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Resumo

As proteinas do soro de leite (Whey Protein) sdo amplamente reconhecidas pelo seu elevado
valor nutricional e valiosas propriedades funcionais, sendo obtidas como subproduto do
processo de fabricacdo de queijo. Este estudo investigou o desenvolvimento de nanoestruturas
de Whey Protein Isolate (WPI) para aplicagbes funcionais e nutracéuticas, explorando suas
propriedades térmicas, estruturais, tecno-funcionais e sua capacidade de encapsular compostos
bioativos. As nanoestruturas foram sintetizadas por meio de aquecimento em banho ultra
termostatico, na presenca de ions salinos, e apresentaram dimensdes médias de 78,21 + 22,04
nm, mantendo estabilidade coloidal por até 75 dias de armazenamento. O tratamento térmico
promoveu altera¢des nas estruturas secundarias das proteinas, como reducdo de a-hélices e
folhas B, com aumento de estruturas desordenadas, o que resultou em melhorias nas
propriedades funcionais, como maior capacidade de formacdo e estabilidade de espuma, além
de maior eficiéncia na estabilizacdo de emulsdes em comparacao a proteina nativa. Além disso,
as nanoestruturas de WPI demonstraram potencial como nanocarreadores de compostos
bioativos, incluindo quercetina e vitamina B2, que possuem propriedades antioxidantes e
terapéuticas, no entanto apresentam instabilidade sob condi¢Ges adversas de calor, luz, oxigénio
e pH. A eficiéncia de encapsulamento (EE) atingiu até 94,03% para quercetina e 99,14% para
vitamina B>, com aumento significativo da estabilidade térmica e coloidal. Analises de
microscopia de Forca Atbmica (AFM) evidenciaram a formacao de estruturas fibrilares apds a
incorporacdo dos bioativos, enquanto o dicroismo circular e espectros FTIR demonstraram
alteracOes na estrutura secundaria da proteina. As interacdes entre quercetina e WPI ocorreram
predominantemente por forcas hidrofébicas, enquanto para a vitamina B> predominaram
ligagOes de hidrogénio e forgas de Van der Waals. Estudos de fluorescéncia indicaram um
mecanismo de extingdo estatica para ambos os compostos (Kq > 2,0 x 10' L/(mol-s)). A
liberacdo controlada in vitro, simulando o trato gastrointestinal, indicou menor liberacdo dos
bioativos encapsulados, evidenciando protecao aprimorada contra condi¢des adversas. Apesar
de as concentracBes testadas ndo apresentarem atividade antimicrobiana, os resultados
destacam o potencial das nanoestruturas de WPI como sistemas eficazes para entrega de
compostos bioativos, com aplicagdes promissoras em alimentos funcionais e nutracéuticos.
Além disso, a metodologia utilizada demonstrou simplicidade e eficiéncia, utilizando menor
quantidade de reagentes e reforgando sua viabilidade para aplicacdo industrial.

Palavras chave: Sistema de entrega; Liberacdo controlada, Melhoria na estabilidade;
Nanoencapsulacao.
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Abstract

Whey protein is widely recognized for its high nutritional value and valuable functional
properties, being obtained as a by-product of the cheese manufacturing process. This study
investigated the development of Whey Protein Isolate (WPI) nanostructures for functional and
nutraceutical applications, exploring their thermal, structural, techno-functional properties, and
their ability to encapsulate bioactive compounds. The nanostructures were synthesized through
heating in an ultra-thermostatic bath in the presence of saline ions, and they exhibited average
dimensions of 78.21 + 22.04 nm, maintaining colloidal stability for up to 75 days of storage.
Thermal treatment promoted changes in the secondary structures of the proteins, such as a
reduction in a-helices and B-sheets, with an increase in disordered structures, which resulted in
improvements in functional properties, such as higher foam formation and stability capacity, as
well as greater efficiency in stabilizing emulsions compared to native protein. Furthermore, the
WPI nanostructures demonstrated potential as nanocarriers for bioactive compounds, including
quercetin and vitamin B2, which have antioxidant and therapeutic properties but are unstable
under adverse conditions of heat, light, oxygen, and pH. The encapsulation efficiency (EE)
reached up to 94.03% for quercetin and 99.14% for vitamin By, with a significant increase in
thermal and colloidal stability. Atomic Force Microscopy (AFM) analyses evidenced the
formation of fibrillar structures after the incorporation of bioactives, while circular dichroism
and FTIR spectra demonstrated changes in the secondary structure of the protein. Interactions
between quercetin and WPI predominantly occurred through hydrophobic forces, while for
vitamin By, hydrogen bonds and Van der Waals forces predominated. Fluorescence studies
indicated a static quenching mechanism for both compounds (Kq > 2.0 x 10 L/(mol-s)). In
vitro controlled release, simulating the gastrointestinal tract, indicated lower release of
encapsulated bioactives, evidencing enhanced protection against adverse conditions. Although
the tested concentrations did not show antimicrobial activity, the results highlight the potential
of WPI nanostructures as effective systems for delivering bioactive compounds, with promising
applications in functional foods and nutraceuticals. Additionally, the methodology used
demonstrated simplicity and efficiency, using fewer reagents and reinforcing its feasibility for
industrial application

Keywords: Delivery system; Controlled release, Stability improvement; Nanoencapsulation.
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1. Introducéo

Nos Ultimos anos, ha uma crescente busca por alimentos nutracéuticos, que se destacam
por seus efeitos terapéuticos seguros e beneficios nutricionais, desempenhando um papel
essencial na prevencdo de doencas (Aguilar-Pérez et al., 2023). Um dos maiores desafios para
o0 desenvolvimento desses alimentos ¢ a incorporacdo de compostos bioativos, que sdo instaveis
sob condicdes adversas como umidade, temperatura, pH e luz durante o processamento
industrial e a digestdo gastrointestinal, resultando em perda de atividade bioldgica e eficacia
limitada (Zabot et al., 2022). Como solugéo, a utilizacdo de nanoestruturas como materiais

encapsulantes tem sido proposta para proteger esses compostos.

Nanocarreadores sdo amplamente empregados na industria alimenticia por sua
capacidade de melhorar diversas propriedades dos sistemas alimentares, como sabor,
consisténcia, textura, aumento da vida util e biodisponibilidade de nutrientes (Assadpour &
Mahdi Jafari, 2019). Esses nanoveiculos sdo promissores para proteger e melhorar a
estabilidade de compostos bioativos sob diferentes condi¢des de processamento, devido as suas
caracteristicas Unicas e a capacidade de proporcionar uma entrega precisa e eficiente no sistema
gastrointestinal (SGI) (Pateiro et al., 2021). Na industria alimenticia, 0s nanomateriais sdo
utilizados em formulacdes de suplementos, enzimas, aromatizantes, novos materiais de contato

com alimentos, ingredientes, aditivos, entre outros (Thiruvengadam et al., 2018).

As proteinas do soro de leite, como PB-lactoglobulina (B-LG), a-lactalbumina (a-LA),
albumina sérica bovina (BSA), imunoglobulinas (IGs) e lactoferrina (LF), possuem alto valor
biolégico e sdo ricas em aminoécidos essenciais, sendo geralmente reconhecidas como
ingredientes seguros (GRAS) (L. Chen & Subirade, 2005; McSweeney et al., 2020). Além de
suas propriedades nutricionais, essas proteinas apresentam caracteristicas tecnofuncionais uteis,
como solubilidade, emulsificacdo, gelificacdo e formacdo de espuma (Smithers, 2008, 2015).
Devido as suas caracteristicas estruturais, elas podem se ligar a diversas moléculas, tornando-
se veiculos naturais para a entrega de compostos bioativos, o que levou a intensos esforgos de
pesquisa e desenvolvimento em novas aplicac6es alimenticias e farmacéuticas (Shakoury et al.,
2022; Solghi et al., 2020; C. Zhang et al., 2021).

A quercetina e a vitamina B (riboflavina) séo compostos bioativos que desempenham
diversas atividades bioldgicas e funcionais no organismo humano, como atividades

antioxidantes, anti-inflamatdrias, antidiabéticas, anticancerigenas, antivirais e antitumorais
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(Tran et al., 2020). A quercetina, um flavonoide presente em frutas, vegetais e chas, é conhecida
por neutralizar radicais livres e reduzir processos inflamatorios, além de proteger contra
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (Bhat & Bhat, 2021). Suas propriedades
anticancerigenas foram demonstradas por Hashemzaei et al. (2017), juntamente com suas

atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias (Kandemir et al., 2022; Lesjak et al., 2018).

A riboflavina é uma vitamina hidrossolivel encontrada em alimentos como leite,
visceras, 0vos, peixe, nozes, frutas, vegetais de folhas verde-escuras, fermento, cerveja, queijo
e produtos dietéticos (Chu et al., 2022). A ingestdo suficiente de vitamina B> tem potencial
protetor em condi¢des médicas como sepse e isquemia, além de reduzir o risco de certos tipos
de céancer devido a suas propriedades antioxidantes, antienvelhecimento, anti-inflamatorias,

antinociceptivas e anticancerigenas (Suwannasom et al., 2020).

Vale destacar que compostos bioativos podem apresentar instabilidade durante o
processamento industrial e a absorcao no sistema gastrointestinal, o que pode comprometer sua
eficacia (Bao et al., 2019). A degradacédo desses bioativos pode ocorrer devido a variacbes de
temperatura, luz e oxigénio, afetando sua funcionalidade (Carpena et al., 2021; Luchese et al.,
2017). A baixa solubilidade e estabilidade no trato gastrointestinal também limitam sua
biodisponibilidade, resultando em absor¢do insuficiente (Grgi¢ et al., 2020). A
nanoencapsulagdo surge como uma alternativa promissora para proteger e preservar essas
moléculas bioativas, aumentando sua biodisponibilidade e estabilidade (Bazana et al., 2019), o
que é fundamental para aplicaces alimenticias (Oztiirk, 2017). O objetivo deste estudo foi
desenvolver nanocarreadores baseados na proteina do soro de leite isolado para a incorporagédo
dos compostos bioativos quercetina e vitamina B». Essa abordagem visa melhorar a
estabilidade, biodisponibilidade e funcionalidade desses compostos, ampliando suas aplica¢des

em alimentos funcionais e nutracéuticos.

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Desenvolver nanocarreadores baseados na proteina do soro de leite isolado de leite para
a incorporagao dos compostos bioativos quercetina e vitamina B2, com a finalidade de melhorar
a estabilidade, biodisponibilidade e funcionalidade desses compostos para aplicagdes em

alimentos funcionais e nutracéuticos.
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2.2 Objetivos especificos

Realizar uma analise bibliométrica sobre proteinas como nanocarreadores de
bioativos;

Realizar uma revisao bibliografica sobre as propriedades das proteinas do soro do leite
como sistema de entrega de moléculas bioativas;

Avaliar as alteracGes nas estruturas secundarias e terciarias das proteinas apos o
processo de nanoestruturacao;

Avaliar as propriedades tecno-funcionais;

Avaliar a eficiéncia de encapsulamento (EE) e capacidade de ligacdo (LC) dos
compostos bioativos nas nanoestruturas de soro de leite;

Analisar as propriedades térmicas das nanoestruturas;

Avaliar as propriedades estruturais, quimicas e funcionais das moléculas bioativas
encapsuladas;

Analisar a liberacdo controlada dos bioativos encapsulados, em condi¢fes simuladas

de fluido gastrointestinal.
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Capitulo 1 - Nanoencapsulagdo a base de proteinas como carreadores de compostos bioativos

eficazes: Uma anélise bibliométrica

Resumo

Este estudo realizou uma analise bibliométrica da producdo cientifica sobre a aplicacdo de
proteinas no desenvolvimento de alimentos nutracéuticos, liberacdo controlada de bioativos e
produtos farmacéuticos utilizando o método de nanoencapsulacdo. Artigos cientificos e
patentes foram pesquisados nas bases de dados da Web of Science. Variaveis quantitativas e
qualitativas foram coletadas, incluindo o nimero de publicaces e citacGes, indice H, relatorios
de citacdo de periodicos e coocorréncia de palavras-chave. Foram encontrados um total de
4.380 artigos, sendo 3.153 artigos de pesquisa e 1.227 artigos de revisdo, com uma tendéncia
geral de crescimento nas publicacdes. A China foi responsavel pela maioria dos artigos, seguida
pelos Estados Unidos e pela india. Além disso, os Estados Unidos apresentaram o maior nimero
de citacOes totais e 0 maior indice H. Food Hydrocolloids foi o periddico que mais publicou
manuscritos (250 publica¢des) e gerou 0 maior nimero de citagdes (9.509 citagdes), seguido
por Food Chemistry (202 publicacdes) e Trends in Food Science & Technology (136
publicacbes). A Universidade de Massachusetts Amherst (82 publicacgdes, 2.986 citacdes) e o
Dr. David Julian McClements (52 publicagdes, 2.354 citacdes) foram a instituicdo e o autor
mais produtivos e impactantes, respectivamente. Por meio da analise de agrupamento de
coocorréncia, foi possivel identificar as palavras-chave mais frequentes, como
"nanoencapsulation”, "bioavailability" e "drug delivery". A andlise de patentes revelou 607
registros, destacando o potencial industrial das proteinas no desenvolvimento de alimentos
nutracéuticos e produtos farmacéuticos. Assim, este estudo demonstrou o crescente interesse
cientifico no uso de proteinas para encapsulacao de bioativos, com um aumento consistente nas
publicacOes e citagfes ao longo dos anos. Esses resultados indicam o avango das pesquisas
nessa area e suas aplicacdes promissoras nas indudstrias alimenticia e farmacéutica.

Palavras-chave: Alimentos nutracéuticos; Sistemas de entrega; Proteinas; Nanoencapsulacao.

Resumo gréafico
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1. Introducao

Atualmente, a demanda por alimentos funcionais enriquecidos com compostos
biologicamente ativos tem aumentado, impulsionada pela maior conscientizacdo dos
consumidores sobre a relagdo entre nutricdo e saude e os beneficios desses compostos para a
promocgéo do bem-estar (Loh et al., 2021; Madadlou et al., 2014). Entretanto, a incorporagéo
direta de compostos bioativos em produtos alimenticios pode ser suscetivel a degradacédo
oxidativa , térmica, enzimatica e fotoquimica, que comprometem sua bioatividade (Zambrano-
Zaragoza et al., 2017).

Para superar esses desafios, diferentes tecnologias tém sido utilizadas para proteger
essas moléculas bioativas em condices adversas (pH e temperatura) ou entrega-las ao alvo
adequado (Azevedo et al., 2014). Nesse contexto, a nanoencapsulacdo foi introduzida como
uma abordagem eficiente para proteger e aprimorar a funcionalidade desses compostos,
permitindo a preservacdo e o enriquecimento nutricional de produtos alimenticios, devido as
suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes (Pateiro, Gbmez, Munekata, Barba, Putnik,
Kovacevi¢, et al., 2021a; H. Xu et al., 2015).

Entre as diversas abordagens de nanoencapsulacdo, os nanocarreadores a base de
proteinas tém se destacado como uma abordagem eficaz para a entrega de compostos bioativos
(Saif et al., 2023). As proteinas nanoestruturadas sao atraentes em diversos setores devido as
suas propriedades funcionais e bioldgicas como a capacidade de formar diferentes estruturas,

atividade de superficie, biodegradabilidade, biocompatibilidade, alto valor nutricional e


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/alpha-oxidation
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/alpha-oxidation
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atividade antioxidante. Além disso, oferecem funcionalidades tecnoldgicas como
emulsificacdo, formacdo de filme, espuma e gel (J. T. Martins et al., 2018; Verma et al., 2020).

Dado o crescente aumento no volume de publicacGes cientificas sobre o tema, torna-se
cada vez mais desafiador para os pesquisadores classificar, resumir e analisar essas informacoes
complexas. A cienciometria tem se mostrado uma ferramenta valiosa para analisar
quantitativamente o progresso em areas de pesquisa e prever tendéncias futuras (Mingers &
Leydesdorff, 2015). Nesse sentido, o VOSviewer, uma ferramenta amplamente utilizada na
visualizacdo de citacOes, permite mapear as conexdes entre diferentes literaturas cientificas,
identificando pontos criticos de pesquisa, autores relevantes e tendéncias emergentes
(McAllister et al., 2022).

Este estudo tem como objetivo realizar uma andlise bibliométrica abrangente sobre o
uso de proteinas como nanocarreadores para a entrega de compostos bioativos. A pesquisa foca
em identificar as principais tendéncias de pesquisa, 0s autores e instituicdes mais influentes e
0s avangos significativos no campo da nanoencapsulacdo de bioativos. Além disso, o estudo
busca explorar a aplicacao dessas tecnologias tanto na indudstria de alimentos funcionais quanto

no setor farmacéutico.

2. Vantagens do Uso de Proteinas para a Entrega de Moléculas Bioativas

A incorporagdo de compostos bioativos tornou-se um desafio significativo devido a
fatores como baixa solubilidade, biodisponibilidade e degradacdo em condic¢des adversas, como
temperatura, pH e umidade (Lopez-Polo et al., 2021; Yuan et al., 2023). Nesse contexto, a
nanoencapsulacdo surge como um método vantajoso que melhora as propriedades fisico-
quimicas e permite o redesenho da estrutura dos compostos bioativos.

As nanostruturas formadas nesse processo possuem um formato nicleo-casca, que pode
ocorrer por meio de interacdes eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas
entre o material de revestimento e a molécula funcional. Nesse cenério, as proteinas destacam-
se como polimeros ideais para essas aplicacbes, pois oferecem maior estabilidade,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e flexibilidade para desmontagem e remontagem em
resposta a variacOes de pH e temperatura (C. he Tang, 2021). Os modelos organizacionais das
ligacGes proteicas variam de acordo com as caracteristicas dos grupos laterais dos aminoacidos
(Pateiro, GOmez, Munekata, Barba, Putnik, Bursa'c, et al., 2021a)

Entre as proteinas mais estudadas, as proteinas do soro de leite tém se destacado devido

as suas propriedades tecnolodgicas e funcionais, como flexibilidade estrutural, melhoria das
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propriedades interfaciais e de gelificacdo, resisténcia térmica com temperatura de desnaturagdo
acimade 70 °C e aprimoramento das caracteristicas sensoriais dos alimentos (Fathi et al., 2018).

A nanoencapsulacdo € uma estratégia para a liberacdo controlada e o aumento das
atividades que os compostos bioativos possuem. Um exemplo sdo as proteinas do soro de leite,
que sdo consideradas materiais de parede tipicos para encapsulacdo e, quando combinadas com
outros materiais, podem aumentar a eficiéncia de encapsulacdo (Mahdi et al., 2021).

No entanto, essa funcionalidade ndo ¢é limitada as proteinas do soro de leite. Estudos
recentes, como o de Punelas—Villanueva et al., (2024), mostram que proteinas de origem vegetal
também oferecem beneficios significativos. A zeina, por exemplo, mantém uma alta carga de
moléculas bioativas durante o armazenamento, além de melhorar a atividade antifingica em
aplicacdes pos-colheita. Por outro lado, o isolado de proteina de feijdo-mungo é capaz de
preservar a estrutura e garantir que a liberagcdo ocorra no local-alvo, permanecendo estavel em
diferentes faixas de pH (Dumrongchai et al., 2024). A Tabela 1 resume os principais estudos
realizados nessa area, destacando os beneficios das proteinas na encapsulacdo de diferentes

compostos bioativos.

Proteinas Compostos Aplicacdes Beneficios Referéncias
Bioativos
Probioticos logurte Maior (Kiran et al.,
estabilidade/viabilidade; 2023)
Melhoria das
propriedades
microbiologicas;
Melhoria das
propriedades sensoriais.
Fucoxantina Céancer Maior taxa de inibicdo  (C. Wang et
Whey protein tumoral; al., 2024)
Regulacéo positiva da
expressdo da caspase-3
clivada;
Protecdo da funcdo
hepatica.
Whey protein Extrato de Sistemas Sedimentacao gradual e (Yazdan-
concentrado Heracleum alimentares liberacéo de fendlicos; Bakhsh et
lasiopetalum Menor teor de umidade;  al., 2022)
Boas propriedades em
termos de eficiéncia de
encapsulacao.
Whey protein  Flavonoides da Aditivo Menor teor de umidade; (Saborirad et

isolate —
Maltodextrina

casca de
Mangifera

antioxidante

natural

Maior
biodisponibilidade;
Maior estabilidade.

al., 2024)
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Polifendis Embalagem  Prevencédo da oxidacdo  (Siddiqui et
ativa lipidica; Fortificacdo de al., 2023)
Caseina alimentos; Maior
estabilidade
Antioxidantes Oleos Preservagéo da (Rashid et
da casca de comestiveis  bioatividade; Aumento al., 2022)
romé da biodisponibilidade
Whey protein Apigenina Cancer Aumento da captacdo ~ (Hong et al.,
isolate celular; Efeito pro- 2022)
apoptotico aprimorado;
Aumento da
biodisponibilidade no
sangue
Whey protein Isolado de Figado Baixa toxicidade in (A.J.F.C.
isolate- semente de vitro e in vivo; Melhora  Aguiar et al.,
Quitosana tamarindo da homeostase da 2021)
glicose
Curcumina Formulacbes Estabilidade aprimorada  (F. P. Chen
alimenticias da curcumina et al., 2020)
Isolado de encapsulada na digestédo
proteina de géstrica e intestinal
soja Flavorzyme, Anélogos de Caracteristicas (Islam et al.,
Neutrase e carne de sensoriais e 2023)
Alkalase origem tecnoldgicas
vegetal aprimoradas
Tabela 1: Estudos sobre as aplicagdes e beneficios das proteinas na nanoencapsulagdo de compostos
bioativos.
Fonte: Autor, 2024.
3. Métodos

Os dados utilizados neste estudo foram extraidos da Web of Science em 18 de Agosto
de 2024, utilizando os termos de busca “Nanoencapsulation” “AND” “Proteins”, “OR”
“Delivery sistem” “AND” “Bioactive”. Foram empregados indicadores bibliométricos, como o
namero total de publicacdes, nimero total de citacGes, citacdes por artigo/ano e o indice h.

Todos os documentos e informacGes foram filtrados considerando apenas documentos
do tipo “Artigo” e “Revisdo”. Os documentos e suas informagdes foram exportados em formato
CSV. A visualizagdo grafica dos dados bibliograficos foi realizada com o Software VOSviewer

(https://www.vosviewer.com/).

O mesmo procedimento foi adotado para a busca de patentes na Web of Science,
utilizando o Derwent Innovations Index, que é uma base de dados especializada em informac6es
sobre patentes. Foram aplicados os mesmos termos de busca (“Nanoencapsulation” “AND”
“Proteins” ou “Delivery system” “AND” “Bioactive”), resultando na extragdo de dados de

patentes relevantes para o estudo.


https://www.vosviewer.com/

23

4. Resultados e discussdes
4.1 Publicacdes anuais

Nossa busca resultou em um total de 4.380 artigos publicados de 2009 até 0 momento.
Isso inclui 3.153 artigos de pesquisa e 1.227 artigos de revisdo. A distribuicdo cronoldgica da
quantidade de literatura pode refletir a tendéncia da pesquisa e descrever as caracteristicas da
tendéncia em diferentes estagios de desenvolvimento (Xie et al., 2020). De 2009 a 2024, o
numero de artigos de pesquisa publicados na area, embora ligeiramente flutuante, manteve uma
tendéncia geral de crescimento, conforme visto na Figura 1, que descreve os nimeros anuais de
publicacdo dos artigos. Esse padrdo crescente pode ser dividido em dois estagios: Entre 2009
(64) e 2016 (189), € possivel observar um aumento gradual nas publicac6es, correspondendo a
um crescimento médio de ~21 % ao ano. Apds 2016, o numero de literaturas mostrou um padrao
de explosdo, correspondendo a um aumento significativo de ~252 % entre 2017-2023. Este
fendmeno esté associado a crescente demanda por alimentacéo saudavel e 0 avango na pesquisa
sobre o desenvolvimento de alimentos nutracéuticos, além da melhoria na liberacéo controlada
de farmacos que apresentam baixa solubilidade(Loh et al., 2021; Gorantla et al., 2021). Em
relagdo as citagbes anuais, observa-se uma tendéncia geral de aumento, indicando o crescente
interesse e impacto da pesquisa entre académicos. A citacdo total é de até 159.613 vezes ao

longo dos anos, levando a uma citagdo média por artigo de 37,42 e indice h de 170.
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Figura 1: Publicacdes anuais e citagdes de 2009 a 2024.
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Fonte: Autor, 2024.

4.2 Andlise geografica sobre paises e instituicGes contribuintes

A publicagdo de artigos em diferentes paises pode refletir a importancia e influéncia de
um pais em determinado campo. Um total de 81 paises ou regibes publicou pelo menos 3 artigos
entre 2009 e 2024, e os 15 principais paises estdo mostrados na Figura 2. Os cinco paises com
0 maior nimero de documentos, em ordem decrescente, sdo China (1.151), Estados Unidos
(724), india (463), Ird (260) e Italia (243), cada um com no minimo 8.000 cita¢des cumulativas.
Normalmente, para medir o desempenho cientifico, é essencial considerar tanto a quantidade
de publicagdes (que reflete a produtividade) quanto a qualidade (que indica o impacto). Nesse
contexto, o indice H se destaca como um indicador que considera ambas as dimensdes,
avaliando simultaneamente a produtividade e a influéncia do impacto cientifico (Bornmann &
Daniel, 2009). Assim, os EUA (102), China (98) e Ird (59) sdo os paises lideres em termos da

hierarquia do indice H.
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Figura 2: Os principais paises/regides contribuintes na area com base na publicacdo total.
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Fonte: Autor, 2024.

A China e os EUA se destacam como os principais paises contribuintes na area devido
aos investimentos significativos em pesquisa e desenvolvimento nessas nagdes. A China, por
exemplo, alocou mais de US$ 1 bilhdo nos ultimos 15 anos para a nanotecnologia (Rambaran
& Schirhagl, 2022). Nos Estados Unidos, a Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (NNI)
coordenou investimentos superiores a US$ 38 bilhdes nos tltimos 20 anos, estabelecendo o pais
como lider global em nanotecnologia (NNI, 2022). Além disso, ambos 0s paises sao 0s maiores
investidores em Foodtech, um setor impulsionado por startups que utilizam tecnologias

avancadas para transformar e inovar a industria alimenticia (Desana, 2021).

A andlise indica que 203 instituicdes diferentes estdo pesquisando o potencial das
proteinas para aplicacdes de entrega de bioativos. A Figura 3 apresenta as principais
instituicdes/universidades em termos de nimero total de artigos publicados, indice H e média
de citagdes por artigo. Quando comparamos as institui¢des, a Universidade de Massachusetts
Ambherst College of Natural Sciences é a lider com 141 publicagdes, seguida pela Universidade
de Massachusetts Amherst Department of Food Science (140) e pela Jiangnan University
School of Food Science and Technology (70). Observa-se que a classificagdo com base no
numero de publicacdes esta geralmente associada a classificacdo por indice H, com algumas
excecdes, como a King Abdulaziz University Faculty of Sciences (92 posi¢cdo em publicacdes

vs 62 posicdo em indice H) e a China Agricultural University Beijing Advanced Innovation
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Center For Food Nutrition And Human Health (122 posi¢do em publicagdes vs 92 posi¢do em
indice H). Em relacdo a média de citacGes por artigo, a King Abdulaziz University Faculty of
Sciences (88,96), a Universidade de Massachusetts Amherst Department of Food Science
(86,24), a Universidade de Massachusetts Amherst College of Natural Sciences (85,87) e a
China Agricultural University Beijing Advanced Innovation Center For Food Nutrition And
Human Health (77,13) ocuparam as quatro primeiras posi¢des. As principais instituicdes estéo
localizadas nos EUA, como a Universidade de Massachusetts Amherst, refletindo o forte
investimento do pais e sua infraestrutura avancada de pesquisa, conforme mencionado
anteriormente. Essas instituicbes recebem financiamento da NNI, que coordena 27 agéncias
federais responsaveis por promover pesquisa e desenvolvimento em nanotecnologia.
Notavelmente, os EUA sdo membros do G7, um grupo das principais economias avancgadas
(Gao et al., 2015).

Figura 3: As institui¢des mais produtivas com base no registro total de publicacdes.
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Fonte: Autor, 2024.
4.3 Principais autores
A Tabela 2 apresenta os principais autores que contribuiram com o maior nimero de
publicacdes e citacdes na area no periodo de 2009 a 2024. Eles publicaram no minimo 14
documentos, destacando os autores Dr. Mcclements, David Julian (128 registros) e Dr. Jafari,
Seid Mahdi (30 registros) com citacdes totais de 8.253 e 1.821, respectivamente. Essa conquista
tambem permitiu que o Dr. Mcclements, David Julian recebesse o maior indice H de 60,
evidenciando sua relevancia na &rea. Em relacdo ao nimero de citagdes totais (Tabela 2 painel
direito), os Drs. Mcclements, David Julian e Jafari, Seid Mahdi mantiveram-se nas suas

respectivas posicoes, seguidos por Dr. Xiao, Pendure e Dr. Gao, Y.
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Posicédo Autor Registro Citacdo indice  Posicéo Autor Registro  Citacdo  Indice
total H total H
1 McClements, 128 8.253 60 1 McClements, 128 8.253 60
David Julian David Julian
2 Jafari, Seid 30 1.821 22 2 Jafari, Seid 30 1.821 22
Mahdi Mahdi
3 Reis, Rui L. 27 1.563 22 3 Xiao, 23 1.736 21
Pendure
4 Xiao, 23 1.736 21 4 Gao, Y. 21 1.712 15
Pendure
5 Jafari, Seid 23 803 15 5 Reis, Rui L. 27 1.563 22
Mahdi
6 Gao, Y. 21 1.712 19 6 Assadpour, 21 1.032 15
Elham
7 Assadpour, 21 1.032 15 7 Boccaccini, 15 1.030 13
Elham Aldo R.
8 Boccaccini, 15 1.030 13 8 Liu, Fuguo 14 999 10
Aldo R.
9 Kim, Hae- 14 756 14 9 Decker, Eric 10 989 10
Won A.
10 Kasapis, 14 141 9 10 Mao, Like 12 940 12
Stefan

Tabela 2:Principais autores produtivos classificados por registro total de publicacdes (painel esquerdo)

e citacao total (painel direito).

Fonte: Autor, 2024.
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4.4 Andlise de cocitacdo de fontes de publicacdo

O relacionamento de cocita¢do ocorre quando dois periodicos sao citados juntos em uma
mesma publicacdo. A analise de cocitagdo permite medir a frequéncia com que esses periddicos
sdo citados em conjunto, facilitando a visualizacdo da diversidade de fontes utilizadas. Além
disso, essa analise é util para identificar as diferentes disciplinas que contribuem para um
determinado periddico, fornecendo uma visdo mais abrangente das areas envolvidas (Trujillo
& Long, 2018). A visualizacdo da densidade da rede de cocita¢do do seguinte estudo foi gerada
por meio do Vosviewer e apresentado na Figura 4. Ha 1.447 fontes de publicacdo; e 49 fontes
foram citadas por pelo menos 20 vezes. O tamanho e a intensidade dos circulos sdo
proporcionais a frequéncia de citagdes, conforme as diretrizes do software. Circulos da mesma
cor indicam que pertencem a campos relacionados ou possuem conexdes entre si. Conforme
indicado, os periddicos mais frequentemente citados incluem: Food hydrocolloids; Food
chemistry; Trends in Food Science & Technology; Journal of Agricultural and Food
Chemistry; International Journal of Biological Macromolecules; Food Research International;
Carbohydrate Polymers; LWT - Food Science and Technology; International Journal of
Pharmaceutics e Journal of Controlled Release. Dessa forma, ao avaliar mais detalhadamente
as areas de pesquisa associadas a essas fontes citadas, é evidente o carater interdisciplinar do
estudo, com destaque para temas que englobam ciéncia dos alimentos, quimica, bioquimica,

biotecnologia e ciéncia farmacéutica, entre outros.
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Figura 4: Analise de cocitacdo de fontes referenciadas com pelo menos 20 citagdes. O tamanho do nd
sugere as citagdes; a cor do no indica o cluster de citagdes com links cruzados.
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Fonte: Autor, 2024.

4.5 Publicacdes mais citadas

A andlise de citacdes € uma das abordagens mais relevantes para avaliar o impacto ou
medir o reconhecimento de um artigo. A analise dos artigos mais citados permite identificar os
temas de pesquisa que receberam maior interesse da comunidade cientifica. Aqui, identificamos
os 50 artigos mais citados com base em citacdes anuais e totais (Tabela 3). De particular
interesse, o artigo principal é sobre a diferenga entre nanoemulsfes e microemulsdes de
McClements, (2012) com uma citacdo média anual de ~85 e 1.099 citaces totais. Ele descreveu
e analisou as diferencas e semelhancas entre esses sistemas de encapsulamento em termos de
suas composicdes, estrutura, fabricacdo, propriedades e estabilidade. Outro artigo impactante,
publicado por Livney, (2010), apresentou uma citacdo média anual de ~61 e 980 citagdes totais.
Este artigo de revisdo discutiu as principais propriedades das proteinas do soro do leite como
transportadoras de compostos bioativos. Ele explorou a capacidade dessas proteinas de
encapsular e proteger bioativos, como vitaminas, antioxidantes e etc, destacando sua eficacia
na liberacdo controlada e biodisponibilidade. Além disso, o artigo ressaltou os avancos
tecnoldgicos da época em termos de modificacdo das proteinas para melhorar sua estabilidade
e funcionalidade. O terceiro artigo, publicado por Elzoghby et al., (2011), examinou o uso da

caseina como um eficiente carreador de farmacos, com énfase especial no desenvolvimento de
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micro e nanoparticulas & base de caseina como veiculos para administracdo controlada de
medicamentos. Os seguintes estudos ressaltam o impacto crescente das pesquisas voltadas para

encapsulamento e liberagdo controlada de bioativos.



Posicdo Titulo do artigo Autores Ano de Média de Citacdo D@1
publicacdo citacdo por ano total
1 Nanoemulsions versus microemulsions: terminology, differences, (McClemen 2012 84,54 1.099 10.1039/c2sm06903b
and similarities ts, 2012)
2 Reduction-sensitive polymers and bioconjugates for biomedical  (F. Meng et 2009 61,25 980 10.1016/j.biomateriais.200
applications al., 2009) 9.01.026
3 Mesoporous silica nanoparticles in drug delivery and biomedical (Y. Wang 2015 89,2 892 10.1016/j.nan0.2014.09.01
applications etal., 2015) 4
4 Milk proteins as vehicles for bioactives (Livney, 2010 46,4 676 10.1016/j.cis.2010.06.010
2010a)
5 Structured emulsion-based delivery systems: Controlling the (McClemen 2010 45,07 676 10.1016/j.cis.2010.06.010
digestion and release of lipophilic food components ts & Li,
2010)
6 Cationic polymers and their therapeutic potential (Samal et 2012 45,85 557 10.1039/C2CS35094G
al., 2012)
7 Mechanized Silica Nanoparticles: A New Frontier in Theranostic ~ (Ambrogio 2011 37,5 525 10.1021/ar200018x
Nanomedicine etal., 2011)
8 Electrohydrodynamics: A facile technique to fabricate drug (Chakrabort 2009 27,5 440 10.1016/j.addr.2009.07.01
delivery systems y etal., 3
2009)
9 Nanoemulsion delivery systems: Influence of carrier oil on f3- (Qian et al., 2012 33,23 432 10.1016/j.foodchem.2012.
carotene bioaccessibility 2012) 06.047
10 Nanostructured lipid carriers: A potential delivery system for (Tamjidi et 2013 35,33 424 10.1016/j.ifset.2013.03.002
bioactive food molecules al., 2013)
11 Advanced nanogel engineering for drug delivery (Raemdonc 2009 26,06 417 10.1039/B811923F
k etal.,
2009)
12 Nanoencapsulation of food ingredients using lipid based delivery  (Fathi et al., 2012 31,69 412 10.1016/j.tifs.2011.08.003
systems 2012)
13 Engineering of blended nanoparticle platform for delivery of (Marrache 2012 30,23 393 10.1073/pnas.121009610
mitochondria-acting therapeutics & Dhar,
2012)
14 Zein in controlled drug delivery and tissue engineering (Paliwal & 2014 34,82 383 10.1016/j.jconrel.2014.06.
Palakurthi, 036

2014)



https://doi.org/10.1016/j.addr.2009.07.013
https://doi.org/10.1016/j.addr.2009.07.013
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15 Preparation and characterization of nanoemulsion encapsulating  (Sari et al., 2015 28,92 376 10.1016/j.foodhyd.2014.07
curcumin 2015) 011
16 Lyotropic liquid crystal systems in drug delivery (C. Guo et 2010 24,2 363 10.1016/j.drudis.2010.09.0
al., 2010) 06
17 Casein-based formulations as promising controlled release drug  (Elzoghby 2011 25,43 356 10.1016/j.jconrel.2011.02.
delivery systems etal., 2011) 010
18 Encapsulation, protection, and release of hydrophilic active (McClemen 2011 25,43 356 10.1016/j.cis.2015.02.002
components: Potential and limitations of colloidal delivery ts, 2015)
systems
19 Fabrication of vitamin E-enriched nanoemulsions: Factors (Saberi et 2013 27,42 329 10.1016/j.jcis.2012.08.069
affecting particle size using spontaneous emulsification al., 2013)
20 Smart Nanostructures for Cargo Delivery: Uncaging and (Karimi et 2017 40,5 324 10.1021/jacs.6b08313
Activating by Light al., 2017)
21 Fundamentals of electrospinning as a novel delivery vehicle for ~ (Ghorani & 2015 32 320 10.1016/j.foodhyd.2015.05
bioactive compounds in food nanotechnology Tucker, 024
2015)
22 Nanoencapsulation of hydrophobic and low-soluble food (Rezaei et 2019 52,5 315 10.1016/j.foodhyd.2018.10
bioactive compounds within different nanocarriers al., 2019a) .003
23 Applications of novel drug delivery system for herbal (Ajazuddin 2010 20,87 313 10.1016/j.fitote.2010.05.00
formulations & Saraf, 1
2010)
24 Trends in Encapsulation Technologies for Delivery of Food (Pordevi¢ 2015 28,9 289 10.1007/s12393-014-9106-
Bioactive Compounds etal., 2014) 7
25 Encapsulation, protection, and delivery of bioactive proteinsand (McClemen 2018 37,57 263 10.1016/j.cis.2018.02.002
peptides using nanoparticle and microparticle systems: A review ts, 2018)
26 Zein and zein -based nano-materials for food and nutrition (Kasaai, 2018 37,29 261 10.1016/j.tifs.2018.07.015
applications: A review 2018)
27 Lipid nano scale cargos for the protection and delivery of food (Akhavan 2018 43,17 259 10.1016/j.tifs.2018.02.001
bioactive ingredients and nutraceuticals etal., 2018)
28 Advanced drug delivery to the lymphatic system: lipid-based (Khan et 2013 31,63 253 10.2147/1IN.S41521

nanoformulations

al., 2013)



https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2011.02.010
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2011.02.010
https://doi.org/10.1016/j.tifs.2018.02.001
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29 Food-Grade Covalent Complexes and Their Application as (F. Liu et 2017 31,63 253 10.1111/1541-4337.12229
Nutraceutical Delivery Systems: A Review al., 2017)
30 Development of bioactive peptide amphiphiles for therapeutic (Webber et 2010 16,13 242 10.1016/j.actbi0.2009.07.0
cell delivery al., 2010) 31
31 Nanoemulsions and Their Potential Applications in Food (Aswathana 2019 38,17 229 10.3389/fsufs.2019.00095
Industry rayan &
Vittal,
2019)
32 Drug delivery from gelatin-based systems (Foox & 2015 22,3 223 10.1517/17425247.2015.10
Zilberman, 37272
2015)
33 Antimicrobial peptides with cell-penetrating peptide properties (Splith & 2011 15,79 221 10.1007/s00249-011-0682-
and vice versa Neundorf, 7
2011)
34 New progress and prospects: The application of nanogel indrug  (H. Zhang 2016 24,33 219 10.1016/j.msec.2015.11.04
delivery et al., 2016) 1
35 Fabrication of biopolymer nanoparticles by antisolvent (K. Hu & 2015 19,82 218 10.1016/j.foodhyd.2014.09
precipitation and electrostatic deposition: Zein-alginate core/shell McClement 015
nanoparticles s, 2015)
36 Applications of chitosan nanoparticles to enhance absorptionand  (Liang et 2017 27 216 10.1016/j.foodhyd.2017.01
bioavailability of tea polyphenols: A review al., 2017) 041
37 Nano-drug delivery systems in wound treatment and skin (W. Wang 2019 35,67 214 10.1186/s12951-019-0514-
regeneration etal., 2019) y
38 Fabrication of zein and rhamnolipid complex nanoparticles to (Dai et al., 2018 30,57 214 10.1016/j.foodhyd.2017.11
enhance the stability and in vitro release of curcumin 2018) .003
39 Nanoscale Nutrient Delivery Systems for Food Applications: (Mcclement 2015 21,1 211 10.1111/1750-3841.12919
Improving Bioactive Dispersibility, Stability, and Bioavailability s, 2015)
40 Fabrication of stable zein nanoparticles coated with soluble (H. Lietal., 2019 34,83 209 10.1016/j.foodhyd.2018.08
soybean polysaccharide for encapsulation of quercetin 2019) .002
41 Formulation and application of a new generation of lipid nano-  (Katouzian 2017 25,38 203 10.1016/j.tifs.2017.07.017
carriers for the food bioactive ingredients etal.,, 2017)



https://doi.org/10.1016/j.actbio.2009.07.031
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2009.07.031
https://doi.org/10.1016/j.msec.2015.11.041
https://doi.org/10.1016/j.msec.2015.11.041
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.11.003
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.11.003

34

42 Advances in drug delivery systems (DDSs) to release growth (Gainza et 2015 20,3 203 10.1016/j.nan0.2015.03.00
factors for wound healing and skin regeneration al., 2015) 2
43 Self-nanoemulsifying drug delivery system (SNEDDS) for oral (Y. Zhao et 2010 13,53 203 10.1016/j.ijpharm.2009.08.
delivery of Zedoary essential oil: Formulation and bioavailability  al., 2010) 035
studies
44 Assembly of Protein-Polysaccharide Complexes for Delivery of (Wei & 2019 33,67 202 10.1021/acs.jafc.8b06063
Bioactive Ingredients: A Perspective Paper Huang,
2019)
45 Recent advances in natural polymer-based drug delivery systems (Tong et al., 2020 39,6 198 10.1016/j.reactfunctpolym.
2020) 2020.104501
46 Nanoengineered injectable hydrogels for wound healing (Lokhande 2018 27,86 195 10.1016/j.actbio.2018.01.0
application et al., 2018) 45
47 Emulsion-based encapsulation and delivery systems for (W. Luet 2016 21,33 192 10.1016/j.tifs.2015.10.015
polyphenols al., 2016)
48 The Applications of Nanotechnology in Food Industry (Rashidi & 2011 13,71 192 10.1080/104083910037854
Khosravi- 17
Darani,
2011)
49 Nanotechnology-based drug delivery systems for control of (Dos Santos 2018 26,29 184 10.2147/1IN.S146195
microbial biofilms: a review Ramos et
al., 2018)
50 Recent advancement of gelatin nanoparticles in drug and vaccine  (N. Sahoo 2015 18,4 184 10.1016/j.ijbiomac.2015.0
delivery etal., 2015) 8.006

Tabela 3: Os 50 documentos mais citados classificados por citagdo média por ano.

Fonte: Autor, 2024.
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4.6 Anélise de rede de ocorréncia de palavras chaves

As palavras-chave fornecem informacGes essenciais sobre o contetido de um artigo, e
guando duas ou mais aparecem no mesmo artigo, isso é conhecido como coocorréncia de
palavras-chave. A analise de coocorréncia permite identificar areas-chave de pesquisa e
acompanhar o avanco das fronteiras do conhecimento cientifico em determinado campo (C.
Chen et al., 2014; Su & Lee, 2010). Portanto, a Figura 5 apresenta as 46 palavras-chave dos
autores mais frequentes na area, associadas a um nimero minimo de ocorréncias de 3 palavras-

chave.

Figura 5:Visualiza¢do da rede de ocorréncia de termos (a) O agrupamento de termos com base em
diferentes campos. (b) Uma visdo geral cronoldgica dos termos com base no ano médio de publicagdo.
Cada n6 no mapa representa um termo que ocorreu pelo menos 3 vezes € o tamanho do n6 de um termo
¢ proporcional ao numero de ocorréncias desse termo.
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Fonte: Autor, 2024.

O mapa baseado em diferentes clusters indica que o tamanho dos circulos é diretamente
proporcional a forca total do link da palavra-chave. Em contraste, a distancia entre dois dos
termos sugere se eles estdo intimamente relacionados entre si ou ndo. Do acoplamento
bibliométrico, 438 palavras-chave foram obtidas da busca. A Tabela 4 mostra as 10 principais
palavras-chave no campo. As palavras-chave mais frequentes foram “Nanoencapsulation” (16
ocorréncias), “Encapsulation” (13 ocorréncias), “Bioavailability” (12 ocorréncia) e “Drug-
delivery” (11 ocorréncias), indicando que essas palavras sdo centrais e co-ocorrem com
inimeras outras, conforme observado no nimero de links (linhas) na Figura 5a.

Embora informativa, a Figura 5b é uma derivacdo da Figura 5a, oferecendo uma
oportunidade de visualizar a evolucdo cronoldgica das palavras-chave ao longo do tempo.
Conforme indicado, os termos marcados em roxo representam o ano médio de publicacdo nas
fases iniciais, enquanto os termos em verde indicam palavras-chave que continuaram a ser
utilizadas ao longo dos anos. Por exemplo, expressdes como drug delivery e nutraceuticals
foram frequentemente usadas antes de 2014, enquanto termos como nanoencapsulation, food
safety e delivery systems ganharam popularidade a partir de 2020. A incluséo do fator tempo,
portanto, oferece uma abordagem simplificada para identificar as dire¢Ges da pesquisa. O
desenvolvimento de alimentos nutracéuticos, por exemplo, comegou a se destacar por volta de
2013, com um crescimento acentuado nos anos seguintes. A partir de 2020, a analise também

revelou um aumento no interesse pelo termo nanoencapsulation, evidenciando uma tendéncia
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de explorar novas tecnologias para otimizar a entrega e eficacia de moléculas bioativas no

desenvolvimento de alimentos funcionais.

Classificagao Palavra-chave Ocorréncias Forca total da
ligacao
1 Nanoencapsulation 16 78
2 Encapsulation 13 59
3 Bioavailability 12 58
4 Drug-delivery 11 55
5 Bioactive 11 53
compounds
6 Stability 9 51
7 Delivery system 9 49
8 Beta-carotene 8 49
9 Protein 8 46
10 Nanoparticles 8 45

Tabela 4:As 10 principais palavras-chave no campo (classificagdo com base na forga total do link).

Fonte: Autor, 2024.
5. Patentes

Usando a estratégia de busca descrita acima, identificamos 607 patentes na plataforma
Web of Science. A primeira patente (US 5,376,452 A) - Lipossomo(s) com bilayer externo com
distribuicdo assimétrica contendo lipidios ionizaveis ou proteinas ionizaveis, Util como sistemas
de liberacdo de medicamentos, publicada em 1994, descreve o desenvolvimento de lipossomos
assimétricos com camadas externas contendo proteinas ionizaveis, como oxitocina e
vasopressina. Esses lipossomos séo preparados em pH controlado, e a distribuicdo assimétrica
das proteinas entre os monocamadas melhora a eficiéncia da liberacdo de medicamentos. A
patente mais recente (W02024189055-A1) - Corante solivel em 0leo encapsulado com
proteina de soro de leite, polissacarideo de leite e/ou proteina vegetal, Gtil para preparar
produtos consumiveis, como revestimentos oleosos, borras oleosas, misturas em pd, temperos
e alimentos para lanches comestiveis, introduz um método inovador para encapsular corantes
sollveis em 6leo com proteinas e polissacarideos, provenientes de fontes animais, como 0 soro
de leite, ou fontes vegetais, utilizando técnicas como secagem por pulverizacdo e leito
fluidizado. A patente também destaca o uso de antioxidantes e gomas comestiveis para estender

a vida util da cor e minimizar a oxidacao.

A Figura 6a apresenta os 10 principais inventores, requerentes e Codigos de
Classificacdo Internacional de Patentes (IPC). O inventor com mais patentes publicadas foi

Langer Robert S. (10 patentes), seguido por Richard Levy, Xiaofei Li e Hsing-Wen Sung (8
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patentes cada). O requerente com mais patentes foi a Medtronic Vascular Inc., uma empresa de
tecnologia médica com sede em Minneapolis, Estados Unidos, seguida pela Warsaw
Orthopedic Inc., uma empresa que fornece produtos e servicos relacionados a ortopedia, e pelo
Massachusetts Institute of Technology, uma universidade de pesquisa privada localizada em
Cambridge, Massachusetts. Essas empresas e instituicoes pesquisam, desenvolvem e produzem
aplicacdes do uso de proteinas em salde, aplicagdes farmacéuticas e alimentos nutracéuticos
(Figura 6b).

O codigo IPC (Classificacdo Internacional de Patentes) é um sistema hierarquico de
simbolos independentes de idioma usados para classificar patentes e modelos de utilidade e
auxiliar na indexacao de documentos, organizando-os de acordo com Varias areas de tecnologia.
Os 10 principais codigos IPC sdo apresentados na Figura 6¢. O codigo IPC com maior
incidéncia foi A61k-009/00, associado a preparac6es para fins médicos, dentérios ou higiénicos
(A61K). A subclasse "009/00" envolve aspectos especificos de formulagdo, particularmente

relacionados a preparacdo de medicamentos ou compostos farmacéuticos.

Como mostrado nos dados apresentados na Figura 7, a maioria das patentes esta
concentrada em trés areas principais de especializacdo: farmacologia e farmécia (571 patentes
- 21,84%); quimica (567 patentes - 21,69%); e ciéncia dos polimeros (417 patentes - 15,72%).
As outras areas listadas no "top 10" tém porcentagens menores, variando de 8,83% a 1,07% das
patentes classificadas em suas respectivas areas. Vale ressaltar que uma patente especifica pode

ser classificada em mais de uma area.

Figura 6: Numero de Patentes Relacionadas ao Uso de Proteinas como Sistemas de Liberacdo: (a)
Inventores, (b) Requerentes ¢ (¢) Codigos IPC
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Figura 7: Principais Areas de Patentes Relacionadas ao Uso de Proteinas em Sistemas de Liberagio de
Compostos Bioativos.
Fonte: Autor, 2024.
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6. Perspectivas Futuras

A tecnologia de nanoencapsulacdo tem atraido a atencdo mundial nas ultimas décadas,
e 0 interesse em pesquisas sobre nanocarreadores a base de proteinas tem aumentado
constantemente. Os avancos no desenvolvimento dessas tecnologias sdo essenciais para atender

a crescente demanda por solugdes inovadoras nos setores de saude, alimentos e farmacéuticos.
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O potencial desse campo é enorme, e ha aspectos especificos desses métodos que precisam ser
analisados e desenvolvidos. Eficiéncia de producdo, acessibilidade e custo-beneficio sdo as
principais areas de foco. Ao avaliar o estado da arte atual, alguns aspectos-chave que devem ser

incluidos em pesquisas futuras sdo os seguintes:

i. Desafios de escalabilidade: A maioria dos métodos relatados na literatura permanece
limitada a producdo em escala de laboratorio, com pouca exploracdo de técnicas de
fabricacdo em larga escala (Pateiro, Gomez, Munekata, Barba, Putnik, Kovacevi¢, et al.,
2021Db).

ii. Aspectos de seguranca e regulamentacdo: A auséncia de regulamentagdes globais para
nanomateriais nos setores alimenticios e farmacéuticos criam um cenario de incerteza. A
maioria dos paises ainda carece de legislacdo especifica para avaliar a seguranca dos
nanoprodutos encapsulados. Essa falta de harmonizag&o internacional representa riscos a
salide humana e ao meio ambiente, além de ser uma barreira para a comercializagéo global
de novos produtos (A. K. Singh et al., 2023).

iii. Estudos toxicoldgicos: Pesquisas mais avancadas sobre toxicidade sdo permitidas para
garantir a segurancga desses sistemas de entrega de nanocarreadores, uma vez que a
seguranca dos sistemas de entrega nano para uso na industria alimenticia continua sendo
crucial (Puttasiddaiah et al., 2022).

7. Conclustes

Neste estudo, as descobertas da analise bibliométrica em pesquisa nos sistemas de
entrega de compostos bioativos por meio da nanoencapsulacdo revelam as atividades de
pesquisa realizadas no passado e no presente. Eles servem como um guia para os pesquisadores
dessas areas em desenvolvimento, além de apontar possiveis desafios, disponibilidade de
recursos, barreiras e lacunas na literatura. Com base em 4.380 artigos publicados entre 2009 e
2024, este estudo bibliométrico oferece uma visdo geral das tendéncias de pesquisa em
encapsulamento de bioativos a base de proteinas e &reas correlatas, como alimentos
nutracéuticos e liberacdo controlada de farmacos. As seguintes conclusdes foram tiradas deste

estudo:

(1) Crescimento da Pesquisa: A pesquisa nesta area mostrou um crescimento significativo,

especialmente ap6s 2016, com um aumento substancial de 252% entre 2017 e 2023.
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Esse crescimento esté relacionado ao aumento da demanda por alimentos saudaveis e
avancos tecnologicos, como a nanoencapsulagao.

(2) Distribuicdo Geogréafica: A producdo de pesquisa € liderada por paises como China,
EUA e india. Embora a China tenha o maior ndimero de publicacdes (1.151 artigos), 0s
EUA lideram em termos de impacto cientifico, com um indice H mais elevado. 1sso
sugere gque, enquanto a China tem uma alta produtividade, os artigos dos EUA tém maior
impacto.

(3) Instituicbes e Colaboracdo Cientifica: A University of Massachusetts Amherst se
destaca como a principal instituicdo em termos de publicages e citagcdes, com foco em
alimentos e ciéncias farmacéuticas. A analise de cocitagio mostrou uma rede
interdisciplinar, evidenciando a colaboracdo entre diferentes areas, como quimica de
alimentos e farmacologia.

(4) Autores de Destaque: O Dr. David Julian McClements é o autor mais citado, com um
indice H de 60, reforcando sua influéncia no campo.

(5) Tendéncias Tematicas: As palavras-chave mais frequentes, como "nanoencapsulation™,
"bioavailability" e "drug delivery", refletem o foco crescente em encapsulamento de
bioativos e sua aplicacdo na industria de alimentos e farmacéutica. A partir de 2020,
houve um aumento significativo no uso desses termos, indicando novas direcdes de

pesquisa.
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Capitulo 2 - Propriedades tecnoldgicas e funcionais das proteinas do soro do leite para melhoria

na estabilidade e liberacdo controlada de compostos bioativo por meio da nanoencapsulagéo

Resumo
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Este estudo explora o potencial das proteinas do soro do leite como nanocarreadores para a
liberacdo controlada de compostos bioativos, abordando avangos na estabilidade e
biodisponibilidade desses compostos na industria alimenticia e farmacéutica. Os alimentos
funcionais, enriquecidos com compostos bioativos como polifendis, vitaminas e probidticos,
oferecem beneficios & salde, mas enfrentam desafios relacionados a sua instabilidade em
condicdes adversas de processamento e digestdo. As proteinas do soro, incluindo [-
lactoglobulina e a-lactalbumina, apresentam propriedades tecnolédgicas, como emulsificagéo,
gelificacdo e formacdo de matrizes estaveis, que as tornam ideais para encapsular essas
moléculas. O uso de tecnologias de nanoencapsulacdo, como spray drying, nanoprecipitacao e
tratamento térmico permite melhorar a protecéo, a biodisponibilidade e a liberacdo controlada
desses compostos. Além disso, a automontagem dessas proteinas em estruturas como fibrilas e
hidrogéis expande suas aplicagbes na industria, otimizando a estabilidade térmica e quimica
dos bioativos encapsulados. Estudos destacam que esses sistemas contribuem para o aumento
da protecdo contra degradacdo e potencializam a biodisponibilidade dos compostos, ampliando
sua eficécia funcional.

Palavras-chave: Alimentos funcionais; Nanocarreadores; Biodisponibilidade; -

lactoglobulina; a-lactalboumina.

1. Introducéo

Nos dias atuais, ha uma crescente busca por alimentos nutracéuticos. Essa categoria de

alimentos ganhou destaque devido aos seus efeitos terapéuticos seguros e beneficios
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nutricionais, desempenhando um papel essencial na prevencdo de doencas (Aguilar-Pérez et al.,
2023). O grande desafio para o desenvolvimento desses alimentos nutracéuticos é a
incorporacdo de composto bioativos. Essas moléculas apresentam instabilidade sob condigdes
adversas (umidade, temperatura, pH e luz) no qual sdo submetidos na inddstria alimenticia e
durante a digestdo gastrointestinal, resultando em perda da sua atividade bioldgica, o que limita
sua eficécia (Zabot et al., 2022). A utilizagdo de nanoestruturas como materiais encapsulantes
tem sido proposto como uma alternativa para proteger esses compostos bioativos.

Nanocarreadores tém sido amplamente utilizados na industria alimenticia devido a sua
capacidade de melhorar diversas propriedades dos sistemas alimentares, como sabor,
consisténcia, textura, aumento da vida util e biodisponibilidade de nutrientes (Assadpour &
Mahdi Jafari, 2019). Esses nanoveiculos sdo promissores para proteger e melhorar a
estabilidade de compostos bioativos sob diferentes condi¢fes de processamento, devido as suas
caracteristicas Unicas e a sua capacidade de proporcionar uma entrega precisa e eficiente no
sistema gastrointestinal (SGI)(Pateiro, Gomez, Munekata, Barba, Putnik, Bursa’'c, et al.,
2021b). Na industria alimenticia, os nanomateriais sdo empregados em formulacdes de
suplementos, enzimas, aromatizantes, novos materiais de contato com alimentos, ingredientes,
aditivos, entre outros (Thiruvengadam et al., 2018).

O soro do leite é o subproduto principal e mais poluente resultante da fabricacdo de
queijos, devido a sua elevada carga organica, composta por lactose, acido lactico, proteinas e
sais (Pires et al., 2021). A producdo mundial de soro € estimada em cerca de 180 a 190 milhdes
de toneladas por ano (Buchanan et al., 2023). No entanto, a descoberta do seu potencial como
alimento funcional com aplicages nutricionais estd transformando-o de um residuo em um
produto de valor agregado. Diversos estudos atribuiram vaérias acGes bioldgicas desse
subproduto, que sdo de grande importancia nas indastrias meédicas, farmacéuticas e
alimenticias, devido as suas propriedades com potenciais beneficios para a saude humana (Akal,
2017; Olvera-Rosales et al., 2023; Rocha-Mendoza et al., 2021).

As proteinas do soro sdo compostas de varias proteinas globulares, incluindo, B-
lactoglobulina  (B-LG), o-lactalbumina  (a-LA), albumina  sérica  bovina (BSA),
imunoglobulinas (IGs) e lactoferrina (LF). Essas proteinas tém um alto valor bioldgico e
representam uma rica fonte de aminoacidos essenciais e de cadeia ramificada, geralmente
reconhecidas como ingredientes seguros (GRAS) (L. Chen & Subirade, 2005; McSweeney et
al., 2020). Além dessas propriedades nutricionais excepcionais, as proteinas do soro de leite
também demonstram  caracteristicas tecnofuncionais Uteis, incluindo solubilidade,

emulsificacdo, gelificacdo e propriedades de formacdo de espuma (Smithers, 2008, 2015).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bovine-serum-albumin
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/lactoferrin
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/amino-acids

o1

Devido as suas caracteristicas estruturais, essas proteinas, podem se ligar a diversas moléculas,
tornando-se veiculos naturais para a entrega de compostos bioativos. O reconhecimento de seu
potencial para tais aplicacBes levou a intensos esforcos de pesquisa e desenvolvimento nos
ultimos anos, resultando em uma ampla gama de novas aplicacbes em alimentos e
medicamentos (Shakoury et al., 2022; Solghi et al., 2020a; C. Zhang et al., 2021a)

Portanto, o uso de proteinas do soro do leite como nanocarreadores surge como uma
abordagem promissora para superar o0s desafios associados a estabilidade e biodisponibilidade
de compostos bioativos. Este artigo revisa 0s avangos recentes na aplicacéo dessas proteinas na
encapsulacdo de bioativos, destacando suas propriedades tecnoldgicas, funcionais e estruturais,

com o objetivo de explorar o potencial dessas biomoléculas na industria alimenticia.

2. Compostos Bioativos

Os alimentos funcionais sdo compostos por substancias biologicamente e
fisiologicamente ativas, que conferem beneficios a salde além das capacidades nutricionais
fundamentais (Granato et al., 2020). Os componentes responsaveis pela funcionalidade desses
alimentos sdo denominados compostos bioativos (Galanakis, 2021). Esses bioativos possuem a
capacidade de interagir com um ou mais componentes dos tecidos vivos, apresentando uma
variedade de efeitos potenciais, e podem ser originarios de fontes como plantas e animais
(Banwo et al., 2021).

Os bioativos sdo de grande interesse devido a sua ampla variedade de atividades
biolégicas e funcionais. Dentre essas atividades, destacam-se as suas propriedades
antioxidantes, antitumorais, antimutagénicas, antiproliferativas e antiinflamatorias (Bourais et
al., 2023; Gorgic et al., 2020). Essas caracteristicas possibilitam uma protecdo ao corpo
humano contra elevados niveis de radicais livres e espécies reativas de oxigénio que pode reagir
facilmente com outras moléculas, resultando em danos celulares (Kaur et al., 2019). A Figura
8 apresenta uma representacdo das principais classes de compostos bioativos presentes em
alimentos e potenciais implicacdes na prevencdo de doencgas. Além disso, destacamos as

principais categorias de compostos bioativos a seguir:



52

Figura 8: Visdo geral das principais classes de compostos bioativos alimentares e atividades relatadas
contra diferentes doencas humanas.
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Polifenois: Os polifenois sdo um grande grupo de fitoquimicos bioativos, que incluem
varias subclasses, como flavonoides, estilbenos, &cidos fendlicos e lignanas. Sua
principal caracteristica é a presenga de um ou mais anéis arométicos contendo uma ou
mais fracGes hidroxila (Durazzo et al., 2019; Fraga et al., 2019; A. S. Silva et al., 2020).
Devido as suas propriedades antioxidantes, que permitem a eliminacao de radicais livres
de oxigénio, os polifendis estdo associados a reducdo do risco de desenvolvimento de
doengas de alta prevaléncia, como doencas cardiovasculares e cancer (Mitjavila &
Moreno, 2012; Tresserra-Rimbau et al., 2018). No entanto, esses compostos Sao
instaveis quando expostos ao calor e a luz, e sua biodisponibilidade geralmente é
limitada devido a baixa solubilidade (Faridi Esfanjani et al., 2018).

Vitaminas: As vitaminas sdo moléculas bioativas esséncias para a saide humana. Esses
compostos desempenham papéis importantes na prevencdo de canceres, melhoria do
sistema imunologico, otimizagdo da funcdo celular, reducdo dos niveis de colesterol,
aceleracdo da cicatrizagdo e na prevencdo de distdrbios neuroldgicos, entre outras
fungdes benéficas (Gupta et al., 2020; Mitra et al., 2022). As vitaminas s&o classificadas
em dois grupos: soltveis em agua (Vitaminas do complexo B e a vitamina C) e solUveis
em gordura (como as vitaminas A, D, E e K). No entanto, esses bioativos apresentam

sensibilidade ao calor e a oxidagdo, e sua eficAcia pode ser significativamente
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comprometida durante o processamento, transporte e armazenamento (Rezaei et al.,
2019b; Tomas & Jafari, 2018).

¢) Acidos graxos: Os &cidos graxos sdo lipidios simples compostos por um grupo acido
carboxilico e uma cadeia longa de hidrocarbonetos com diferentes graus de
dessaturacdo, presentes em varias espécies lipidicas, incluindo fosfolipidios,
esfingolipidios, ésteres de colesterol etriglicerideos e triglicerideos (Koundouros &
Poulogiannis, 2019; Lawrence, 2010). Essas moléculas apresentam muitos beneficios
para a saude, como atividades anti-inflamatorias, imunorreguladoras, antiobesidade,
antidiabetes, anticancer, protetoras  cardiovasculares, hepatoprotetoras e
neuroprotetoras (R. G. Xiong et al., 2022).

d) Probidticos: Os probidticos sdo definidos por meio da Organizacdo das Nac6es Unidas
para Agricultura e Alimentacdo e pela Organizacdo Mundial da Saude (FAO/OMS,
2001) como “microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem um beneficio a saude do hospedeiro”. O principal grupo de
probidticos sdo compostos de bactérias lacticas e os Lactobacilos e Bifidobactérias,
sendo os mais comuns e amplamente reconhecidos (Sarao & Arora, 2017). No entanto,
a eficacia desses microrganismos pode ser limitada por sua alta sensibilidade ao
oxigénio, ao pH gastrico e aos sais biliares, o que pode dificultar sua aplicacdo em
grande escala (Marcial-Coba et al., 2019).

e) Carotenoides: Os carotenoides sdo pigmentos naturais lipofilicos com propriedades
antioxidantes, encontrados em diversas frutas, vegetais, plantas, algas e bactérias
fotossintéticas (Eggersdorfer & Wyss, 2018). O consumo desses pigmentos esta
relacionado a uma serie de beneficios a salde, incluindo a reducdo do risco de
degeneracdo macular relacionada a idade, catarata, alguns tipos de cancer e doencas
cardiacas (Milani et al., 2017). Além disso, ha evidéncias de que eles podem ter um
efeito positivo na fungdo cognitiva (Johnson, 2012). No entanto, os carotenoides séo
qguimicamente instaveis, sendo suscetiveis a oxidacdo quando expostos a luz, calor,
oxigénio, acidos e ions metalicos. Na industria alimenticia, seu uso € limitado devido a
baixa solubilidade em agua, biodisponibilidade reduzida e rapida liberacdo (Gonzalez-
Pefa et al., 2023).

A instabilidade desses compostos bioativos durante o processamento e armazenamento
de alimentos pode impactar de forma negativa sua eficacia (Fu et al., 2021). Por isso, diversas

estratégias sdo desenvolvidas para melhorar a estabilidade e a eficacia na entrega, no qual
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incluem a utilizacdo de tecnologias de encapsulamento, como a nanoencapsulagdo (Soukoulis
& Bohn, 2018). Diversas técnicas estdo disponiveis para realizar a nanoencapsulacdo desses
compostos, abrangendo métodos como nanoemulsdo, gelificacdo ibnica, spray drying,
nanoprecipitacdo, desnaturacdo térmica e quimica (Jafari, 2017; Pisoschi et al., 2018; C. H.
Tang, 2021).

3. Tecnologias de nanoencapsulacao

A nanoecapsulamento é descrita como um método de proteger e isolar uma substancia
ativa em uma matriz ou capsula, em escala nanométrica. Esses compostos podem estar em
estado solido, liquido ou gasoso, e sera liberada em condigdes especificas (Alu’datt et al., 2022).
Essa tecnologia é amplamente utilizada nas industrias alimenticia e farmacéutica para
encapsular compostos bioativos (polifenois, flavonoides, micronutrientes, enzimas e
antioxidantes), formando barreiras que protegem essas moléculas de fatores adversos, como
luz, oxigénio, variacGes de pH, umidade, calor, cisalhamento, entre outras condi¢des extremas
(Devi et al., 2017).

A nanoencapsulacdo contribui para melhoria na biodisponibilidade, liberacdo
controlada e a precisao de direcionamento desses compostos. Além disso, auxilia na formacao
de particulas solidas, reducdo da evaporacdo ou perda de volatilidade, aprimoramento da
barreira contra reacdes indesejaveis e melhoria da estabilidade fisica, atividade bioldgica e da
vida util desses compostos (J. Aguiar et al., 2016; de Souza Simdes et al., 2017; Jia, Dumont,
et al., 2016). As principais funcionalidades do nanoencapsulamento estdo apresentadas na
Figura 9. A Tabela 5 apresenta uma descricdo detalhada dessas tecnologias, destacando suas

principais vantagens, limitacdes e aplicacfes mais comuns nesse contexto.



Figura 9: Principais funcionalidade da nanoencapsulacdo (Adaptado de Shishir et al., (2018)).
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[ Redugdo do tamanho das particulas e criagdo de uma distribuigao de particulas estreita ]

[Maior area de superficie ] [Melhor precisdo de direcionamento do composto bioativo ]

[Melhor precisdo de direcionamento do composto bioativo ]

[Aumento da barreira de reatividade entre o bioativo ¢ outros compostos ou o0 meio ingerido ]
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Método de nanoencapsulacdo  Descri¢cdo Vantagens Desvantagens Referéncias
Dispersdo de duas fases N&o apresentam problemas como E necessaria uma grande concentragio de (%jendra
liquidas imisciveis, separacao, floculacéo e surfactantes/cossurfactantes para Bhosale et

Nanoemulsdo estabilizadas por surfactantes sedimentacdo; podem ser usadas estabilizacdo. Sua estabilidade é afetada pela al., 2014)
ou co-surfactantes. em espumas, cremes, liquidos e temperatura e pelo pH.

sprays

Gelificacao ibnica Envolve uma interacio de E um procedimento simplese facil, Ocorréncia de gelificacdo heterogénea das (Kurozawa
solucBes poliméricas com ions ndo requer equipamentos particulas do gel devido ao mecanismo de & Hubinger,
de baixa massa molecular, especializados, alta temperatura ou difuséo 2017)
resultando na formacdo de um solvente organico e pode ser
gel insoluvel. considerado de baixo custo

Spray Drying Técnica avancada que Permite obter particulas em escala Pode levar a degradacdo térmica de (Ligarda-
transforma solugdes liquidas nanométrica, com maior &rea compostos sensiveisao calor; requer controle Samanez et
em particulas solidas superficial e melhores rigoroso das condi¢des de operacéo. al., 2023)
nanométricas por atomizacdo e propriedades de
evaporacao rapida. biodisponibilidade.

Coacervacao Técnica de encapsulamento que Permite  encapsulamento  de O processo pode ser demorado e complexo; (Walia et
utiliza o principio da separacdo compostos hidrofilicos e lipofilicos Sensibilidade ao pH e a forca idnica al., 2019)

de fases. Durante 0 processo, 0s
polimeros, em solucdo, formam
um coacervado que envolve e

encapsula o nucleo ativo.
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Nanoprecipitagdo

A técnica envolve a mistura de

Processo direto, rapido e requer

Pode ser dificil controlar o tamanho e a (Almoustafa

uma fase orgénica (que contém etapas minimas de processamento; distribuicdo das particulas; o uso de solventes et al., 2017)
0 polimero e, se aplicavel, o organicos pode ser necessario.

composto ativo) em uma fase

Umida sob agitacdo constante.

Desnaturacdo Térmica Processo pelo qual uma Processo simples e direto; pode ser Pode levar a perda de atividade bioldgica e (Gharanjig
proteina ou outro biopolimero usado  para  modificar as funcional das proteinas et al., 2020)
perde sua estrutura nativa propriedades  funcionais  das
tridimensional quando causada proteinas
por um aumento de temperatura

Desnaturacdo Quimica Processo pelo qual uma Pode levar a perda de atividade Sensibilidade a Oxidacdo; Custo Elevado (Mousa et
proteina ou outro biopolimero bioldgica e funcional das proteinas al., 2017)

perde sua estrutura nativa
devida interacdo com agentes
quimicos, como &cidos, bases e

solventes organicos

Tabela 5: Métodos de nanoencapsulagdo utilizando materiais a base de proteinas, incluindo a descri¢éo de cada técnica, suas principais vantagens e

desvantagens.

Fonte: Autor, 2024.
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4. Propriedades das proteinas do soro do leite para entrega de compostos bioativos

As proteinas do soro do leite sdo matérias-primas extraidas durante o processo de
fabricacdo do queijo. Essas proteinas possuem um elevado valor nutricional, excelentes
propriedades sensoriais e diversas funcionalidades estruturais que as tornam ideais para
utilizacdo como veiculos ou componentes na entrega de uma ampla variedade de bioativos.
Além disso, sua capacidade de formar matrizes estaveis e interagir com outros ingredientes as

tornam versateis em diferentes aplicacOes alimentares e farmacéuticas.

4.1 Propriedades tecnolégicas e funcionais das proteinas do soro do leite

As proteinas do soro do leite sdo ingrediente potencial e multi-funcional no
desenvolvimento de produtos alimenticios com propriedades funcionais e tecnoldgica
aprimoradas. Essas proteinas podem atuar como agente espessante, nanocarreador, agente
gelificante, componente tensoativo, modificador de textura, entre outras funcionalidades e
bioatividades associadas (Kilara & Vaghela, 2018). Na Tabela 6, ha alguns exemplos de

propriedades tecnologicas conferidas aos alimentos pelo WP.

Propriedade Tecno-  Setor Alimenticio Concentragéo de Aplicagdes
Funcional Proteina (%)
Viscosidade Sobremesas 35 Chocolate,
marshmallow,
nougat, barras de
cereais e
coberturas.
Solubilidade e Bebidas 35 Bebidas
Estabilidade fortificadas com
Coloidal proteinas,
isotonicos, pifia
colada,
refrigerantes, chas
carbonatados,
bebidas infantis,
iogurtes e
substitutos de
refeicoes.
Emulsificagdo Sopas e Comidas 85 Sopas com baixo
Infantis ou zero teor de
gordura, molhos
para saladas e
queijos
processados.
Espumante Confeitaria 35 Coberturas, creme
de leite UHT,
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chantilly e
chocolates aerados.
Gelificagao Laticinios 65 logurtes, iogurtes
congelados e
sorvetes.
Elasticidade Panificacéo 65 Brownies, bolos,
biscoitos, paes,
massas para pizza,
bolachas e waffles.
Absorcdo de Agua  Produtos Carneos 85 Salsichas, bifes de
e Gordura hamburguer,
presuntos, nuggets
e outros produtos
derivados de carne.

Tabela 6: Exemplos de propriedades tecnologicas conferidas aos alimentos pelas proteinas do soro do
leite

Fonte: (Alves et al., 2014).

As funcdes tecnoldgicas desempenhadas pelas proteinas do soro estdo associadas a sua
composic¢do, concentracdo e grau de desnaturacdo. Essas caracteristicas foram observadas por
Ghanimah, (2018) em iogurtes integrais e desnatados. Ele demonstrou que o aumento da
concentracdo das proteinas do soro do leite contribuiu para uma maior capacidade de formacéo
de espuma, emulsificante e melhorou propriedades como tensdo da coalhada, viscosidade e
sinérese. Esse comportamento foi observado quando aplicados em outros alimentos como
queijo (Amador-Espejo et al., 2021), paes sem gluten (Komeroski et al., 2021), hamburgueres
de porco (C. Liu et al., 2022), bebidas lacteas fermentadas (Skrzypczak et al., 2020) e molhos
de soja (Garcia et al., 2020). O aumento do teor de proteina intensifica os aspectos mencionados
acima, promovendo alteragdes na textura dos géis, o que resulta em maior firmeza e melhor
retencdo de agua pela matriz. Essa caracteristica esta relacionada, principalmente a p-lg, que
atua como um agente formador de gel devido a presenca de grupos sulfidrila livres em sua
estrutura (Vidigal et al., 2012).

Além disso, a capacidade dessas proteinas de espessar e gelificar oferece uma alternativa
natural aos agentes gelificantes tradicionais, como amidos e gorduras. Essa caracteristica
permite a criacdo de alimentos semissolidos com texturas mais suaves e agradaveis como
molhos, temperos e cremes (Amador-Espejo et al., 2021; Kazazi et al., 2017; Madadlou et al.,
2020).

As proteinas do soro do leite tambem sdo fontes ricas de peptideos bioativos, que
consistem em sequéncias especificas de aminoacidos com efeitos benéficos comprovados em

sistemas bioldgicos humanos. Esses peptideos exercem atividades funcionais como
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antioxidantes, anti-hipertensivos, antimicrobianos, entre outros (de Castro et al., 2017; de
Castro & Sato, 2015).

A B-1g, constitui cerca de 50% das proteinas do soro, desempenha um papel importante
na ligacdo de minerais como calcio e zinco. Além disso, apresenta homologia parcial de
sequéncia com proteinas que se ligam ao retinol, indicando uma contribuicdo potencial no
transporte de vitamina A (Buszewski et al., 2020). Ja a a-la é amplamente recomendada para
formulas infantis e alimentos especificos para o enriquecimento proteico, devido ao seu perfil
nutricional e funcional (Layman et al., 2018).

Outra fracdo relevante é a albumina sérica, capaz de se ligar a &cidos graxos e
imunoglobulinas, como IgA, IgM, IgGl e 1gG2, promovendo imunidade passiva aos
consumidores. A lactoferrina, por sua vez, € uma proteina com alta camada de ferro, que auxilia
na absorcao desse mineral no trato digestivo. Além disso, possui acdo antimicrobiana, inibindo
microrganismos indesejaveis, ao mesmo tempo que estimula o crescimento de microrganismos
benéficos e modula a resposta imune. A lactoferrina é reconhecida como um dos principais
fatores de defesa inespecifica na glandula mamaria (Ulfman et al., 2018; Walzem et al., 1999).

As propriedades funcionais das proteinas do soro de leite sdo influenciadas por fatores
intrinsecos como a composi¢cdo e a sequéncia de aminoacidos, as estruturas secundarias e
terciarias, as caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas da superficie, a carga elétrica e a
flexibilidade molecular. Ja os fatores extrinsecos incluem o pH, a forca idnica, a temperatura,
a presenca de enzimas e as interagdes com outros componentes alimentares, que podem
modificar e potencializar essas propriedades funcionais (Siddique et al., 2016; H. Zhu &
Damodaran, 1994). Portanto, essas proteinas destacam-se como altamente funcionais e
versateis, desempenhando papéis essenciais na melhoria das propriedades tecnoldgicas e

bioativas de diversos alimentos.

4.2 Estabilidade térmica e resisténcia a desnaturacao

As proteinas do soro do leite sdo altamente sensiveis ao tratamento térmico, um processo
essencial na industria de laticinios para garantir a seguranga microbioldgica e aumentar a vida
atil dos produtos (Dash et al., 2022; Wijayanti et al., 2014a). Por exemplo, durante o
processamento do leite, técnicas como a pasteurizacao (62,5 °C por 30 minutos ou 72 °C por
15 segundos) e o tratamento UHT (135-140 °C por 3-5 segundos) sao amplamente utilizadas,
assim como a secagem por pulveriza¢do, comum na produgdo de leite em pé (Petit et al., 2016).

Embora esses tratamentos sejam essenciais, eles causam mudancas significativas na estrutura
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das proteinas, especialmente nas proteinas do soro de leite, que possuem uma grande quantidade
de ligacGes dissulfeto que sdo sensiveis ao calor (Edwards & Jameson, 2020).

De maneira geral, as proteinas do soro tendem a se desdobrar de sua estrutura original
qguando expostas a temperaturas superiores a 65 °C, revelando aminoacidos como a cisteina,
que contém grupos sulfidrila livres (-SH), essenciais para a formacdo de novas ligacGes
(Wijayanti et al., 2019). O calor pode romper essas ligac@es, levando a desnaturacdo dessas
proteinas, que inclui desdobramento, reticulacao, agregacéo e oxidacdo. Esse processo também
afeta propriedades funcionais, como digestibilidade e bioatividade (Hussain et al., 2012; X.
Zhao et al., 2020).

As proteinas do soro podem ser definidas em relacdo a sensibilidade ao calor na seguinte
ordem: Imunoglobulinas > BSA > Peptonas proteose > B-lg > a-la , sendo as imunoglobulinas
as mais sensiveis e a B-lg ¢ a a-la as mais resistentes. O tratamento UHT, em particular,
desnatura a maioria das imunoglobulinas e a maior parte da BSA, uma vez que essas proteinas
estdo presentes em concentragdes mais baixas do que a B-la e a a-la, que sdo mais resistentes
(Krishna et al., 2021; Wijayanti et al., 2019). Curiosamente, a B-la sozinha é mais estavel ao
calor do que o whey protein isolate (WPI) (Ryan et al., 2012).

O tratamento térmico influencia na alteracdo na estrutura dessas proteinas, formando
fibrilas. Em comparacdo com as proteinas nativas, as fibrilas proteicas sdo mais adequadas
como transportadoras para entrega. Isso ocorre porque as fibrilas possuem varios grupos
funcionais, capazes de promover diversas interacdes com diferentes nutrientes (Cao &
Mezzenga, 2019). Além disso, esse processo fisico é amplamente utilizado na automontagem
de proteinas, conforme descrito no tépico 4.3, resultando em diversas morfologias e
propriedades novas. Um dos efeitos desse tratamento térmico é o aumento da hidrofobicidade
superficial das proteinas, que expdes sitios hidrofobicos o interior da proteina, o que melhora
sua capacidade de se ligar a moléculas bioativas com baixa solubilidade agua, ampliando seu
potencial como sistema de entrega (Frydenberg et al., 2016; L. Zhang et al., 2021a). Estudos
sobre alteracdes estruturais das proteinas do soro do leite sob diferentes condic¢des de tratamento
térmico estdo resumidos na Tabela 7, evidenciando a influéncia do aquecimento na

funcionalidade dessas proteinas.



Referéncias

Proteinas Condicg0es de aguecimento Mudancgas estruturais
78 °C; os tempos de aquecimento foram de - O cobre promoveu a oxidagéo rapida dos grupos sulfidrila, resultando na (Muham%d etal.,
0, 5, 15 e 30 minutos; pH 6,7; Adi¢édo do formacéo de dimeros covalentes. 2009)

ion metalico Cu?"

B-la

- Os dimeros catalisados por cobre apresentaram uma perda completa da
estrutura terciéria;

-Mudancas na estrutura de folhas  da proteina

85°C; b-Lg (55 mg/mL) foi preparada em
tampéo fosfato 20 mM, pH 6,8;
Temperatura 85 °C, tempos variados de 1

a 15 minutos

- O aquecimento induziu a desnaturacao e agregacéo da b-Lg, resultando na
formacdo de mondmeros desnaturados, dimeros e trimeros.
- Houve um aumento na hidrofobicidade superficial da proteina e uma perda
parcial da estrutura secundaria (a-hélice e folha )

Com o aumento do tempo de aquecimento, formaram-se agregados maiores

(oligbmeros e polimeros)

(Moro et al., 2011)

Aquecimento a 100 °C por 30, 60 e 120
minutos. Aquecimento a 121 °C por 5, 15,
60 e 120 minuto

- Diminui¢do do comprimento das fibrilas com o aquecimento, sendo mais
acentuada em 121 °C.
- Aumento do diametro das fibrilas (~15-25 nm) em 121 °C.
- Redugéo da hidrofobicidade superficial com o aumento da temperatura e

tempo de aquecimento.

(D. Chen et al., 2022)

80 °C em diferentes condicGes de pH (6,
6,4, € 6,8)
Tempo de aquecimento variou de 1 a 15

minutos

- A desnaturacgdo térmica levou a formagdo de agregados de B-Lg.
- O tamanho dos agregados aumentou com a diminuicao do pH.
- No pH 6, os agregados eram maiores e mais esféricos, enquanto no pH 6.8,

eram menores e mais lineares.

(Zuniga et al., 2010)

70°C por 30 minutos e 90°C por 30

minutos

- Aumento na concentragdo de grupos tiol livres, sugerindo quebra de pontes

dissulfeto.

(Lajnaf et al., 2017)
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o-la

O tratamento térmico foi realizado em pH
neutro (6,5) e pH &cido (4,3)

- Mudanca no potencial zeta, indicando alteragdo na carga superficial da
proteina.
- Agregacdo de proteinas, especialmente em pH &cido, levando a formagéo

de estruturas maiores que afetam as propriedades interfaciais e de espuma

- Pré-homogeneizacdo: Agquecimento a
100°C, com pré-aquecimento a 65°C antes
da homogeneizacéo.

- P6s-homogeneizacdo: Aquecimento a
100°C apds a homogeneizagdo, mantendo
uma taxa de fluxo de 1 L/min e tempo de

retencdo de 30 segundo

Os tratamentos térmicos foram aplicados

- A o-lactoalbumina formou agregados sollveis de tamanhos variados,
dependendo das condicGes de processamento e da concentracdo de o-
lactoalbumina.

- O aquecimento pds-homogeneizacdo resultou em um aumento significativo

na viscosidade das emulsdes

(Buggy et al., 2017)

por 15 minutos nas seguintes
temperaturas: 25°C (temperatura

ambiente) 65°C 95°C.

- Aumento na hidrofobicidade da superficie: Observado principalmente em
pH &cido (3,0) e temperaturas mais altas (95°C), causando exposi¢do de
grupos hidrofébicos na superficie da proteina.

- Rearranjo conformacional

- Mudancas na tenséo interfacial

(Ellouze et al., 2019)

Aquecimento em torno de 60-80 °C por
periodos variaveis (horas a dias) com

controle de umidade relativa (30—79%)

- A perda de estrutura terciaria e secundaria das proteinas

- Exposicéao de grupos hidrofobicos e sulfidricos (-SH)

(Setiowati et al.,
2020)
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Whey protein

As soluces de proteinas foram aquecidas
a temperaturas de 80°C, 85°C e 90°C por

um periodo de 30 minutos.

- O calor causou desnaturacao parcial ou total das proteinas, expondo grupos
hidrofobicos
- Houve formacao de agregados de proteinas maiores devido as reacdes de
troca de sulfeto-disulfeto e interagcdes hidrofobicas.
- Reducéo de Grupos Sulfidrila Livres
- Aumento da Viscosidade

(S. Jiang et al., 2018)

As amostras foram aquecidas a 80°C por
30 minutos em um banho-maria com
agitacdo constante.

Apos o tratamento térmico, as amostras
foram imediatamente resfriadas em gelo

para cerca de 4°C.

- O aquecimento induziu a desnaturacao da proteina, atingindo até 95% de
desnaturacdo em altas concentracGes de proteina total.
- As proteinas desnaturadas formaram complexos sollveis e agregados
insollveis.
- O tamanho das particulas aumentou apds o aquecimento devido a formacao
de agregados protéicos.
- O aquecimento aumentou a viscosidade, especialmente em concentracfes

elevadas de proteinas.

(Warncke et al., 2022)

Lactoferrina

As amostras foram aquecidas em trés
temperaturas diferentes: 65 °C, 70 °C e 75
°C durante 30 minutos.

- O aquecimento causou agregacdo por ligacGes dissulfeto e intera¢bes ndo
covalentes na lactoferrina.
- A agregacao foi mais intensa em 75 °C, com formacao de agregados

maiores e mais resistentes

(L. Xiong et al., 2021)

Os tratamentos térmicos foram realizados
em uma banho-maria termostatico em
temperaturas de 55, 65, 75, 85 e 95 °C

durante 30 minutos.

- O tamanho médio das particulas diminuiu significativamente com o
aumento da temperatura de tratamento,
- Houve redugdo do conteudo de a-hélice e aumento de estruturas

desordenadas, como "random coil”, indicando desnaturacéo da lactoferrina

(3. Liu et al., 2020)
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As temperaturas utilizadas foram 60°C, - Formacao de fibrilas curtas e esférulas (Borzova et al., 2016)
65°C, 70°C e 80°C. A proteina foi - Formacdo de agregados
Soroalbumina incubada em tampao de fosfato 0,1 M, pH - Diminuicéo no conteudo de a-hélices e aumento de estruturas p e
bovina 7,0, com concentracdo de 1 mg/ml. desordenadas.
As temperaturas utilizadas foram 48°C, - Formacao de estruturas folhas B e perda de hélices a. (R. Luetal., 2015)
68°C e 88°C por 5 minutos cada. - Aumento de estruturas desordenadas

- Formacao de agregados

Tabela 7: Impacto de diferentes condiges de aquecimento sobre proteinas do soro do leite, detalhando as mudangas estruturais resultantes e suas implica¢des
funcionais.

Fonte: Autor, 2024.



66

4.3 Automontagem

As proteinas se automontam em uma grande variedade de estruturas com diferentes
tamanhos e simetrias. Sob certas condicdes (pH, forca idnica, temperatura, concentracao,
agitacdo, sonicacdo etc.), as proteinas também se automontam em varias estruturas que variam
de nm a um em tamanho (McManus et al., 2016). Diversos agregados de proteinas (Figura 10)
podem ser montados sob diferentes condicOes externas, incluindo estruturas coloidais, cristais,
agregados amorfos, hidrogéis, fibrilas e fibrilas amiloides, que sdo amplamente explorados para
expandir seu desenvolvimento e aplicagdes em alimentos devido as caracteristicas especificas
de cada uma dessas estruturas. Na Tabela 8 estdo apresentadas diferentes formas que as
proteinas podem formar, juntamente com as condicdes de obtencéo.

Figura 10: Representagdo esquematica dos diferentes tipos de automontagens de proteinas mais
observadas.

Tipos de automontagens de proteinas

®

- Estruturas
. Fatores Fisicos Hidrogel .
Proteina ¢ Quimicos . oidal
strutura coloida
W 9% 7 o X
égo ’ :
o0 i \ Agregados amorfos
pH, forca idnica, S :
temperatura, b‘“\f“’\:“
concentragio, agitacao,
sonicacdo etc. Fibrilas amiloides

Fibrila

Fonte: Autor, 2024.
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Proteinas

Estrutura automontada

Condig0es de formacéo

Propriedades

Referéncias

Lactoferrina

Esférica

Temperatura: 75 °C
Tempo de exposicdo: 10 minutos
pH: 7,0

Estaveis por até 35 dias a 4 °C,
instaveis apds 14 dias em
temperatura ambiente. Alta eficiéncia
de encapsulamento (89,99%) e carga
(2,57%) para curcumina

(Araujo et al., 2020)

Esférica

Temperatura: 50 °C
Tempo de exposic¢do: 30 minutos
pH: 6,0

Estabilidade térmica a 85 °C por até
4 horas e mantém estabilidade
estrutural por 30 dias a 4 °C.
Alta eficiéncia de encapsulamento
(93,44%) e capacidade de carga
(8,59%) para curcumina, retida no
nucleo hidrofébico das micelas.

(Y. Wang et al., 2022)

Whey protein

Fibrilar

Temperatura: 90 °C
Tempo de exposic¢éo: 3 dias
pH: 2,0

Apresentou estabilidade mecanica e
estrutural devido a rede de folhas 8
ligadas por hidrogénio e estabilidade
quimica.

(Kamada et al., 2017)

Fibrilar

Temperatura: 90 °C
Tempo de exposicdo: 1 a 3 dias
pH: 2

Apresentou alta estabilidade
estrutural, mecanica e funcional em
condigdes controladas de pH e
temperatura

(Mohammadian et al.,
2020)

Hidrogel

Temperatura: 80 °C
Concentracéo de NaCl: 2 mmol/L
Tempo de exposicdo: 15 minutos

pH: 7,0

Rede estrutural estavel e resistente,
suportando deformagdes.

(Hashemi et al., 2017)

Fibrilar

Temperatura: 37 °C
Concentracdo de NaCl: 0,1 mmol/L

Boa estabilidade em espumas e
emulsdes

(A. Chenetal., 2018a)
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Tempo de exposigéo: 4 horas
pH: 7,0

Fibrilar

Temperatura: 100 °C
Concentracdo de NaCl: 50 mmol/L

Tempo de exposicdo: 60 minutos pH:

7,10+ 0,01

Estabilidade: Estavel por 60 dias a 4
°C. Encapsulacéo: Alta eficiéncia
para quercetina (96,5%).
Propriedades tecnoldgicas: Melhor
estabilidade e formacéo de
espuma/emulsdo que a proteina
nativa.

(D’Onofre Couto et al.,
2021a)

Esférica

Temperatura: 80°C
Concentracdo de NaCl: 200 mmol/L
Tempo de exposicdo: 10 minutos
pH: Acido (pH 2-3), neutro (pH 6) e
alcalino (pH 10)

Estabilidade: Resistem a 70°C e até
90 dias a 4°C e 25°C.

Encapsulagéo: Alta eficiéncia para
riboflavina e quercetina.

(Simdes, Abrunhosa, et
al., 2020a)

Esférica

Temperatura: 80°C
Concentracdo de NaCl: 47,2 mmol/L
Tempo de exposic¢do: 15 minutos
pH: 6

Estabilidade: Resiste a condi¢des
acidas e enzimas gastricas,
protegendo 0s compostos
encapsulados. Encapsulagéo: Alta
eficiéncia para 0s compostos
bioativos

(Simdes, Martins, et al.,
2020)

Esférica

Temperatura: 80° C
Concentracdo de NaCl: 1 mmol/L
Tempo de exposi¢do: 10 minutos

pH: 6

Estrutura estavel apds 14 dias;
resisténcia a acido gastrico (pH 1,7)
e enzimas

(Madalena et al., 2016)
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Esférica

o-La

Temperatura: 25 °C, 50 °C e 80 °C
Tempo de exposi¢do: 5 minutos
pH:7,4£0,2

Estaveis em suspensao refrigerada (4
°C) por 30 dias, sem precipitagdo

(Etorki et al., 2016)

Nanotubo

Temperatura: 50° C
Concentracdo de NaCl: 75 mmol/L
Tempo de exposic¢do: 1,5 hora
pH: 7,5

Estabilidade: Alta resisténcia
mecanica, adequada para matrizes de
transporte e encapsulacdo. Geis com
potencial para entrega controlada de

bioativos em processos industriais.

(Tarhan et al., 2021)

Nanotubo

Temperatura: 55° C
Concentracdo de NaCl: 75 mmol/L
Tempo de exposicdo: 3 horas
pH: 7,5

Estruturas tubulares altamente
estaveis, resistentes a variagdes de
pH e temperatura, com alta
estabilidade mecanica.

(Fucifios et al., 2021)

Esférica

Temperatura: 25 °C, 50 °Ce 75 °C
Concentracdo de NaCl: 1 mmol/L
Tempo de exposicdo: 15, 25 ou 35
minutos
pH: 3, 7ou 11

Estaveis em condicGes controladas
de temperatura, pH e
armazenamento; Propriedades
espessantes, agentes de textura e
encapsulantes

(Monteiro et al., 2016)

Tabela 8: Condicdes de formagdes de diferentes estruturas auto-organizadas das proteinas do soro do leite.

Fonte: Autor, 2024.
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As fibrilas de proteinas, por exemplo, podem causar melhorias significativas nas
propriedades funcionais de sistemas alimentares. Entre essas propriedades estdo o aumento da
viscosidade, capacidade de gelificacdo, formacdo de espuma, emulsificacdo e atividades
antioxidantes e antimicrobianas. Essas caracteristicas tornam as fibrilas estruturas promissoras
para aplicacbes que demandam funcionalidades especificas em alimentos e outros produtos
(Meng, Wei, Xue, 2022).

Os hidrogéis, por sua vez, destacam-se pela capacidade de reter grandes quantidades de
agua, 0 que os torna materiais extremamente versateis. Eles encontram aplicacfes em setores
como alimentos, cosméticos, cuidados pessoais, agroquimicos, farmacéuticos e biomedicina.
Além disso, hidrogéis de proteinas podem ser usados como matrizes para encapsulacao e
liberacdo controlada de moléculas bioativas, ampliando seu potencial tecnolégico (Oyom et al,
2025). As estruturas coloidais desempenham um papel essencial em alimentos ao aumentar a
bioacessibilidade de nutrientes pouco sollveis em &gua. Elas também possibilitam a
personalizagdo de propriedades alimentares, como textura, propriedades mecanicas, prazo de
validade e liberacdo de moléculas bioativas. Além disso, essas estruturas interagem com
componentes do trato digestivo, podendo influenciar a digestibilidade e a absorcédo de nutrientes
(Hong, Salentinig, 2022).

Portanto, a automontagem de proteinas, ao permitir a formacao de diferentes tipos de
estruturas com propriedades Unicas, abre um leque de possibilidades para inovagdes industriais,
com destaque para a aplicacdo em alimentos funcionais e tecnologias avancadas de liberacao

controlada.

4.4 Ligacéo de bioativos
4.4.1 Ligacdo ibnica

A interacdo de ions metalicos com proteinas pode alterar suas funcdes bioldgicas
(Thomson & Gray, 1998). A caracterizacdo dessas mudancas é essencial, dada a importancia
das proteinas em diversos processos bioldgicos e industriais. Alguns fatores a serem
considerados incluem: (i) a formacéo de novos sitios de ligagdo, (ii) alteracdes conformacionais
na proteina, (iii) a natureza dos grupos de interagdo metal-proteina e (iv) o potencial de
agregacao proteica (Leal et al., 2012).

As proteinas do soro do leite possuem grupos funcionais que podem participar de
interacOes idnicas, influenciando suas propriedades fisico-quimicas e funcionais. Essas ligagdes
ibnicas ocorrem entre as cargas positivas (grupos amino protonados) e negativas (grupos

carboxilatos desprotonados) presentes na estrutura das proteinas. A B-lg contém duas ligacoes
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dissulfeto (Cys-106 a Cys-119; Cys-66 a Cys-160) que contribuem para a manutengéo de sua
estrutura durante processos como hidrdlise e tratamento térmico (Qin et al., 1998). Além disso,
possui um grupo de cisteina livre (Cys-121), que atua como sitio de ligacdo para ions metalicos
do bloco d, como ferro (Fe?'/Fe*"), cobre (Cu?") e prata (Ag") (Ma et al., 2018). Devido a
presenca dessas ligacdes dissulfeto e do grupo sulfidrila em seu nucleo hidrofébico, a B-Ig
desempenha um papel importante na protecdo contra a oxidagdo ao capturar espécies reativas
de oxigénio (SAKAI et al., 2000).

Ja a a-la apresenta um sitio de ligacéo de alta afinidade para o calcio, incluindo residuos
como Lys79, Asp82, Asp84, Asp87 e Asp88. A ligacdo ao célcio é fundamental para a
estabilidade molecular do a-la e também influencia o processo de redobramento e a formacao
de ligacBes dissulfeto em sua forma reduzida e desnaturada (Noyelle & Van Dael, 2002;
Permyakov, 2020). A lactoferrina se liga mais comumente ao ferro trivalente (Fe*"), mas
também pode interagir com outros ions metalicos, como aluminio (AI**), galio (Ga*"),
manganés (Mn*"), cobalto (Co*"), cobre (Cu**) e zinco (Zn**), embora com camada superficial
reduzida (Narmuratova et al., 2022). Além disso, 0 comportamento das interacdes eletrostaticas
dessas proteinas depende do pH do meio, tornando-se neutras quando este é igual ou préximo

ao ponto isoelétrico da proteina.

4.4.2 Ligacdo de moléculas hidrofébicas, hidrofilicas e outras

As proteinas do soro se ligam com moléculas hidrofébicas e hidrofilicas principalmente
através de interacGes ndo covalentes, como ligacGes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas,
forcas de Van der Waals e ligacGes idnica (Y. Zhang et al., 2024). Os principais métodos de
determinacdo usados para avaliar a presenca dessas interacdes sdo espectroscopia de extin¢do
de fluorescéncia, termodindmica, titulacdo calorimétrica isotérmica e encaixe molecular (Dan
et al., 2019; X. Li et al., 2020). Deve-se notar que a maioria das interacdes ndo covalentes sdo
interacOes fracas que podem ser revertidas alterando a forga idnica e outros fatores relacionados
as caracteristicas de carga de superficie molecular (Lin et al., 2017; Tavares, Croguennec,
Hamon, et al., 2015). O tipo de interagdo é geralmente diferenciado pelos pardmetros externos
(pH, forca ibnica, concentracdo total de biopolimero, temperatura, pressao, cisalhamento e
método de acidificacéo) e intrinsecos (densidade de carga do biopolimero, distribuicao de carga,
massa molecular e conformagdo molecular) das macromoléculas bioldgicas (Weiss et al.,
2019).
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Por exemplo, D’Onofre Couto et al., (2021) explicou diferentes tipos de ligagOes entre
a PB-lg e compostos bioativos de carater hidrofébico (quercetina, rutina e naringina) e
riboflavina, um composto anfifilico. No caso da quercetina, as interacdes predominantemente
sdo hidrofobicas, ocorrendo entre 0s anéis aromaticos da quercetina e os residuos hidrofébicos
na superficie da nanoestrutura de B-lg. Para a rutina, além das interacGes hidrofébicas, ha a
formacdo de ligacbes de hidrogénio entre os grupos hidroxila da rutina e os residuos de
aminoacidos da B-lg. Ja para a naringina, as interacGes envolvem principalmente interacGes de
Van der Waals, ocorrendo na superficie externa da proteina devido a sua natureza parcialmente
hidrofilica e a sua maior massa molecular, que limita sua entrada no célice hidrofébico da B-Ig.
Ja em relagdo a interagdo entre a riboflavina e a B-1g, ocorreu através de interacGes eletrostaticas
e ligacdes de hidrogénio. A riboflavina, sendo uma molécula anfipatica, tem menor afinidade
com a cavidade hidrofobica da B-lg, o que resulta em menor eficiéncia de encapsulamento
comparada a compostos mais hidrofébicos, como a quercetina.

Foi demonstrado recentemente que B-lg se liga a pigmentos como antocianina, como
evidenciado por Salah & Xu, (2021) que mostraram que a -lg também apresenta alta afinidade
por antocianinas extraidas de framboesas. Nesse estudo, a interagdo entre B-lg e antocianinas
foi mediada por forcas eletrostaticas, conforme evidenciado pelos pardmetros termodindmicos
negativos de AH e positivos de AS, indicando que essas interacdes sdo impulsionadas pela
atracédo de cargas opostas.

A o-la possui caracteristicas estruturais que permitem interagir com moléculas
hidrofilicas e hidrofébicas, devido a sua estrutura proteica. Ela pode se ligar a compostos como
curcumina (Q. Wang et al., 2022), B-caroteno (Du et al., 2019), vitamina D3 (Delavari et al.,
2015) e retinol (Z. Jiang et al., 2023) por meio de interagdes hidrofobicas, eletrostaticas e
ligagdes de hidrogénio. Além disso, a a-la é capaz de encapsular moleculas hidrofilicas, como
riboflavina (de Oliveira Bianchi et al., 2024) e cafeina (Fucifios et al., 2017), utilizando liga¢6es
de hidrogénio e interacdes de Van der Waals. A lactoferrina (Lf), por sua vez apresenta
capacidade de ligacdo ao ferro, o que a torna uma excelente matriz para entrega de compostos
bioativos. Estudos demonstram que a encapsulacao de diferentes formas de Lf em particulas de
microgel de alginato oferece protecdo efetiva contra condicbes adversas do trato
gastrointestinal, como a agéo de enzimas proteoliticas e varia¢6es de pH (Bokkhim et al., 2016).
Além disso, a interacdo da Lf com o acido folico em pH acido (5,5) resulta na formacéo de
complexos estaveis, que aumentam a solubilidade e a bioacessibilidade do &cido félico em
alimentos fortificados. A estrutura altamente catidnica da Lf em pH neutro e acido (pl de 8,6—

8,9) contribui para sua funcionalidade como transportadora de bioativos, devido as regides de
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alta carga positiva que favorecem interagdes eletrostaticas especificas (Tavares, Croguennec,
Lé, etal., 2015).

4.5 Atividade de superficie

As propriedades de superficie referem-se a capacidade de uma substancia interagir e
modificar suas caracteristicas em interfaces, como a interface 6leo-agua. Essas propriedades
sdo essenciais para aplicacbes em emulsbes, espumas e sistemas de encapsulamento
(Ngouangna et al., 2022). A estrutura anfifilica das proteinas do soro do leite, apresentam
excelentes propriedades de superficie, permitindo sua adsor¢do em interfaces 6leo-a4gua e
estabilizando emulsdes. Essas propriedades sdo influenciadas por fatores como pH,
temperatura, forca idnica e estado de agregacédo (de Castro et al., 2017).

A ordem relatada de atividade de superficie para as proteinas do soro do leite
individuais ¢: BSA > a-la > Imunoglobulinas > Lactoferrina > B-lg (H. Singh & Ye, 2020).
Além disso, a capacidade de adsorcdo dessas proteinas em interfaces pode ser melhorada pela
adicdo de compostos anfifilicos. Por exemplo, Shi et al., (2024) demonstrou que a adi¢cdo de
glicirrizina reduziu significativamente a tensdo superficial de solu¢des contendo a-la,
melhorando a capacidade dessa proteina em estabilizar emulsdes. Esse efeito foi atribuido por
alteracdes na reologia da interface, aumento da massa adsorvida e maior estabilidade da camada
interfacial.

Estudos relatados na literatura demonstra que ions metélicos como cobre (Thawari &
Rao, 2016), zinco (Gotebiowski et al., 2022) , calcio (Braunschweig et al., 2016) e prata (Rodzik
et al., 2022) contribuem para uma maior estabilidade interfacial dessas proteinas. Além disso,
h& muitos exemplos que demonstram a utilizacao das boas propriedades das proteinas do leite
em aplicacGes de encapsulamento. Por exemplo, em sistemas O/A o WPI (P. Shao et al., 2019),
B-lg(Lopez-Castejon et al., 2019) e a-la (R. Shi et al., 2023) foram usados como agentes
encapsulantes devido as suas propriedades emulsificantes. Em sistemas multiplos O/A/O, o
WPI (Faridi Esfanjani et al., 2017) (Esfanjani et al., 2015)(Assadpour et al., 2016a), BSA
(Martinez et al., 2017; X. Y. Tang et al., 2021) e a-la (Fan et al., 2022; B. Liu et al., 2021)
foram utilizados como os principais ou Unicos emulsificantes, atuando em ambas as interfaces

da fase aquosa.
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4.6 Propriedades de blindagem e protecéo

As proteinas do soro do leite possuem altos valores nutricionais e caracteristicas
estruturais e funcionais versateis, incluindo a capacidade de atuar como agentes de blindagem
e protecdo em diferentes aplicacdes, o que facilita a entrega de agentes bioativos. A
complexacdo de proteinas com compostos bioativos pode fornecer efeitos de protecdo e
blindagem para os ligantes ligados contra agentes oxidantes, radiacéo de luz e ambiente 4cido,
atribuindo ao efeito imobilizado, capacidade antioxidante, propriedade de absorcdo de UV e
capacidade de tamponamento de proteinas (Y. Hu etal., 2019a; Y. Lu et al., 2020; Soleimanifar
etal., 2021).

Por exemplo, foi demonstrado que B-lg atua como um antioxidante, principalmente
devido ao seu grupo tiol livre. O tratamento térmico desempenha um papel importante na
exposicdo de grupos funcionais e na formagdo de interagdes estabilizantes com compostos
bioativos. No caso da cianidina- 3-O -glicosideo, foi demonstrado que a B-lg tratada
termicamente oferece maior protecdo antioxidante e preservacdo da cor, especialmente em
temperaturas acima de 85 °C, devido ao aumento das intera¢6es hidrofdbicas e a exposicdo de
grupos tiol livres (Qie et al., 2022). De maneira semelhante, a encapsula¢ao de EGCG pela B-
Ig tratada termicamente apresentou resultados promissores. O aquecimento da -l a 85 °C,
associado a uma propor¢ao molar de 1:2 (B-1g:EGCG), proporcionou maior protecao a atividade
antioxidante do EGCG. Além disso, a estrutura secundaria da proteina nativa foi preservada,

contribuindo para a estabilidade do sistema em pH préximo a 7 (B. Li et al., 2012).

O papel da B-Ig no encapsulamento de compostos fendlicos também foi investigado para
0 &cido clorogénico. Em temperaturas acima de 85 °C, a formacdo de interacGes covalentes
entre B-Ig e &cido clorogénico resultou em maior capacidade antioxidante. Essa protecéo foi
explicada pela combinacdo de ligacBes covalentes e ndo covalentes, que proporcionaram
resisténcia a oxidacdo mesmo sob condi¢des adversas (Qie et al., 2021). Rodrigues et al., (2024)
destacaram que alterag@es estruturais induzidas por calor e variaveis elétricas potencializaram
a interagdo entre B-Ig e compostos fendlicos. O desdobramento térmico da B-lg aumentou as
constantes de associagdo, promovendo a formacdo de complexos estaveis que apresentaram

forte efeito antioxidante, protegendo os bioativos encapsulados contra degradacéo.

Além da B-lg, outras proteinas do soro de leite, como a a-la, também apresentam elevado

potencial antioxidante apds hidrdlise enzimética. Foi relatado que o hidrolisado de a-
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lactalbumina, obtido por tratamento com alcalase e posterior digestdo gastrointestinal,
apresenta uma melhora considerdvel em sua capacidade antioxidante (Béez et al., 2021).
Adicionalmente, o desenvolvimento de nanotubos basecados em a-lactalbumina parcialmente
hidrolisada tem sido associado a uma maior estabilidade coloidal e a protecdo do licopeno
contra degradacdo por luz UV e altas temperaturas, além de melhorias nas propriedades
antioxidantes do composto encapsulado (Chang et al., 2022). Além disso, foi investigado o
potencial de encapsulamento do extrato das folhas de Lycium barbarum em nanoparticulas de
WPI e BSA, demonstrando um aumento na estabilidade e biodisponibilidade dos compostos
fendlicos presentes. Essas nanoparticulas protegeram o extrato contra a degradacdo por radiacdo
UV e condicOes oxidantes, promovendo maior eficiéncia antioxidante e bioatividade (Ni et al.,
2025).

4.7 Bioacessibilidade e biodisponibilidade do contetido encapsulado

As proteinas do soro do leite tém se destacado como nanocarreadores altamente
eficientes para a liberacéo controlada de compostos bioativos, sendo amplamente aplicadas no
desenvolvimento de produtos alimenticios, farmacéuticos e nutracéuticos. Como abordando
anteriormente, essas proteinas apresentam propriedades funcionais que permitem a
encapsulacdo, protecdo e liberacdo controlada de compostos bioativos, melhorando a

bioacessibilidade e a biodisponibilidade( Jiang et al., 2024).

A bioacessibilidade refere-se a fragdo de um composto bioativo que é liberada da matriz
alimentar durante a digestdo, tornando-se disponivel para absor¢do no trato gastrointestinal
(Barba et al., 2017). No caso das proteinas do soro do leite, sua capacidade de formar
nanocarreadores auxilia na protecdo dos compostos bioativos contra condi¢fes adversas, como
pH &cido, acdo de enzimas digestivas e oxidacdo, garantindo que 0s compostos cheguem ao

intestino em sua forma ativa ( Jiang et al., 2024).

A biodisponibilidade, por sua vez, esta relacionada a propor¢do do composto bioativo
que é efetivamente absorvida e utilizada pelo organismo. Fatores como o tipo de proteina
utilizada, o tamanho das particulas formadas, a funcionalizacdo da superficie dos
nanocarreadores (Barba et al., 2017) e a interagdo entre os compostos encapsulados e os
componentes da matriz alimentar desempenham um papel essencial nesse processo. A estrutura
das proteinas do soro do leite permite a formacao de particulas nanométricas que facilitam a
absorcéo celular, muitas vezes por meio de endocitose mediada por receptores, garantindo a

entrega eficiente do composto bioativo no local desejado (Agustinisari et al., 2020).



76

O uso de proteinas do soro de leite como nanocarreadores podem melhorar a
estabilidade fisico-quimica dos compostos bioativos encapsulados, protegendo-os contra a
degradacdo durante a irradiacdo UV e o processamento térmico, além de proporcionar uma
liberacdo controlada ao longo do trato gastrointestinal, favorecendo a absorcdo e distribuicdo
dos compostos bioativos. Além disso, a encapsulacdo em nanocarreadores a base de proteinas
do soro do leite é especialmente eficaz para compostos sensiveis, como antioxidantes e
vitaminas hidrossoluveis, garantindo maior estabilidade e liberacdo controlada no organismo,
maximizando os efeitos funcionais dos compostos (Akbarbaglu et al., 2021; Ramos et al.,
2017). A Tabela 9 resume alguns estudos sobre diferentes bioativos encapsulados em sistemas
baseados em nanocarreadores a base de proteinas, destacando a eficiéncia de encapsulacéao e as

melhorias observadas nessas moléculas.
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Bioativo

Nanocarreador

Tamanho (nm) Eficiéncia de
encapsulamento
(EE) (%)

Melhoria do encapsulamento

Referéncias

Carotendides [3-caroteno

WP

150,00 -

Melhoria na estabilidade coloidal;

Oxidativa e térmica

(Mehrad et al.,
2018)

Licopeno

o-la

17,4+ 1.3 70,00

Maior viscosidade aparente

Maior resisténcia mecéanica Melhor
capacidade de carga
Fotoestabilidade aprimorada do

licopeno encapsulado

(S. Guoetal., 2023)

Quercetina

Polifendis

p-Lg

87,8+19 64,40

Estabilidade sob diferentes
condicbes de pH (&cido, neutro e

alcalino).

Estabilidade térmica até 70 °C;
Mecanismo de liberacéo

controlada

(Simdes,
Abrunhosa, et al.,
2020b)
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Curcumina WP - 93,10 Estabilidade melhorada contra (Solghi et al.,
oxidagéo (de 10% para 70%) 2020Db)
Liberacdo melhorada no trato
gastrointestinal simulado
Estabilidade em pH neutro (pH 7).
Biodisponibilidade melhorada

Fendlicos WP 232,3 - Melhoria na estabilidade coloidal ~ (Soleimanifar et al.,

de folha de e térmica 2020)

oliveira

Minerais Célcio WP 104,9+0,9 - Estabilidade e absorbabilidade em (Xixi et al., 2015)

condicdes acidas e basica; aumento
na biodisponibilidade de célcio

Calcio WP 150,00 - Aumento da estabilidade quimicae (Yi etal., 2020)
bioacessibilidade

Zinco WP 92,20 99,2 Melhoria na taxa de liberacdo, (S. Shao et al.,

estabilidade térmica

2018)
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Vitamina B2 B-Lg 109, 95 36,39 Melhoria na estabilidade coloidal ~ (D’Onofre Couto et
al., 2021b)
Vitamina D3z B-Lg 130,00 - Estabilidade térmica e oxidativa (Berinoetal., 2019)
Poli-L- a-la 151,2 95,00 Melhoria na estabilidade das (Jiménez-Cruz et
lisina nanoparticulas  revestidas em al., 2022)
condigdes de digestéo
Polimero gastrointestinal simulada.
Quitosana WP 109,00 - Estabilidade das nanoparticulas em (De Queiroz et al.,
diferentes condicdes de pH. 2018)
Omega-3 WP 196,00 - Estabilidade durante a digestio (Abbasi et al.,
gastrica; Liberacdo eficiente no 2019)
intestino
Outros nutracéuticos )
Acido félico B-Lg 109,77 +2,80  68,82+1,76 Estabilidade em diferentes pH; (Kayani et al.,

Eficacia contra diferentes linhas

celulares

2018)

Tabela 9: Caracteristicas das nanoestruturas (proteinas/peptideos) para a liberacao de compostos bioativos com potencial aplicagdo em alimento.
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5. Concluséo

Este artigo de revisdo explorou as propriedades das proteinas do soro do leite,
destacando seu potencial como nanocarreadores para compostos bioativos. Essas proteinas
demonstraram ser uma plataforma eficaz para a encapsulacdo de moléculas bioativas como
polifendis, vitaminas e &cidos graxos, devido a sua estrutura anfifilica e capacidade de formar
filmes, emulsdes e superficies ativas. Outra vantagem desses transportadores € seu valor

nutricional e alta atividade em baixas concentragdes.

A eficiéncia na complexacdo e encapsulamento desses sistemas depende de fatores
como temperatura, proporcdo de mistura, concentracdo e condicdes de processamento, que
afetam diretamente a estabilidade e biodisponibilidade dos compostos encapsulados. Esses
parametros influenciam a organizacdo molecular e a funcionalidade de estruturas como
nanoparticulas, hidrogéis e fibrilas, determinando caracteristicas essenciais, como resisténcia

térmica, controle de liberacdo e interacdo no trato gastrointestinal.

Devido a versatilidade dessas proteinas, conforme descrito, fica evidente o seu potencial
para aplicacGes diversas, especificamente na otimizacao das condi¢Bes de encapsulamento e na
garantia da estabilidade dos compostos bioativos durante o processamento e armazenamento.
Pesquisas futuras devem se concentrar no aprimoramento dessas técnicas, visando aumentar a
eficiéncia do encapsulamento, maximizar a biodisponibilidade dos compostos encapsulados e

expandir as possibilidades de aplicacdo nos setores farmacéuticos e alimenticios.
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Capitulo 3 - Avaliagdo das Propriedades Térmicas, Estruturais e Tecno-funcionais da
nanoestrutura de Whey protein isolate automontada

Resumo

As proteinas do soro de leite s&o um dos principais grupos de proteinas presente no leite, obtidas
durante o processo de fabricacdo de queijo. Essas proteinas sdo amplamente utilizadas para
diversas aplicacOes na industria de alimentos devido ao seu elevado valor nutricional e valiosas
propriedades funcionais. Dessa forma, este estudo investiga as propriedades térmicas,
estruturais e tecno-funcionais de nanoestruturas de Whey Protein Isolate (WPI), obtidas por
meio de um aquecimento em banho ultra termostatico, na presenca de ions salinos. O seguinte
estudo foca no desenvolvimento de metodologias simples para a sintese dessas nanoestruturas,
avaliando sua estabilidade coloidal, conformacgdo estrutural, propriedades interfaciais e
estabilidade térmica. As analises mostraram que a nanoestrutura apresenta dimensdes médias
de 78,21 + 22,04 nm, mantendo estabilidade durante 75 dias de armazenamento. O tratamento
térmico promove alteragdes nas estruturas secundarias das proteinas, como redugdo de a-hélices
e folhas B, com aumento de estruturas desordenadas. Além disso, observou-se melhoria
significativa nas propriedades funcionais da nanoestrutura, como maior capacidade de
formacdo e estabilidade de espuma, alem de maior eficiéncia na estabilizacdo de emulsGes
comparada a proteina nativa. Apesar disso, as concentracdes testadas ndo demonstraram
atividade antimicrobiana. A metodologia utilizada se destacou pela simplicidade e eficiéncia,
utilizando menor quantidade de reagentes, sugerindo potencial aplicacdo na industria
alimenticia.

Palavras-chave: Nanotecnologia; Propriedades tecnoldgicas; sistema de entrega
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1. Introducéo

Nos ultimos anos, houve um aumento crescente no interesse em nanocarreadores
derivados de proteinas. Eles podem ser projetados para encapsular uma ampla variedade de
compostos bioativos, apresentando caracteristicas promissoras e um potencial elevado para
atuar como sistemas de transporte. Esses nanocarreadores (i) podem alcancar especificidades
que seriam inacessiveis para seus equivalentes em escalas macro e micro; (ii) oferecer novas
texturas e funcionalidades, sendo excelentes candidatos para a entrega intracelular de
compostos bioativos; (iii) possuir uma relacdo superficie-volume elevada, o que é essencial
para aplicaces in vivo; (iv) demonstrar elevada estabilidade térmica e resisténcia sob diferentes
condicdes de pH, garantindo a integridade dos compostos encapsulados durante o
processamento, armazenamento e entrega; e (v) fornecimento de liberacdo controlada e
prolongada, o que aumenta a eficacia e duracdo de sua atividade bioldgica (Hadidi et al., 2023;
Ray etal., 2017; R. Zhang et al., 2022). Nesse contexto, as proteinas do soro de leite apresentam
um elevado potencial para sistema de entrega de moléculas bioativas devido as suas

propriedades Unicas, como biocompatibilidade, biodegradabilidade e funcionalidade.

As proteinas do soro do leite sdo obtidas do soro, um dos subprodutos mais importantes
da industria de laticinios, devido ao seu alto valor nutricional e funcional. A demanda global
por essas proteinas foi de 10,3 bilhdes de dolares em 2021, com projecdes de alcancar 18,12
bilhdes até 2029, refletindo o0 aumento do investimento e da produgdo no setor (Statista, 2022).
Elas sdo compostas principalmente por B-lactoglobulina (50-55%), a-lactalbumina (20-25%),
glicomacropeptideos (10-15%), albumina sérica bovina (5-10%), imunoglobulinas (10-15%) e
lactoferrina (1-2%). E uma fonte rica em aminoacidos essenciais, aminoacidos de cadeia
ramificada e aminoacidos contendo enxofre, os quais proporcionam importantes beneficios
metabdlicos significativos (Mingruo. Guo, 2019). O interesse no uso dessas proteinas €
atribuido as suas propriedades funcionais versateis, como solubilidade, capacidade de formacéo
de géis, adesdo, emulsificacdo e formacgdo de espuma. Essas proteinas sdo ingredientes
altamente importantes e amplamente utilizados em diversas aplica¢cbes na industria de
alimentos (Z. Jiang et al., 2019; Wefers et al., 2018).

Estudos mostram que a obtengdo de nanocarreadores a base de proteinas pode ocorrer
por meio de hidrélise enzimatica, polimerizacdo e alteracdo da forga i6nica do meio (Araiza-
Calahorra & Sarkar, 2019; A. Chen et al., 2018b). Embora eficazes, esses métodos geralmente
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envolvem processos complexos, que podem incluir etapas multiplas e utilizacdo de reagentes
caros, o que pode encarecer e dificultar a producao em larga escala. Dessa forma, pesquisadores
tém se concentrado no desenvolvimento de metodologias mais econémicas para a obtengédo
dessas nanoestruturas, buscando viabilizar sua aplicacdo em maior escala de maneira mais

acessivel.

Diante disso, este trabalho visa desenvolver uma metodologia simples para a obtencédo
de nanoestruturas baseadas em Whey Protein Isolate (WPI), avaliando suas propriedades

tecnoldgicas e estruturais, além de investigar seu potencial de aplicagdo na industria alimenticia.

2. Metodologia

2.1 Materiais
O WPI foi cedido pela Davisco Food International, Inc. (Eden Prairie, MN, EUA). A
Quercetina e a vitamina B, foram adquiridas da Sigma Aldrich (Missouri, EUA). Os demais

reagentes utilizados eram de grau PA sem purificacdo prévia.

2.2 Obtencéo da nanoestrutura

A nanoestrutura foi obtida via gelificacdo térmica na presenca de ions salinos. Para isso,
uma solucéo proteica de WPI (2 mg-mL™) foi preparada e solubilizada em NaCl a 10 mmol-L,
sendo posteriormente aquecida em banho ultratermostatico a 50 °C por 10 minutos. A proteina
nativa utilizada como controle, foi preparada nas mesmas condigdes sem a etapa do tratamento

térmico.

2.3 Raio hidrodindmico, indice de polidispersdo (PDI) e Potencial

O Zeta Sizer S (Malvern Instrument, Inglaterra) foi utilizado para determinacéo do raio
hidrodindmico, indice de polidispersividade (PDI) e potencial {. A medicéo foi realizada em
triplicata a uma temperatura de 25,0 °C, sem qualquer purificacdo adicional. As medidas foram
realizadas utilizando um detector de fotodiodo de avalanche (Brookhaven BI-APD, USA) e um
correlacionador (TURBOCORR, Brookhaven, USA). A fonte de luz (CVI Melles Griot, USA)
foi um laser HeNe de 35 mW de poténcia e A=632,8 nm, linearmente polarizada. Para controle

de intensidade foi empregado um sistema de polarizadores cruzados.

2.4 Estabilidade da nanoestrutura durante o armazenamento
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A estabilidade ao longo do tempo foi realizada através de medidas do tamanho
hidrodindmico das particulas e PDI via espalhamento dindmico de luz (DLS) no Zetasizer Nano

ZS, Malvern Instruments Inc.) nos dias 0, 15, 30, 45 e 75, como descrito no item 2.3.

2.5 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

As imagens de topografia foram adquiridas utilizando um microscopio de forca atbmica
ParkSystems® NX10, configurado para operar no modo tapping. Para a varredura, foi utilizada
uma sonda NanoWorld® FMR (Constante de mola nominal 2,8 N/m; Frequéncia de
ressonancia 75 kHz; Raio da ponta 10,0 nm). A plataforma do AFM foi montada em uma
camara ambiental, permitindo o controle da umidade relativa (10%) e temperatura (25 °C).

2.6 Dicroismo circular (DC)

Os espectros de DC foram obtidos utilizando um espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco
Corporation, Japdo), equipado com um controlador de temperatura Peltier (PFD 425S, Jasco,
Japdo), conectado a um banho termostatico (AWC 100, Julabo, Alemanha). As medicdes foram
realizadas a 25°C em uma cubeta de quartzo de 10 mm (Hellma Analytics, Alemanha), cobrindo
a faixa de comprimento de onda de 190 a 260 nm. Agua deionizada foi utilizada como branco.
Cada espectro foi gerado a partir da média de vinte leituras consecutivas. Dispersdes de WPI
na forma nativa foram utilizadas como controle. A média da elipticidade residual (MRE) foi

calculada de acordo com a Equagdo i.

MRE = —20bs _ (i)
10-n-1-Cp

Na equacdo, Oons representa o valor de CD em mili-graus, n € o nimero de residuos de
aminoécidos, | € o comprimento do caminho 6ptico em centimetros, Cp é a concentragdo molar
em dmol-cm=. A desconvolucdo dos dados de elipticidade molar residual dos sistemas foi
realizada utilizando o método de analise CONTIN/LL (Referéncia 4)(Sreerama & Woody,
2000).

2.7 Espectroscopia de fluorescéncia

As medicGes foram realizadas a 25°C, utilizando cubetas de quartzo de 10 mm (Hellma
Analytics, Alemanha) (9001, PolyScience, EUA). Os espectros de fluorescéncia foram
registrados na faixa de 290 a 450 nm, com um comprimento de onda de excitagcdo de 280 nm,
adequado para excitar os residuos de triptofano e tirosina. Dispers6es de WPI nativo, foram
utilizadas como controle.

2.8 Andlise térmica
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Para a realizagdo das andlises térmicas, foi utilizado um analisador termogravimétrico
(Shimadzu modelo DTG60, Japéao) e calorimetro diferencial de varredura (Shimadzu modelo
DSC60 Plus, Japao), para avaliar as propriedades térmicas da nano WPI e o controle. A analise
termogravimetrica (TGA) foi realizada com uma amostra em um cadinho de alumina, aquecida
em uma faixa de temperatura de 25 a 300 °C & uma taxa de aquecimento de 10 °C-min?,
utilizado atmosfera de nitrogénio (50,0 mL-min™). As anélises de calorimetria diferencial de
varredura (DSC) foram realizadas com uma amostra em cadinho de aluminio fechado por

crimpagem, utilizando as mesmas condicGes das analises termogravimetricas.

2.9 Estabilidade de espuma

Foram preparadas amostras de 8 mL da nanoestrutura de WPI, em triplicada, na qual foi
mensurado o volume inicial das amostras, posteriormente homogeneizadas por 3 min em um
ultrassom (Unique). O volume total da espuma foi mensurado e o aumento do volume da

espuma foi calculado conforme a Equacao ii.

_re
VI(%) =100 - (Vt_Ve)
Vr

(ii)
Na qual, VI (%) representa o0 aumento do volume, onde Vt é o volume total da suspenséo

mais a espuma apds homogeneizacéo, e Ve é o volume da espuma. Ja estabilidade da espuma

(Fs) seré calculada conforme a Equacéo iii.

Fs =100 - £ (iii)

VEtO

Onde, VE: é 0 volume da espuma no tempo t e Ve € 0 volume da espuma no tempo
zero.
2.10 Estabilidade de emulséo

O indice de estabilidade de emulséo (ESI) e o indice de atividade da emulséo (I1AE)
foram determinadas de acordo com (Pearce & Kinsella, 1978). As amostras de WPI
nanoestruturado (150,0 pL) a 0,1% (m/v) com 6leo de girassol (2,5 mL) e &gua destilada (7,35
mL) foram sonicadas em Ultrasom (Unique) por 2 min utilizando poténcia de 500 W. Apés a
agitacdo, 100,0 pL de amostras foram retiradas e diluidos em 4,00 mL de solucdo de dodecil
sulfato de sodio (SDS) a 0,1% (m/v). A absorbancia foi medida a 500,0 nm em
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espectrofotometro UV-Vis medidos em diferentes tempos (0,10 e 30 min). O IAE e ESI foram

calculados de acordo com a Equacéo iv e v respectivamente.

_ 2230840 FD '
IAE (m/g) = c-(1-6)-1000 W
— AO .
ESI Y t ©

Sendo Ao a absorbancia no tempo igual a zero, FD o fator de dilui¢do, C a concentragdo
inicial da proteina (g.mL™); 0 a fracdo de 6leo e At as absorbancias das emulsdes diluidas no
tempo 30 min.

2.11 Atividade antimicrobiana da nanoestrutura de WPI

Foram analisadas as bactérias Listeria monocytogenes e Escherichia coli ativadas em
caldo BHI (Brain Heart Infusion, Himedia), incubadas a 37 °C por 24 h. A cinética de
crescimento bacteriano foi monitorada por espectrofotometria em microplaca de 96 pogos no
leitor de microplaca (Synergy HT, Biotek, Highland Prk USA) com 51 leituras a 625 nm, em
intervalos de 1 h, a 37 °C. Em cada poco foi adicionado 200,0 puL sendo: 115,0 pL de caldo
BHI, 10,0 uL da bactéria, agua destilada e a dispersdo de WPI nanoestruturado variando a
concentracéo para determinar a dose eficaz na inibi¢do do crescimento bacteriano.

2.12 Anélises Estatisticas
Os tratamentos estatisticos foram realizados utilizando o teste de Tukey com nivel de

significancia de p < 0,05, a fim de avaliar as diferencas entre as médias dos grupos.

3. Resultados e discussédo
3.1 Raio hidrodindmico, PDI e Potencial ¢

O raio hidrodindmico, PDI e o potencial { séo propriedades importantes para fornecer
informacdes sobre a homogeneidade do tamanho, estabilidade coloidal de suspensoes,
emulsdes e dispersdes, bem como sobre a eficacia de processos de formulacdo (Bhattacharjee,
2016a). O tamanho médio obtido para a nanoestrutura foi 78,21+22,04 nm, 0 que esta em
conformidade com os parametros que definem uma estrutura como nano, conforme descrito na
literatura como dimensoes para que material esteja dentro da faixa de 10 a 300 nm (Uskokovic,
2007). A literatura apresenta metodologias mais complexas para a obtencéo de nanoestruturas
de WPI. Por exemplo, os resultados de A. Chen et al., (2018) demonstram a preparacdo de

nanoestruturas de WPI com tamanho inferior a 100 nm utilizando a técnica de polimerizacdo
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com transglutaminase. Ja Sentoukas et al., (2023) prepararam essas nanoestruturas proteicas de
forma controlada ao submeter o WPI a misturas de &gua/etanol contendo até 70% (m/m) de
etanol, variando o pH e as concentragdes de NaCl, alcancando um tamanho de
aproximadamente 100 nm.

O potencial { mede o potencial eletrostatico na interface de uma nanoparticula,
refletindo a carga elétrica efetiva que influencia a estabilidade de suspens@es coloidais. Valores
altos de potencial { indicam maior repulsdo eletrostatica entre as particulas, resultando em
maior estabilidade das suspensdes coloidais (Bhattacharjee, 2016b; Cano-Sarmiento et al.,
2018; Lowry et al., 2016). O valor obtido para o potencial { das nanoparticulas de WPI foi -
19,06 = 2,31 mV, o que pode indicar uma instabilidade eletrostatica por apresentar valores
menores que a referéncia (>|30|) (Clogston & Patri, 2011). A baixa estabilidade pode estar
relacionada com a concentracdo de NaCl presente na nanoestrutura, pois, a presenca de ions
salinos (Na' e Cl") podem neutralizar as cargas superficiais das particulas, causando um efeito
chamado de blindagem eletrostatica. A blindagem eletrostatica permite que ocorram interaces
hidrofobicas entre as proteinas, 0 que consequentemente resulta em baixo potencial
eletrostatico na superficie do WPI, que por sua vez pode formar agregados moleculares (Choi
et al., 2020; Laber et al., 2017; R. M. da Silva et al., 2023).

O indice de polidispersdo (PDI) é um indicador de homogeneidade de tamanho de um
sistema e quanto menor o valor obtido (< 0,4), mais homogénea é a amostra, sendo que valores
de PDI superiores a 0,7 podem indicar que a amostra tem uma distribuicdo de tamanho de
particula muito ampla (Beltran et al., 2020). A proteina nativa apresentou PDI de 0,37+0,03,
indicando uma distribuicdo de particula homogénea. Em contrapartida, foi obtido um PDI de
0,65 + 0,20 para WPI nanoestruturado, o que indica uma distribuicdo alta das particulas na
amostra. 1sso esta de acordo com as expectativas, pois a agregacdao irreversivel das proteinas do
soro de leite é conhecida por ocorrer em temperaturas mais elevadas ( Wouters et al., 2022). A
desnaturacdo proteica, induzida pelo tratamento térmico, pode expor regides hidrofébicas e
grupos sulfidrila (-SH). Essa desnaturacdo parcial das proteinas ocorre quando séo submetidas
a altas temperaturas, o que altera sua conformacéo tridimensional, tornando-as mais propensas
a interagOes intermoleculares, como as ligag¢6es hidrofobicas e dissulfeto. Essas interagdes, por
sua vez, podem resultar na formacao de aglomerados de tamanhos variados, corroborando com

0s resultados apresentados (Ricardo et al., 2019; Wijayanti et al., 2014b).

3.2 Estabilidade da nanoestrutura durante o armazenamento
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A Tabela 10 apresenta os resultados das medidas quinzenais da estabilidade do WPI
nanoestruturado em um periodo de 75 dias de raio hidrodindmico, PDI e potencial .

Dias Tamanho (hm) PDI Potencial Zeta (mV)
0 74,08 + 9,872 0,6520,20 -19,06 + 2,312
15 97,03 +3,71° 0,53+0,08? -17,35 + 0,49°
30 87,60 + 4,23%P 0,52+0,212 -17,48 + 3,18°
45 127,95 + 1,91° 0,690,182 -19,36 +1,65°
75 118,47 + 7,55° 0,640,172 -17,53 +3,79°

Tabela 10: Teste de estabilidade da nanoestrutura de WPI, sendo medidos tamanho (nm) e PDI, nos
dias 0, 15, 30, 45 e 75 ap0s a sintese.

Os indices sobrescritos representam o teste de Tukey com p < 0,05.

O tamanho de particula hidrodindamico da proteina permaneceu entre 74,08 e 127,95 nm,
apresentando diferencas estatisticas entre os dias de analises. O tamanho de particula
hidrodinamico nos dias 0 ¢ 30, e nos dias 45 e 75 sdo semelhantes pelo teste de Tukey (p <
0,05).

O PDI, apresentou valores entre 0,52 e 0,69 caracterizando uma distribuicdo
moderadamente polidispersa. Ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas pelo
teste de Tukey (p < 0,05), ao longo do tempo sugerindo que a distribuicdo de tamanho das
particulas se manteve relativamente constante.

Em relagdo ao potencial ¢, os valores mantiveram-se negativos durante todo o periodo
de anélise, ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey entre
os tempos de leitura. O potencial { da nanoestrutura apresentou valores negativos ao longo de
todo o periodo de analise, indicando a presenca de uma carga superficial negativa. Além disso,
0 pH da nanoestrutura sintetizada é 7,10 £ 0,01, maior que o ponto isoelétrico do WPI (pI de =

5), prevalecendo a forma carregada negativamente.

3.3 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

O AFM ¢é utilizado para medir a topografia das superficies de amostras em nanoescala
com base nas forcas entre a sonda e as amostras. A Figura 11 apresenta imagens das proteinas
do soro antes e apds o tratamento térmico. Conforme indicado nos perfis de altura da Figura
11a obtidos via AFM, o WPI nativo apresenta tamanhos entre 80 a 100 nm, o que esta conforme
a literatura (Elofsson et al., 1997; Ikeda & Morris, 2002; Kehoe et al., 2011). Além disso, é


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/isoelectric-point
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possivel observar uma distribuicdo heterogénea de particulas, com tamanhos variados da
proteina nativa. Esse comportamento esta de acordo com os resultados de PDI para a amostra

controle, indicando a presenca de uma heterogeneidade nos tamanhos dos agregados proteicos.

Figura 11: Imagens de Microscopia de Forca Atdmica (AFM) com escala de 1 um: (a) WPI nativo; (b)

WPI nanoestruturado com seus respectivos perfis de altura.
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A Figura 11b mostra nanoestruturas de proteina de soro formadas apds aquecimento a
50 °C por 10 min em NaCl (10 mmol-L%). A dispersdo de WPI obtida nas seguintes condices
eram particulas esféricas com tamanho relativamente pequeno (~40 nm), provavelmente pelo
fato da forca i6nica do meio ser baixa, o que ndo favorece a nucleacdo, alterando as formas de
organizacdo dos mondmeros proteicos. A diferenca observada nos tamanhos das particulas
guando comparados os resultados de DLS e AFM ocorre devido ao estado da amostra em cada
analise. No DLS, as proteinas estdo dispersas em solucéo e sujeitas ao movimento browniano.
Além disso, as estruturas randdmicas (grupos hidrofébicos e sulfidrila), sdo expostas e
solvatadas pela presencga de sais que mantém a solubilidade das proteinas. Em decorréncia a

isso, as moléculas proteicas possivelmente adotam uma conformacgdo mais expandida para
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expor as por¢des hidrofilicas ao solvente, o que pode resultar em um aumento no tamanho
hidrodindmico medido (Lorber et al., 2012). Em relacdo ao AFM, as amostras sao medidas ap6s
a secagem. Nesse estado, elas podem sofrer desidratacdo parcial, o que favorece a retracao de
suas estruturas secundarias e terciarias. Assim ela foi se compactando e expondo as regides
hidrofdbicas, por isso o tamanho calculado pelo AFM foi menor do que o do DLS (Ruggeri et
al., 2019; C. Shi et al., 2019).

A superficie exibe uma distribuicdo mais definida e estruturas menores em relacdo ao
controle, o que corrobora os resultados obtidos para o PDI apresentados anteriormente. Além
disso, observa-se a formacao de aglomerados maiores na nanoestrutura (~150 nm), o que pode
estar relacionado a instabilidade do potencial {. Quando o valor do potencial  é baixo, as for¢as
repulsivas entre as particulas diminuem, favorecendo a aproximacao entre elas (Roldan-Cruz
etal., 2016).

A literatura relata diversas formas de nanoestruturas das proteinas do soro do leite,
incluindo formas semiesféricas (Bianchi et al., 2023), esféricas (N. Li & Girard, 2023) e
nanofibrilas (D’Onofre Couto et al., 2021; Fan et al., 2021; Farrokhi et al., 2018). As formas
semiesféricas de a-la foram obtidas utilizando uma solugdo de NaCl, agitada a 160 rpm em
temperatura ambiente (Bianchi et al., 2023). J& as estruturas esféricas foram formadas a partir
da mistura de 10% (m/v) de WPI com 0,1% (m/v) de proantocianidina, agitada por 3 horas a
25°C com variagdes no pH (3, 5, 7) (N. Li & Girard, 2023). No caso das nanofibrilas, 2 mg-mL"
! de B-lg foram dissolvidas em uma solugio de 50 mmol-L™ de NaCl e aquecidas a 100°C por
60 minutos, resultando em fibrilas com comprimento de 178,52 + 16,14 nm e diametro de 18,98
* 6,32 nm (D’Onofre Couto et al., 2021a). Fan et al., (2021) relataram a formacdo de
nanofibrilas de WPI a partir de uma solucio de 20 g-L* de WPI. O pH foi ajustado para 2 com
HC1 6 mol-L?, e a solugdo foi aquecida a 85°C por 24 horas sob agitagdo, seguida de
resfriamento e liofilizacdo. Farrokhi et al., (2018) também observaram nanofibrilas de WPI,
obtidas ao ajustar o pH para 2 apos a purificacdo e aquecer as dispersdes a 80°C e 90°C por 5

horas, com agitacéo a 2000 rpm.

Portanto, essas variacfes de formas e tamanhos das nanoestruturas estdo associadas as
condicBes especificas de obtencdo, como pH, temperatura, tempo de aquecimento e presenca
de agentes estabilizadores. A metodologia descrita neste trabalho apresenta uma abordagem
mais simples e rapida, que utiliza menos reagentes, mantendo o pH neutro e sem a necessidade

de reticuladores, o que a diferencia dos métodos relatados na literatura.
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3.4 Dicroismo circular (CD)

O efeito do aquecimento a 50°C na estrutura nativa da proteina do soro de leite foi
investigado via espectroscopia de dicroismo circular (CD). As varreduras de CD (Figura 12)
realizadas para o0 WPI nativo apresentaram um minimo de elipticidade negativa entre 220 e 205
nm, que sdo indicativos das principais fragcdes das proteinas do soro de leite (B-lactoglobulina
e a-lactalbumina). A presenca de picos entre os intervalos 210-220 nm € atribuida as estruturas
da folha B. Além disso, minimos negativos em 208 e 222 nm sdo indicativos de estruturas a-
hélice. O espectro de CD do WPI nanoestrutura apresenta perdas nas estruturas de a-hélice e
folha B, e um aumento na estrutura desordenada conforme o valor de MRE se aproxima de zero
entre 220-240 nm e banda de CD positiva acima de 240 nm. Adicionalmente, a intensidade da
banda de CD varia entre as duas amostras, sugerindo que pode ter ocorrido mudanca estrutural
secundaria. Os valores médios de deconvolucao dos dados de elipticidade molar residual dos

sistemas com WPI (Tabela 11) corroboram essa discuss&o.

Figura 12: Espectros de Dicroismo Circular para o WPI nativo e nanoestruturado faixa de comprimento
de onda de 190 a 260 nm.
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Nano WPI 58,1 21,4 4,6 15,9

Tabela 11: Valores médios da deconvolugdo dos dados de elipticidade molar residual de do WPI
nativo e nanoestruturado.

A mudanga nas estruturas secundarias entre a proteina nativa e a proteina
nanoestruturada sugere que o tratamento térmico afetou as conformacdes estruturais do WPI.
A reducdo na intensidade de CD na amostra nanoestruturada indica uma diminuicdo da
organizacéo das estruturas regulares. Resultados similares foram relatados por D’Onofre Couto
et al., (2021) apds aquecimento de B-lg em NaCl a 62,5 e 100 °C, assim como Yang et al.,
(2021) que avaliou o aquecimento de a-la em 70 e 90 °C. Os autores observaram uma reducao
na elipticidade molar negativa do sistema, possivelmente devido a alteragdes nas estruturas
secundarias, destacando que o tratamento térmico induz reducdo da intensidade dos picos
negativos nos espectros de CD, como resultado da diminui¢do do contetudo de a-hélices e folhas
B.

3.5 Espectroscopia de fluorescéncia

Residuos de amino&cidos como triptofano, tirosina e fenilalanina presentes nas proteinas
podem emitir fluorescéncia intrinseca quando excitados em determinados comprimentos de
onda. Esses aminoacidos sdo conhecidos como fluordforos intrinsecos das proteinas e sao
altamente sensiveis a polaridade do seu microambiente. Devido a essa sensibilidade, eles tém
sido amplamente estudados para monitorar alteracdes na estrutura tercidria das proteinas (J.
Jiang et al., 2018). A espectroscopia de fluorescéncia é utilizada para obter informacdes

referentes as mudancas conformacionais na estrutura terciaria das proteinas.
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Figura 13: Espectros de fluorescéncia para a proteina nativa ¢ nanoestruturada em comprimento de
onda de 300-450 nm.
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Conforme mostrado na Figura 13, os espectros de fluorescéncia apresentaram uma
emissdo maxima para a proteina nativa e nanoestruturada em torno de 335 nm, o que pode ser
atribuido a presenca de triptofano na amostra. Apos a proteina ser submetida ao tratamento
térmico, a intensidade de fluorescéncia diminuiu comparacdo com o WPI nativo, indicando que
0 aquecimento agiu como um fator de extin¢do, reduzindo a fluorescéncia do WPI
nanoestruturado. I1sso pode ser devido a alteracdo estrutural causada pelo tratamento térmico
nos residuos de triptofano ou tirosina na cadeia do WPI, que por sua vez, reduziu a fluorescéncia
desses aminoacidos (Jia, Zheng, et al., 2016). Além disso, o0s espectros de WPI apresentados
sdo semelhantes aos da a-lactoalbumina, uma das principais proteinas presentes do soro de leite,
que é uma fonte de triptofano (Christensen et al., 2006). Isso indicou que o tratamento térmico
poderia mudar o ambiente dos amino&cidos e afetar as ligagdes de hidrogénio na estrutura da

proteina, alterando a estrutura da proteina de ordenada para desordenada (H. Jiang et al., 2022).

3.6 Anélise térmica

A degradacdo térmica e a evaporacdo da dgua observadas na curva de TGA (Figura 7)
ocorre entre 30,00°C e 149,76°C para proteina nativa e 30,00 °C e 193,32°C, para nanoestrutura
durante a qual é encontrada a perda maxima de massa. Indicando que o processo de

nanoestruturacdo melhoria a estabilidade térmica na proteina. Essa diferenga pode ser atribuida
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ao aumento das interagdes intramoleculares na nanoestrutura, que conferem maior rigidez a
conformacdo proteica e dificultam a perda de &gua. Os espectros de CD demonstraram uma
redugdo no conteudo de estruturas a-hélice e folha f no WPI nanoestruturado, acompanhados
de um aumento na estrutura desordenada, conforme evidenciado pelos valores de elipticidade
molar residual. Essas alteragbes indicam que o processo de nanoestruturagdo promove uma
reorganizacdo estrutural significativa, resultando em menor organizagdo das estruturas
regulares da proteina. Essa reorganizacdo pode aumentar as interagcdes intermoleculares,
tornando as proteinas mais resistentes a temperaturas mais elevadas. Além disso, a menor area
superficial exposta a0 ambiente na nanoestrutura pode contribuir para a menor taxa de
evaporacéo.

Figura 14: Curva da analise termogravimétrica (TGA) e da calorimetria diferencial de varredura (DSC);
(a) Proteina nativa; (b) nanoestrutura de WPI.
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Em relacdo a curva DSC, é observado trés eventos térmicos para a proteina nativa e
nanoestrutura de WPI. O primeiro representa a temperatura de desnaturacdo das proteinas de
baixa massa molecular, que ocorre em ~58,79°C (Tpico) € a Variagdo de entalpia de desnaturacéo
da proteina nanoestruturada (AH) foi de 4,06 J-g, sendo de carater endotérmico. O segundo
evento térmico ocorre em ~83,82°C (Tpico), com uma variagdo de entalpia AH =-28,49 J-g™!, de
carater exotérmico. Este evento estar associado a agregacao das proteinas, que é um processo
caracteristico apds a desnaturacdo inicial. Nesse estagio, ocorre a formacao de novas interacdes
intermoleculares, como pontes de hidrogénio ou ligacdes hidrofébicas entre as proteinas
desnaturadas. O terceiro estagio acontece em torno de ~ 97,40 °C (Tpico) € AH = 88,47 J-g%;
correspondendo a evaporacdo da gua, que provavelmente ndo esta fortemente ligada ao WPI,
ja que esta proxima da temperatura de evaporacao da agua livre (100 °C). Eventos semelhantes
foram observados nas curvas DSC Etxabide et al., (2023), que avaliou as propriedades térmicas
dos filmes WPI,

3.7 Estabilidade de espuma

A espuma é uma das caracteristicas mais importantes em alguns produtos alimenticios,
devido a sua capacidade de fornecer estruturas, aparéncia e sabores especiais (Hardy & Jideani,
2017). A formagéo de espuma esta relacionada a diversos fatores, tais como - solubilidade,
concentracdo de sal e estado de desnaturacdo da proteina (Amagliani et al., 2021). Assim,
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avaliar a formacdo e a estabilidade da espuma € importante devido a sua influéncia direta na
qualidade e na aceitacdo do produto final.

Proteina nativa Nanoestrutura

VI (%) 45,33 + 6,254 60,42 + 3,61%8
FSs (%) 72,610,175 89,63 + 0,01°P
FS10 (%) 67,26 + 0,05°F 78,89 £ 0,09 ¢F
FSa0 (%) 31,55 +0,01%¢ 48,15 + 0,03*H
FS120 (%) 4,28 + 0,019 10,37 + 0,019

Tabela 12: Valores de incremento de volume (VI) e estabilidade de espuma (FS) para a proteina nativa
e para nanoestrutura de WPI nos tempos 5, 10, 30 e 120 min.

Os indices de Tukey em minusculo sdo das analises em coluna; os indices em maitsculo sdo das
analises em linha.

A Tabela 12 apresenta os valores do volume da espuma (VI) e sua estabilidade da
espuma (FS) nos tempos 5, 10, 30 e 120 min para a nanoestrutura de WPI e para a WPI nativa.
Os resultados obtidos revelaram diferenga estatistica significativa (p<0,05) para ambas
propriedades, destacando um aumento maior para a nanoestrutura de WPI. O aquecimento
moderado causa mudancas na estrutura das proteinas do soro do leite, que possuem uma grande
quantidade de ligacGes dissulfeto que sdo sensiveis ao calor. Esse aquecimento aumenta a
flexibilidade e a solubilidade das cadeias proteicas, consequentemente, melhorando as
propriedades interfaciais do WPI (Edwards & Jameson, 2020). Essas alteracdes na estrutura da
proteina corroborada com os dados obtidos pelos espectros CD e espectroscopia de
fluorescéncia.

A nanoestrutura apresentou o volume da espuma de 60,42 + 3,61% superior ao da
proteina nativa WPI nativo (45,33 + 6,25%). Indicando que o WPI nanoestruturado tem uma
maior capacidade de formar espuma em comparacdo com a forma nativa, 0 que pode estar
relacionado as modifica¢des na estrutura proteica que melhoram suas propriedades superficiais.
Em relacdo a estabilidade da espuma o FS120 observado, apresentou 10,37 + 0,01% para o WPI
estruturado e 4,28 + 0,01% para a proteina nativa. Esses resultados indicam que a espuma
formada pela nanoestrutura é mais estavel ao longo do tempo. Essa maior estabilidade sugere
que as mudancas estruturais do WPI ap0s o tratamento térmico contribuiram para formacdo de
interacdes mais fortes nas interfaces. Os estudos apresentados por D’Onofre Couto et al., (2021)
, sugerem que a nanoestruturacdo da proteina provoca um aumento na estabilizagdo térmica e

na atividade interfacial devido a uma mudanga conformacional proteica resultante da ligacéo
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entre as moléculas, o que faz com que a espuma tenha apresentado a estabilidade identificada,
comparativamente, os autores, utilizaram a nanoestrutura de -1g, observando um aumento da
estabilidade da espuma em 1,75 vezes maior quando comparada com a proteina nativa. Bianchi
et al., (2023) obtiveram valores FS120 de 89,62 + 0,58 se utilizando de a-la nanoestruturado que
foram associados a formacdo de espuma de proteinas produzidas por agitacdo em alta
velocidade que se relaciona com a conformacgdo, tamanho, composi¢do de aminoacidos e

propriedades fisico-quimicas da proteina.

3.8 Estabilidade de emulsao

Os resultados apresentados na Tabela 13 indicam que o IAE da nanoestrutura foi
significativamente maior do que a proteina nativa (p<0,05). O IAE refere-se a capacidade da
proteina de ser adsorvida na interface 6leo-agua para formar uma camada de emulséo (L. Zhang
& Li, 2022). Esses resultados sugerem que o tratamento térmico no qual a nanoestrutura foi
submetida induziu modificacBes estruturais na proteina, aumentando sua flexibilidade e
facilitando a exposicdo de grupos hidrofobicos (Delfi et al., 2021; Tan et al., 2021). Essas
alteracdes podem promover uma interacdo mais eficaz da nanoestrutura com a fase oleosa da
emulsdo, resultando em uma estabilizacdo mais eficiente da interface o6leo-a4gua e,
consequentemente, em um IAE significativamente maior. Zhang et al., (2020) preparou
nanofibrilas de WP por aquecimento em microondas em 2 h. Os autores compararam o IAE das
nanofibrilas de WP com a do WP nativo e observou-se que as nanofibrilas apresentaram

maiores valores, 0 que sugere que a nanofibrilacdo melhora suas propriedades emulsificantes.

Proteina nativa Nanoestrutura
IAE (m-gt) 152,58 + 6,672 176,95 *+ 4,18P
ESI (min) 238,15 + 36,45? 466,58 + 11,50°

Tabela 13: Propriedade de indice de atividade de emulsdo (IEA) em m? g ! e estabilidade de emulsdo
(ESI) em min dos sistemas de WPI nanoestruturado e nativo.

Os indices sobrescritos representam o teste de Tukey com p < 0,05.

Em relacéo aos resultados do ESI, observou-se um aumento de 95,92% da estabilidade
da nanoestrutura de WPI1 em relagdo ao WPI nativo. Esta diferenca sugere que as caracteristicas
emulsificantes da nanoestrutura aumentaram em decorréncia ao tratamento térmico no qual o
WPI ¢é submetido, o que pode levar & geragdo da nanoestrutura com melhor estabilidade do

sistema de emulsdo. A estrutura desdobrada das proteinas afeta a atividade de superficie das
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proteinas, o que pode impactar suas propriedades funcionais, como a solubilidade, estabilidade
e capacidade de emulsificagéo (de Figueiredo Furtado et al., 2017). Nos resultados apresentados
por Fan et al., (2021), as propriedades emulsificantes e interfaciais do WPI nativo,
nanoparticulas e nanofibrilas de WPI1 em funcao dos valores de pH e as concentracfes de NaCl.
Os resultados obtidos pelos autores mostraram que nanofibrilas WPI exibiram o maior IAE e o
ESI em pH 3,0, enquanto as nanoparticulas WPI tiveram o maior EAI e ESI em pH 7,0. Os
autores relataram que baixas concentracdes de NaCl contribuiram para aumentar os valores de

EAI e o ESI das proteinas, o que fundamenta os resultados obtidos por esse trabalho.

3.9 Atividade antimicrobiana

A curva apresentada (Figura 15) mostra o0 comportamento da densidade 6ptica (OD) ao
longo do tempo (em horas) para diferentes concentracfes da nanoestrutura de WPI em relacédo
ao crescimento de Listeria monocytogenes e Escherichia coli.

Para a Listeria monocytogenes (Figura 15a) as seguintes curvas apresentaram tendéncias
semelhantes em relacdo ao crescimento bacteriano ao longo do tempo. Observou-se um
crescimento inicial rapido nas trés bactérias (fase lag), atingindo um pico entre 8 e 10 horas,
seguido por uma fase de estabilizacdo ou leve reducdo da densidade Optica (OD) (fase
exponencial). O controle apresentou 0 maior crescimento em todos 0s casos, enquanto as
amostras tratadas com diferentes concentracdes de WPI mostraram uma leve inibicdo do
crescimento.

Figura 15: Curva de crescimento microbiano da nanoestrutura de WPI para (a) Listeria monocytogenes
e (b) Escherichia Coli.
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Em relacdo a Escherichia coli (Figura 15b), a curva controle exibe uma OD
relativamente constante, sugerindo crescimento continuo da populagio bacteriana. A medida
que a concentracdo de WPI aumenta, observa-se uma reducdo na intensidade OD, indicando
uma leve inibicdo do crescimento bacteriano. Concentra¢fes mais baixas, como 0,1 e 0,2,
mostram uma recuperacdo parcial da OD ao longo do tempo, possivelmente devido a uma

adaptacdo da bactéria ou a uma reducdo da eficacia antimicrobiana.

Concentragdo(mg-mL™) Listeria monocytogenes Escherichia coli

Tempo de geracdo (h)

Controle 3,49+ 0,062 2,72+ 0,092
0,0012 3,54 +0,13% 2,73+0,08°
0,1 3,38+0,04% 2,830,142
0,2 3,50+0,05% 2,87 +0,09°
0,3 3,26 +0,02° 3,24 +0,13"
0,5 3,53+0,03% 2,89+0,052

Tabela 14: Tempo de geragdo (g) em horas do crescimento da Listeria monocytogenes e Escherichia
coli na presenga de diferentes concentragoes de WPI, calculas a partir dos resultados das analises de
microplaca, com o teste de tukey (p > 0,05).

A Tabela 14 apresenta o tempo de geracdo (g) calculado para cada concentragdo de
proteina na forma nanoestruturada para 0s microrganismos estudos. Esse tempo foi obtido
dividindo-se a constante 0,301 pela inclinacéo da fase logaritmica de cada curva. O tempo de

geracdo representa o periodo necessario para que a populagéo celular dobre, medido em horas
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(Michael T. Madigan, 2016). Em ambas as amostras estudadas, mesmo com o aumento da
concentracdo de proteina, as médias do tempo de geracdo foram estatisticamente similares,
como indica o teste de Tukey (p < 0,05). Ou seja, o tempo foi constante com o aumento da
concentracdo de proteinas. Isso sugere que, apesar das variacdes visuais entre as curvas, nao
houve atividade antibacteriana da nanoestrutura de WPI para as bactérias testadas. Portanto, as
concentragfes de WPI utilizadas ndo apresentaram eficacia significativa no controle do
crescimento dessas bactérias. Os seguintes resultados, corroboram com os resultados de Bianchi
et al., (2023), no qual a nanoestrutura de a-La ndo apresentou atividade antimicrobiano para as

bactérias S. aureus, B. cereus, K. pneumoniae, and S. typhimurium.
4. Concluséo

Este estudo demonstrou que a nanoestruturacéo de WPI obtido por meio do aquecimento
ultratermostatico e na presenca de ions salinos é uma abordagem eficaz e simples para obter
nanoestruturas com propriedades aprimoradas. As analises evidenciaram alteracdes estruturais
secundarias e terciaria das proteinas, resultando em melhorias nas propriedades térmicas e
interfaciais. A metodologia utilizada destacou-se pela simplicidade e viabilidade, com um
processo menos complexo e mais econdmico, sem necessidade de reagentes adicionais ou

ajustes de pH.

Embora as concentracdes testadas ndo tenham demonstrado atividade antimicrobiana
significativa, os resultados apontam o grande potencial dessas nanoestruturas para aplicagoes
na indastria alimenticia, especialmente como agentes estabilizantes e funcionalizadores.
Estudos futuros devem focar na aplicacdo dessas nanoestruturas como sistemas de encapsulacao
para compostos bioativos, explorando sua capacidade de proteger e liberar de forma controlada
substancias como vitaminas, antioxidantes e outras moléculas sensiveis, ampliando sua

funcionalidade em produtos alimenticios.
Referéncias

Amagliani, L., Silva, J. V. C., Saffon, M., & Dombrowski, J. (2021). On the foaming
properties of plant proteins: Current status and future opportunities. Trends in Food
Science & Technology, 118, 261-272. https://doi.org/10.1016/J.TIFS.2021.10.001

Araiza-Calahorra, A., & Sarkar, A. (2019). Pickering emulsion stabilized by protein nanogel
particles for delivery of curcumin: Effects of pH and ionic strength on curcumin
retention. Food Structure, 21, 100113. https://doi.org/10.1016/J.FOOSTR.2019.100113

Beltran, J. D., Ricaurte, L., Estrada, K. B., & Quintanilla-Carvajal, M. X. (2020). Effect of
homogenization methods on the physical stability of nutrition grade nanoliposomes used



115

for encapsulating high oleic palm oil. LWT, 118, 108801.
https://doi.org/10.1016/J.LWT.2019.108801

Bhattacharjee, S. (2016a). DLS and zeta potential — What they are and what they are not?
Journal of Controlled Release, 235, 337-351.
https://doi.org/10.1016/J.JCONREL.2016.06.017

Bhattacharjee, S. (2016b). DLS and zeta potential — What they are and what they are not?
Journal of Controlled Release, 235, 337-351.
https://doi.org/10.1016/J.JCONREL.2016.06.017

Bianchi, J. R. de O., Paz, B. E. R., Fonseca, L. G., Carvalho, R. L., Magalh&es, J. C., Pacheco,
K. A., Schlogl, A. E., Fabrino, D. L., Nucci, E. R., Coimbra, J. S. dos R., & Santos, I. J.
B. (2023). Cytotoxicity, structural, conformational, and techno-functional properties of
a-lactalbumin nanostructured aggregates. Journal of Food Science, 88(7), 3049-3062.
https://doi.org/10.1111/1750-3841.16622

Cano-Sarmiento, C., Téllez-Medina, D. I., Viveros-Contreras, R., Cornejo-Mazén, M.,
Figueroa-Hernandez, C. Y., Garcia-Armenta, E., Alamilla-Beltran, L., Garcia, H. S., &
Gutiérrez-Lopez, G. F. (2018). Zeta Potential of Food Matrices. Food Engineering
Reviews, 10(3), 113-138. https://doi.org/10.1007/S12393-018-9176-Z

Chen, A., Tanidjaja, I., & Damodaran, S. (2018). Nanostructure and functionality of
enzymatically repolymerized whey protein hydrolysate. Food Chemistry, 256, 405-412.
https://doi.org/10.1016/J.FOODCHEM.2018.02.103

Choi, J., Fuentes, C., Fransson, J., Wahlgren, M., & Nilsson, L. (2020). Separation and zeta-
potential determination of proteins and their oligomers using electrical asymmetrical
flow field-flow fractionation (EAF4). Journal of Chromatography A, 1633, 461625.
https://doi.org/10.1016/J.CHROMA.2020.461625

Christensen, J., Ngrgaard, L., Bro, R., & Engelsen, S. B. (2006). Multivariate
autofluorescence of intact food systems. Chemical Reviews, 106(6), 1979-1994.
https://doi.org/10.1021/CR050019Q/ASSET/IMAGES/LARGE/CR050019QF00008.JPE
G

Clogston, J. D., & Patri, A. K. (2011). Zeta Potential Measurement. Methods in Molecular
Biology, 697, 63—70. https://doi.org/10.1007/978-1-60327-198-1 6

de Figueiredo Furtado, G., Mantovani, R. A., Consoli, L., Hubinger, M. D., & da Cunha, R.
L. (2017). Structural and emulsifying properties of sodium caseinate and lactoferrin
influenced by ultrasound process. Food Hydrocolloids, 63, 178-188.
https://doi.org/10.1016/J.FOODHYD.2016.08.038

Delfi, M., Sartorius, R., Ashrafizadeh, M., Sharifi, E., Zhang, Y., De Berardinis, P., Zarrabi,
A., Varma, R. S., Tay, F. R., Smith, B. R., & Makvandi, P. (2021). Self-assembled
peptide and protein nanostructures for anti-cancer therapy: Targeted delivery, stimuli-
responsive devices and immunotherapy. Nano Today, 38, 1011109.
https://doi.org/10.1016/J.NANTOD.2021.101119

D’Onofre Couto, B., Novaes da Costa, R., Castro Laurindo, W., Moraes da Silva, H., Rocha
da Silva, C., Sélia dos Reis Coimbra, J., Barbosa Mageste, A., de Céssia Dias, S., & José
Boggione Santos, I. (2021). Characterization, techno-functional properties, and
encapsulation efficiency of self-assembled B-lactoglobulin nanostructures. Food
Chemistry, 356, 129719. https://doi.org/10.1016/J.FOODCHEM.2021.129719

Edwards, P. J. B., & Jameson, G. B. (2020). Structure and stability of whey proteins. Milk
Proteins: From Expression to Food, 251-291. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
815251-5.00007-4

Elofsson, C., Dejmek, P., Paulsson, M., & Burling, H. (1997). Atomic force microscopy
studies on whey proteins. International Dairy Journal, 7(12), 813-8109.
https://doi.org/10.1016/S0958-6946(98)00008-9



116

Etxabide, A., Arregi, M., Cabezudo, S., Guerrero, P., & de la Caba, K. (2023). Whey Protein
Films for Sustainable Food Packaging: Effect of Incorporated Ascorbic Acid and
Environmental Assessment. Polymers 2023, Vol. 15, Page 387, 15(2), 387.
https://doi.org/10.3390/POLYM15020387

Fan, Y., Peng, G., Pang, X., Wen, Z., & Yi, J. (2021a). Physicochemical, emulsifying, and
interfacial properties of different whey protein aggregates obtained by thermal treatment.
LWT, 149, 111904. https://doi.org/10.1016/J.LWT.2021.111904

Fan, Y., Peng, G., Pang, X., Wen, Z., & Yi, J. (2021b). Physicochemical, emulsifying, and
interfacial properties of different whey protein aggregates obtained by thermal treatment.
LWT, 149, 111904. https://doi.org/10.1016/J.LWT.2021.111904

Farrokhi, F., Ehsani, M. R., Badii, F., & Hashemi, M. (2018). Structural and thermal
properties of nanofibrillated whey protein isolate in the glassy state. LWT, 95, 274-281.
https://doi.org/10.1016/J.LWT.2018.05.001

Guo, Mingruo. (2019). Whey protein production, chemistry, functionality, and applications.
266.
https://books.google.com/books/about/Whey Protein_Production_Chemistry Functi.htm
[?id=AymFDwWAAQBAJ

Hadidi, M., Tan, C., Assadpour, E., Kharazmi, M. S., & Jafari, S. M. (2023). Emerging plant
proteins as nanocarriers of bioactive compounds. Journal of Controlled Release, 355,
327-342. https://doi.org/10.1016/J.JCONREL.2023.01.069

Hardy, Z., & Jideani, V. A. (2017). Foam-mat drying technology: A review. Critical Reviews
in Food Science and Nutrition, 57(12), 2560-2572.
https://doi.org/10.1080/10408398.2015.1020359

Ikeda, S., & Morris, V. J. (2002). Fine-stranded and particulate aggregates of heat-denatured
whey proteins visualized by atomic force microscopy. Biomacromolecules, 3(2), 382—
389.
https://doi.org/10.1021/BM0156429/ASSET/IMAGES/LARGE/BM0156429F00007.JPE
G

Jia, Z., Zheng, M., Tao, F., Chen, W., Huang, G., & Jiang, J. (2016). Effect of covalent
modification by (—)-epigallocatechin-3-gallate on physicochemical and functional
properties of whey protein isolate. LWT - Food Science and Technology, 66, 305-310.
https://doi.org/10.1016/J.LWT.2015.10.054

Jiang, H., Xing, Z., Dabbour, M., Mintah, B. K., Zhang, Z., He, R., & Ma, H. (2022).
Preparation and structural characterization of allicin and whey protein isolate conjugates.
LWT, 160, 113278. https://doi.org/10.1016/J.LWT.2022.113278

Jiang, J., Zhang, Z., Zhao, J., & Liu, Y. (2018). The effect of non-covalent interaction of
chlorogenic acid with whey protein and casein on physicochemical and radical-
scavenging activity of in vitro protein digests. Food Chemistry, 268, 334-341.
https://doi.org/10.1016/J.FOODCHEM.2018.06.015

Jiang, Z., Li, M., Zhao, J., Wang, X., Yu, P., Qayum, A., Li, A., & Hou, J. (2019). Effects of
ultrafiltration and hydrolysis on antioxidant activities of Maillard reaction products
derived from whey protein isolate and galactose. LWT, 113, 108313.
https://doi.org/10.1016/J.LWT.2019.108313

Kehoe, J. J., Wang, L., Morris, E. R., & Brodkorb, A. (2011). Formation of Non-Native f3-
Lactoglobulin during Heat-Induced Denaturation. Food Biophysics, 6(4), 487—-496.
https://doi.org/10.1007/S11483-011-9230-3/FIGURES/5

Laber, J. R., Dear, B. J., Martins, M. L., Jackson, D. E., Divenere, A., Gollihar, J. D.,
Ellington, A. D., Truskett, T. M., Johnston, K. P., & Maynard, J. A. (2017). Charge
Shielding Prevents Aggregation of Supercharged GFP Variants at High Protein
Concentration. Molecular Pharmaceutics, 14(10), 3269-3280.



117

https://doi.org/10.1021/ACS.MOLPHARMACEUT.7B00322/ASSET/IMAGES/LARGE
/MP-2017-00322J_0006.JPEG

Li, N., & Girard, A. L. (2023). Impact of pH and temperature on whey protein-
proanthocyanidin interactions and foaming properties. Food Hydrocolloids, 134, 108100.
https://doi.org/10.1016/J.FOODHYD.2022.108100

Lorber, B., Fischer, F., Bailly, M., Roy, H., & Kern, D. (2012). Protein analysis by dynamic
light scattering: Methods and techniques for students. Biochemistry and Molecular
Biology Education, 40(6), 372—-382. https://doi.org/10.1002/BMB.20644

Lowry, G. V., Hill, R. J., Harper, S., Rawle, A. F., Hendren, C. O., Klaessig, F., Nobbmann,
U., Sayre, P., & Rumble, J. (2016). Guidance to improve the scientific value of zeta-
potential measurements in nanoEHS. Environmental Science: Nano, 3(5), 953-965.
https://doi.org/10.1039/C6EN00136J

Michael T. Madigan, J. M. M. (2016). Microbiologia de Brock - 14? Edicéo .

Pearce, K. N., & Kinsella, J. E. (1978). Emulsifying Properties of Proteins: Evaluation of a
Turbidimetric Technique. J. Agrie. Food Chem, 26(3).
https://pubs.acs.org/sharingguidelines

Ray, M., Lee, Y. W, Scaletti, F., Yu, R., & Rotello, V. M. (2017). Intracellular Delivery of
Proteins By Nanocarriers. Nanomedicine, 12(8), 941-952. https://doi.org/10.2217/NNM-
2016-0393

Ricardo, A., Arrieta, A., & Perez, J. (2019). EFFECT OF HEAT TREATMENT ON
PHYSICAL PROPERTIES OF WHEY PROTEIN BEVERAGES (WPB) SEE PROFILE.
https://www.researchgate.net/publication/334549203

Roldan-Cruz, C., Vernon-Carter, E. J., & Alvarez-Ramirez, J. (2016). Assessing the stability
of Tween 80-based O/W emulsions with cyclic voltammetry and electrical impedance
spectroscopy. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 511,
145-152. https://doi.org/10.1016/J.COLSURFA.2016.09.074

Ruggeri, F. S., Sneideris, T., Vendruscolo, M., & Knowles, T. P. J. (2019). Atomic force
microscopy for single molecule characterisation of protein aggregation. Archives of
Biochemistry and Biophysics, 664, 134-148. https://doi.org/10.1016/J.ABB.2019.02.001

Sentoukas, T., Charitou, G., Wagner, J., Wagemans, A. M., Moschakis, T., &
Papagiannopoulos, A. (2023). Formation of nanoparticles from ethanol-denatured whey
proteins. Food Structure, 37, 100337. https://doi.org/10.1016/J.FOOSTR.2023.100337

Shi, C., He, Y., Ding, M., Wang, Y., & Zhong, J. (2019). Nanoimaging of food proteins by
atomic force microscopy. Part I: Components, imaging modes, observation ways, and
research types. Trends in Food Science & Technology, 87, 3-13.
https://doi.org/10.1016/J.TIFS.2018.11.028

Silva, R. M. da, Vidigal, M. C. T. R., Minim, V. P. R., & Minim, L. A. (2023). Evaluation of
pH, NaCl and CaCl2 salts on Solubility, Zeta Potential and air - water interfacial
properties of the protein isolate from lupin seeds. Food Structure, 38, 100350.
https://doi.org/10.1016/J.FOOSTR.2023.100350

Sreerama, N., & Woody, R. W. (2000). Estimation of Protein Secondary Structure from
Circular Dichroism Spectra: Comparison of CONTIN, SELCON, and CDSSTR Methods
with an Expanded Reference Set. Analytical Biochemistry, 287(2), 252—260.
https://doi.org/10.1006/AB10.2000.4880

Statista. (2022). Whey protein: global market size 2032 | Statista.
https://www.statista.com/statistics/728005/global-whey-protein-market-size/

Tan, M., Xu, J., Gao, H., Yu, Z,, Liang, J., Mu, D., Li, X., Zhong, X., Luo, S., Zhao, Y.,
Jiang, S., & Zheng, Z. (2021). Effects of combined high hydrostatic pressure and pH-
shifting pretreatment on the structure and emulsifying properties of soy protein isolates.



118

Journal of Food Engineering, 306, 110622.
https://doi.org/10.1016/J.JFOODENG.2021.110622

Uskokovi¢, V. (2007). Nanotechnologies: What we do not know. Technology in Society,
29(1), 43-61. https://doi.org/10.1016/J. TECHSOC.2006.10.005

Wefers, D., Bindereif, B., Karbstein, H. P., & van der Schaaf, U. S. (2018). Whey protein-
pectin conjugates: Linking the improved emulsifying properties to molecular and
physico-chemical characteristics. Food Hydrocolloids, 85, 257-266.
https://doi.org/10.1016/J.FOODHYD.2018.06.030

Wijayanti, H. B., Bansal, N., & Deeth, H. C. (2014). Stability of Whey Proteins during
Thermal Processing: A Review. Comprehensive Reviews in Food Science and Food
Safety, 13(6), 1235-1251. https://doi.org/10.1111/1541-4337.12105

Wouters, A. G. B., Boeve, J., Dams, H., & Joye, I. J. (2022). Heat treatment as a food-grade
strategy to increase the stability of whey protein particles under food system relevant
conditions. Food Hydrocolloids, 124, 107254.
https://doi.org/10.1016/J.FOODHYD.2021.107254

Yang, W., Qu, X,, Deng, C., Dai, L., Zhou, H., Xu, G, Li, B., Yulia, N., & Liu, C. (2021).
Heat sensitive protein-heat stable protein interaction: Synergistic enhancement in the
thermal co-aggregation and gelation of lactoferrin and a-lactalbumin. Food Research
International, 142, 110179. https://doi.org/10.1016/J.FOODRES.2021.110179

Zhang, L., & Li, L. (2022). The interaction between anionic polysaccharides and legume
protein and their influence mechanism on emulsion stability. Food Hydrocolloids, 131,
107814. https://doi.org/10.1016/J.FOODHYD.2022.107814

Zhang, R., Han, Y., Xie, W., Liu, F., & Chen, S. (2022). Advances in Protein-Based
Nanocarriers of Bioactive Compounds: From Microscopic Molecular Principles to
Macroscopical Structural and Functional Attributes. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 70(21), 6354-6367.
https://doi.org/10.1021/ACS.JAFC.2C01936/ASSET/IMAGES/LARGE/JF2C01936_00
06.JPEG

Zhang, Y., Liang, S., Zhang, J., Chi, Y., Tian, B., Li, L., Jiang, B., Li, D., Feng, Z., & Liu, C.
(2020). Preparation of whey protein isolate nanofibrils by microwave heating and its
application as carriers of lipophilic bioactive substances. LWT, 125, 109213.
https://doi.org/10.1016/J.LWT.2020.109213



119

Capitulo 4 — Melhoria na estabilidade da quercetina e riboflavina com a prote¢édo do Whey
protein isolado: mecanismos de interacdo e liberagéo controlada.

Resumo

A quercetina e vitamina B2 sdo compostos bioativos com propriedades antioxidantes e
terapéuticas, no entanto sua estabilidade e biodisponibilidade sdo comprometidas durante
condicdes adversas de calor, luz, oxigénio e pH, o que resulta na perda nutricional dos
alimentos. Este estudo objetivou o desenvolvimento de nanocarreadores de Whey protein
isolate (WPI) para encapsular esses bioativos, visando melhorar sua estabilidade e
funcionalidade. A eficiéncia de encapsulamento (EE) e a capacidade de ligagdo (LC) foram
avaliadas, atingindo valores de até 94,03% para quercetina e 99,14 %para vitamina Bz, com
aumento de estabilidade térmica e coloidal nos sistemas nanoestruturados. A microscopia de
Forca Atdbmica (AFM), revelou que apos a incorporacdo desses compostos bioativos, houve
formacédo de estruturas fibrilares, enquanto o dicroismo circular indicou alteracdo na estrutura
secundaria da proteina. FTIR, AFM-IR espectroscopia de fluorescéncia e analise
termodinamica foram usadas para investigar a interacdo de ligacdo entre a
quercetina/riboflavina e a proteina do soro. Ambos 0os compostos extinguiram a fluorescéncia
intrinseca da proteina do soro, proporcionando um mecanismo de extin¢ao predominantemente
estatico (Kq > 2,0 x 10" L/(mol-s)). As interacdes predominantes entre a quercetina e o WPI
foi por meio de interagBes hidrofébicas, enquanto para a vitamina B, as forcas motrizes
predominantes foram as ligacdes de hidrogénio e as forcas de Van der Waals, conforme
demonstrado pelos parametros termodinamicos. A liberagdo controlada in vitro simulou o trato
gastrointestinal, destacando uma menor liberacdo dos bioativos encapsulados em WPI
nanoestruturado, indicando protecdo aprimorada contra condi¢cdes adversas. Estes resultados
demonstram o potencial das nanoestruturas de WPI como sistemas de entrega eficazes para
compostos bioativos em alimentos funcionais e nutracéuticos.

Palavras chave: Sistema de entrega; Espectroscopia; Estabilidade coloidal.
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1. Introducéo

Alimentos funcionais ou nutracéuticos sao aqueles que apresentam algum beneficio para
a saude humana por fornecerem compostos bioativos importantes para o0 bom funcionamento
do organismo, o que tem atraido crescente interesse cientifico e industrial (Dominguez Diaz et
al., 2020). Esses alimentos podem apresentar efeitos construtivos nas chamadas fungdes-alvo
do organismo humano (sistema enddcrino, glandular e tecido conjuntivo), bem como efeitos
nutricionais capazes de promover a saude, bem-estar e/ou reducdo de doencas cronicas (Santos,
2022; Witkamp, 2021).

A literatura tem apresentado o desenvolvimento de tecnologias que possibilitam a
criacdo de alimentos nutracéuticos, atendendo eficientemente as necessidades dos organismos
vivos (Camacho et al., 2019) . A nanotecnologia, considerada como um conceito criado por
Norio Taniguchi na década de 1970, durante uma conferéncia cientifica na cidade de Téquio,
oferece novas solugdes no desenvolvimento de novos produtos na industria de alimentos. Essa
tecnologia permite o encapsulamento de nutrientes em particulas nanoestruturadas, a
incorporacdo de bioativos sem comprometer a percepcdo sensorial do consumidor, a
estabilizacdo dos bioativos durante o processamento industrial e a melhoria da absorcao desses
compostos nas fungdes-alvo do organismo (Cerqueira et al., 2018; Chaudhry et al., 2017; M.
Sahoo et al., 2021).

A quercetina e a vitamina B (riboflavina) sdo compostos bioativos que podem
apresentar diversas atividades bioldgicas e funcionais no organismo humano, realizando
atividades antioxidantes, anti-inflamatérias, antidiabéticas, anticancerigenas, antivirais e
antitumorais (Tran et al., 2020). A quercetina, € um flavonoide encontrado em frutas, vegetais
e chés, conhecida por sua capacidade de neutralizar radicais livres e reduzir processos
inflamatdrios, além de potencialmente auxiliar na protecdo contra doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (Bhat & Bhat, 2021). Suas propriedades anticancerigenas in vitro e in vivo
foram demonstradas por Hashemzaei et al., (2017), bem como suas atividades antioxidantes e
anti-inflamatorias (Kandemir et al., 2022a; Lesjak et al., 2018).

A riboflavina é uma vitamina hidrossoltvel que pode ser encontrada em uma ampla
variedade de alimentos e fontes naturais, especialmente leite, visceras, ovos, peixe, nozes, frutas
e legumes, vegetais de folhas verde-escuras, fermento, cerveja, queijo e produtos dietéticos
(Chu et al., 2022). A ingestdo alimentar e suplementar suficiente da vitamina B> demonstra
potencial protetor em varias condigdes médicas, como sepse, isquemia etc., além de contribuir
para a reducéo do risco de determinados tipos de cancer em humanos. Esses efeitos biologicos

da riboflavina foram amplamente estudados devido suas propriedades antioxidantes,
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antienvelhecimento, anti-inflamatorias, antinociceptivas e anticancerigenas (Suwannasom et
al., 2020).

Vale ressaltar que os compostos bioativos presentes nos alimentos podem apresentar
instabilidade durante o processamento industrial e na absorcéo no sistema gastrointestinal (Bao
et al., 2019). O processo produtivo pode provocar a degradacdo desses bioativos devido a
variacOes de temperatura, luz e oxigénio, o que pode comprometer sua eficiéncia e
funcionalidade (Carpena et al., 2021; Luchese et al., 2017). A absorcdo dos bioativos pelo
organismo se relaciona a limitacdo da biodisponibilidade desses compostos em decorréncia da
sua baixa solubilidade e estabilidade no trato gastrointestinal o que leva uma absorcao
insuficiente pelo organismo (Grgic et al., 2020). A nanoencapsulacdo pode se apresentar como
uma alternativa promissora para protecao e preservacdo das moléculas bioativas contra essas
condi¢cdes ambientais adversas (Bazana et al., 2019), o que contribuiria para 0 aumento da
biodisponibilidade e estabilidade, fundamental para aplicagdo em alimentos (Oztiirk, 2017).

As proteinas de soro de leite, por sua vez, destacam-se devido as suas diversas
funcionalidades e capacidade de formar uma diversidade de arquiteturas adequadas para
aplicacdes especificas (Falsafi et al., 2022a). Além disso, essas proteinas sdo biopolimeros
promissores para 0 desenvolvimento de sistemas de entrega de bioativos, uma vez que
apresentam atributos Gnicos que promovem a saude e incluem uma variedade de grupos de
aminoacidos em sua estrutura. Esses grupos, por sua vez, facilitam interacbes com compostos
bioativos, favorecendo a estabilidade e a biodisponibilidade dos compostos
encapsulados(Cortes Morales et al., 2021; Y. Hu et al., 2020). Diante disso, o objetivo deste
estudo é desenvolver nanocarreadores baseados na proteina isolada do soro do leite para a
incorporagéo dos compostos bioativos quercetina e vitamina B». Essa abordagem visa melhorar
a estabilidade, biodisponibilidade e funcionalidade desses compostos, ampliando suas

aplicacdes em alimentos funcionais e nutracéuticos.

2. Metodologia
2.1 Materiais

O WPI foi cedido pela Davisco Food International, Inc. (Eden Prairie, MN, EUA). A
Quercetina e a vitamina B, foram adquiridas da Sigma Aldrich (Missouri, EUA). Os demais
reagentes utilizados eram de grau PA sem purificacdo prévia.

2.2 Obtencdo da nanoestrutura de WPI
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A obtencdo da nanoestrutura de WPI (74,08 + 9,87 nm) e WPI nativo estdo descritos no

item 2.2 do capitulo 3 dessa dissertagéo.

2.3 Encapsulamento de quercetina e vitamina B2 na WPI nativo e nanoestruturado

As encapsulagdes de Quercetina e Vitamina B> em WPI nativo (Controle) e
nanoestruturado foram realizadas individualmente. Para a Vitamina B2, uma solucéo aquosa foi
preparada com uma concentragdo de 0,30 mg'-mL™ e de Quercetina 1,00 mg-mL* em etanol
98% (v/v). Os microtubos (1,50 mL) foram pesados em balanga analitica de 6 casas decimais
(Mettler Toledo, Columbus, OH, EUA). Os volumes dos bioativos (quercetina e vitamina B>)
estdo demonstrados na Tabela 15, para atingir a concentracdo final desejada do bioativo na

solucéo, sendo os ensaios realizados em triplicata.

Ensaios Bioativos Solucéo Dispersdo  Aguaem pL [Bioativo]*
Estoque do de nano na dispersao
bioativoem  WPI em pL de WPI

L (mg-mL™)
1 75,00 1000 425,00 0,015
2 150,00 1000 350,00 0,030
3 250,00 1000 250,00 0,050
4 Quercetina 300,00 1000 200,00 0,060
5 375,00 1000 125,00 0,075
6 450,00 1000 50,00 0,090
7 500,00 1000 0,00 0,100
1 37,00 1000 463,00 0,025
2 75,00 1000 425,00 0,050
3 150,00 1000 350,00 0,100
4 VitaminaB2 255 0 1000 275,00 0,150
5 315,00 1000 185,00 0,210
6 450,00 1000 50,00 0,300
7 500,00 1000 0,00 0,333

Tabela 15: Sistemas e das concentragdes finais de Quercetina e de Vitamina B, no teste de
encapsulamento com WPI nativa e nanoestruturada para determinar a eficiéncia de encapsulagao.
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Em seguida, as amostras foram agitadas manualmente por 5 min e centrifugadas a
13.500 rpm a 20 °C por 30 min (Centrifuga 5920R, Eppendorf, Alemanha). O sobrenadante foi
recolhido e diluido para leitura no espectrofotometro UV-Vis a 373,0 nm (quercetina) e 445,0
nm (vitamina By). O pellet foi transferido em estufa a 50 °C por 48 h para secagem e posterior
pesagem. A eficiéncia de encapsulacdo (EE) e capacidade de ligacdo (LC) dos bioativos na

nanoestrutura foram calculados de acordo com Equagé&o vi e vii, respectivamente.

EE(%) — (WTotal_WLivre)’loo (Vl)
Wrotal
LC(%) = (WTotal_V://VLivre)'loo (Vll)
np

Onde, Wiotal € 0 total de bioativo adicionado; Wiivre € 0 total de bioativo livre detectado
no sobrenadante; Whnyp € 0 total de bioativo ligado a nanoestrutura detectado no pellet. Repetiu-
se 0 experimento para a WPI nativa dispersa em NaCl 10 mmol-L™. Os bioativos encapsulados
em nano WPI que apresentaram maiores valores de EE (%) e LC (%), foram avaliados as
propriedades estruturais, quimicas e funcionais das moléculas bioativas encapsuladas.

2.4 Raio hidrodindmico, indice de polidisperséo (PDI) e Potencial {

As propriedades coloidais das amostras, incluindo o raio hidrodindmico, indice de
polidispersividade (PDI) e Potencial ¢, foram determinadas utilizando um Zetasizer Nano S
(Malvern Instruments, Inglaterra). As medidas foram realizadas em triplicata a 25,0 °C. Um
detector de fotodiodo de avalanche (Brookhaven BI-APD) e um correlacionador
(TURBOCORR, Brookhaven) foram empregados para a aquisi¢do dos dados. A fonte de luz
foi um laser HeNe (CVI1 Melles Griot) de 35 mW e comprimento de onda de 632,8 nm, com
polarizacdo linear. Um sistema de polarizadores cruzados foi utilizado para controlar a
intensidade da luz incidente.

2.5 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

As imagens topogréaficas foram obtidas utilizando um microscopio de forca atbmica
ParkSystems® NX10, operando no modo de tapping. Para as varreduras, empregou-se uma
sonda comercial NanoWorld® FMR com constante de forca nominal de 2,8 N/m, frequéncia
de ressonancia de 75 kHz e raio de ponta de 10,0 nm. O AFM foi equipado com uma camara

ambiental, mantida a uma umidade relativa de 10% e temperatura de 25 °C.
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2.6 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Foram obtidos espectros de infravermelho por transformada de Fourier com reflexdo
total atenuada (ATR-FTIR) em um equipamento Cary 360 FTIR (Agilent, Santa Clara, EUA).
Utilizando um cristal de diamante ATR, a regido espectral entre 4000 ¢ 650 cm™' foi analisada,
permitindo a identificagdo de grupos funcionais caracteristicos das proteinas e a avaliacdo de
suas interagoes.

2.7 Nanoespectroscopia de infravermelho (AFM-IR)

As imagens topogréaficas e os espectros de infravermelho foram adquiridos em um
microscopio de forca atbmica Bruker® nanolR2-s, operando no modo de tapping. Para as
varreduras, utilizou-se uma sonda comercial Nanosensors® PPP-FMAuU, com constante de
forca nominal entre 0,5 e 9,5 N/m e raio de ponta inferior a 50,0 nm.

2.8 Dicroismo circular (CD)

Os espectros CD foram obtidos utilizando um espectropolarimetro Jasco J-810,
equipado com um sistema de controle de temperatura Peltier (PFD 425S) conectado a um banho
termostatico (AWC 100). As medidas foram realizadas a 25°C em cubetas de quartzo de 10
mm, varrendo a faixa espectral de 190 a 260 nm. Para cada espectro, foram realizadas 20 leituras
e calculada a média. A média da elipticidade residual (MRE), um parédmetro relacionado a

estrutura secundaria das proteinas, foi calculada de acordo com a Equacao viii.

MRE = —20bs _ (viii)
10-n-1-Cp

Na equacdo, Oons representa o valor de CD em mili-graus, n € o nimero de residuos de
aminoécidos, | € o comprimento do caminho 6ptico em centimetros, Cp é a concentragdo molar
em dmol-cm=. A desconvolucdo dos dados de elipticidade molar residual dos sistemas foi
realizada utilizando o método de analise CONTIN/LL (Referéncia 4)(Sreerama & Woody,
2000).

2.9 Espectroscopia de fluorescéncia

As medicGes foram realizadas a 25°C, utilizando cubetas de quartzo de 10 mm (Hellma
Analytics, Alemanha) (9001, PolyScience, EUA). Os espectros de fluorescéncia foram
registrados na faixa de 290 a 450 nm, com um comprimento de onda de excitagdo de 280 nm,

adequado para excitar os residuos de triptofano e tirosina.

2.10 Calculo das constantes de témpera
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As constantes de témpera foram determinadas com base na equacéo de Stern-Volmer
(Equacéo ix) e as constantes de taxa de témpera foram calculadas (Hou et al., 2008).

F_F" =1+ Ksv'[C] = 1+ Kq' 10[C] (ix)

A relacdo entre F o e F representa as intensidades de fluorescéncia antes e depois da
adicao do bioativo, respectivamente. [C] € a concentracdo do bioativo (mol/L). K 4 € a constante
da taxa de extingéo de fluorescéncia e T o € a vida til média da proteina do soro de leite (10 8 s).

2.11 Caélculo dos parametros de ligacdo e do numero de sitios de ligacao

A constante de ligacéo (K4) e o nimero de sitios de ligacdo (n) podem ser determinados
a partir da Equacéo x. O gréfico log-log foi utilizado para ilustrar a interacdo entre o bioativo e
a proteina do soro de leite em diferentes temperaturas.

log (FOF—_F) = logKa +n- [C] (x)

2.12 Calculo de pardmetros termodindmicos

As mudancas de entalpia (AH), entropia (AS) e energia livre de Gibbs (AG) da interacédo
entre a proteina do soro de leite e dos compostos bioativos foram determinadas por meio da
equacéo de Van't Hoff.

1 1
K2 iy .
In (H) = AH- <%> (xi)
InK = —22 428 (xii)
RT R
AG = AH —T - AS (xiii)

onde K1e K2sdo as constantes de ligacdo da proteina do soro em diferentes
temperaturas. T 1 € T 2 sdo as temperaturas (K) que definimos. R é a constante dos gases (8,314
J/(mol-K)).

2.13 Analise térmica dos compostos bioativos encapsulados
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As analises térmicas, foi realizada utilizado um termogravimétrico (Shimadzu modelo
DTG60, Japdo) e um calorimetro diferencial de varredura (Shimadzu modelo DSC60 Plus,
Japdo), para caracterizar 0s compostos bioativos antes e ap0s a encapsulagdo com a
nanoestrutura de WPI. Na termogravimetria (TGA), as amostras foram aquecidas em cadinhos
de alumina a partir de 25 °C até 300 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C-min™’, sob
atmosfera de nitrogénio a uma vazdo de 50 mL- min™'. Ja para a andlise por calorimetria
diferencial de varredura (DSC), as amostras foram acondicionadas em cadinhos de aluminio
fechados por crimpagem, mantendo-se as mesmas condicdes empregadas nas analises

termogravimétricas.

2.14 Liberacdo Controlada in vitro simulando fluido gastrointestinal

A liberagéo controlada dos bioativos seguiu metodologia de Aditya et al., (2014) com
modificagdes. As condicdes de encapsulamento dos bioativos que apresentaram melhores EE e
LC (ensaio 6 para quercetina e ensaio 5 para vitamina B;) foram utilizados nos ensaios de
liberacdo controlada in vitro simulando fluido gastrico e fluido intestinal.

As dispersdes foram colocadas em ambiente simulando fluido gastrico (FG), acidificado
com HCI até pH 1,2 com pepsina 0,1 % (m/v) e sem pepsina. Esse sistema foi mantido em uma
temperatura de 37 °C por 2 h. Foram retiradas aliquotas a cada 30 min 16.787 g e lidas em
espectrofotbmetro a 373 nm para quercetina e 445 nm para a vitamina B..

Apos 2h esse sistema foi centrifugado a 20133 g por 30 min (Centrifuga 5920R,
Eppendorf, Alemanha). O pellet foi suspendido em solugdo tamp&o fosfato 0,10 mol-L ** pH
7,4, simulando fluido intestinal (FI) com pancreatina 1 % (m/v) e sem a pancreatina. Esse
sistema ficou a 37 °C por 1 h e a cada 30 min foram retiradas aliquotas para leitura no
espectrofotdmetro a 373 nm para quercetina e 445 nm para a vitamina B>. Todos as amostras
foram realizadas em triplicatas e a porcentagem da liberagdo (RC) foi calculada utilizando a
Equacdo xiv.

__ Concentragido no tempo t

RC = (xiv)

Concentracio inicial

2.15 Analises Estatisticas

Os tratamentos estatisticos foram realizados utilizando o teste de Tukey com nivel de

significancia de p < 0,05, a fim de avaliar as diferengas entre as médias dos grupos.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Encapsulamento de quercetina e vitamina B2 na nanoestrutura de WPI

A eficiéncia de encapsulamento (EE) e capacidade de ligacdo (LC) dos compostos
bioativos foram avaliados neste estudo em WPI nativo e nanoestruturado. A EE é uma medida
que indica a quantidade de substancia ativa efetivamente encapsulada dentro das particulas em
relagdo a quantidade total de substancia ativa utilizada no processo. O LC se refere & quantidade
méaxima de substancia ativa que pode ser ligada ou incorporada ao sistema de transporte, como
nanoestruturas por unidade de massa. De acordo com a literatura disponivel, as caracteristicas
estruturais das proteinas do soro do leite permitem que ele tenha um bom desempenho como
sistema de entrega para varios compostos bioativos hidrofilicos e hidrofébicos (Aprodu et al.,
2017; Simdes, Abrunhosa, et al., 2020c; H. Xu et al., 2019; Zagury et al., 2019).

WPI Nativo + Quercetina WPI Nanoestruturado + Quercetina

Ensaio EE (%) LC (%) EE (%) LC (%)
1 97,76 £ 0,867 18,52 + 8,9° 87,59 + 2,89 44,43 +2,03 2
2 99,72 +0,15° 22,17 +£2,34*° 91,92 + 1,49%P 18,34 +0,35°
3 85,18 + 0,18° 14,77 + 4,25 96,79 + 1,04 21,62 + 2,14
4 97,58 £0,26°  26,99+16,88° 93,44 +0,20° 23,31+ 0,02°
5 93,06 + 0,53¢ 33,94 + 6,68° 94,03 +0,94° 54,59 + 6,492
6 89,20 + 0,66° 31,59+7,33"  92,31+0,51%° 16,34 £ 1,27°
7 88,28 +0,91°  2264+744*®  9336+0,84° 11,51 +0,18°

Tabela 16: Eficiéncia de Encapsulagdo (EE %) e Capacidade de Ligagdo (LC %) da quercetina na
nanoestrutura de WPL.

Os indices sobrescritos representam o teste de Tukey com p < 0,05.

Para o sistema WPI nativo + Quercetina, observou-se que o aumento da concentragdo é
inversamente proporcional aos parametros EE e LC, destacando o ensaio 2 como a melhor
condicdo (EE - 97,76 + 0,86%; LC - 22,17 = 2,34%) (Tabela 16). A EE para WPI
nanoestruturado aumentou a medida que a concentracdo do bioativo foi elevada, enquanto o LC
demonstrou caracteristicas semelhantes ao observado para o WPI nativo, onde o aumento da

quantidade de quercetina contribuiu para a reducdo desse parametro. Os resultados indicaram



128

que o ensaio 5 como a melhor condicdo de encapsulamento para WPI nanoestruturado (EE -
94,03 + 0,94%; LC - 54,59 + 6,49%).

O fendmeno da alta EE, que atingiu aproximadamente 99,00%, pode ser atribuido ao
carater hidrofobico da quercetina, que em meio aquoso tende a se ligar as regides hidrofobicas
da proteina, uma vez que a alta EE pode ser explicado pelo aumento de residuos hidrofobicos
na superficie de WPI com o aquecimento, o que forneceu mais sitios de ligacdo para quercetina.

Os resultados corroboram com Y. Hu et al., (2020) e Zhang et al., (2021) que demonstraram
que a formacéo de agregados fibrilares no WPI induzida pelo calor aumenta significativamente
a hidrofobicidade da proteina, facilitando a interacdo com moléculas hidrofdbicas.

A andlise da capacidade de ligacdo (LC) revela que o WPI nanoestruturado demonstra
uma maior afinidade pela quercetina em comparacdo ao WPI nativo. Essa diferenca pode ser
atribuida a maior area superficial da nanoestrutura, que aumenta os sitios de interacdo com a
quercetina, favorecendo a formacdo de complexos mais estaveis. Além disso, 0 processo
nanoestruturacdo pode induzir modificacdes conformacionais na proteina, expondo grupos
funcionais que interagem fortemente com o bioativo (C. Zhang et al., 2021b). Estudos
anteriores corroboram com o0s seguintes resultados. Por exemplo, Wijaya et al., (2019)
desenvolveram nanocomplexos de WPI que melhoraram as propriedades fisico-quimicas e a
estabilidade da quercetina, alcancando uma eficiéncia de encapsulagdo (EE) de 97,4 + 1,3%. Ja
C. Chen et al., (2022) obtiveram uma EE de 94,1%, avaliando o sistema WPI + Quercetina.
D’Onofre Couto et al., (2021) e Bianchi et al., (2023) também apresentaram altas eficiéncias de
encapsulagdo e capacidades de ligacao ao utilizar nanoestruturas de -lactoglobulina (96,50 £
0,08% e 35,90 £ 1,28%, respectivamente) e a-lactoalbumina (98,49 £ 0,28% e 74,33 + 1,22%,
respectivamente), destacando o potencial das proteinas do soro do leite nanoestruturadas para
encapsular flavonoides.

A EE e LC de encapsulagdo de vitamina B2 em relacdo WPI nativo demonstraram um
aumento proporcional a elevacdo da concentracdo do bioativo (Tabela 17). Os ensaios
apresentaram EE superior a 85,00%, indicando a eficacia do processo de encapsulamento em
reter o bioativo dentro das nanocépsulas, destacando o ensaio 7 (EE - 98,07 + 0,014%; LC -

36,38 + 7,62%) como a melhor condicdo de encapsulacao.

WPI Nativo + Vitamina B> WPI Nanoestruturado + Vitamina B>
Ensaio EE (%) LC (%) EE (%) LC (%)
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1 88,49 + 0,352 4,25 + 2,992 95,40 + 2,39 3,76 + 0,743?
2 94,95 + 0,55" 6,05 + 1,75 98,34 +0,32° 4,24 + 0,012
3 96,59 + 0,11° 9,01 + 0,99° 98,60 + 0,06° 9,17 + 1,022P
4 97,36 £0,29%¢  1263+13,16* 98,94 +0,23° 22,29 + 0,05%P¢
5 97,46 £0,149 1540+ 13,24%> 98,95+ 0,21° 41,47 +0,02¢¢
6 97,80 £0,09¢ 19,38 +10,26*° 99,14 +0,28° 59,08 +0,31¢

7 98,07 + 0,0144 36,38 + 7,62° 99,20 + 0,03° 51,11 + 0,049

Tabela 17: Valores de Eficiéncia de Encapsulagdo (EE %) e Capacidade de Ligagdo (LC %) da
vitamina B, na nanoestrutura de WPL.

Os indices sobrescritos representam o teste de Tukey com p < 0,05.

Em relacdo ao WPI nanoestruturado, observou-se que o processo de nanoencapsulacéo
contribuiu para o aumento da EE e LC em comparacdo ao WPI, no qual os resultados
apresentaram EE superior 95,00%. O LC demonstrou uma proporcionalidade entre a quantidade
de vitamina B e essa variavel. Os ensaios 6 e 7 apresentaram 0s melhores valores de LC - 59,08
+ 0,31% e 51,11 + 0,04%, respectivamente, e ndo houve diferencas estatisticas significativas
entre eles. O processo de nanoestruturacdo, induzido pelo aquecimento da solucdo de WPI (50
°C por 10 min), ocasionou altera¢fes conformacionais, expondo residuos de aminoacidos que
interagem fortemente com a vitamina. Essa maior interacdo proteina-vitamina, decorrente da
desnaturacdo parcial da proteina, explica os valores mais elevados de EE e LC observados na
nanoestrutura, em comparacdo a proteina nativa.

A estrutura anfipatica da riboflavina, com um anel isoaloxazina hidrofébico e grupos
polares, permite interacbes com a regido hidrofdbica interna das nanoestruturas de WPI e com
os residuos polares na superficie da proteina. Além disso, a presenga de grupos polares na
riboflavina e nas cadeias laterais dos aminoacidos do WPI favorece a formacéo de ligacdes de
hidrogénio(Cortes Morales et al., 2021). Essas interacdes contribuem significativamente para a
estabilidade do complexo proteina-vitamina, aumentando a retencdo da vitamina na
nanoestrutura, como observados nos resultados obtidos.

Diversos estudos relatam essa alta EE para vitamina B2. Por exemplo, em um estudo
conduzido por Zandi, (2020), que avaliou a EE de diversas vitaminas do complexo B utilizando
o WPI como agente encapsulante e observou-se que a riboflavina apresentou os valores mais
elevados (80,46 + 1,47%). Djoullah & Saurel, (2021) obtiveram EE da riboflavina variando
entre de 74,00% a 84,00% e H. Hu et al., (2015) alcancou valores de 100,00% de EE utilizando

ultrassom de alta intensidade. No entanto, outros autores que utilizaram proteinas do soro do
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leite para encapsular esse bioativo apresentaram valores inferiores a 70,00% de EE e LC.
D’Onofre Couto et al., (2021) obtiveram 36,39 = 6,71 % para EE e 3,46 = 0,08 % para LC para
nanoestrutura B-lg e Bianchi et al., (2023) apresentou EE de 69,31 + 0,68 + 0,28% e LC de
13,08 + 0,17% para nanoestrutura de a-la. Em relacdo ao LC, observou-se um aumento a

medida que a concentracdo de VB> para WPI nativo e nanoestruturado.

3.2 Raio hidrodinamico, indice de polidispersédo (PDI) e Potencial ¢

Para a melhor condigdo de nanoencapsulamento com os bioativos quercetina e vitamina

B., foram determinados o tamanho, PDI e Potencial { (Tabela 18).

Sistema Tamanho (nm) PDI Potencial { (mV)

WPI Nano 74,08+£9,87° 0,65+ 0,20° -19,06 + 2,313°
WPI Nano + Quercetina 127,69 +41,882 0,78 + 0,312 -27,95 £ 1,70?
WPI Nano + Riboflavina 119,19 +7,29% 0,42 +0,02° -16,30 + 3,25°

Tabela 18: Raio hidrodinamico (nm), PDI e potencial { (mV) entre a nano WPI e os encapsulados
quercetina e vitamina B,.
Os indices sobrescritos representam o teste de Tukey com p < 0,05.

Em relacdo ao tamanho e PDI, a quercetina encapsulada em nanoestrutura de WPI e a
nanoestrutura pura apresentaram médias de tamanho estatisticamente semelhantes, dentro da
faixa de tamanho estabelecida para nanomateriais e apresenta um grau significativo de
heterogeneidade na distribuicdo das particulas na amostra (PDI > 0,7). O potencial { ¢ um
parametro importante que caracteriza a estabilidade de dispersdes coloidais. O sistema WPI +
Quercetina apresentou um valor de -27,95 + 1,70 mV. Esse valor, é aproximadamente -30 mV,
considerado indicativo de uma boa estabilidade coloidal das particulas. Dessa forma, sugerindo
que as particulas encapsuladas mantém uma carga elétrica negativa significativa na interface
com o liquido dispersante, o que as impede de se aglomerarem ou precipitarem. Resultados
semelhantes foram observados por Ji et al., (2022), no qual a formag&o de agregados soluveis
do complexo de WPI-Quercetina (Que) por aquecimento a 80°C aumentou o potencial  de -
14,9 para -27,9 mV, tornando-o mais estavel, devido a exposicdo de grupos hidrofobicos
presente no interior da proteina, aumentando afinidade de ligagdo da quercetina ao WPI.

Os resultados obtidos para o complexo WPI — Riboflavina (Rib), o tamanho da particula
n&o alterou significativamente (p > 0,05) em comparagdo com a nanoestrutura pura. Em relacéo
ao PDI observou-se que interagdo entre a riboflavina e WPI contribuiu para reducdo do PDI,
0,42 +0,02, dessa forma obtendo uma amostra mais homogénea. Além disso, a disperséo WPI
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— Rib apresentou uma reducdo do potencial {, —16,30 + 3,25 mV, mantendo a carga superficial
negativa, sendo instavel eletrostaticamente. Essa redugdo pode ser atribuida a vitamina B2 ser
uma molécula anfipatica, tendo menor afinidade com o célice hidrofébico da proteina. Dessa
forma, apresentando uma baixa capacidade de carga, ocasionando a interacdes eletrostaticas e
dissulfeto entre moléculas de proteinas, que buscam estabilidade e reduzem o potencial ¢ do
sistema (D’Onofre Couto et al., 2021a).

3.3 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A caracterizagdo por AFM revelou diferentes morfologias para as nanoestruturas de
WPI (controle) e os complexos WPI-Que e WPI-Rib (Figura 16). Observa-se que o WPI
nanoestruturado (Figura 16a) apresentou particulas esféricas com diametros de ~ 40 nm de
altura, com regides de aglomerados que indicam a formacao de uma rede densa de proteinas. O
perfil de altura mostra uma distribuicéo irregular, o que pode indicar variagdes na agregacao
das proteinas, corroborando com os resultados de PDI obtidos no presente estudo.

Figura 16: Imagens de Microscopia de For¢a Atdmica (AFM: (a) WPI nanoestruturado; (b) WPI-Que
e (c)WPI-Rib com seus respectivos perfis de altura.
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Na Figura 16b, o WPI encapsulando a quercetina apresenta uma morfologia de fibras e
aglomerados mais dispersos em comparacdo com o WPI nanoestruturado antes do
processamento de encapsulamento. A altura maxima observada é em torno de ~ 4 nm, menor
que a nanoestrutura, sugerindo que a interacdo da proteina com a quercetina influencia sua
conformacao, consequentemente causando a disperséo das proteinas. A molécula de quercetina
consiste em dois anéis aromaticos ligados por um anel heterociclico. Espera-se que a quercetina
interaja com WP por meio de interacfes hidrofobicas e eletrostaticas com os aminoacidos do
WPI, induzindo uma reorganizacdo conformacional (Mirpoor et al., 2017; L. Zhang et al.,
2021b). O perfil de altura, com picos dispersos, indica que a quercetina se localiza em sitios
especificos da proteina, contribuindo para uma menor formacao de aglomerado. Esse fenbmeno
pode ser atribuido a hidrélise parcial das proteinas e a subsequente formacéao de peptideos que
se automontaram em estruturas fibrilares (Y. Hu et al., 2020).

O complexo WPI-Rib (Figura 16c), apresentou uma morfologia mais uniforme em
comparagdo com o WPI nanoestruturado. Os agregados de proteinas no complexo apresentaram
uma altura média menor (~25 nm) e uma textura mais homogénea, conforme confirmado pelos
resultados do obtidos de PDI (Y. Hu et al., 2020b). A formacdo dessas estruturas ocorre por
meio da desnaturacdo parcial do WPI e pelas interagdes com a riboflavina. A desnaturacédo
expde grupos hidrofébicos internos da proteina, tornando-a mais suscetivel a agregagéo (L.
Zhang et al., 2021b). O carater anfipatico da riboflavina permite que ela interaja com regides
polares e apolares da proteina por meio de ligacdes de hidrogénio, interagcdes hidrofobicas,
forcas de van der Waals e/ou formacdo de ligagcdes dissulfeto. Esses mecanismos promovem
rearranjos estruturais na proteina, facilitando a formacéo de uma estrutura ordenada e repetitiva,
caracteristica das fibrilas (Assadpour et al., 2016b; Corfield et al., 2020; Y. Guo et al., 2024).
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Esses comportamentos dos dois sistemas séo corroborados pelos resultados obtidos pelo
dicroismo circular e fluorescéncia discutindo nos topicos posteriores. As analises mostraram
que a interacdo entre 0s compostos causou alteragdes nas estruturas secundaria e terciaria das

proteinas, resultando na formacéo de estruturas fibrilares em ambos os complexos.

3.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A analise FTIR foi realizada para investigar a interacdo entre quercetina/riboflavina e
as proteinas do soro do leite (Figura 17). Os espectros FTIR do WPI exibiram grupos funcionais
caracteristicos em nimeros de onda especificos em 1629,78 cm ! (amida I), e 3284,64 cm !
(vN-H) (Y. Meng etal., 2022). A adigéo de quercetina indicou interacdo com o WPI. A reducao
na intensidade da regido de estiramento N-H (3000-3500 cm™) indica a formagao de ligagdes
de hidrogénio entre os grupos hidroxila da quercetina e 0s grupos carbonila e amino das
proteinas. Foi observado um novo pico em torno de 2850 cm ~! (v C-H), sugerindo interagdes
especificas, como o envolvimento de grupos alifaticos na ligacdo com a quercetina (Arczewska
et al.,, 2013). O pico em 1630 cm™ (amida I) apresentou leve deslocamento e redugdo de
intensidade, sugerindo a formacdo de interacdes hidrofdbicas entre o nucleo aromaético da
quercetina e os residuos de aminoacidos apolares da proteina, como fenilalanina, triptofano e
tirosina. Além disso, o surgimento da banda amida Il apés a interacdo com o flavonoide indica
possiveis alteracfes na estrutura secundaria da proteina, como observado nos resultados obtidos
no CD. A banda em torno de 1047 cm™ (v(C=0); v(C=C)) sugere interagdes entre a quercetina
e as proteinas, envolvendo grupos carbonila e duplas ligages no composto flavonoide (Krysa
etal., 2022).

Apos a adicdo da riboflavina, nenhuma alteracdo significativa na localizacdo das bandas
e picos foi observada nos espectros da proteina do soro de leite. Pode ser devido o WPI interagir
com a vitamina B> principalmente por meio de interacbes ndo covalentes (ligacBes de
hidrogeénio, interacfes idnicas e forcas de Van der Waals). Esse comportamento também foi
observado por Y. Guo et al., (2024) no qual avaliou os espectros FTIR da interacdo do WPI
com as vitaminas do complexo B.

Figura 17: Espectros de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) do WPI nanoestruturado,
WPI-Que e WPI-Ri em um comprimento de onda de 700 cm™ a 4000 cm™.
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3.5 Nanoespectroscopia de infravermelho (AFM-IR)

A espectroscopia infravermelha baseada em AFM (AFM-IR) é uma técnica hibrida que
combina a alta resolucdo espacial da microscopia de forca atbmica (AFM) com a capacidade
de andlise quimica da espectroscopia infravermelha (IR). As topografias das amostras WPI
nanoestruturado, WPI-Que e WPI-Rib (Figura 18) apresentam tamanhos superiores aos
observados pelo AFM convencional, conforme discutido no topico 3.3. Essa diferenca é
atribuida aos diferentes parametros operacionais de cada técnica. Como descrito no tdpico 2.3,
a sonda utilizada no AFM convencional possui um raio de ponta de 10 nm, o que favorece uma
maior resolucdo espacial e, consequentemente, a detec¢éo de estruturas menores na superficie
da amostra. Por outro lado, a sonda utilizada no AFM-IR apresenta um raio de ponta de ~ 50
nm, o que pode reduzir a resolugdo topografica em relacdo ao AFM convencional. Além disso,
0 AFM-IR busca correlacionar propriedades quimicas com caracteristicas topogréficas,

resultando em imagens com um menor nivel de detalhamento topografico.
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Figura 18: Imagens de microscopia de for¢a atdmica com espectroscopia de infravermelho (AFM-IR)
(a) WPI nanoestruturado; (b) WPI-Que; (c) WPI - Rib.
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Conforme mostrado na Figura 18a, a analise dos espectros de AFM-IR para o WPI

nanoestruturado na regido entre 1700 e 1500 cm™* revelou a presenga de bandas caracteristicas
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de proteinas na amostra: Amida I (vC = O, vC-N) em 1640 cm ! e Amida Il em 1550 cm ! (8N-
H, vC-N), associada a ligagdes peptidicas (CO—NH). Este padrdo espectral corresponde aos
resultados publicados por (M. S. Martins et al., 2022). Na regido de 1100-1150 cm™* foi
relacionado a uma combinacdo de vibracdes de flexdo no plano de NH e vibracdes de
estiramento de CN (amida I11) (Kamali et al., 2022). A intensidade relativa dessas bandas pode
fornecer informacges sobre a composi¢do de amino&cidos da proteina, conforme demonstrado
por X. Wang et al., (2018). Devido a menor intensidade, as bandas de Amida Il e Il ndo séo
observadas nos espectros FTIR.

Os espectros IR observados apds a adi¢do de quercetina (Figura 18b) foram semelhantes
aos observados pelo FTIR, com picos em 1630 cm™ (amida I), 1540-1550 cm™ (amida Il) e
1047 cm™ (v(C=0); v(C=C)). Além disso, o espectro de AFM-IR revelou um pico em torno de
1400 cm™, o qual foi associado ao encapsulamento da quercetina, identificado pela presenca de
um pico caracteristico da quercetina, relacionado a curvatura fenélica —OH em 1313 cm™ (X.
Wang et al., 2021). Assim como observado no FT-IR, o complexo WPI-Rib (Figura 18c)
apresenta espectros semelhantes ao WPI nanoestruturado, exibindo bandas caracteristicas de
Amida I (vC=0, vC-N), Amida II (8N-H, vC-N) e Amida Ill. No entanto, observa-se o
surgimento de um novo pico em 1230 cm™, atribuido a vibragao de flexdo 6(C-O), associada

ao anel isoaloxazinico presente na riboflavina (Gharagozlou & Naghibi, 2016).

O AFM-IR demonstrou alta sensibilidade na deteccao de grupos funcionais especificos
nas amostras analisadas. E interessante notar que os espectros de FT-IR n&o exibem pixels com
as bandas de Amida I (1550 cm™), Amida III (1100-1150 cm™) para o WPI nanoestruturado
e 0 complexo WPI-Rib, e (vC=0; vC=C) - 1047 cm! para o sistema WPI-Que, como observado
no AFM-IR. Essa disparidade nos espectros de IR obtidos por ambas as técnicas pode ser
atribuida as diferencas nas resolucdes laterais alcancadas por cada método. Embora AFM-IR e
FT-IR fornegam resultados semelhantes para amostras homogéneas em escala macroscopica,
os sinais locais de amostras heterogéneas capturados por ambas as técnicas indicam diferengas

significativas.

3.6 Dicroismo Circular

CD é uma técnica sensivel para monitorar as mudancas de conformacgdo em proteinas
mediante uma interagdo com um ligante (H. Zhang et al., 2014). Conforme mostrado na Figura
19, as intensidades decrescentes dos picos negativo indicou que a Que alterou a estrutura

secundaria da nano WPI. Os dados da Tabela 19 corroboram essa observacéo, revelando uma


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/carboxamide
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/peptide-bond

137

redugdo na proporgédo de a-hélice e folha p e um aumento substancial na bobina aleatéria. Essa
transicao estrutural sugere que a ligacdo de Que ao WPI promoveu a desnaturagdo da proteina,
interrompendo a conformacao e a rede de ligacdes de hidrogénio do WPI, o que pode ser devido
a ligacdo de grupos amino ou sulfidrila livres ao Que no sistema de reacdo para alterar o WPI
de ordem para desordem (Huang et al., 2024). Esses resultados estdo de acordo com estudos
anteriores que demonstraram que a adi¢do do flavonoide provocou desnaturacdo da estrutura
secundaria de diferentes proteinas (Allahdad et al., 2019; T. Li et al., 2018a; Ye et al., 2021)

O espectro do WPI nanoestruturado mostrou um pico negativo amplo entre 205 e 235
nm, gque se manteve invaridvel durante a irradiacdo. No entanto, a elipticidade do pico na
presenca da riboflavina diminuiu gradualmente durante a irradiagdo. A diminuicdo da
elipticidade negativa e da intensidade espectral em 222 nm é indicativa de uma perda na hélice
a. Além disso, esse complexo apresentou espectro minimo em torno de 203 nm, evidenciando
um aumento na bobina aleatéria. Essa tendéncia pode ser interpretada como uma consequéncia
dainteracdo com a riboflavina, proporcionando a desnaturagéo parcial da nanoestrutura de WPI.
Vale a pena notar que vitamina B> também exibiu efeitos semelhantes na desnaturacdo das
estruturas de B-Lg (D’Onofre Couto et al., 2021a). Além disso, esses efeitos também foram
registrados nas estruturas de WPI apds a ligacdo com diferentes ligantes (Allahdad et al., 2019;
Berino et al., 2019; X. Wang et al., 2024; C. Zhang et al., 2021b). Esses resultados de CD
indicam que a fotodecomposicdo da riboflavina e da quercetina causaram o desdobramento
parcial do WPI.

Figura 19: Espectros de Dicroismo Circular para o WPI nanoestruturado, WPI-Que e WPI - Rib na

faixa de comprimento de onda de 190 a 260 nm.



138

60000
40000 ~ — Nanoestrutura de WPI
— — Quercetina encapsulado em nano WPI
""(_3 20000 —— Vitamina B, encapsulada em nano WPI
E
s
NE 0 ]
(]
(o)
[<B]
S -20000
L
o
= -40000
-60000 -
80000 \r—m—spr—-rbion—— —
200 210 220 230 240 250
Comprimento de onda (nm)
Sistema Alfa- Folha  Turns Estrutura
hélice (%) Beta (%) (%) desordenada (%)
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WPI1-Que 17,9 4,9 5,3 71,9
WPI-Rib 25,4 18,4 0,0 56,2

Tabela 19: Valores médios da deconvolugdo dos dados de elipticidade molar residual dos
sistemas com WPI nanoestruturado, WPI-Que e WPI - Rib.

3.7 Investigacdes espectroscopicas de fluorescéncia
3.7.1 Mecanismos de extin¢do de fluorescéncia da interacdo entre 0s compostos

bioativos e proteina de soro de leite
A extincdo de fluorescéncia pode ser classificada em dois tipos: extin¢do estatica e
extin¢do dindmica (Rabbani et al., 2012). A extingéo estatica ocorre quando o fluoroforo (como
uma proteina) forma um complexo estdvel com o extintor (como um ligante). Ja a extingao
dindmica, o estado excitado do fluor6foro € neutralizado por colisdo com a molécula extintora
(Deiana et al., 2017). Uma forma de distinguir esses dois mecanismos é por meio da anélise da

constante de extingdo (Ksv ) e da constante de taxa de extingéo (Kg). Se houver uma redugéo

no valor de Ksy com o aumento da temperatura, 0 processo € caracterizado como extingéo
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estatica. Além disso, valores de Kq superiores a 2,0 x 10'® L/(mol-s) indicam extingéo estatica;

valores abaixo desse limite sugerem extin¢do dindmica (Song et al., 2023).

Os graficos de Stern-Volmer para diferentes temperaturas (298, 323 e 348 K) sdo

apresentados na Figura 20. O grau do processo de extingdo pode ser avaliado a partir dos valores

de Ksy, calculados com base na equacéo de Stern-Volmer, que estdo listados na Tabela 20. Para

o sistema WPI-Que, os valores de Ksy diminuiram com o aumento da temperatura, sendo
450,73 L-mol?, 446,09 L-mol? e 439,62 L-mol! para 298,15, 323,15 e 348,15 K,
respectivamente, sugere que o complexo de interacdo formado era menos estavel em
temperaturas mais altas. Os valores de Kq variaram de 4,51 x 10'° a 4,46 x 10*° L-mol*-s™,
superiores ao limite de 2,0 x 10 L-mol*-s. O sistema WPI-Rib, indicou comportamento
semelhante, Kq superiores ao limite de 2,0 x 10 L-mol™*-s e uma redugéo nos valores de Ksy
com o aumento da temperatura, indicando que a quercetina e a riboflavina poderia induzir

extincao estatica do WPI.

Figura 20: Curvas de Stern-Volmer dos complexos (a) WPI-Que; (b) WPI-Ri em diferentes
temperaturas.
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T (K) Ksv(L/mol) Kq(L/(mol-s) K a (10°L/mol) N AH (KJ/mol) AG (KJ/mol) AS (J/(mol-K))
298,15 450,73 4,51-10%° 261,18 0,8747

WPI-Que
323,15 446,09 4,39-10%° 108,9431 0,5916

32,62 -13,59 155,69

348,15 439,62 4,46-10%0 45,5917 0,7238

WPI-Rib 298,15 859,73 5,87-10% 115,53 1,325
323,15 587,06 4,07-10%° 48,5959 1,0749 -2,33 -11,77 - 51,96
348,15 407,71 8,59-10%° 40,2717 0,7823

Tabela 20: Coeficientes das equagdes lineares de Stern-Volmer e parametros termodindmicos em sistemas de WPI-Que e WPI-Rib.
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A anélise da constante de ligacéo (Ka) é fundamental para compreender a afinidade entre
um ligante e seu receptor (L. Zhong et al., 2022). Valores de Ka na faixa de 10¢ a 10*° L/mol
indicam uma forte afinidade de ligacéo entre o ligante e o receptor (J. Zhu et al., 2017). Os graficos
de logaritmo duplo (Figura 18) foram utilizados para calcular Ka e o nimero de locais de ligagédo
(n), evidenciando as interagOes entre os bioativos e a nanoestrutura de WPI sob diferentes
temperaturas.

Para o complexo WPI-Que, a constante de ligagdo (Ka) indica uma afinidade moderada a
alta, dependendo da temperatura, enquanto o numero de sitios de ligacdo (n) sugere a presenca de
menos de um sitio de ligacdo completo, o que pode indicar intera¢cdes mais especificas ou limitadas
entre o ligante e a proteina. A medida que a temperatura aumenta, observa-se uma diminuicao na
afinidade de ligacdo e na estabilidade do complexo, 0 que € consistente com a desestruturacdo
térmica da proteina ou a reducéo de interacdes intermoleculares.

Para o sistema WPI-Rib, os valores de n sugerem inicialmente a presenca de mais de um
sitio de ligagdo, mas ha uma reducdo com o aumento da temperatura. Isso indica que, em condicbes
mais elevadas, a interacdo entre o ligante e a proteina torna-se menos estavel e menos eficiente,
possivelmente devido a alteragdes conformacionais da proteina. Os valores de K4 (1,15x107 L/mol
-298,15 K), indicando uma afinidade mais moderada. No entanto, ha uma redugcdo com o aumento
da temperatura, reforcando a hipotese de que 0os complexos se tornam menos estaveis em condi¢des
térmicas elevadas.

Outros estudos relevaram que as proteinas do soro do leite, apresentam afinidade com
diferentes ligantes por meio de extincdo estatica. Por exemplo, a albumina sérica bovina, demostrou
essas caracteristicas com diferente fitoesterois (Sobhy et al., 2020), &cido ascorbico (Song et al.,
2023), &cido Urico (Makarska-Bialokoz & Lipke, 2019), cefonicida sodica (Duan et al., 2017) e
nanoprisma de prata (X. Xu et al., 2017). A B-lg apresentou intera¢cdes com curcumina (R. Zhao et
al., 2023), vitamina Bi> (Swain et al., 2020), amoxicilina (Habibian-Dehkordi et al., 2022),
rifampicina (Sharma et al., 2024) e diferentes flavonoides (T. Li et al., 2018b). Enquanto a o-la
interagiu com cinamaldeido (Asghari et al., 2017), tioflavina (Dasgupta & Kishore, 2017) e
capsaicina (Romano et al., 2021). Dessa forma, esses resultados sugerem que as proteinas do soro
de leite, apresentam uma capacidade de formacdo de complexos resultados com uma ampla

variedade de bioativos, 0 que pode ser explorado em aplicag¢fes alimenticias e farmacéuticas.

3.5.2 Par&metros termodinamicos de interagdo entre os bioativos e proteina de soro de leite
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O modo de ligacéo entre os bioativos e a nanoestrutura de WPI foi analisado com maior
detalhe por meio de parametros termodindmicos. As quatro principais forcas ndo covalentes
envolvidas na interacdo entre o ligante e a macromolécula incluem: ligacbes de hidrogénio,
interacdes hidrofobicas, forcas eletrostaticas e forcas de Van der Waals (Bijari et al., 2017). De
acordo com Ross, quando AH > 0 e AS > 0, os efeitos hidrofébicos predominam; quando AH <0 e
AS <0, as for¢as de van der Waals e as liga¢des de hidrogénio sdo significativas; e quando AH <0
e AS > 0, a interagdo eletrostatica ¢ predominante (Ross & Subramanian, 1981). Os valores
calculados de AG, AH e AS (Tabela 20) indicaram que, no complexo WPI-Que, os efeitos
hidrofébicos sdo a principal forca de interacdo entre os compostos. Essas interacfes ocorrem,
principalmente, entre os grupos OH e 0s anéis aromaticos da quercetina e 0s grupos presentes nos
sitios de ligacdo do WPI (Gholami & Bordbar, 2014). Alem disso, alteracdes observadas nos
espectros de infravermelho (IR) nas bandas associadas as interacdes hidrofobicas corroboram essa
hip6tese. Por outro lado, para sistemas contendo proteinas do soro de leite e riboflavina, as forcas
motrizes predominantes foram as liga¢des de hidrogénio e as forgas de van der Waals (AH <0 e
AS < 0). Esse fendmeno pode ser atribuido as interagdes entre os grupos hidroxila das moléculas
de vitamina B> e os sitios de ligacdo das proteinas do soro de leite (Y. Guo et al., 2024). Os valores
negativos de AG calculados para os complexos WPI-Que e WPI-Rib indicaram que 0s processos

de interagdo ocorrem de maneira espontanea.

3.8 Andlise térmica dos compostos bioativos encapsulados

O segundo evento térmico ocorre em ~83,82°C (Tpico), COM uma variacao de entalpia AH
=-28,49 J-g1, de carater exotérmico. Este evento estar associado & agregacdo das proteinas, que é
um processo caracteristico ap0s a desnaturacao inicial. Nesse estagio, ocorre a formacao de novas
interacdes intermoleculares, como pontes de hidrogénio ou ligagdes hidrofdbicas entre as proteinas
desnaturadas.

A quercetina € uma molécula di-hidratada e na sua curva DSC apresentou um amplo pico
endotérmico (Tpico=126, 76°C; AH = 2080 J-g) & medida que se torna anidra (Patel et al., 2012).
Enquanto no sistema WPI-Que (Figura 21b) foi observado trés eventos térmicos, semelhante ao
observado para nanoestrutura de WPI avaliado no capitulo dessa dissertacdo. (i) representa a
temperatura de desnaturacdo das proteinas de baixa massa molecular, semelhante ao evento
observado anteriormente na curva DSC da Figura 7; (ii) evento exotérmico relacionado a
agregacdo das proteinas que ocorre em 83,14°C (Tpico) € AH = - 16,06 J-g™. Nesse estagio, ocorre

a formacgdo de novas interagdes intermoleculares, como pontes de hidrogénio ou ligacoes
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hidrofébicas entre as proteinas desnaturadas e os compostos bioativos; (iii) o terceiro estagio
corresponde a evaporagdo da dgua que acontece em torno de 109,57 °C (Tpico) € AH = 286,72 J-g
Y(Q. Liu et al., 2025). Em comparacdo a nanoestrutura pura, foi observado que a quercetina
aumentou a estabilidade térmica para o sistema WPI-Que, uma vez que foi necessario o sistema
fornecer uma quantidade maior de calor para causar alteragdo conformacional da estrutura terciaria
da proteina. Outros estudos que utilizam proteinas do soro do leite para encapsulacdo de
quercetina, corroboram essa hipotese, no qual essas a interacdo proteina-flavonoide aumenta a
estabilidade do sistema (de Oliveira Bianchi et al., 2024b; Q. Liu et al., 2025).

Figura 21:Curva da analise termogravimétrica (TGA) e da calorimetria diferencial de varredura (DSC);
quercetina (a) e nano WPI - Que (b).
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A curva TGA para riboflavina pura (Figuras 22a) ocorreu em uma Unica etapa de 25 a
77,82 °C, com a amostra toda decomposta. Em relacéo ao sistema WPI-Rib, a curva apresentou
comportamento semelhante, ocorrendo em uma Unica etapa, no entanto, a decomposicédo
completa da massa ocorreu em um intervalo de temperatura maior (25 - 127,87 °C), indicando
melhoria na estabilidade térmica da vitamina.

A riboflavina pura apresentou dois eventos térmicos (Figura 22b), o primeiro em ~73,00
°C, referente a dissolucdo da vitamina B2. O segundo esta relacionado com a evaporacao e
fusdo da riboflavina, onde temperatura de pico foi 113,87 °C e AH = 763,75 J-g’1. Noreen et al.,
(2024), observaram esse evento termico em aproximadamente 280 °C, o que se deve ao fato de
a riboflavina estar em estado solido, conforme descrito pelo autor. Em relacéo ao sistema WPI-
Rib, foi possivel observar que a interacdo entre esses dois compostos resultou em uma
estabilidade térmica, como observado na curva DSC (Figura 22b). A curva DSC do sistema
apresentou um anico evento endotérmico em temperatura 170,29 °C (Tpico) € AH = 1,15-10
kJ-kg!; sendo necessario uma alta quantidade de energia para alterar a conformagcéo estrutural
do sistema, indicando que a interagdo entre os dois compostos melhorou a estabilidade térmica

do bioativo.



Figura 22: Curva da analise termogravimétrica (TGA) e da calorimetria diferencial de varredura (DSC);

Riboflavina (a) e nano WPI - Rib (b).
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3.9 Liberagéo Controlada in vitro simulando fluido gastrointestinal

A degradacdo induzida por pH/enzimatica atua como um dos principais obstaculo
bioquimico para a biodisponibilidade de bioativos administrados por via oral, o que pode
ocorrer no meio gastrico e/ou intestinal. Essas condi¢des resultam em perdas significativas, de
aproximadamente 94-98% dos bioativos ingeridos, devido a processos como hidrolise,
desaminacdo e oxidacdo (Falsafi et al., 2022b; Y. Zhong et al., 2021).

A Dbiodisponibilidade da quercetina é relativamente baixa, resultado de sua baixa
solubilidade em agua, instabilidade quimica durante a digestéo gastrointestinal e baixa absor¢ao
intestinal(Kandemir et al., 2022b; W. Wang et al., 2016). O perfil de liberacdo da quercetina
em nanoestrutura de WPI foi monitorado sob condigdes gastrointestinais in vitro (Figura 24).
A quercetina encapsulada foi liberada lentamente durante os 120 min em SG (pH = 1,22), em
uma ordem de Que SGP > Que SG > Que-Nano SGP > Que-Nano SG. Apos o S, a liberacéo
dos sistema com o flavonoide Que SIP, Que SlI, Que-Nano SIP e Que-Nano SG atingiu 13,94,8
+1,89%, 11,74 £ 2,54%, 6,58 + 2,19% e 3,67 + 2,41%, respectivamente.

Os resultados sugerem que a estrutura hidrofilica do WPI nativo tem uma menor
afinidade com a quercetina, uma molécula hidrofobica. No ambiente géstrico, a hidrdlise parcial

do WPI pela acdo do &cido gastrico desnatura a proteina, liberando a quercetina gradualmente
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ao longo dos ensaios. O WPI nanoestruturado apresentou uma menor liberacgdo, indicando que
a nanoestrutura apresentou uma eficiéncia melhor capaz de conferir uma protegdo maior a
quercetina devido a alteracdo na conformacéo da proteina apds o tratamento térmico, expondo
grupos hidrofobicos presente no interior da proteina nativa, como observado nos resultados de
CD.

A adicdo das enzimas pepsina e pancreatina apresentaram um perfil de liberagdo maior,
indicando que essas enzimas causariam a hidrolise da proteina, o que poderia destruir a estrutura
dos NPs reticulados (Y. Hu et al., 2019b). Potencialmente, como uma proteina globular, os
amino&cidos hidrofébicos de WPI estavam escondidos dentro de seu ndcleo hidrofobico. A
pepsina tende a quebrar as ligacdes peptidicas relacionadas aos residuos de aminoacidos
hidrofébicos (como Trp, Tyr e Phe) em proteinas durante o processo de protedlise,
interrompendo ainda mais a estrutura da proteina. Além disso, foi observado que o pH do meio
influéncia a taxa de liberacéo da molécula bioativo, observando uma maior liberagao no sistema
Sl com e sem enzima. Isso ocorre devido a quercetina ser muito instavel em pH > 7 e
completamente degradada ap6s 3 h em pH 8 ( Buchner, Krumbein, Rohn, & Kroh, 2006 ). Em
resumo, o encapsulamento de WPI nanoestruturado pode evitar a liberacdo da quercetina no
sistema gastrointestinal e uma porcentagem maior do flavonoide foi liberada em SIF, o que
beneficiou a melhoria de sua biodisponibilidade.

Figura 23: Dados da liberagdo controlada in vitro de quercetina encapsulada em WPI nativo (a) e
WPI nanoestruturado (b) simulando fluido gastrico sem e com pepsina, SG e SGP respectivamente
e fluido intestinal sem e com pancreatina, SI e SIP.
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Foram realizados estudos de liberagcdo in vitro de RI carreada com WPI nativo e
nanoestruturado sob condi¢des SG e SI, imitando o trato Gl, e os resultados sdo mostrados
na Figura 24. Além dessas condi¢6es simuladas do trato Gl, a liberacdo de RI sem as enzimas
pepsinas e pancreatinas também foram realizadas para fins de comparacdo. Como visto na Fig.
9, ap6s os 120 minutos (pH = 1,22), a taxa de liberacdo apresentou a seguinte ordem de RB SG
> RB-nano SGP > RB SG > RB-Nano SGP. Em pH 7 (condicdes intestinais), observou-se uma
liberacdo maxima de 3,28 + 1,22% para Sl e de 8,62 = 0,97% para SIP utilizando WPI nativo,
enquanto os sistemas contendo WPI nano apresentaram liberacdo de 2,79 + 0,81% para Sl e
1,74 £ 0,48% para SIP, indicando uma liberagdo menor em comparagdo com 0s sistemas em
meios &cidos.

Isso ocorre, devido a acidificacdo da dispersao proteica causar a hidrélise do WPI o que
expde sitios de ligacdo hidrofobicos (Nor Afizah & Rizvi, 2014); por ser uma molécula hidrofilica
essa alteracdo conformacional da proteina liberou uma maior quantidade de bioativo, ou seja, a
energia da ligag&o ndo foi suficiente para manter a vitamina B> ligada a nano WPI. Além disso,
foi observado que a adi¢do das enzimas pepsina e pancreatina contribuiram para reducéo da
liberacdo nos dois sistemas. Possivelmente, a presenca da enzima provocou a hidrolise parcial
da proteina expondo mais sitios de ligacdo hidrofilicas, assim a vitamina B> permaneceu ligada
a molécula proteica, desfavorecendo a sua liberacdo. No entanto, foi possivel observar que o0s
quatros sistemas apresentaram um efeito eficaz para entrega do composto bioativo, liberando-
o de forma controlado no sistema GI. Caracteristicas similares foram observadas por Boughriba
et al., (2021), os autores utilizaram hidrogéis compostos base de gelatina e obtiveram uma
liberacdo de RB, durante as primeiras 48 horas. Esses resultados confirmam que as
nanoestruturas de WPI podem atuar como transportadores protetores contra condi¢des no trato
Gl, o que permitirdA aumentar a biodisponibilidade da riboflavina e quercetina, assim,

melhorando sua absor¢do no intestino delgado para ter o efeito desejado.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493121004100?casa_token=NOgNbW-g9b0AAAAA:cz74Wv4GsnCAPcM3-bD-4HqOFdt8i16J3snxhVR3mezi5Xmq-WkvZ-jhJoHd1QvkTUVFvw8L8Oc#f0045
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Figura 24: Dados da liberagdo controlada in vitro de vitamina B encapsulada em WPI nativo
(a) e WPI nanoestruturado (b) simulando fluido gastrico sem e com pepsina, SG e SGP
respectivamente e fluido intestinal sem e com pancreatina, SI e SIP.
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4. Conclusao

O presente estudo demonstrou o potencial dos nanocarreadores de WPI para a
encapsulacdo dos compostos bioativos quercetina e vitamina B2, apresentando melhorias na
estabilidade térmica, coloidal e na biodisponibilidade desses compostos. A aplicacdo de
técnicas espectroscopica como FTIR, AFM-IR, dicroismo circular e espectroscopia de
fluorescéncia, permitiu compreender os mecanismos de interagdo entre o WPI e os bioativos,
evidenciando a formacdo de complexos estaveis por meio de interac6es hidrofébicas, ligacdes
de hidrogénio e forcas de Van der Waals.

Os resultados indicaram que a nanoestruturagdo do WPI foi eficaz em proteger 0s
compostos bioativos contra condi¢Bes adversas, como pH acido e temperatura, conforme
observado nos ensaios de liberagcdo controlada que simularam o trato gastrointestinal e nas
andlises térmicas. Além disso, a modificacdo estrutural das proteinas do soro de leite contribuiu
para 0 aumento da eficiéncia de encapsulamento e da capacidade de ligacdo. Dessa forma, a

seguinte pesquisa apresenta o potencial das proteinas do soro de leite como biopolimeros
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promissores para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada em alimentos

funcionais e nutracéuticos.
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