e da polidispersidade (valores inseridos das colunas) das particulas
obtidas em diferentes concentragdes de SPI, para dois sistemas com
diferentes concentracdes de surfactante — 0,5% e 1,0% (m/m) de
Tween 80. Embora o efeito do aumento da concentracao de surfac-
tante ndo seja muito pronunciado, levou a diminuic¢io do tamanho
médio e da polidispersidade nas formula¢des com até 0,2% de SPI e
ao aumento do tamanho e da polidispersidade nas formula¢des mais
concentradas. Tal comportamento pode estar relacionado a estequio-
metria da adsorcdo das moléculas de surfactante na superficie das
particulas formadas durante o processo de coacervac¢io. Quando a
concentracdo de proteina € pequena, as moléculas de Tween 80 atu-
am como agentes de estabilizagao estérica, prevenindo a floculagdo
das particulas. O excesso de Tween 80 solubilizado na fase aquosa
(sob a forma de micelas ndo adsorvidas na regido interfacial) atua
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como um agente de estabilizac@o por deplecdo osmdética:*! quando
duas particulas se aproximam e deslocam as moléculas da dgua entre
elas, a concentragdo local de Tween na fase aquosa fica subitamente
maior do que no resto da solucdo, tornando termodinamicamente
espontinea a migracdo de moléculas de dgua para o espago entre
as particulas, evitando sua agregacdo. Ambos os processos levam
a particulas menores. A alta polidispersidade nas formulagdes com
concentracio maior pode ter origem na maior probabilidade ciné-
tica de colisdo entre cadeias de SPI na formacdo do coacervato. O
aumento da concentragio do surfactante parece ndo garantir nem
a formacdo de particulas nem a diminuic@o da polidispersidade.
Além disso, com o maior nimero de macromoléculas em solugdo,
durante a coacervacdo, uma mesma cadeia de SPI pode fazer parte
de duas ou mais particulas, levando a um processo de floculacio-
-coagulagdo via ponte.?? Ainda, o aumento da concentragio de SPI
leva ao aumento da drea superficial para adsor¢do de surfactante;
isto diminui a estabilizagc@o por deple¢do osmdtica, pois ha menos
moléculas de Tween 80 dissolvidas na fase aquosa. Ambos os pro-
cessos levam a um aumento do tamanho das particulas.
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Figura 2. Raio hidrodindmico aparente e polidispersidade em fung¢do da
concentragdo de SPI na presenga de diferentes concentragoes de Tween 80
na solugdo tampdo hostil

Efeito da concentracio de surfactante no potencial Zeta das
particulas

O aumento na concentragdo de surfactante nas solu¢des nao
provocou diferencas significativas nos valores de potencial Zeta das
particulas (Tabela 3), exceto nas formula¢des com maior concentracdo
de SPI, nas quais os valores de { medidos foram ligeiramente meno-
res quando a concentracio de Tween 80 era de 1% (m/m). Uma vez
que o aumento da concentragdo de surfactante levou ao aumento do
tamanho das particulas obtidas com as solu¢des de concentracdes de
SPI mais altas (mostrado na Figura 2), a diminui¢io dos valores de {
é explicada pela Equag@o 3, que indica que o potencial eletrocinético
¢ inversamente proporcional ao raio das particulas (a).

Analise morfolégica via microscopia eletronica de transmissao
(TEM)

As micrografias das particulas preparadas a partir da sus-
pensdo aquosa de SPI 0,2% (amostra A2 com 0,5% Tween 80 e
I=1 mmol L") sdo apresentadas na Figura 3. As micrografias reve-
laram nanoparticulas compactas esféricas, com diametro variando
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Tabela 3. Potencial Zeta das nanoparticulas em funcio da concentracdo de SPI
na presenga de diferentes concentragdes de Tween 80 na solugdo tampao hostil

{/mV
Amostra Cryeenso ! P
0.5 10
Al -26,6 -26,9
A2 27,0 274
A 295 28,6
Ad 314 30,2
AS 32,8 30,1

entre 150 a 400 nm - valores similares aos observados via Zetasizer
(Figura 2). Ainda, por meio da andlise de TEM, constatou-se que
o material formador das nanoparticulas apresentava difratometria
tipica de organizagdes amorfas, algo comumente observado em
nanoagregados da matéria mole.

Figura 3. Micrografias obtidas por TEM das nanoparticulas com SPI 0,2%,
na presenca de 0,5% de Tween 80 e I = 1 mmol L

Espalhamento de luz estatico (SLS) e dinAmico (DLS)

De maneira complementar as técnicas de imagem direta, estuda-
mos também a dependéncia angular da intensidade de espalhamento
de luz das suspensdes de nanoparticulas de SPI. A Figura 4 apresenta
a curva de Guinier (Equacdo 4 — na qual I(0) € a intensidade do espa-
lhamento de luz, q € o vetor de onda de espalhamento de luz e Rg ¢
o raio de girag@o)® para os dados da amostra A2 (0,5% de Tween 80
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e forga idnica igual a 1 mmol L"). A md correlagéo linear dos pontos
¢ um indicativo da relevante polidispersidade do sistema; somente
sistemas monodispersos resultam em uma perfeita correlacdo linear
desta fung¢do, no limite q—0.

R 2
n7(6)=1n7,(0) - qz[é’] &)
8,0
| ]
7,5
Rg=93 nm
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Figura 4. Grdfico de Guinier para a dependéncia angular da intensidade
espalhamento de luz estdtico da amostra A2. O valor de raio de giragdo
médio inserido foi calculado de acordo com a Equagdo 4

Como previamente mostrado,® o Rg das cadeias de SPI em
suspensdo aquosa € de 24 nm; o tamanho médio das nanoparticulas
de SPI, como expresso na Figura 4, € 93 nm. Isto significa que, em
média, uma nanoparticula de formulagdo A2 € formada por grupos
de 4 unidades protéicas de SPI.

A Figura 5 apresenta a dependéncia angular da frequéncia média
de relaxacg@o das curvas de autocorrelagdo de DLS e o respectivo raio
hidrodinamico médio, calculado com base na Equacdo de Stokes-
Einstein (Equacdo 5 — onde Rh € o raio hidrodinamico, 1 € a visco-
sidade do solvente e D, € o coeficiente de difusdo translacional),?
para esta mesma amostra. Novamente, a notdria auséncia de uma
correlagdo linear perfeita entre os pontos indica polidispersidade
relevante no sistema. Na figura, dois ajustes dos dados experimentais
estdo indicados. No primeiro caso (linha tracejada), D, € o limite
da func@o T vs g*> quando q—0 e pondera sobretudo as particulas
maiores, que predominam no espalhamento a baixos angulos. A
linha cheia indica 0 mesmo ajuste mas incluindo todos os angulos
medidos. Neste caso o D,€ um valor médio obtido dos varios modos
de difusdo existentes no sistema.

kT
6nnD,

(&)

R,

A diferenga entre valor de <Rh> determinado pelas técnicas de
DLS e Zetasizer deve-se ao fato que este ultimo, apesar de também
utilizar espalhamento de luz, ndo € capaz de medir a dependéncia
angular. Operando em um unico angulo 6=173°, o Zetasizer uti-
liza uma aproximac@o conhecida como “backscattering”,** que é
parcialmente vélida para sistemas monodispersos e, em sistemas
polidispersos, tende a superestimar o valor do raio hidrodinamico,
dada a maior contribui¢do de particulas grandes na intensidade de
espalhamento neste angulo.”
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Figura 5. Dependéncia angular da frequéncia de relaxagdo das curvas de
autocorrela¢dao do DLS da amostra A2. O valor de raio hidrodindmico Rhe

o coeficiente de difusdo D, estdo inseridos na figura
Estudo da estabilidade cinética das suspensoes coloidais

Acompanhamos o efeito de armazenamento no tamanho e na
polidispersidade das nanoparticulas. Estes valores — na presenca de
0.5% de Tween 80 e I = 1 mmol L' — sdo apresentados, em diferentes
intervalos de tempo de armazenamento, na Figura 6. E possivel ver
que durante a estocagem houve um aumento sistematico do didmetro
médio das nanoparticulas, para todas as composicdes investigadas.

Observamos também que houve um aumento do tamanho mé-
dio das particulas quase linear com o tempo de estocagem até as
medidas efetuadas no 64° dia. Para todos os sistemas, entretanto,
observamos uma ligeira diminui¢io no tamanho nas medidas feitas
no 122° dia. Acreditamos que o aumento inicial pode ser atribuido a
vérios processos degradativos da suspensdo que levam a floculagio
e posterior agregacdo das nanoparticulas. Na medida em que as
particulas crescem muitas acabam sedimentando e/ou floculando, ja
que a dispersdo browniana nfo € mais possivel. Consequentemente,
restam dispersas na fase aquosa apenas as particulas menores, que
ainda ndo sofreram cremagem.

Outra propriedade que investigamos durante o tempo de
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armazenamento foi o potencial Zeta das dispersdes. Como mostra
a Tabela 4, { foi sempre negativo para todas as nanoparticulas,
indicando que mesmo com o armazenamento a carga residual das
cadeias de SPI presentes na superficie das particulas continuou
negativa. Todavia, houve uma intensa diminuigéo de { com o tempo
de estocagem das nanoparticulas; isto esta de acordo com o que foi
observado em relaciio ao tamanho das particulas, isto €, processos
de agregacdo entre as particulas ocorreram, provocando o aumento
no tamanho e consequente diminui¢do do potencial eletrocinético.
A continua neutralizagdo do potencial Zeta reflete a desestabilizacio
das suspensdes coloidais, pois baixas forgas repulsivas ndo evitam
a agregagdo em fungdo das colisdes ocasionais de nanoparticulas
adjacentes.

Tabela 4. Relagdo entre a razdo p e a morfologia das particulas (adaptado
da referéncia 22)

Topologia Razao p
Esfera idealmente homogénea 0,779
Vesicula > 1,0
Polimero enovelado >1,5

Tabela 5. Potencial Zeta das nanoparticulas em fungéo da concentracio de
SPI e do tempo de estocagem
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Figura 6. Radio hidrodindmico aparente e polidispersidade das nanoparti-
culas em fungdo da concentragdo de SPI e do tempo de estocagem

Amostra ¢/my
1° dia 22° dia 64° dia 122° dia
Al 26,6 22,6 -16,1 -8,5
A2 27,0 224 -17.3 1.3
A3 29,5 23,6 -17,6 71
A4 31,4 23,7 -17,8 19
A5 32,8 24,6 -18,3 -8,0
CONCLUSAO

O método de coacervagdo foi eficaz no preparo de dispersdes
coloidais de nanoparticulas de SPI com diametro médio por volta
de 200 nm. A qualidade das particulas e das dispersdes foi bastante
influenciada pelas varidveis estudadas: o aumento da forga idnica na
fase aquosa hostil levou a diminuicao do potencial Zeta e ao aumento
da distribui¢do de tamanho das particulas; j4 o aumento da concen-
tracdo do surfactante causou aumento do tamanho e diminuicio da
carga das particulas nas formulagdes com maior concentra¢do de
SPI, e em menores concentragdes de proteina o efeito do surfactante
foi o oposto.

Ao menos na faixa estudada, a concentragio de proteina ndo teve
efeito pronunciado no tamanho ou morfologia das particulas. Todavia,
as particulas formadas em concentra¢des mais elevadas de proteina
tinham maior potencial Zeta. O estudo de estabilidade cinética das
suspensdes de nanoparticulas de SPI indicou que os processos de-
gradativos ocorrem em pequena escala nos primeiros dois meses de
armazenamento; apos esse periodo, processos de desestabilizacio
sdo refletidos como neutralizagdo do potencial Zeta e diminui¢io na
distribui¢do de tamanho das nanoparticulas.
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