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Resumo 

As proteínas do soro de leite (Whey Protein) são amplamente reconhecidas pelo seu elevado 

valor nutricional e valiosas propriedades funcionais, sendo obtidas como subproduto do 

processo de fabricação de queijo. Este estudo investigou o desenvolvimento de nanoestruturas 

de Whey Protein Isolate (WPI) para aplicações funcionais e nutracêuticas, 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 

termostático, na presença de íons salinos, e apresentaram dimensões médias de 78,21 ± 22,04 

nm, mantendo estabilidade coloidal por até 75 dias de armazenamento. O tratamento térmico 

promoveu alterações nas estruturas secundárias das proteínas, como redução de α-hélices e 

folhas β, com aumento de estruturas desordenadas, o que resultou em melhorias nas 

propriedades funcionais, como maior capacidade de formação e estabilidade de espuma, além 

de maior eficiência na estabilização de emulsões em comparação à proteína nativa. Além disso, 

as nanoestruturas de WPI demonstraram potencial como nanocarreadores de compostos 

bioativos, incluindo quercetina e vitamina B2, que possuem propriedades antioxidantes e 

terapêuticas, no entanto apresentam instabilidade sob condições adversas de calor, luz, oxigênio 

e pH. A eficiência de encapsulamento (EE) atingiu até 94,03% para quercetina e 99,14% para 

vitamina B2, com aumento significativo da estabilidade térmica e coloidal. Análises de 

microscopia de Força Atômica (AFM) evidenciaram a formação de estruturas fibrilares após a 

incorporação dos bioativos, enquanto o dicroísmo circular e espectros FTIR demonstraram 

alterações na estrutura secundária da proteína. As interações entre quercetina e WPI ocorreram 

predominantemente por forças hidrofóbicas, enquanto para a vitamina B2 predominaram 

ligações de hidrogênio e forças de Van der Waals. Estudos de fluorescência indicaram um 

mecanismo de extinção estática para ambos os compostos (Kq > 2,0 × 10¹⁰ L/(mol·s)). A 

liberação controlada in vitro, simulando o trato gastrointestinal, indicou menor liberação dos 

bioativos encapsulados, evidenciando proteção aprimorada contra condições adversas. Apesar 

de as concentrações testadas não apresentarem atividade antimicrobiana, os resultados 

destacam o potencial das nanoestruturas de WPI como sistemas eficazes para entrega de 

compostos bioativos, com aplicações promissoras em alimentos funcionais e nutracêuticos. 

Além disso, a metodologia utilizada demonstrou simplicidade e eficiência, utilizando menor 

quantidade de reagentes e reforçando sua viabilidade para aplicação industrial. 

Palavras chave: Sistema de entrega; Liberação controlada, Melhoria na estabilidade; 

Nanoencapsulação. 
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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 α-helices and β-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 B2, 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 B2, hydrogen bonds and Van der Waals forces predominated. Fluorescence studies 

indicated a static quenching mechanism for both compounds (Kq > 2.0 × 10¹⁰ 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. Introdução 

Nos últimos anos, há uma crescente busca por alimentos nutracêuticos, que se destacam 

por seus efeitos terapêuticos seguros e benefícios nutricionais, desempenhando um papel 

essencial na prevenção de doenças (Aguilar-Pérez et al., 2023). Um dos maiores desafios para 

o desenvolvimento desses alimentos é a incorporação de compostos bioativos, que são instáveis 

sob condições adversas como umidade, temperatura, pH e luz durante o processamento 

industrial e a digestão gastrointestinal, resultando em perda de atividade biológica e eficácia 

limitada (Zabot et al., 2022). Como solução, a utilização de nanoestruturas como materiais 

encapsulantes tem sido proposta para proteger esses compostos. 

Nanocarreadores são amplamente empregados na indústria alimentícia por sua 

capacidade de melhorar diversas propriedades dos sistemas alimentares, como sabor, 

consistência, textura, aumento da vida útil e biodisponibilidade de nutrientes (Assadpour & 

Mahdi Jafari, 2019). Esses nanoveículos são promissores para proteger e melhorar a 

estabilidade de compostos bioativos sob diferentes condições de processamento, devido às suas 

características únicas e à capacidade de proporcionar uma entrega precisa e eficiente no sistema 

gastrointestinal (SGI) (Pateiro et al., 2021). Na indústria alimentícia, os nanomateriais são 

utilizados em formulações de suplementos, enzimas, aromatizantes, novos materiais de contato 

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

As proteínas do soro de leite, como β-lactoglobulina (β-LG), α-lactalbumina (α-LA), 

albumina sérica bovina (BSA), imunoglobulinas (IGs) e lactoferrina (LF), possuem alto valor 

biológico e são ricas em aminoácidos essenciais, sendo geralmente reconhecidas como 

ingredientes seguros (GRAS) (L. Chen & Subirade, 2005; McSweeney et al., 2020). Além de 

suas propriedades nutricionais, essas proteínas apresentam características tecnofuncionais úteis, 

como solubilidade, emulsificação, gelificação e formação de espuma (Smithers, 2008, 2015). 

Devido às suas características estruturais, elas podem se ligar a diversas moléculas, tornando-

se veículos naturais para a entrega de compostos bioativos, o que levou a intensos esforços de 

pesquisa e desenvolvimento em novas aplicações alimentícias e farmacêuticas (Shakoury et al., 

2022; Solghi et al., 2020; C. Zhang et al., 2021). 

A quercetina e a vitamina B2 (riboflavina) são compostos bioativos que desempenham 

diversas atividades biológicas e funcionais no organismo humano, como atividades 

antioxidantes, anti-inflamatórias, antidiabéticas, anticancerígenas, antivirais e antitumorais 
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(Tran et al., 2020). A quercetina, um flavonoide presente em frutas, vegetais e chás, é conhecida 

por neutralizar radicais livres e reduzir processos inflamatórios, além de proteger contra 

doenças cardiovasculares e neurodegenerativas (Bhat & Bhat, 2021). Suas propriedades 

anticancerígenas foram demonstradas por Hashemzaei et al. (2017), juntamente com suas 

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

A riboflavina é uma vitamina hidrossolúvel encontrada em alimentos como leite, 

vísceras, ovos, peixe, nozes, frutas, vegetais de folhas verde-escuras, fermento, cerveja, queijo 

e produtos dietéticos (Chu et al., 2022). A ingestão suficiente de vitamina B2 tem potencial 

protetor em condições médicas como sepse e isquemia, além de reduzir o risco de certos tipos 

de câncer devido a suas propriedades antioxidantes, antienvelhecimento, anti-inflamatórias, 

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

Vale destacar que compostos bioativos podem apresentar instabilidade durante o 

processamento industrial e a absorção no sistema gastrointestinal, o que pode comprometer sua 

eficácia (Bao et al., 2019). A degradação desses bioativos pode ocorrer devido a variações de 

temperatura, luz e oxigênio, 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 absorção insuficiente (Grgić et al., 2020). A 

nanoencapsulação 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 aplicações alimentícias (Öztürk, 2017). O objetivo deste estudo foi 

desenvolver nanocarreadores baseados na proteína do soro de leite isolado para a incorporação 

dos compostos bioativos quercetina e vitamina B2. Essa abordagem visa melhorar a 

estabilidade, biodisponibilidade e funcionalidade desses compostos, ampliando suas aplicações 

em alimentos funcionais e nutracêuticos. 

2. Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Desenvolver nanocarreadores baseados na proteína do soro de leite isolado de leite para 

a incorporação dos compostos bioativos quercetina e vitamina B2, com a finalidade de melhorar 

a estabilidade, biodisponibilidade e funcionalidade desses compostos para aplicações em 

alimentos funcionais e nutracêuticos. 
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2.2 Objetivos específicos  

✓ Realizar uma análise bibliométrica sobre proteínas como nanocarreadores de 

bioativos; 

✓ Realizar uma revisão bibliográfica sobre as propriedades das proteínas do soro do leite 

como sistema de entrega de moléculas bioativas; 

✓ Avaliar as alterações nas estruturas secundárias e terciárias das proteínas após o 

processo de nanoestruturação; 

✓ Avaliar as propriedades tecno-funcionais; 

✓ Avaliar a eficiência de encapsulamento (EE) e capacidade de ligação (LC) dos 

compostos bioativos nas nanoestruturas de soro de leite; 

✓ Analisar as propriedades térmicas das nanoestruturas; 

✓ Avaliar as propriedades estruturais, químicas e funcionais das moléculas bioativas 

encapsuladas; 

✓ Analisar a liberação controlada dos bioativos encapsulados, em condições simuladas 

de fluido gastrointestinal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

Capítulo 1 - Nanoencapsulação à base de proteínas como carreadores de compostos bioativos 

eficazes: Uma análise bibliométrica 

Resumo 

Este estudo realizou uma análise bibliométrica da produção científica sobre a aplicação de 

proteínas no desenvolvimento de alimentos nutracêuticos, liberação controlada de bioativos e 

produtos farmacêuticos utilizando o método de nanoencapsulação. Artigos científicos e 

patentes foram pesquisados nas bases de dados da Web of Science. Variáveis quantitativas e 

qualitativas foram coletadas, incluindo o número de publicações e citações, índice H, relatórios 

de citação de periódicos e coocorrência de palavras-chave. Foram encontrados um total de 

4.380 artigos, sendo 3.153 artigos de pesquisa e 1.227 artigos de revisão, com uma tendência 

geral de crescimento nas publicações. A China foi responsável pela maioria dos artigos, seguida 

pelos Estados Unidos e pela Índia. Além disso, os Estados Unidos apresentaram o maior número 

de citações totais e o maior índice H. Food Hydrocolloids foi o periódico que mais publicou 

manuscritos (250 publicações) e gerou o maior número de citações (9.509 citações), seguido 

por Food Chemistry (202 publicações) e Trends in Food Science & Technology (136 

publicações). A Universidade de Massachusetts Amherst (82 publicações, 2.986 citações) e o 

Dr. David Julian McClements (52 publicações, 2.354 citações) foram a instituição e o autor 

mais produtivos e impactantes, respectivamente. Por meio da análise de agrupamento de 

coocorrência, foi possível identificar as palavras-chave mais frequentes, como 

"nanoencapsulation", "bioavailability" e "drug delivery". A análise de patentes revelou 607 

registros, destacando o potencial industrial das proteínas no desenvolvimento de alimentos 

nutracêuticos e produtos farmacêuticos. Assim, este estudo demonstrou o crescente interesse 

científico no uso de proteínas para encapsulação de bioativos, com um aumento consistente nas 

publicações e citações ao longo dos anos. Esses resultados indicam o avanço das pesquisas 

nessa área e suas aplicações promissoras nas indústrias alimentícia e farmacêutica. 

Palavras-chave: Alimentos nutracêuticos; Sistemas de entrega; Proteínas; Nanoencapsulação. 

 

 

Resumo gráfico 
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1. Introdução 

 

Atualmente, a demanda por alimentos funcionais enriquecidos com compostos 

biologicamente ativos tem aumentado, impulsionada pela maior conscientização dos 

consumidores sobre a relação entre nutrição e saúde e os benefícios desses compostos para a 

promoção do bem-estar (Loh et al., 2021; Madadlou et al., 2014). Entretanto, a incorporação 

direta de compostos bioativos em produtos alimentícios pode ser suscetível à degradação 

oxidativa , térmica, enzimática e fotoquímica, que comprometem sua bioatividade  (Zambrano-

Zaragoza et al., 2017).  

Para superar esses desafios, diferentes tecnologias têm sido utilizadas para proteger 

essas moléculas bioativas em condições adversas (pH e temperatura) ou entregá-las ao alvo 

adequado (Azevedo et al., 2014). Nesse contexto, a nanoencapsulação foi introduzida como 

uma abordagem eficiente para proteger e aprimorar a funcionalidade desses compostos, 

permitindo a preservação e o enriquecimento nutricional de produtos alimentícios, devido às 

suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes (Pateiro, Gómez, Munekata, Barba, Putnik, 

Kovačević, et al., 2021a; H. Xu et al., 2015). 

Entre as diversas abordagens de nanoencapsulação, os nanocarreadores à base de 

proteínas têm se destacado como uma abordagem eficaz para a entrega de compostos bioativos 

(Saif et al., 2023). As proteínas nanoestruturadas são atraentes em diversos setores devido às 

suas propriedades funcionais e biológicas como a capacidade de formar diferentes estruturas, 

atividade de superfície, 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 tecnológicas como 

emulsificação, formação de filme, espuma e gel (J. T. Martins et al., 2018; Verma et al., 2020). 

Dado o crescente aumento no volume de publicações científicas sobre o tema, torna-se 

cada vez mais desafiador para os pesquisadores classificar, resumir e analisar essas informações 

complexas. A cienciometria tem se mostrado uma ferramenta valiosa para analisar 

quantitativamente o progresso em áreas de pesquisa e prever tendências futuras (Mingers & 

Leydesdorff, 2015). Nesse sentido, o VOSviewer, uma ferramenta amplamente utilizada na 

visualização de citações, permite mapear as conexões entre diferentes literaturas científicas, 

identificando pontos críticos de pesquisa, autores relevantes e tendências emergentes 

(McAllister et al., 2022). 

Este estudo tem como objetivo realizar uma análise bibliométrica abrangente sobre o 

uso de proteínas como nanocarreadores para a entrega de compostos bioativos. A pesquisa foca 

em identificar as principais tendências de pesquisa, os autores e instituições mais influentes e 

os avanços significativos no campo da nanoencapsulação de bioativos. Além disso, o estudo 

busca explorar a aplicação dessas tecnologias tanto na indústria de alimentos funcionais quanto 

no setor farmacêutico. 

 

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

A incorporação de compostos bioativos tornou-se um desafio significativo devido a 

fatores como baixa solubilidade, biodisponibilidade e degradação em condições adversas, como 

temperatura, pH e umidade (Lopez-Polo et al., 2021; Yuan et al., 2023). Nesse contexto, a 

nanoencapsulação surge como um método vantajoso que melhora as propriedades físico-

químicas e permite o redesenho da estrutura dos compostos bioativos. 

As nanostruturas formadas nesse processo possuem um formato núcleo-casca, que pode 

ocorrer por meio de interações eletrostáticas, ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas 

entre o material de revestimento e a molécula funcional. Nesse cenário, as proteínas destacam-

se como polímeros ideais para essas aplicações, pois oferecem maior estabilidade, 

biocompatibilidade, biodegradabilidade e flexibilidade para desmontagem e remontagem em 

resposta a variações de pH e temperatura (C. he Tang, 2021). Os modelos organizacionais das 

ligações proteicas variam de acordo com as características dos grupos laterais dos aminoácidos 

(Pateiro, Gómez, Munekata, Barba, Putnik, Bursa´c, et al., 2021a) 

Entre as proteínas mais estudadas, as proteínas do soro de leite têm se destacado devido 

às suas propriedades tecnológicas e funcionais, como flexibilidade estrutural, melhoria das 



21 

 

propriedades interfaciais e de gelificação, resistência térmica com temperatura de desnaturação 

acima de 70 °C e aprimoramento das características sensoriais dos alimentos (Fathi et al., 2018). 

A nanoencapsulação é uma estratégia para a liberação controlada e o aumento das 

atividades que os compostos bioativos possuem. Um exemplo são as proteínas do soro de leite, 

que são consideradas materiais de parede típicos para encapsulação e, quando combinadas com 

outros materiais, podem aumentar a eficiência de encapsulação (Mahdi et al., 2021). 

No entanto, essa funcionalidade não é limitada às proteínas do soro de leite. Estudos 

recentes, como o de Punelas–Villanueva et al., (2024), mostram que proteínas de origem vegetal 

também oferecem benefícios significativos. A zeína, por exemplo, mantém uma alta carga de 

moléculas bioativas durante o armazenamento, além de melhorar a atividade antifúngica em 

aplicações pós-colheita. Por outro lado, o isolado de proteína de feijão-mungo é capaz de 

preservar a estrutura e garantir que a liberação ocorra no local-alvo, permanecendo estável em 

diferentes faixas de pH (Dumrongchai et al., 2024). A Tabela 1 resume os principais estudos 

realizados nessa área, destacando os benefícios das proteínas na encapsulação de diferentes 

compostos bioativos. 

Proteínas Compostos 

Bioativos 

Aplicações Benefícios  Referências  

 

 

 

 

 

 

 

 

Whey protein 

Probióticos Iogurte Maior 

estabilidade/viabilidade; 

Melhoria das 

propriedades 

microbiológicas; 

Melhoria das 

propriedades sensoriais. 

(Kiran et al., 

2023) 

 

Fucoxantina Câncer Maior taxa de inibição 

tumoral; 

Regulação positiva da 

expressão da caspase-3 

clivada; 

Proteção da função 

hepática. 

(C. Wang et 

al., 2024) 

Whey protein 

concentrado 

Extrato de 

Heracleum 

lasiopetalum 

Sistemas 

alimentares 

Sedimentação gradual e 

liberação de fenólicos; 

Menor teor de umidade; 

Boas propriedades em 

termos de eficiência de 

encapsulação. 

(Yazdan-

Bakhsh et 

al., 2022) 

 

Whey protein 

isolate – 

Maltodextrina 

Flavonoides da 

casca de 

Mangifera 

Aditivo 

antioxidante 

natural 

Menor teor de umidade; 

Maior 

biodisponibilidade; 

Maior estabilidade. 

(Saborirad et 

al., 2024) 
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Caseína 

Polifenóis Embalagem 

ativa 

Prevenção da oxidação 

lipídica; Fortificação de 

alimentos; Maior 

estabilidade 

(Siddiqui et 

al., 2023) 

 

Antioxidantes 

da casca de 

romã 

Óleos 

comestíveis 

Preservação da 

bioatividade; Aumento 

da biodisponibilidade 

(Rashid et 

al., 2022) 

 

Whey protein 

isolate 

Apigenina Câncer Aumento da captação 

celular; Efeito pró-

apoptótico aprimorado; 

Aumento da 

biodisponibilidade no 

sangue 

(Hong et al., 

2022) 

 

Whey protein 

isolate-

Quitosana 

Isolado de 

semente de 

tamarindo 

Fígado Baixa toxicidade in 

vitro e in vivo; Melhora 

da homeostase da 

glicose 

(A. J. F. C. 

Aguiar et al., 

2021) 

 

 

Isolado de 

proteína de 

soja 

Curcumina Formulações 

alimentícias 

Estabilidade aprimorada 

da curcumina 

encapsulada na digestão 

gástrica e intestinal 

(F. P. Chen 

et al., 2020) 

Flavorzyme, 

Neutrase e 

Alkalase 

Análogos de 

carne de 

origem 

vegetal 

Características 

sensoriais e 

tecnológicas 

aprimoradas 

(Islam et al., 

2023) 

Tabela 1: Estudos sobre as aplicações e benefícios das proteínas na nanoencapsulação de compostos 

bioativos. 

Fonte: Autor, 2024. 

3. Métodos 

Os dados utilizados neste estudo foram extraídos 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 

número total de publicações, número total de citações, citações por artigo/ano e o índice h.  

Todos os documentos e informações foram filtrados considerando apenas documentos 

do tipo “Artigo” e “Revisão”. Os documentos e suas informações foram exportados em formato 

CSV. A visualização gráfica dos dados bibliográficos 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 informações 

sobre patentes. Foram aplicados os mesmos termos de busca (“Nanoencapsulation” “AND” 

“Proteins” ou “Delivery system” “AND” “Bioactive”), resultando na extração de dados de 

patentes relevantes para o estudo. 

https://www.vosviewer.com/
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4. Resultados e discussões  

4.1 Publicações anuais 

Nossa busca resultou em um total de 4.380 artigos publicados de 2009 até o momento. 

Isso inclui 3.153 artigos de pesquisa e 1.227 artigos de revisão. A distribuição cronológica da 

quantidade de literatura pode refletir a tendência da pesquisa e descrever as características da 

tendência em diferentes estágios de desenvolvimento (Xie et al., 2020). De 2009 a 2024, o 

número de artigos de pesquisa publicados na área, embora ligeiramente flutuante, manteve uma 

tendência geral de crescimento, conforme visto na Figura 1, que descreve os números anuais de 

publicação dos artigos. Esse padrão crescente pode ser dividido em dois estágios: Entre 2009 

(64) e 2016 (189), é possível observar um aumento gradual nas publicações, correspondendo a 

um crescimento médio de ~21 % ao ano. Após 2016, o número de literaturas mostrou um padrão 

de explosão, correspondendo a um aumento significativo de ~252 % entre 2017-2023. Este 

fenômeno está associado à crescente demanda por alimentação saudável e o avanço na pesquisa 

sobre o desenvolvimento de alimentos nutracêuticos, além da melhoria na liberação controlada 

de fármacos que apresentam baixa solubilidade(Loh et al., 2021; Gorantla et al., 2021). Em 

relação às citações anuais, observa-se uma tendência geral de aumento, indicando o crescente 

interesse e impacto da pesquisa entre acadêmicos. A citação total é de até 159.613 vezes ao 

longo dos anos, levando a uma citação média por artigo de 37,42 e índice h de 170. 
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Figura 1: Publicações anuais e citações de 2009 a 2024. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

 

4.2 Análise geográfica sobre países e instituições contribuintes 

A publicação de artigos em diferentes países pode refletir a importância e influência de 

um país em determinado campo. Um total de 81 países ou regiões publicou pelo menos 3 artigos 

entre 2009 e 2024, e os 15 principais países estão mostrados na Figura 2. Os cinco países com 

o maior número de documentos, em ordem decrescente, são China (1.151), Estados Unidos 

(724), Índia (463), Irã (260) e Itália (243), cada um com no mínimo 8.000 citações cumulativas. 

Normalmente, para medir o desempenho científico, é essencial considerar tanto a quantidade 

de publicações (que reflete a produtividade) quanto a qualidade (que indica o impacto). Nesse 

contexto, o índice H se destaca como um indicador que considera ambas as dimensões, 

avaliando simultaneamente a produtividade e a influência do impacto científico (Bornmann & 

Daniel, 2009). Assim, os EUA (102), China (98) e Irã (59) são os países líderes em termos da 

hierarquia do índice H. 
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Figura 2: Os principais países/regiões contribuintes na área com base na publicação total. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

A China e os EUA se destacam como os principais países contribuintes na área devido 

aos investimentos significativos em pesquisa e desenvolvimento nessas nações. A China, por 

exemplo, alocou mais de US$ 1 bilhão nos últimos 15 anos para a nanotecnologia (Rambaran 

& Schirhagl, 2022). Nos Estados Unidos, a Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (NNI) 

coordenou investimentos superiores a US$ 38 bilhões nos últimos 20 anos, estabelecendo o país 

como líder global em nanotecnologia (NNI, 2022). Além disso, ambos os países são os maiores 

investidores em Foodtech, um setor impulsionado por startups que utilizam tecnologias 

avançadas para transformar e inovar a indústria alimentícia (Desana, 2021). 

A análise indica que 203 instituições diferentes estão pesquisando o potencial das 

proteínas para aplicações de entrega de bioativos. A Figura 3 apresenta as principais 

instituições/universidades em termos de número total de artigos publicados, índice H e média 

de citações por artigo. Quando comparamos as instituições, a Universidade de Massachusetts 

Amherst College of Natural Sciences é a líder com 141 publicações, 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 classificação com base no 

número de publicações está geralmente associada à classificação por índice H, com algumas 

exceções, como a King Abdulaziz University Faculty of Sciences (9ª posição em publicações 

vs 6ª posição em índice H) e a China Agricultural University Beijing Advanced Innovation 
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Center For Food Nutrition And Human Health (12ª posição em publicações vs 9ª posição em 

índice H). Em relação à média de citações 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 posições. As principais instituições estão 

localizadas nos EUA, como a Universidade de Massachusetts Amherst, refletindo o forte 

investimento do país e sua infraestrutura avançada de pesquisa, conforme mencionado 

anteriormente. Essas instituições recebem financiamento da NNI, que coordena 27 agências 

federais responsáveis por promover pesquisa e desenvolvimento em nanotecnologia. 

Notavelmente, os EUA são membros do G7, um grupo das principais economias avançadas 

(Gao et al., 2015). 

Figura 3: As instituições mais produtivas com base no registro total de publicações. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

4.3 Principais autores 

A Tabela 2 apresenta os principais autores que contribuíram com o maior número de 

publicações e citações na área no período de 2009 a 2024. Eles publicaram no mínimo 14 

documentos, destacando os autores Dr. Mcclements, David Julian (128 registros) e Dr. Jafari, 

Seid Mahdi (30 registros) com citações totais de 8.253 e 1.821, respectivamente. Essa conquista 

também permitiu que o Dr. Mcclements, David Julian recebesse o maior índice H de 60, 

evidenciando sua relevância na área. Em relação ao número de citações totais (Tabela 2 painel 

direito), os Drs. Mcclements, David Julian e Jafari, Seid Mahdi mantiveram-se nas suas 

respectivas posições, seguidos por Dr. Xiao, Pendure e Dr. Gao, Y. 
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Tabela 2:Principais autores produtivos classificados por registro total de publicações (painel esquerdo) 

e citação total (painel direito). 

Fonte: Autor, 2024. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posição Autor Registro Citação 

total 

Índice 

H 

Posição Autor Registro Citação 

total 

Índice 

H 

1 McClements, 

David Julian 

128 8.253 60 1 McClements, 

David Julian 

128 8.253 60 

2 Jafari, Seid 

Mahdi 

30 1.821 22 2 Jafari, Seid 

Mahdi 

30 1.821 22 

3 Reis, Rui L. 27 1.563 22 3 Xiao, 

Pendure 

23 1.736 21 

4 Xiao, 

Pendure 

23 1.736 21 4 Gao, Y. 21 1.712 15 

5 Jafari, Seid 

Mahdi 

23 803 15 5 Reis, Rui L. 27 1.563 22 

6 Gao, Y. 21 1.712 19 6 Assadpour, 

Elham 

21 1.032 15 

7 Assadpour, 

Elham 

21 1.032 15 7 Boccaccini, 

Aldo R. 

15 1.030 13 

8 Boccaccini, 

Aldo R. 

15 1.030 13 8 Liu, Fuguo       14 999 10 

9 Kim, Hae-

Won 

14 756 14 9 Decker, Eric 

A. 

10 989 10 

10 Kasapis, 

Stefan 

14 141 9 10 Mao, Like 12 940 12 
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4.4 Análise de cocitação de fontes de publicação 

 

O relacionamento de cocitação ocorre quando dois periódicos são citados juntos em uma 

mesma publicação. A análise de cocitação permite medir a frequência com que esses periódicos 

são citados em conjunto, facilitando a visualização da diversidade de fontes utilizadas. Além 

disso, essa análise é útil para identificar as diferentes disciplinas que contribuem para um 

determinado periódico, fornecendo uma visão mais abrangente das áreas envolvidas (Trujillo 

& Long, 2018). A visualização da densidade da rede de cocitação do seguinte estudo foi gerada 

por meio do Vosviewer e apresentado na Figura 4. Há 1.447 fontes de publicação; e 49 fontes 

foram citadas por pelo menos 20 vezes. O tamanho e a intensidade dos círculos são 

proporcionais à frequência de citações, conforme as diretrizes do software. Círculos da mesma 

cor indicam que pertencem a campos relacionados ou possuem conexões entre si. Conforme 

indicado, os periódicos 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 áreas de pesquisa associadas a essas fontes citadas, é evidente o caráter interdisciplinar do 

estudo, com destaque para temas que englobam ciência dos alimentos, química, bioquímica, 

biotecnologia e ciência farmacêutica, entre outros. 
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Figura 4: Análise de cocitação de fontes referenciadas com pelo menos 20 citações. O tamanho do nó 

sugere as citações; a cor do nó indica o cluster de citações com links cruzados. 

 
Fonte: Autor, 2024. 

 

4.5 Publicações mais citadas 

A análise de citações é uma das abordagens mais relevantes para avaliar o impacto ou 

medir o reconhecimento de um artigo. A análise dos artigos mais citados permite identificar os 

temas de pesquisa que receberam maior interesse da comunidade científica. Aqui, identificamos 

os 50 artigos mais citados com base em citações anuais e totais (Tabela 3). De particular 

interesse, o artigo principal é sobre a diferença entre nanoemulsões e microemulsões de 

McClements, (2012) com uma citação média anual de ~85 e 1.099 citações totais. Ele descreveu 

e analisou as diferenças e semelhanças entre esses sistemas de encapsulamento em termos de 

suas composições, estrutura, fabricação, propriedades e estabilidade. Outro artigo impactante, 

publicado por Livney, (2010), apresentou uma citação média anual de ~61 e 980 citações totais. 

Este artigo de revisão discutiu as principais propriedades das proteínas do soro do leite como 

transportadoras de compostos bioativos. Ele explorou a capacidade dessas proteínas de 

encapsular e proteger bioativos, como vitaminas, antioxidantes e etc, destacando sua eficácia 

na liberação controlada e biodisponibilidade. Além disso, o artigo ressaltou os avanços 

tecnológicos da época em termos de modificação das proteínas para melhorar sua estabilidade 

e funcionalidade. O terceiro artigo, publicado por Elzoghby et al., (2011), examinou o uso da 

caseína como um eficiente carreador de fármacos, com ênfase especial no desenvolvimento de 
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micro e nanopartículas à base de caseína como veículos para administração controlada de 

medicamentos. Os seguintes estudos ressaltam o impacto crescente das pesquisas voltadas para 

encapsulamento e liberação controlada de bioativos. 
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Posição Título do artigo Autores Ano de 

publicação 

Média de 

citação por ano 

Citação 

total 

DOI 

1 Nanoemulsions versus microemulsions: terminology, differences, 

and similarities 

(McClemen

ts, 2012) 

2012 84,54 1.099 10.1039/c2sm06903b 

2 Reduction-sensitive polymers and bioconjugates for biomedical 

applications 

(F. Meng et 

al., 2009) 

2009 61,25 980 10.1016/j.biomateriais.200

9.01.026 

3 Mesoporous silica nanoparticles in drug delivery and biomedical 

applications 

(Y. Wang 

et al., 2015) 

2015 89,2 892 10.1016/j.nano.2014.09.01

4 

4 Milk proteins as vehicles for bioactives (Livney, 

2010a) 

2010 46,4 676 10.1016/j.cis.2010.06.010 

5 Structured emulsion-based delivery systems: Controlling the 

digestion and release of lipophilic food components 

(McClemen

ts & Li, 

2010) 

2010 45,07 676 10.1016/j.cis.2010.06.010 

6 Cationic polymers and their therapeutic potential (Samal et 

al., 2012) 

2012 45,85 557 10.1039/C2CS35094G 

7 Mechanized Silica Nanoparticles: A New Frontier in Theranostic 

Nanomedicine 

(Ambrogio 

et al., 2011) 

2011 37,5 525 10.1021/ar200018x 

8 Electrohydrodynamics: A facile technique to fabricate drug 

delivery systems 

(Chakrabort

y et al., 

2009) 

2009 27,5 440 10.1016/j.addr.2009.07.01

3 

9 Nanoemulsion delivery systems: Influence of carrier oil on β-

carotene bioaccessibility 

(Qian et al., 

2012) 

2012 33,23 432 10.1016/j.foodchem.2012.

06.047 

10 Nanostructured lipid carriers: A potential delivery system for 

bioactive food molecules 

(Tamjidi et 

al., 2013) 

2013 35,33 424 10.1016/j.ifset.2013.03.002 

11 Advanced nanogel engineering for drug delivery (Raemdonc

k et al., 

2009) 

2009 26,06 417 10.1039/B811923F 

12 Nanoencapsulation of food ingredients using lipid based delivery 

systems 

(Fathi et al., 

2012) 

2012 31,69 412 10.1016/j.tifs.2011.08.003 

13 Engineering of blended nanoparticle platform for delivery of 

mitochondria-acting therapeutics 

(Marrache 

& Dhar, 

2012) 

2012 30,23 393 10.1073/pnas.121009610 

14 Zein in controlled drug delivery and tissue engineering (Paliwal & 

Palakurthi, 

2014) 

2014 34,82 383 10.1016/j.jconrel.2014.06.

036 

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 

curcumin 

(Sari et al., 

2015) 

2015 28,92 376 10.1016/j.foodhyd.2014.07

.011 

16 Lyotropic liquid crystal systems in drug delivery (C. Guo et 

al., 2010) 

2010 24,2 363 10.1016/j.drudis.2010.09.0

06 

17 Casein-based formulations as promising controlled release drug 

delivery systems 

(Elzoghby 

et al., 2011) 

2011 25,43 356 10.1016/j.jconrel.2011.02.

010 

18 Encapsulation, protection, and release of hydrophilic active 

components: Potential and limitations of colloidal delivery 

systems 

(McClemen

ts, 2015) 

2011 25,43 356 10.1016/j.cis.2015.02.002 

19 Fabrication of vitamin E-enriched nanoemulsions: Factors 

affecting particle size using spontaneous emulsification 

(Saberi et 

al., 2013) 

2013 27,42 329 10.1016/j.jcis.2012.08.069 

20 Smart Nanostructures for Cargo Delivery: Uncaging and 

Activating by Light 

(Karimi et 

al., 2017) 

2017 40,5 324 10.1021/jacs.6b08313 

21 Fundamentals of electrospinning as a novel delivery vehicle for 

bioactive compounds in food nanotechnology 

(Ghorani & 

Tucker, 

2015) 

2015 32 320 10.1016/j.foodhyd.2015.05

.024 

22 Nanoencapsulation of hydrophobic and low-soluble food 

bioactive compounds within different nanocarriers 

(Rezaei et 

al., 2019a) 

2019 52,5 315 10.1016/j.foodhyd.2018.10

.003 

23 Applications of novel drug delivery system for herbal 

formulations 

(Ajazuddin 

& Saraf, 

2010) 

2010 20,87 313 10.1016/j.fitote.2010.05.00

1 

24 Trends in Encapsulation Technologies for Delivery of Food 

Bioactive Compounds 

(Đorđević 

et al., 2014) 

2015 28,9 289 10.1007/s12393-014-9106-

7 

25 Encapsulation, protection, and delivery of bioactive proteins and 

peptides using nanoparticle and microparticle systems: A review 

(McClemen

ts, 2018) 

2018 37,57 263 10.1016/j.cis.2018.02.002 

26 Zein and zein -based nano-materials for food and nutrition 

applications: A review 

(Kasaai, 

2018) 

2018 37,29 261 10.1016/j.tifs.2018.07.015 

27 Lipid nano scale cargos for the protection and delivery of food 

bioactive ingredients and nutraceuticals 

(Akhavan 

et al., 2018) 

2018 43,17 259 10.1016/j.tifs.2018.02.001 

 

28 Advanced drug delivery to the lymphatic system: lipid-based 

nanoformulations 

(Khan et 

al., 2013) 

2013 31,63 253 10.2147/IJN.S41521 

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 

Nutraceutical Delivery Systems: A Review 

(F. Liu et 

al., 2017) 

2017 31,63 253 10.1111/1541-4337.12229 

30 Development of bioactive peptide amphiphiles for therapeutic 

cell delivery 

(Webber et 

al., 2010) 

2010 16,13 242 10.1016/j.actbio.2009.07.0

31 

31 Nanoemulsions and Their Potential Applications in Food 

Industry 

(Aswathana

rayan & 

Vittal, 

2019) 

2019 38,17 229 10.3389/fsufs.2019.00095 

32 Drug delivery from gelatin-based systems (Foox & 

Zilberman, 

2015) 

2015 22,3 223 10.1517/17425247.2015.10

37272 

33 Antimicrobial peptides with cell-penetrating peptide properties 

and vice versa 

(Splith & 

Neundorf, 

2011) 

2011 15,79 221 10.1007/s00249-011-0682-

7 

34 New progress and prospects: The application of nanogel in drug 

delivery 

(H. Zhang 

et al., 2016) 

2016 24,33 219 10.1016/j.msec.2015.11.04

1 

35 Fabrication of biopolymer nanoparticles by antisolvent 

precipitation and electrostatic deposition: Zein-alginate core/shell 

nanoparticles 

(K. Hu & 

McClement

s, 2015) 

2015 19,82 218 10.1016/j.foodhyd.2014.09

.015 

36 Applications of chitosan nanoparticles to enhance absorption and 

bioavailability of tea polyphenols: A review 

(Liang et 

al., 2017) 

2017 27 216 10.1016/j.foodhyd.2017.01

.041 

37 Nano-drug delivery systems in wound treatment and skin 

regeneration 

(W. Wang 

et al., 2019) 

2019 35,67 214 10.1186/s12951-019-0514-

y 

38 Fabrication of zein and rhamnolipid complex nanoparticles to 

enhance the stability and in vitro release of curcumin 

(Dai et al., 

2018) 

2018 30,57 214 10.1016/j.foodhyd.2017.11

.003 

39 Nanoscale Nutrient Delivery Systems for Food Applications: 

Improving Bioactive Dispersibility, Stability, and Bioavailability 

(Mcclement

s, 2015) 

2015 21,1 211 10.1111/1750-3841.12919 

40 Fabrication of stable zein nanoparticles coated with soluble 

soybean polysaccharide for encapsulation of quercetin 

(H. Li et al., 

2019) 

2019 34,83 209 10.1016/j.foodhyd.2018.08

.002 

41 Formulation and application of a new generation of lipid nano-

carriers for the food bioactive ingredients 

(Katouzian 

et al., 2017) 

2017 25,38 203 10.1016/j.tifs.2017.07.017 

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
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42 Advances in drug delivery systems (DDSs) to release growth 

factors for wound healing and skin regeneration 

(Gainza et 

al., 2015) 

2015 20,3 203 10.1016/j.nano.2015.03.00

2 

43 Self-nanoemulsifying drug delivery system (SNEDDS) for oral 

delivery of Zedoary essential oil: Formulation and bioavailability 

studies 

(Y. Zhao et 

al., 2010) 

2010 13,53 203 10.1016/j.ijpharm.2009.08.

035 

44 Assembly of Protein-Polysaccharide Complexes for Delivery of 

Bioactive Ingredients: A Perspective Paper 

(Wei & 

Huang, 

2019) 

2019 33,67 202 10.1021/acs.jafc.8b06063 

45 Recent advances in natural polymer-based drug delivery systems (Tong et al., 

2020) 

2020 39,6 198 10.1016/j.reactfunctpolym.

2020.104501 

46 Nanoengineered injectable hydrogels for wound healing 

application 

(Lokhande 

et al., 2018) 

2018 27,86 195 10.1016/j.actbio.2018.01.0

45 

47 Emulsion-based encapsulation and delivery systems for 

polyphenols 

(W. Lu et 

al., 2016) 

2016 21,33 192 10.1016/j.tifs.2015.10.015 

48 The Applications of Nanotechnology in Food Industry (Rashidi & 

Khosravi-

Darani, 

2011) 

2011 13,71 192 10.1080/104083910037854

17 

49 Nanotechnology-based drug delivery systems for control of 

microbial biofilms: a review 

(Dos Santos 

Ramos et 

al., 2018) 

2018 26,29 184 10.2147/IJN.S146195 

50 

 

 

Recent advancement of gelatin nanoparticles in drug and vaccine 

delivery 

(N. Sahoo 

et al., 2015) 

2015 18,4 184 10.1016/j.ijbiomac.2015.0

8.006 

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

Fonte: Autor, 2024. 

 

https://doi.org/10.1016/j.tifs.2015.10.015
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4.6 Análise de rede de ocorrência de palavras chaves 

As palavras-chave fornecem informações essenciais sobre o conteúdo de um artigo, e 

quando duas ou mais aparecem no mesmo artigo, isso é conhecido como coocorrência de 

palavras-chave. A análise de coocorrência permite identificar áreas-chave de pesquisa e 

acompanhar o avanço das fronteiras do conhecimento científico 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 área, associadas a um número mínimo de ocorrências de 3 palavras-

chave. 

 
Figura 5:Visualização da rede de ocorrência de termos (a) O agrupamento de termos com base em 

diferentes campos. (b) Uma visão geral cronológica dos termos com base no ano médio de publicação. 

Cada nó no mapa representa um termo que ocorreu pelo menos 3 vezes e o tamanho do nó de um termo 

é proporcional ao número de ocorrências desse termo. 

 

 

(a) 
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Fonte: Autor, 2024. 

O mapa baseado em diferentes clusters indica que o tamanho dos círculos é diretamente 

proporcional à força total do link da palavra-chave. Em contraste, a distância entre dois dos 

termos sugere se eles estão intimamente relacionados entre si ou não. 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 

ocorrências), “Encapsulation” (13 ocorrências), “Bioavailability” (12 ocorrência) e “Drug-

delivery” (11 ocorrências), indicando que essas palavras são centrais e co-ocorrem com 

inúmeras outras, conforme observado no número de links (linhas) na Figura 5a. 

Embora informativa, a Figura 5b é uma derivação da Figura 5a, oferecendo uma 

oportunidade de visualizar a evolução cronológica das palavras-chave ao longo do tempo. 

Conforme indicado, os termos marcados em roxo representam o ano médio de publicação nas 

fases iniciais, enquanto os termos em verde indicam palavras-chave que continuaram a ser 

utilizadas ao longo dos anos. Por exemplo, expressões 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 inclusão do fator tempo, 

portanto, oferece uma abordagem simplificada para identificar as direções da pesquisa. O 

desenvolvimento de alimentos nutracêuticos, por exemplo, começou a se destacar por volta de 

2013, com um crescimento acentuado nos anos seguintes. A partir de 2020, a análise também 

revelou um aumento no interesse pelo termo nanoencapsulation, evidenciando uma tendência 

(b) 
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de explorar novas tecnologias para otimizar a entrega e eficácia de moléculas bioativas no 

desenvolvimento de alimentos funcionais. 

 

Classificação Palavra-chave Ocorrências Força total da 

ligação 

1 Nanoencapsulation 16 78 

2 Encapsulation 13 59 

3 Bioavailability 12 58 

4 Drug-delivery 11 55 

5 Bioactive 

compounds 

11 53 

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 (classificação com base na força 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 

distribuição assimétrica contendo lipídios ionizáveis ou proteínas ionizáveis, útil como sistemas 

de liberação de medicamentos, publicada em 1994, descreve o desenvolvimento de lipossomos 

assimétricos com camadas externas contendo proteínas ionizáveis, como oxitocina e 

vasopressina. Esses lipossomos são preparados em pH controlado, e a distribuição assimétrica 

das proteínas entre os monocamadas melhora a eficiência da liberação de medicamentos. A 

patente mais recente (WO2024189055-A1) - Corante solúvel em óleo encapsulado com 

proteína de soro de leite, polissacarídeo de leite e/ou proteína vegetal, útil para preparar 

produtos consumíveis, como revestimentos oleosos, borras oleosas, misturas em pó, temperos 

e alimentos para lanches comestíveis, introduz um método inovador para encapsular corantes 

solúveis em óleo com proteínas e polissacarídeos, provenientes de fontes animais, como o soro 

de leite, ou fontes vegetais, utilizando técnicas como secagem por pulverização e leito 

fluidizado. A patente também destaca o uso de antioxidantes e gomas comestíveis para estender 

a vida útil da cor e minimizar a oxidação. 

A Figura 6a apresenta os 10 principais inventores, requerentes e Códigos de 

Classificação 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 serviços relacionados à ortopedia, e pelo 

Massachusetts Institute of Technology, uma universidade de pesquisa privada localizada em 

Cambridge, Massachusetts. Essas empresas e instituições pesquisam, desenvolvem e produzem 

aplicações do uso de proteínas em saúde, aplicações farmacêuticas e alimentos nutracêuticos 

(Figura 6b). 

O código IPC (Classificação Internacional de Patentes) é um sistema hierárquico de 

símbolos independentes de idioma usados para classificar patentes e modelos de utilidade e 

auxiliar na indexação de documentos, organizando-os de acordo com várias áreas de tecnologia. 

Os 10 principais códigos IPC são apresentados na Figura 6c. O código IPC com maior 

incidência foi A61k-009/00, associado a preparações para fins médicos, dentários ou higiênicos 

(A61k). A subclasse "009/00" envolve aspectos específicos de formulação, particularmente 

relacionados à preparação de medicamentos ou compostos farmacêuticos. 

Como mostrado nos dados apresentados na Figura 7, a maioria das patentes está 

concentrada em três áreas principais de especialização: farmacologia e farmácia (571 patentes 

- 21,84%); química (567 patentes - 21,69%); e ciência dos polímeros (417 patentes - 15,72%). 

As outras áreas listadas no "top 10" têm porcentagens menores, variando de 8,83% a 1,07% das 

patentes classificadas em suas respectivas áreas. Vale ressaltar que uma patente específica pode 

ser classificada em mais de uma área. 

Figura 6: Número de Patentes Relacionadas ao Uso de Proteínas como Sistemas de Liberação: (a) 

Inventores, (b) Requerentes e (c) Códigos IPC 
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Figura 7: Principais Áreas de Patentes Relacionadas ao Uso de Proteínas em Sistemas de Liberação de 

Compostos Bioativos. 

Fonte: Autor, 2024. 

 

 
Fonte: Autor, 2024. 

 

6. Perspectivas Futuras 

A tecnologia de nanoencapsulação tem atraído a atenção mundial nas últimas décadas, 

e o interesse em pesquisas sobre nanocarreadores à base de proteínas tem aumentado 

constantemente. Os avanços no desenvolvimento dessas tecnologias são essenciais para atender 

à crescente demanda por soluções inovadoras nos setores de saúde, alimentos e farmacêuticos. 

(c) 
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O potencial desse campo é enorme, e há aspectos específicos desses métodos que precisam ser 

analisados e desenvolvidos. Eficiência de produção, acessibilidade e custo-benefício são as 

principais áreas de foco. Ao avaliar o estado da arte atual, alguns aspectos-chave que devem ser 

incluídos em pesquisas futuras são os seguintes: 

i. Desafios de escalabilidade: A maioria dos métodos relatados na literatura permanece 

limitada à produção em escala de laboratório, com pouca exploração de técnicas de 

fabricação em larga escala (Pateiro, Gómez, Munekata, Barba, Putnik, Kovačević, et al., 

2021b). 

ii. Aspectos de segurança e regulamentação: A ausência de regulamentações globais para 

nanomateriais nos setores alimentícios e farmacêuticos criam um cenário de incerteza. A 

maioria dos países ainda carece de legislação específica para avaliar a segurança dos 

nanoprodutos encapsulados. Essa falta de harmonização internacional representa riscos à 

saúde humana e ao meio ambiente, além de ser uma barreira para a comercialização global 

de novos produtos (A. K. Singh et al., 2023). 

iii. Estudos toxicológicos: Pesquisas mais avançadas sobre toxicidade são permitidas para 

garantir a segurança desses sistemas de entrega de nanocarreadores, uma vez que a 

segurança dos sistemas de entrega nano para uso na indústria alimentícia continua sendo 

crucial (Puttasiddaiah et al., 2022). 

7. Conclusões 

Neste estudo, as descobertas da análise bibliométrica em pesquisa nos sistemas de 

entrega de compostos bioativos por meio da nanoencapsulação revelam as atividades de 

pesquisa realizadas no passado e no presente. Eles servem como um guia para os pesquisadores 

dessas áreas em desenvolvimento, além de apontar possíveis 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 visão geral das tendências de pesquisa em 

encapsulamento de bioativos à base de proteínas e áreas correlatas, como alimentos 

nutracêuticos e liberação controlada de fármacos. As seguintes conclusões foram tiradas deste 

estudo: 

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

especialmente após 2016, com um aumento substancial de 252% entre 2017 e 2023. 
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Esse crescimento está relacionado ao aumento da demanda por alimentos saudáveis e 

avanços tecnológicos, como a nanoencapsulação. 

(2) Distribuição Geográfica: A produção de pesquisa é liderada por países como China, 

EUA e Índia. Embora a China tenha o maior número de publicações (1.151 artigos), os 

EUA lideram em termos de impacto científico, com um índice H mais elevado. Isso 

sugere que, enquanto a China tem uma alta produtividade, os artigos dos EUA têm maior 

impacto. 

(3) Instituições e Colaboração Científica: A University of Massachusetts Amherst se 

destaca como a principal instituição em termos de publicações e citações, com foco em 

alimentos e ciências farmacêuticas. A análise de cocitação mostrou uma rede 

interdisciplinar, evidenciando a colaboração entre diferentes áreas, como química de 

alimentos e farmacologia. 

(4) Autores de Destaque: O Dr. David Julian McClements é o autor mais citado, com um 

índice H de 60, reforçando sua influência no campo.  

(5) Tendências Temáticas: As palavras-chave mais frequentes, como "nanoencapsulation", 

"bioavailability" e "drug delivery", refletem o foco crescente em encapsulamento de 

bioativos e sua aplicação na indústria de alimentos e farmacêutica. A partir de 2020, 

houve um aumento significativo no uso desses termos, indicando novas direções de 

pesquisa.  
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Capítulo 2 - Propriedades tecnológicas e funcionais das proteínas do soro do leite para melhoria 

na estabilidade e liberação controlada de compostos bioativo por meio da nanoencapsulação 

Resumo 
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Este estudo explora o potencial das proteínas do soro do leite como nanocarreadores para a 

liberação controlada de compostos bioativos, abordando avanços na estabilidade e 

biodisponibilidade desses compostos na indústria alimentícia e farmacêutica. Os alimentos 

funcionais, enriquecidos com compostos bioativos como polifenóis, vitaminas e probióticos, 

oferecem benefícios à saúde, mas enfrentam desafios relacionados à sua instabilidade em 

condições adversas de processamento e digestão. As proteínas do soro, incluindo β-

lactoglobulina e α-lactalbumina, apresentam propriedades tecnológicas, como emulsificação, 

gelificação e formação de matrizes estáveis, que as tornam ideais para encapsular essas 

moléculas. O uso de tecnologias de nanoencapsulação, como spray drying, nanoprecipitação e 

tratamento térmico permite melhorar a proteção, a biodisponibilidade e a liberação controlada 

desses compostos. Além disso, a automontagem dessas proteínas em estruturas como fibrilas e 

hidrogéis expande suas aplicações na indústria, otimizando a estabilidade térmica e química 

dos bioativos encapsulados. Estudos destacam que esses sistemas contribuem para o aumento 

da proteção contra degradação e potencializam a biodisponibilidade dos compostos, ampliando 

sua eficácia funcional.  

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

lactoglobulina; α-lactalbumina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Introdução 

Nos dias atuais, há uma crescente busca por alimentos nutracêuticos. Essa categoria de 

alimentos ganhou destaque devido aos seus efeitos terapêuticos seguros e benefícios 
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nutricionais, desempenhando um papel essencial na prevenção de doenças (Aguilar-Pérez et al., 

2023). O grande desafio para o desenvolvimento desses alimentos nutracêuticos é a 

incorporação de composto bioativos. Essas moléculas apresentam instabilidade sob condições 

adversas (umidade, temperatura, pH e luz) no qual são submetidos na indústria alimentícia e 

durante a digestão gastrointestinal, resultando em perda da sua atividade biológica, o que limita 

sua eficácia (Zabot et al., 2022). A utilização de nanoestruturas como materiais encapsulantes 

tem sido proposto como uma alternativa para proteger esses compostos bioativos. 

Nanocarreadores têm sido amplamente utilizados na indústria alimentícia devido à sua 

capacidade de melhorar diversas propriedades dos sistemas alimentares, como sabor, 

consistência, textura, aumento da vida útil e biodisponibilidade de nutrientes (Assadpour & 

Mahdi Jafari, 2019). Esses nanoveículos são promissores para proteger e melhorar a 

estabilidade de compostos bioativos sob diferentes condições de processamento, devido às suas 

características únicas e à sua capacidade de proporcionar uma entrega precisa e eficiente no 

sistema gastrointestinal (SGI)(Pateiro, Gómez, Munekata, Barba, Putnik, Bursa´c, et al., 

2021b). Na indústria alimentícia, os nanomateriais são empregados em formulações 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 fabricação de 

queijos, devido à sua elevada carga orgânica, composta por lactose, ácido láctico, proteínas e 

sais (Pires et al., 2021). A produção mundial de soro é estimada em cerca de 180 a 190 milhões 

de toneladas por ano (Buchanan et al., 2023). No entanto, a descoberta do seu potencial como 

alimento funcional com aplicações nutricionais está transformando-o de um resíduo em um 

produto de valor agregado. Diversos estudos atribuíram várias ações biológicas desse 

subproduto, que são de grande importância nas indústrias médicas, farmacêuticas e 

alimentícias, devido às suas propriedades com potenciais benefícios para a saúde humana (Akal, 

2017; Olvera-Rosales et al., 2023; Rocha-Mendoza et al., 2021). 

As proteínas do soro são compostas de várias proteínas globulares, incluindo, β-

lactoglobulina (β-LG), α-lactalbumina (α-LA), albumina sérica bovina (BSA), 

imunoglobulinas (IGs) e lactoferrina (LF). Essas proteínas têm um alto valor biológico e 

representam uma rica fonte de aminoácidos 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 proteínas do soro de leite 

também demonstram características tecnofuncionais úteis, incluindo solubilidade, 

emulsificação, gelificação e propriedades de formação 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
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Devido às suas características estruturais, essas proteínas, podem se ligar a diversas moléculas, 

tornando-se veículos naturais para a entrega de compostos bioativos. O reconhecimento de seu 

potencial para tais aplicações levou a intensos esforços de pesquisa e desenvolvimento nos 

últimos anos, resultando em uma ampla gama de novas aplicações em alimentos e 

medicamentos (Shakoury et al., 2022; Solghi et al., 2020a; C. Zhang et al., 2021a) 

Portanto, o uso de proteínas do soro do leite como nanocarreadores surge como uma 

abordagem promissora para superar os desafios associados à estabilidade e biodisponibilidade 

de compostos bioativos. Este artigo revisa os avanços recentes na aplicação dessas proteínas na 

encapsulação de bioativos, destacando suas propriedades tecnológicas, funcionais e estruturais, 

com o objetivo de explorar o potencial dessas biomoléculas na indústria alimentícia. 

 

2. Compostos Bioativos 

Os alimentos funcionais são compostos por substâncias biologicamente e 

fisiologicamente ativas, que conferem benefícios à saúde além das capacidades nutricionais 

fundamentais (Granato et al., 2020). Os componentes responsáveis pela funcionalidade desses 

alimentos são 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 originários de fontes como plantas e animais 

(Banwo et al., 2021). 

Os bioativos são de grande interesse devido à sua ampla variedade de atividades 

biológicas e funcionais. Dentre essas atividades, destacam-se as suas propriedades 

antioxidantes, antitumorais, antimutagênicas, antiproliferativas e antiinflamatórias (Bourais et 

al., 2023; Görgüç et al., 2020). Essas características possibilitam uma proteção ao corpo 

humano contra elevados níveis de radicais livres e espécies reativas de oxigênio que pode reagir 

facilmente com outras moléculas, resultando em danos celulares (Kaur et al., 2019). A Figura 

8 apresenta uma representação das principais classes de compostos bioativos presentes em 

alimentos e potenciais implicações na prevenção de doenças. Além disso, destacamos as 

principais categorias de compostos bioativos a seguir: 
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Figura 8: Visão geral das principais classes de compostos bioativos alimentares e atividades relatadas 

contra diferentes doenças humanas. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

a) Polifenóis: Os polifenóis são um grande grupo de fitoquímicos bioativos, que incluem 

várias subclasses, como flavonoides, estilbenos, ácidos fenólicos e lignanas. Sua 

principal característica é a presença de um ou mais anéis aromáticos contendo uma ou 

mais frações hidroxila (Durazzo et al., 2019; Fraga et al., 2019; A. S. Silva et al., 2020). 

Devido às suas propriedades antioxidantes, que permitem a eliminação de radicais livres 

de oxigênio, os polifenóis estão associados à redução do risco de desenvolvimento de 

doenças de alta prevalência, como doenças cardiovasculares e câncer (Mitjavila & 

Moreno, 2012; Tresserra-Rimbau et al., 2018). No entanto, esses compostos são 

instáveis quando expostos ao calor e à luz, e sua biodisponibilidade geralmente é 

limitada devido à baixa solubilidade (Faridi Esfanjani et al., 2018). 

b) Vitaminas: As vitaminas são moléculas bioativas essências para a saúde humana. Esses 

compostos desempenham papéis importantes na prevenção de cânceres, melhoria do 

sistema imunológico, otimização da função celular, redução dos níveis de colesterol, 

aceleração da cicatrização e na prevenção de distúrbios neurológicos, entre outras 

funções benéficas (Gupta et al., 2020; Mitra et al., 2022). As vitaminas são classificadas 

em dois grupos: solúveis em água (Vitaminas do complexo B e a vitamina C) e solúveis 

em gordura (como as vitaminas A, D, E e K). No entanto, esses bioativos apresentam 

sensibilidade ao calor e à oxidação, e sua eficácia pode ser significativamente 
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comprometida durante o processamento, transporte e armazenamento (Rezaei et al., 

2019b; Tomas & Jafari, 2018). 

c) Ácidos graxos: Os ácidos graxos são lipídios simples compostos por um grupo ácido 

carboxílico e uma cadeia longa de hidrocarbonetos com diferentes graus de 

dessaturação, presentes em várias espécies lipídicas, incluindo fosfolipídios, 

esfingolipídios, ésteres de colesterol etriglicerídeos e triglicerídeos (Koundouros & 

Poulogiannis, 2019; Lawrence, 2010). Essas moléculas apresentam muitos benefícios 

para a saúde, como atividades anti-inflamatórias, imunorreguladoras, antiobesidade, 

antidiabetes, anticâncer, protetoras cardiovasculares, hepatoprotetoras e 

neuroprotetoras (R. G. Xiong et al., 2022). 

d) Probióticos: Os probióticos são definidos por meio da Organização das Nações Unidas 

para Agricultura e Alimentação e pela Organização Mundial da Saúde (FAO/OMS, 

2001) como “microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades 

adequadas, conferem um benefício à saúde do hospedeiro”. O principal grupo de 

probióticos são compostos de bactérias lácticas e os Lactobacilos e Bifidobactérias, 

sendo os mais comuns e amplamente reconhecidos (Sarao & Arora, 2017). No entanto, 

a eficácia desses microrganismos pode ser limitada por sua alta sensibilidade ao 

oxigênio, ao pH gástrico e aos sais biliares, o que pode dificultar sua aplicação em 

grande escala (Marcial-Coba et al., 2019). 

e) Carotenoides: Os carotenoides são pigmentos naturais lipofílicos com propriedades 

antioxidantes, encontrados em diversas frutas, vegetais, plantas, algas e bactérias 

fotossintéticas (Eggersdorfer & Wyss, 2018). O consumo desses pigmentos está 

relacionado a uma série de benefícios à saúde, incluindo a redução do risco de 

degeneração macular relacionada à idade, catarata, alguns tipos de câncer e doenças 

cardíacas (Milani et al., 2017). Além disso, há evidências de que eles podem ter um 

efeito positivo na função cognitiva (Johnson, 2012). No entanto, os carotenoides são 

quimicamente instáveis, sendo suscetíveis à oxidação quando expostos à luz, calor, 

oxigênio, ácidos e íons metálicos. Na indústria alimentícia, seu uso é limitado devido à 

baixa solubilidade em água, biodisponibilidade reduzida e rápida liberação (González-

Peña et al., 2023). 

  A instabilidade desses compostos bioativos durante o processamento e armazenamento 

de alimentos pode impactar de forma negativa sua eficácia (Fu et al., 2021). Por isso, diversas 

estratégias são desenvolvidas para melhorar a estabilidade e a eficácia na entrega, no qual 
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incluem a utilização de tecnologias de encapsulamento, como a nanoencapsulação (Soukoulis 

& Bohn, 2018). Diversas técnicas estão disponíveis para realizar a nanoencapsulação desses 

compostos, abrangendo métodos como nanoemulsão, gelificação iônica, spray drying, 

nanoprecipitação, desnaturação térmica e quimica (Jafari, 2017; Pisoschi et al., 2018; C. H. 

Tang, 2021).  

 

3. Tecnologias de nanoencapsulação 

A nanoecapsulamento é descrita como um método de proteger e isolar uma substância 

ativa em uma matriz ou cápsula, em escala nanométrica. Esses compostos podem estar em 

estado sólido, líquido ou gasoso, e será liberada em condições específicas (Alu’datt et al., 2022). 

Essa tecnologia é amplamente utilizada nas indústrias alimentícia e farmacêutica para 

encapsular compostos bioativos (polifenóis, flavonoides, micronutrientes, enzimas e 

antioxidantes), formando barreiras que protegem essas moléculas de fatores adversos, como 

luz, oxigênio, variações de pH, umidade, calor, cisalhamento, entre outras condições extremas  

(Devi et al., 2017).  

A nanoencapsulação contribui para melhoria na biodisponibilidade, liberação 

controlada e a precisão de direcionamento desses compostos. Além disso, auxilia na formação 

de partículas sólidas, redução da evaporação ou perda de volatilidade, aprimoramento da 

barreira contra reações indesejáveis e melhoria da estabilidade física, atividade biológica e da 

vida útil desses compostos (J. Aguiar et al., 2016; de Souza Simões et al., 2017; Jia, Dumont, 

et al., 2016). As principais funcionalidades do nanoencapsulamento estão apresentadas na 

Figura 9. A Tabela 5 apresenta uma descrição detalhada dessas tecnologias, destacando suas 

principais vantagens, limitações e aplicações mais comuns nesse contexto. 
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Figura 9: Principais funcionalidade da nanoencapsulação (Adaptado de Shishir et al., (2018)). 
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Método de nanoencapsulação Descrição Vantagens Desvantagens Referências 

 

Nanoemulsão 

Dispersão de duas fases 

líquidas imiscíveis, 

estabilizadas por surfactantes 

ou co-surfactantes. 

Não apresentam problemas como 

separação, floculação e 

sedimentação; podem ser usadas 

em espumas, cremes, líquidos e 

sprays 

É necessária uma grande concentração de 

surfactantes/cossurfactantes para 

estabilização. Sua estabilidade é afetada pela 

temperatura e pelo pH. 

(Rajendra 

Bhosale et 

al., 2014) 

Gelificação iônica Envolve uma interação de 

soluções poliméricas com íons 

de baixa massa molecular, 

resultando na formação de um 

gel insolúvel. 

É um procedimento simples e fácil, 

não requer equipamentos 

especializados, alta temperatura ou 

solvente orgânico e pode ser 

considerado de baixo custo 

Ocorrência de gelificação heterogênea das 

partículas do gel devido ao mecanismo de 

difusão 

(Kurozawa 

& Hubinger, 

2017) 

Spray Drying Técnica avançada que 

transforma soluções líquidas 

em partículas sólidas 

nanométricas por atomização e 

evaporação rápida. 

Permite obter partículas em escala 

nanométrica, com maior área 

superficial e melhores 

propriedades de 

biodisponibilidade.   

Pode levar à degradação térmica de 

compostos sensíveis ao calor; requer controle 

rigoroso das condições de operação. 

(Ligarda-

Samanez et 

al., 2023) 

Coacervação Técnica de encapsulamento que 

utiliza o princípio da separação 

de fases. Durante o processo, os 

polímeros, em solução, formam 

um coacervado que envolve e 

encapsula o núcleo ativo. 

Permite encapsulamento de 

compostos hidrofílicos e lipofílicos 

O processo pode ser demorado e complexo; 

Sensibilidade ao pH e à força iônica 

(Walia et 

al., 2019) 
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Nanoprecipitação A técnica envolve a mistura de 

uma fase orgânica (que contém 

o polímero e, se aplicável, o 

composto ativo) em uma fase 

úmida sob agitação constante. 

Processo direto, rápido e requer 

etapas mínimas de processamento; 

Pode ser difícil controlar o tamanho e a 

distribuição das partículas; o uso de solventes 

orgânicos pode ser necessário. 

(Almoustafa 

et al., 2017) 

Desnaturação Térmica Processo pelo qual uma 

proteína ou outro biopolímero 

perde sua estrutura nativa 

tridimensional quando causada 

por um aumento de temperatura 

Processo simples e direto; pode ser 

usado para modificar as 

propriedades funcionais das 

proteínas 

Pode levar à perda de atividade biológica e 

funcional das proteínas 

(Gharanjig 

et al., 2020) 

Desnaturação Química  Processo pelo qual uma 

proteína ou outro biopolímero 

perde sua estrutura nativa 

devida interação com agentes 

químicos, como ácidos, bases e 

solventes orgânicos 

 

Pode levar à perda de atividade 

biológica e funcional das proteínas 

Sensibilidade à Oxidação; Custo Elevado (Mousa et 

al., 2017) 

Tabela 5: Métodos de nanoencapsulação utilizando materiais à base de proteínas, incluindo a descrição de cada técnica, suas principais vantagens e 

desvantagens. 

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

As proteínas do soro do leite são matérias-primas extraídas durante o processo de 

fabricação do queijo. Essas proteínas possuem um elevado valor nutricional, excelentes 

propriedades sensoriais e diversas funcionalidades estruturais que as tornam ideais para 

utilização como veículos ou componentes na entrega de uma ampla variedade de bioativos. 

Além disso, sua capacidade de formar matrizes estáveis e interagir com outros ingredientes as 

tornam versáteis em diferentes aplicações alimentares e farmacêuticas. 

 

4.1 Propriedades tecnológicas e funcionais das proteínas do soro do leite 

As proteínas do soro do leite são ingrediente potencial e multi-funcional no 

desenvolvimento de produtos alimentícios com propriedades funcionais e tecnológica 

aprimoradas. Essas proteínas 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, há alguns exemplos de 

propriedades tecnológicas conferidas aos alimentos pelo WP. 

 

Propriedade Tecno-

Funcional 

Setor Alimentício Concentração de 

Proteína (%) 

Aplicações 

Viscosidade Sobremesas 35 Chocolate, 

marshmallow, 

nougat, barras de 

cereais e 

coberturas. 

Solubilidade e 

Estabilidade 

Coloidal 

Bebidas 35 Bebidas 

fortificadas com 

proteínas, 

isotônicos, piña 

colada, 

refrigerantes, chás 

carbonatados, 

bebidas infantis, 

iogurtes e 

substitutos de 

refeições. 

Emulsificação Sopas e Comidas 

Infantis 

85 Sopas com baixo 

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. 

Gelificação Laticínios 65 Iogurtes, iogurtes 

congelados e 

sorvetes. 

Elasticidade Panificação 65 Brownies, bolos, 

biscoitos, pães, 

massas para pizza, 

bolachas e waffles. 

Absorção de Água 

e Gordura 

Produtos Cárneos 85 Salsichas, bifes de 

hambúrguer, 

presuntos, nuggets 

e outros produtos 

derivados de carne. 
Tabela 6: Exemplos de propriedades tecnológicas conferidas aos alimentos pelas proteínas do soro do 

leite 

Fonte: (Alves et al., 2014). 

 

As funções tecnológicas desempenhadas pelas proteínas do soro estão associadas à sua 

composição, concentração e grau de desnaturação. Essas características foram observadas por 

Ghanimah, (2018) em iogurtes integrais e desnatados. Ele demonstrou que o aumento da 

concentração das proteínas do soro do leite contribuiu para uma maior capacidade de formação 

de espuma, emulsificante e melhorou propriedades como tensão da coalhada, viscosidade e 

sinérese. Esse comportamento foi observado quando aplicados em outros alimentos como 

queijo (Amador-Espejo et al., 2021), pães sem glúten (Komeroski et al., 2021), hambúrgueres 

de porco (C. Liu et al., 2022), bebidas lácteas fermentadas (Skrzypczak et al., 2020) e molhos 

de soja (García et al., 2020). O aumento do teor de proteína intensifica os aspectos mencionados 

acima, promovendo alterações na textura dos géis, o que resulta em maior firmeza e melhor 

retenção de água pela matriz. Essa característica está relacionada, principalmente à β-lg, que 

atua como um agente formador de gel devido à presença de grupos sulfidrila livres em sua 

estrutura (Vidigal et al., 2012).  

Além disso, a capacidade dessas proteínas de espessar e gelificar oferece uma alternativa 

natural aos agentes gelificantes tradicionais, como amidos e gorduras. Essa característica 

permite a criação de alimentos semissólidos com texturas mais suaves e agradáveis como 

molhos, temperos e cremes (Amador-Espejo et al., 2021; Kazazi et al., 2017; Madadlou et al., 

2020). 

As proteínas do soro do leite também são fontes ricas de peptídeos bioativos, que 

consistem em sequências específicas de aminoácidos com efeitos benéficos comprovados em 

sistemas biológicos humanos. Esses peptídeos exercem atividades funcionais como 
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antioxidantes, anti-hipertensivos, antimicrobianos, entre outros (de Castro et al., 2017; de 

Castro & Sato, 2015). 

A β-lg, constitui cerca de 50% das proteínas do soro, desempenha um papel importante 

na ligação de minerais como cálcio e zinco. Além disso, apresenta homologia parcial de 

sequência com proteínas que se ligam ao retinol, indicando uma contribuição potencial no 

transporte de vitamina A (Buszewski et al., 2020). Já a α-la é amplamente recomendada para 

fórmulas infantis e alimentos específicos para o enriquecimento proteico, devido ao seu perfil 

nutricional e funcional (Layman et al., 2018).  

Outra fração relevante é a albumina sérica, capaz de se ligar a ácidos graxos e 

imunoglobulinas, como IgA, IgM, IgG1 e IgG2, promovendo imunidade passiva aos 

consumidores. A lactoferrina, por sua vez, é uma proteína com alta camada de ferro, que auxilia 

na absorção desse mineral no trato digestivo. Além disso, possui ação antimicrobiana, inibindo 

microrganismos indesejáveis, 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 inespecífica na glândula mamária (Ulfman et al., 2018; Walzem et al., 1999). 

As propriedades funcionais das proteínas do soro de leite são influenciadas por fatores 

intrínsecos como a composição e a sequência de aminoácidos, as estruturas secundárias e 

terciárias, as características hidrofílicas e hidrofóbicas da superfície, a carga elétrica e a 

flexibilidade molecular. Já os fatores extrínsecos incluem o pH, a força iônica, a temperatura, 

a presença de enzimas e as interações com outros componentes alimentares, que podem 

modificar e potencializar essas propriedades funcionais (Siddique et al., 2016; H. Zhu & 

Damodaran, 1994). Portanto, essas proteínas destacam-se como altamente funcionais e 

versáteis, desempenhando papéis essenciais na melhoria das propriedades tecnológicas e 

bioativas de diversos alimentos.  

 

4.2 Estabilidade térmica e resistência à desnaturação 

As proteínas do soro do leite são altamente sensíveis ao tratamento térmico, um processo 

essencial na indústria de laticínios para garantir a segurança microbiológica e aumentar a vida 

útil dos produtos (Dash et al., 2022; Wijayanti et al., 2014a). Por exemplo, durante o 

processamento do leite, técnicas como a pasteurização (62,5 °C por 30 minutos ou 72 °C por 

15 segundos) e o tratamento UHT (135–140 °C por 3–5 segundos) são amplamente utilizadas, 

assim como a secagem por pulverização, comum na produção de leite em pó (Petit et al., 2016). 

Embora esses tratamentos sejam essenciais, eles causam mudanças significativas na estrutura 
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das proteínas, especialmente nas proteínas do soro de leite, que possuem uma grande quantidade 

de ligações dissulfeto que são sensíveis ao calor (Edwards & Jameson, 2020).  

De maneira geral, as proteínas do soro tendem a se desdobrar de sua estrutura original 

quando expostas a temperaturas superiores a 65 °C, revelando aminoácidos como a cisteína, 

que contém grupos sulfidrila livres (-SH), essenciais para a formação de novas ligações 

(Wijayanti et al., 2019). O calor pode romper essas ligações, levando à desnaturação dessas 

proteínas, que inclui desdobramento, reticulação, agregação e oxidação. Esse processo também 

afeta propriedades funcionais, como digestibilidade e bioatividade (Hussain et al., 2012; X. 

Zhao et al., 2020).  

As proteínas do soro podem ser definidas em relação à sensibilidade ao calor na seguinte 

ordem: Imunoglobulinas > BSA > Peptonas proteose > β-lg > α-la , sendo as imunoglobulinas 

as mais sensíveis e a β-lg e a α-la as mais resistentes. O tratamento UHT, em particular, 

desnatura a maioria das imunoglobulinas e a maior parte da BSA, uma vez que essas proteínas 

estão presentes em concentrações mais baixas do que a β-la e a α-la, que são mais resistentes 

(Krishna et al., 2021; Wijayanti et al., 2019). Curiosamente, a β-la sozinha é mais estável ao 

calor do que o whey protein isolate (WPI) (Ryan et al., 2012). 

O tratamento térmico influencia na alteração na estrutura dessas proteínas, formando 

fibrilas. Em comparação com as proteínas nativas, as fibrilas proteicas são mais adequadas 

como transportadoras para entrega. Isso ocorre porque as fibrilas possuem vários grupos 

funcionais, capazes de promover diversas interações com diferentes nutrientes (Cao & 

Mezzenga, 2019). Além disso, esse processo físico é amplamente utilizado na automontagem 

de proteínas, conforme descrito no tópico 4.3, resultando em diversas morfologias e 

propriedades novas. Um dos efeitos desse tratamento térmico é o aumento da hidrofobicidade 

superficial das proteínas, que expões sítios hidrofóbicos o interior da proteína, o que melhora 

sua capacidade de se ligar a moléculas bioativas com baixa solubilidade água, ampliando seu 

potencial como sistema de entrega (Frydenberg et al., 2016; L. Zhang et al., 2021a). Estudos 

sobre alterações estruturais das proteínas do soro do leite sob diferentes condições de tratamento 

térmico estão resumidos na Tabela 7, evidenciando a influência do aquecimento na 

funcionalidade dessas proteínas. 
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Proteínas Condições de aquecimento Mudanças estruturais Referências 

 

 

 

 

β-la 

78 °C; os tempos de aquecimento foram de 

0, 5, 15 e 30 minutos; pH 6,7; Adição do 

íon metálico Cu²⁺ 

- O cobre promoveu a oxidação rápida dos grupos sulfidrila, resultando na 

formação de dímeros covalentes. 

- Os dímeros catalisados por cobre apresentaram uma perda completa da 

estrutura terciária; 

-Mudanças na estrutura de folhas β da proteína 

(Muhammad et al., 

2009) 

85°C; b-Lg (55 mg/mL) foi preparada em 

tampão fosfato 20 mM, pH 6,8; 

Temperatura 85 °C, tempos variados de 1 

a 15 minutos 

- O aquecimento induziu a desnaturação e agregação da b-Lg, resultando na 

formação de monômeros desnaturados, dímeros e trímeros. 

- Houve um aumento na hidrofobicidade superficial da proteína e uma perda 

parcial da estrutura secundária (α-hélice e folha β) 

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

(oligômeros e polímeros) 

(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 

- Diminuição do comprimento das fibrilas com o aquecimento, sendo mais 

acentuada em 121 °C. 

- Aumento do diâmetro das fibrilas (~15-25 nm) em 121 °C. 

- Redução da hidrofobicidade superficial com o aumento da temperatura e 

tempo de aquecimento. 

(D. Chen et al., 2022) 

80 °C em diferentes condições de pH (6, 

6,4, e 6,8) 

Tempo de aquecimento variou de 1 a 15 

minutos 

- A desnaturação térmica levou à formação de agregados de β-Lg. 

- O tamanho dos agregados aumentou com a diminuição do pH. 

- No pH 6, os agregados eram maiores e mais esféricos, enquanto no pH 6.8, 

eram menores e mais lineares. 

(Zúñiga et al., 2010) 

 

 

70°C por 30 minutos e 90°C por 30 

minutos 

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

dissulfeto. 

(Lajnaf et al., 2017) 
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α-la 

O tratamento térmico foi realizado em pH 

neutro (6,5) e pH ácido (4,3) 

- Mudança no potencial zeta, indicando alteração na carga superficial da 

proteína. 

- Agregação de proteínas, especialmente em pH ácido, levando à formação 

de estruturas maiores que afetam as propriedades interfaciais e de espuma 

- Pré-homogeneização: Aquecimento a 

100°C, com pré-aquecimento a 65°C antes 

da homogeneização. 

- Pós-homogeneização: Aquecimento a 

100°C após a homogeneização, mantendo 

uma taxa de fluxo de 1 L/min e tempo de 

retenção de 30 segundo 

- A α-lactoalbumina formou agregados solúveis de tamanhos variados, 

dependendo das condições de processamento e da concentração de α-

lactoalbumina. 

- O aquecimento pós-homogeneização resultou em um aumento significativo 

na viscosidade das emulsões 

(Buggy et al., 2017) 

Os tratamentos térmicos foram aplicados 

por 15 minutos nas seguintes 

temperaturas:  25°C (temperatura 

ambiente) 65°C 95°C. 

- Aumento na hidrofobicidade da superfície: Observado principalmente em 

pH ácido (3,0) e temperaturas mais altas (95°C), causando exposição de 

grupos hidrofóbicos na superfície da proteína. 

- Rearranjo conformacional 

- Mudanças na tensão interfacial 

(Ellouze et al., 2019) 

 

 

 

Aquecimento em torno de 60–80 °C por 

períodos variáveis (horas a dias) com 

controle de umidade relativa (30–79%) 

- A perda de estrutura terciária e secundária das proteínas 

- Exposição de grupos hidrofóbicos e sulfídricos (-SH) 

(Setiowati et al., 

2020) 
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Whey protein 

As soluções de proteínas foram aquecidas 

a temperaturas de 80°C, 85°C e 90°C por 

um período de 30 minutos. 

- O calor causou desnaturação parcial ou total das proteínas, expondo grupos 

hidrofóbicos 

- Houve formação de agregados de proteínas maiores devido às reações de 

troca de sulfeto-disulfeto e interações hidrofóbicas. 

- Redução 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 

agitação constante. 

Após o tratamento térmico, as amostras 

foram imediatamente resfriadas em gelo 

para cerca de 4°C. 

- O aquecimento induziu a desnaturação da proteína, atingindo até 95% de 

desnaturação em altas concentrações de proteína total. 

- As proteínas desnaturadas formaram complexos solúveis e agregados 

insolúveis. 

- O tamanho das partículas aumentou após o aquecimento devido à formação 

de agregados protéicos. 

- O aquecimento aumentou a viscosidade, especialmente em concentrações 

elevadas de proteínas. 

(Warncke et al., 2022) 

 

 

Lactoferrina 

 

As amostras foram aquecidas em três 

temperaturas diferentes: 65 °C, 70 °C e 75 

°C durante 30 minutos. 

- O aquecimento causou agregação por ligações dissulfeto e interações não 

covalentes na lactoferrina. 

- A agregação foi mais intensa em 75 °C, com formação de agregados 

maiores e mais resistentes 

(L. Xiong et al., 2021) 

Os tratamentos térmicos foram realizados 

em uma banho-maria termostático em 

temperaturas de 55, 65, 75, 85 e 95 °C 

durante 30 minutos. 

- O tamanho médio das partículas diminuiu significativamente com o 

aumento da temperatura de tratamento, 

- Houve redução do conteúdo de α-hélice e aumento de estruturas 

desordenadas, como "random coil", indicando desnaturação da lactoferrina 

(J. Liu et al., 2020) 
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Tabela 7: Impacto de diferentes condições de aquecimento sobre proteínas do soro do leite, detalhando as mudanças estruturais resultantes e suas implicações 

funcionais. 

Fonte: Autor, 2024.

 

 

Soroalbumina 

bovina 

As temperaturas utilizadas foram 60°C, 

65°C, 70°C e 80°C. A proteína foi 

incubada em tampão de fosfato 0,1 M, pH 

7,0, com concentração de 1 mg/ml. 

- Formação de fibrilas curtas e esférulas 

- Formação de agregados 

- Diminuição no conteúdo de α-hélices e aumento de estruturas β e 

desordenadas. 

(Borzova et al., 2016) 

As temperaturas utilizadas foram 48°C, 

68°C e 88°C por 5 minutos cada. 

- Formação de estruturas folhas β e perda de hélices α. 

- Aumento de estruturas desordenadas 

- Formação de agregados 

(R. Lu et al., 2015) 
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4.3 Automontagem 

As proteínas se automontam em uma grande variedade de estruturas com diferentes 

tamanhos e simetrias. Sob certas condições (pH, força iônica, temperatura, concentração, 

agitação, sonicação etc.), as proteínas também se automontam em várias estruturas que variam 

de nm a μm em tamanho (McManus et al., 2016). Diversos agregados de proteínas (Figura 10) 

podem ser montados sob diferentes condições externas, incluindo estruturas coloidais, cristais, 

agregados amorfos, hidrogéis, fibrilas e fibrilas amiloides, que são amplamente explorados para 

expandir seu desenvolvimento e aplicações em alimentos devido as características especificas 

de cada uma dessas estruturas. Na Tabela 8 estão apresentadas diferentes formas que as 

proteínas podem formar, juntamente com as condições de obtenção.  

Figura 10: Representação esquemática dos diferentes tipos de automontagens de proteínas mais 

observadas. 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Proteínas Estrutura automontada Condições de formação Propriedades Referências 

 

 

 

Lactoferrina 

Esférica Temperatura: 75 °C 

Tempo de exposição: 10 minutos 

pH: 7,0 

Estáveis por até 35 dias a 4 °C, 

instáveis após 14 dias em 

temperatura ambiente. Alta eficiência 

de encapsulamento (89,99%) e carga 

(2,57%) para curcumina 

(Araújo et al., 2020) 

Esférica Temperatura: 50 °C 

Tempo de exposição: 30 minutos 

pH: 6,0 

Estabilidade térmica a 85 °C por até 

4 horas e mantêm estabilidade 

estrutural por 30 dias a 4 °C. 

Alta eficiência de encapsulamento 

(93,44%) e capacidade de carga 

(8,59%) para curcumina, retida no 

núcleo hidrofóbico das micelas. 

(Y. Wang et al., 2022) 

 

Whey protein 

Fibrilar Temperatura: 90 °C 

Tempo de exposição: 3 dias 

pH: 2,0 

Apresentou estabilidade mecânica e 

estrutural devido à rede de folhas β 

ligadas por hidrogênio e estabilidade 

química. 

(Kamada et al., 2017) 

Fibrilar Temperatura: 90 °C 

Tempo de exposição: 1 a 3 dias 

pH: 2 

Apresentou alta estabilidade 

estrutural, mecânica e funcional em 

condições controladas de pH e 

temperatura 

(Mohammadian et al., 

2020) 

Hidrogel Temperatura: 80 °C 

Concentração de NaCl: 2 mmol/L 

Tempo de exposição: 15 minutos 

pH: 7,0 

Rede estrutural estável e resistente, 

suportando deformações. 

(Hashemi et al., 2017) 

Fibrilar Temperatura: 37 °C 

Concentração de NaCl: 0,1 mmol/L 

Boa estabilidade em espumas e 

emulsões 

(A. Chen et al., 2018a) 
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Tempo de exposição: 4 horas 

pH: 7,0 

β-lg Fibrilar Temperatura: 100 °C 

Concentração de NaCl: 50 mmol/L 

Tempo de exposição: 60 minutos pH: 

7,10 ± 0,01 

Estabilidade: Estável por 60 dias a 4 

°C. Encapsulação: Alta eficiência 

para quercetina (96,5%). 

Propriedades tecnológicas: Melhor 

estabilidade e formação de 

espuma/emulsão que a proteína 

nativa. 

(D’Onofre Couto et al., 

2021a) 

Esférica Temperatura: 80°C 

Concentração de NaCl: 200 mmol/L 

Tempo de exposição: 10 minutos 

pH: Ácido (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. 

Encapsulação: Alta eficiência para 

riboflavina e quercetina. 

 

(Simões, Abrunhosa, et 

al., 2020a) 

Esférica Temperatura: 80°C 

Concentração de NaCl: 47,2 mmol/L 

Tempo de exposição: 15 minutos 

pH: 6 

Estabilidade: Resiste a condições 

ácidas e enzimas gástricas, 

protegendo os compostos 

encapsulados. Encapsulação: Alta 

eficiência para os compostos 

bioativos 

(Simões, Martins, et al., 

2020) 

Esférica Temperatura: 80º C 

Concentração de NaCl: 1 mmol/L 

Tempo de exposição: 10 minutos 

pH: 6 

Estrutura estável após 14 dias; 

resistência a ácido gástrico (pH 1,7) 

e enzimas 

 

(Madalena et al., 2016) 
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α-La 

Esférica Temperatura: 25 °C, 50 °C e 80 °C 

Tempo de exposição: 5 minutos 

pH: 7,4 ± 0,2 

Estáveis em suspensão refrigerada (4 

°C) por 30 dias, sem precipitação 

(Etorki et al., 2016) 

Nanotubo Temperatura: 50º C 

Concentração de NaCl: 75 mmol/L 

Tempo de exposição: 1,5 hora 

pH: 7,5 

Estabilidade: Alta resistência 

mecânica, adequada para matrizes de 

transporte e encapsulação. Géis com 

potencial para entrega controlada de 

bioativos em processos industriais. 

(Tarhan et al., 2021) 

Nanotubo Temperatura: 55° C 

Concentração de NaCl: 75 mmol/L 

Tempo de exposição: 3 horas 

pH: 7,5 

Estruturas tubulares altamente 

estáveis, resistentes a variações de 

pH e temperatura, com alta 

estabilidade mecânica. 

(Fuciños et al., 2021) 

Esférica Temperatura: 25 °C, 50 °C e 75 °C 

Concentração de NaCl: 1 mmol/L 

Tempo de exposição: 15, 25 ou 35 

minutos 

pH: 3, 7 ou 11 

Estáveis em condições controladas 

de temperatura, pH e 

armazenamento; Propriedades 

espessantes, agentes de textura e 

encapsulantes 

 

(Monteiro et al., 2016) 

Tabela 8: Condições de formações de diferentes estruturas auto-organizadas das proteínas do soro do leite. 

Fonte: Autor, 2024. 
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As fibrilas de proteínas, por exemplo, podem causar melhorias significativas nas 

propriedades funcionais de sistemas alimentares. Entre essas propriedades estão o aumento da 

viscosidade, capacidade de gelificação, formação de espuma, emulsificação e atividades 

antioxidantes e antimicrobianas. Essas características tornam as fibrilas estruturas promissoras 

para aplicações que demandam funcionalidades específicas em alimentos e outros produtos 

(Meng, Wei, Xue, 2022). 

Os hidrogéis, por sua vez, destacam-se pela capacidade de reter grandes quantidades de 

água, o que os torna materiais extremamente versáteis. Eles encontram aplicações em setores 

como alimentos, cosméticos, cuidados pessoais, agroquímicos, farmacêuticos e biomedicina. 

Além disso, hidrogéis de proteínas podem ser usados como matrizes para encapsulação e 

liberação controlada de moléculas bioativas, ampliando seu potencial tecnológico (Oyom et al, 

2025). As estruturas coloidais desempenham um papel essencial em alimentos ao aumentar a 

bioacessibilidade de nutrientes pouco solúveis em água. Elas também possibilitam a 

personalização de propriedades alimentares, como textura, propriedades mecânicas, prazo de 

validade e liberação de moléculas bioativas. Além disso, essas estruturas interagem com 

componentes do trato digestivo, podendo influenciar a digestibilidade e a absorção de nutrientes 

(Hong, Salentinig, 2022). 

Portanto, a automontagem de proteínas, ao permitir a formação de diferentes tipos de 

estruturas com propriedades únicas, abre um leque de possibilidades para inovações industriais, 

com destaque para a aplicação em alimentos funcionais e tecnologias avançadas de liberação 

controlada. 

 

4.4 Ligação de bioativos 

4.4.1 Ligação iônica 

A interação de íons metálicos com proteínas pode alterar suas funções biológicas 

(Thomson & Gray, 1998). A caracterização dessas mudanças é essencial, dada a importância 

das proteínas em diversos processos biológicos e industriais. Alguns fatores a serem 

considerados incluem: (i) a formação de novos sítios de ligação, (ii) alterações conformacionais 

na proteína, (iii) a natureza dos grupos de interação metal-proteína e (iv) o potencial de 

agregação proteica (Leal et al., 2012). 

As proteínas do soro do leite possuem grupos funcionais que podem participar de 

interações iônicas, influenciando suas propriedades físico-químicas e funcionais. Essas ligações 

iônicas ocorrem entre as cargas positivas (grupos amino protonados) e negativas (grupos 

carboxilatos desprotonados) presentes na estrutura das proteínas. A β-lg contém duas ligações 
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dissulfeto (Cys-106 a Cys-119; Cys-66 a Cys-160) que contribuem para a manutenção de sua 

estrutura durante processos como hidrólise e tratamento térmico (Qin et al., 1998). Além disso, 

possui um grupo de cisteína livre (Cys-121), que atua como sítio de ligação para íons metálicos 

do bloco d, como ferro (Fe²⁺/Fe³⁺), cobre (Cu²⁺) e prata (Ag⁺) (Ma et al., 2018). Devido à 

presença dessas ligações dissulfeto e do grupo sulfidrila em seu núcleo hidrofóbico, a β-lg 

desempenha um papel importante na proteção contra a oxidação ao capturar espécies reativas 

de oxigênio (SAKAI et al., 2000). 

Já a α-la apresenta um sítio de ligação de alta afinidade para o cálcio, incluindo resíduos 

como Lys79, Asp82, Asp84, Asp87 e Asp88. A ligação ao cálcio é fundamental para a 

estabilidade molecular do α-la e também influencia o processo de redobramento e a formação 

de ligações dissulfeto em sua forma reduzida e desnaturada (Noyelle & Van Dael, 2002; 

Permyakov, 2020). A lactoferrina se liga mais comumente ao ferro trivalente (Fe³⁺), mas 

também pode interagir com outros íons metálicos, como alumínio (Al³⁺), gálio (Ga³⁺), 

manganês (Mn³⁺), cobalto (Co³⁺), cobre (Cu²⁺) e zinco (Zn²⁺), embora com camada superficial 

reduzida (Narmuratova et al., 2022). Além disso, o comportamento das interações eletrostáticas 

dessas proteínas depende do pH do meio, tornando-se neutras quando este é igual ou próximo 

ao ponto isoelétrico da proteína. 

 

4.4.2 Ligação de moléculas hidrofóbicas, hidrofílicas e outras 

 

As proteínas do soro se ligam com moléculas hidrofóbicas e hidrofílicas principalmente 

através de interações não covalentes, como ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas, 

forças de Van der Waals e ligações iônica (Y. Zhang et al., 2024). Os principais métodos de 

determinação usados para avaliar a presença dessas interações são espectroscopia de extinção 

de fluorescência, termodinâmica, titulação calorimétrica isotérmica e encaixe molecular (Dan 

et al., 2019; X. Li et al., 2020). Deve-se notar que a maioria das interações não covalentes são 

interações fracas que podem ser revertidas alterando a força iônica e outros fatores relacionados 

às características de carga de superfície molecular (Lin et al., 2017; Tavares, Croguennec, 

Hamon, et al., 2015). O tipo de interação é geralmente diferenciado pelos parâmetros externos 

(pH, força iônica, concentração total de biopolímero, temperatura, pressão, cisalhamento e 

método de acidificação) e intrínsecos (densidade de carga do biopolímero, distribuição de carga, 

massa molecular e conformação molecular) das macromoléculas biológicas (Weiss et al., 

2019). 
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Por exemplo, D’Onofre Couto et al., (2021) explicou diferentes tipos de ligações entre 

a β-lg e compostos bioativos de caráter hidrofóbico (quercetina, rutina e naringina) e 

riboflavina, um composto anfifílico. No caso da quercetina, as interações predominantemente 

são hidrofóbicas, ocorrendo entre os anéis aromáticos da quercetina e os resíduos hidrofóbicos 

na superfície da nanoestrutura de β-lg. Para a rutina, além das interações hidrofóbicas, há a 

formação de ligações de hidrogênio entre os grupos hidroxila da rutina e os resíduos de 

aminoácidos da β-lg. Já para a naringina, as interações envolvem principalmente interações de 

Van der Waals, ocorrendo na superfície externa da proteína devido à sua natureza parcialmente 

hidrofílica e à sua maior massa molecular, que limita sua entrada no cálice hidrofóbico da β-lg. 

Já em relação a interação entre a riboflavina e a β-lg, ocorreu através de interações eletrostáticas 

e ligações de hidrogênio. A riboflavina, sendo uma molécula anfipática, tem menor afinidade 

com a cavidade hidrofóbica da β-lg, o que resulta em menor eficiência de encapsulamento 

comparada a compostos mais hidrofóbicos, como a quercetina. 

Foi demonstrado recentemente que β-lg se liga a pigmentos como antocianina, como 

evidenciado por Salah & Xu, (2021) que mostraram que a β-lg também apresenta alta afinidade 

por antocianinas extraídas de framboesas. Nesse estudo, a interação entre β-lg e antocianinas 

foi mediada por forças eletrostáticas, conforme evidenciado pelos parâmetros termodinâmicos 

negativos de ΔH e positivos de ΔS, indicando que essas interações são impulsionadas pela 

atração de cargas opostas. 

A α-la possui características estruturais que permitem interagir com moléculas 

hidrofílicas e hidrofóbicas, devido à sua estrutura proteica. Ela pode se ligar a compostos como 

curcumina (Q. Wang et al., 2022), β-caroteno (Du et al., 2019), vitamina D3 (Delavari et al., 

2015) e retinol (Z. Jiang et al., 2023) por meio de interações hidrofóbicas, eletrostáticas e 

ligações de hidrogênio. Além disso, a α-la é capaz de encapsular moléculas hidrofílicas, como 

riboflavina (de Oliveira Bianchi et al., 2024) e cafeína (Fuciños et al., 2017), utilizando ligações 

de hidrogênio e interações de Van der Waals. A lactoferrina (Lf), por sua vez apresenta 

capacidade de ligação ao ferro, o que a torna uma excelente matriz para entrega de compostos 

bioativos. Estudos demonstram que a encapsulação de diferentes formas de Lf em partículas de 

microgel de alginato oferece proteção efetiva contra condições adversas do trato 

gastrointestinal, como a ação de enzimas proteolíticas e variações de pH (Bokkhim et al., 2016). 

Além disso, a interação da Lf com o ácido fólico em pH ácido (5,5) resulta na formação de 

complexos estáveis, que aumentam a solubilidade e a bioacessibilidade do ácido fólico em 

alimentos fortificados. A estrutura altamente catiônica da Lf em pH neutro e ácido (pI de 8,6–

8,9) contribui para sua funcionalidade como transportadora de bioativos, devido as regiões de 
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alta carga positiva que favorecem interações eletrostáticas específicas (Tavares, Croguennec, 

Lê, et al., 2015). 

 

4.5 Atividade de superfície 

As propriedades de superfície referem-se à capacidade de uma substância interagir e 

modificar suas características em interfaces, como a interface óleo-água. Essas propriedades 

são essenciais para aplicações em emulsões, espumas e sistemas de encapsulamento 

(Ngouangna et al., 2022). A estrutura anfifílica das proteínas do soro do leite, apresentam 

excelentes propriedades de superfície, permitindo sua adsorção em interfaces óleo-água e 

estabilizando emulsões. Essas propriedades são influenciadas por fatores como pH, 

temperatura, força iônica e estado de agregação (de Castro et al., 2017).  

 A ordem relatada de atividade de superfície para as proteínas do soro do leite 

individuais é:  BSA > α-la > Imunoglobulinas > Lactoferrina  > β-lg (H. Singh & Ye, 2020).  

Além disso, a capacidade de adsorção dessas proteínas em interfaces pode ser melhorada pela 

adição de compostos anfifílicos. Por exemplo, Shi et al., (2024) demonstrou que a adição de 

glicirrizina reduziu significativamente a tensão superficial de soluções contendo α-la, 

melhorando a capacidade dessa proteína em estabilizar emulsões. Esse efeito foi atribuído por 

alterações na reologia da interface, aumento da massa adsorvida e maior estabilidade da camada 

interfacial. 

 Estudos relatados na literatura demonstra que íons metálicos como cobre (Thawari & 

Rao, 2016), zinco (Gołȩbiowski et al., 2022) , cálcio (Braunschweig et al., 2016) e prata (Rodzik 

et al., 2022) contribuem para uma maior estabilidade interfacial dessas proteínas. Além disso, 

há muitos exemplos que demonstram a utilização das boas propriedades das proteínas do leite 

em aplicações de encapsulamento. Por exemplo, em sistemas O/A o WPI (P. Shao et al., 2019), 

β-lg(López-Castejón et al., 2019) e α-la (R. Shi et al., 2023) foram usados como agentes 

encapsulantes devido às suas propriedades emulsificantes. Em sistemas múltiplos 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 α-la (Fan et al., 2022; B. Liu et al., 2021) 

foram utilizados como os principais ou únicos emulsificantes, atuando em ambas as interfaces 

da fase aquosa. 
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4.6 Propriedades de blindagem e proteção 

As proteínas do soro do leite possuem altos valores nutricionais e características 

estruturais e funcionais versáteis, incluindo a capacidade de atuar como agentes de blindagem 

e proteção em diferentes aplicações, o que facilita a entrega de agentes bioativos. A 

complexação de proteínas com compostos bioativos pode fornecer efeitos de proteção e 

blindagem para os ligantes ligados contra agentes oxidantes, radiação de luz e ambiente ácido, 

atribuindo ao efeito imobilizado, capacidade antioxidante, propriedade de absorção de UV e 

capacidade de tamponamento de proteínas (Y. Hu et al., 2019a; Y. Lu et al., 2020; Soleimanifar 

et al., 2021). 

Por exemplo, foi demonstrado que β-lg atua como um antioxidante, principalmente 

devido ao seu grupo tiol livre. O tratamento térmico desempenha um papel importante na 

exposição de grupos funcionais e na formação de interações estabilizantes com compostos 

bioativos. No caso da cianidina- 3-O -glicosídeo, foi demonstrado que a β-lg tratada 

termicamente oferece maior proteção antioxidante e preservação da cor, especialmente em 

temperaturas acima de 85 °C, devido ao aumento das interações hidrofóbicas e à exposição de 

grupos tiol livres (Qie et al., 2022). De maneira semelhante, a encapsulação de EGCG pela β-

lg tratada termicamente apresentou resultados promissores. O aquecimento da β-lg a 85 °C, 

associado a uma proporção molar de 1:2 (β-lg:EGCG), proporcionou maior proteção à atividade 

antioxidante do EGCG. Além disso, a estrutura secundária da proteína nativa foi preservada, 

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

O papel da β-lg no encapsulamento de compostos fenólicos também foi investigado para 

o ácido clorogénico. Em temperaturas acima de 85 °C, a formação de interações covalentes 

entre β-lg e ácido clorogénico resultou em maior capacidade antioxidante. Essa proteção foi 

explicada pela combinação de ligações covalentes e não covalentes, que proporcionaram 

resistência à oxidação mesmo sob condições adversas (Qie et al., 2021). Rodrigues et al., (2024) 

destacaram que alterações estruturais induzidas por calor e variáveis elétricas potencializaram 

a interação entre β-lg e compostos fenólicos. O desdobramento térmico da β-lg aumentou as 

constantes de associação, promovendo a formação de complexos estáveis que apresentaram 

forte efeito antioxidante, protegendo os bioativos encapsulados contra degradação. 

Além da β-lg, outras proteínas do soro de leite, como a α-la, também apresentam elevado 

potencial antioxidante após hidrólise enzimática. Foi relatado que o hidrolisado de α-
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lactalbumina, obtido por tratamento com alcalase e posterior digestão gastrointestinal, 

apresenta uma melhora considerável em sua capacidade antioxidante (Báez et al., 2021). 

Adicionalmente, o desenvolvimento de nanotubos baseados em α-lactalbumina parcialmente 

hidrolisada tem sido associado a uma maior estabilidade coloidal e à proteção do licopeno 

contra degradação 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 nanopartículas de 

WPI e BSA, demonstrando um aumento na estabilidade e biodisponibilidade dos compostos 

fenólicos presentes. Essas nanopartículas protegeram o extrato contra a degradação por radiação 

UV e condições oxidantes, promovendo maior eficiência antioxidante e bioatividade (Ni et al., 

2025). 

4.7 Bioacessibilidade e biodisponibilidade do conteúdo encapsulado 

As proteínas do soro do leite têm se destacado como nanocarreadores altamente 

eficientes para a liberação controlada de compostos bioativos, sendo amplamente aplicadas no 

desenvolvimento de produtos alimentícios, farmacêuticos e nutracêuticos. Como abordando 

anteriormente, essas proteínas apresentam propriedades funcionais que permitem a 

encapsulação, proteção e liberação controlada de compostos bioativos, melhorando a 

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

A bioacessibilidade refere-se à fração de um composto bioativo que é liberada da matriz 

alimentar durante a digestão, tornando-se disponível para absorção no trato gastrointestinal 

(Barba et al., 2017). No caso das proteínas do soro do leite, sua capacidade de formar 

nanocarreadores auxilia na proteção dos compostos bioativos contra condições adversas, como 

pH ácido, ação de enzimas digestivas e oxidação, garantindo que os compostos cheguem ao 

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

A biodisponibilidade, por sua vez, está relacionada à proporção do composto bioativo 

que é efetivamente absorvida e utilizada pelo organismo. Fatores como o tipo de proteína 

utilizada, o tamanho das partículas formadas, a funcionalização da superfície dos 

nanocarreadores (Barba et al., 2017) e a interação entre os compostos encapsulados e os 

componentes da matriz alimentar desempenham um papel essencial nesse processo. A estrutura 

das proteínas do soro do leite permite a formação de partículas nanométricas que facilitam a 

absorção celular, muitas vezes por meio de endocitose mediada por receptores, garantindo a 

entrega eficiente do composto bioativo no local desejado (Agustinisari et al., 2020). 
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O uso de proteínas do soro de leite como nanocarreadores podem melhorar a 

estabilidade físico-química dos compostos bioativos encapsulados, protegendo-os contra a 

degradação durante a irradiação UV e o processamento térmico, além de proporcionar uma 

liberação controlada ao longo do trato gastrointestinal, favorecendo a absorção e distribuição 

dos compostos bioativos. Além disso, a encapsulação em nanocarreadores à base de proteínas 

do soro do leite é especialmente eficaz para compostos sensíveis, como antioxidantes e 

vitaminas hidrossolúveis, garantindo maior estabilidade e liberação 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 à base de proteínas, destacando a eficiência de encapsulação e as 

melhorias observadas nessas moléculas.  
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Bioativo Nanocarreador Tamanho (nm) Eficiência de 

encapsulamento 

(EE) (%) 

Melhoria do encapsulamento Referências 

Carotenóides β-caroteno WP 150,00 - Melhoria na estabilidade coloidal; 

Oxidativa e térmica 

 

 

(Mehrad et al., 

2018) 

Licopeno α-la 17,4 ± 1,3 70,00 Maior viscosidade aparente  

Maior resistência mecânica Melhor 

capacidade de carga 

Fotoestabilidade aprimorada do 

licopeno encapsulado 

(S. Guo et al., 2023) 

 

 

 

 

 

Polifenóis 

 

 

 

Quercetina 

β-Lg 

 

87,8 ± 1,9 64,40 Estabilidade sob diferentes 

condições de pH (ácido, neutro e 

alcalino). 

Estabilidade térmica até 70 °C; 

Mecanismo de liberação 

controlada  

 

(Simões, 

Abrunhosa, et al., 

2020b) 
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Curcumina WP - 93,10 Estabilidade melhorada contra 

oxidação (de 10% para 70%) 

Liberação melhorada no trato 

gastrointestinal simulado  

Estabilidade em pH neutro (pH 7). 

Biodisponibilidade melhorada 

(Solghi et al., 

2020b) 

Fenólicos 

de folha de 

oliveira 

WP 232,3 - Melhoria na estabilidade coloidal 

e térmica 

(Soleimanifar et al., 

2020) 

Minerais Cálcio WP 104,9 ± 0,9 - Estabilidade e absorbabilidade em 

condições ácidas e básica; aumento 

na biodisponibilidade de cálcio 

 

(Xixi et al., 2015) 

Cálcio WP 150,00 - Aumento da estabilidade química e 

bioacessibilidade 

 

(Yi et al., 2020) 

Zinco WP 92,20 99,2 Melhoria na taxa de liberação, 

estabilidade térmica 

 

(S. Shao et al., 

2018) 
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Vitamina B2 β-Lg 109, 95 36,39 Melhoria na estabilidade coloidal 

 

(D’Onofre Couto et 

al., 2021b) 

Vitamina D3 β-Lg 130,00 - Estabilidade térmica e oxidativa  

 

(Berino et al., 2019) 

 

 

 

Polímero 

Poli-L-

lisina 

α-la 151,2 95,00 Melhoria na estabilidade das 

nanopartículas revestidas em 

condições de digestão 

gastrointestinal simulada. 

(Jiménez-Cruz et 

al., 2022) 

Quitosana WP 109,00 - Estabilidade das nanopartículas em 

diferentes condições de pH. 

(De Queiroz et al., 

2018) 

 

 

 

 

Outros nutracêuticos 

Omega-3 WP 196,00 - Estabilidade durante a digestão 

gástrica; Liberação eficiente no 

intestino 

 

(Abbasi et al., 

2019) 

Ácido fólico β-Lg 109,77 ± 2,80 68,82±1,76 Estabilidade em diferentes pH; 

Eficácia contra diferentes linhas 

celulares 

 

(Kayani et al., 

2018) 

Tabela 9: Características das nanoestruturas (proteínas/peptídeos) para a liberação de compostos bioativos com potencial aplicação em alimento. 
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5. Conclusão 

Este artigo de revisão explorou as propriedades das proteínas do soro do leite, 

destacando seu potencial como nanocarreadores para compostos bioativos. Essas proteínas 

demonstraram ser uma plataforma eficaz para a encapsulação de moléculas bioativas como 

polifenóis, vitaminas e ácidos graxos, devido à sua estrutura anfifílica e capacidade de formar 

filmes, emulsões e superfícies ativas. Outra vantagem desses transportadores é seu valor 

nutricional e alta atividade em baixas concentrações.  

A eficiência na complexação e encapsulamento desses sistemas depende de fatores 

como temperatura, proporção de mistura, concentração e condições de processamento, que 

afetam diretamente a estabilidade e biodisponibilidade dos compostos encapsulados. Esses 

parâmetros influenciam a organização molecular e a funcionalidade de estruturas como 

nanopartículas, hidrogéis e fibrilas, determinando características essenciais, como resistência 

térmica, controle de liberação e interação no trato gastrointestinal. 

Devido à versatilidade dessas proteínas, conforme descrito, fica evidente o seu potencial 

para aplicações diversas, especificamente na otimização das condições 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 

eficiência do encapsulamento, maximizar a biodisponibilidade dos compostos encapsulados e 

expandir as possibilidades de aplicação nos setores farmacêuticos e alimentícios. 
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Capítulo 3 - Avaliação das Propriedades Térmicas, Estruturais e Tecno-funcionais da 

nanoestrutura de Whey protein isolate automontada 

Resumo 

 

As proteínas do soro de leite são um dos principais grupos de proteínas presente no leite, obtidas 

durante o processo de fabricação de queijo. Essas proteínas são amplamente utilizadas para 

diversas aplicações na indústria 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 termostático, na presença de íons salinos. O seguinte 

estudo foca no desenvolvimento de metodologias simples para a síntese dessas nanoestruturas, 

avaliando sua estabilidade coloidal, conformação estrutural, propriedades interfaciais e 

estabilidade térmica. As análises mostraram que a nanoestrutura apresenta dimensões médias 

de 78,21 ± 22,04 nm, mantendo estabilidade durante 75 dias de armazenamento. O tratamento 

térmico promove alterações nas estruturas secundárias das proteínas, como redução de α-hélices 

e folhas β, com aumento de estruturas desordenadas. Além disso, observou-se melhoria 

significativa nas propriedades funcionais da nanoestrutura, como maior capacidade de 

formação e estabilidade de espuma, além de maior eficiência na estabilização de emulsões 

comparada à proteína nativa. Apesar disso, as concentrações testadas não demonstraram 

atividade antimicrobiana. A metodologia utilizada se destacou pela simplicidade e eficiência, 

utilizando menor quantidade de reagentes, sugerindo potencial aplicação na indústria 

alimentícia. 

Palavras-chave: Nanotecnologia; Propriedades tecnológicas; sistema de entrega
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1. Introdução 

Nos últimos anos, houve um aumento crescente no interesse em nanocarreadores 

derivados de proteínas. Eles podem ser projetados para encapsular uma ampla variedade de 

compostos bioativos, apresentando características promissoras e um potencial elevado para 

atuar como sistemas de transporte. Esses nanocarreadores (i) podem alcançar especificidades 

que seriam inacessíveis 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 relação superfície-volume elevada, o que é essencial 

para aplicações in vivo; (iv) demonstrar elevada estabilidade térmica e resistência sob diferentes 

condições de pH, garantindo a integridade dos compostos encapsulados durante o 

processamento, armazenamento e entrega; e  (v) fornecimento de liberação controlada e 

prolongada, o que aumenta a eficácia e duração de sua atividade biológica (Hadidi et al., 2023; 

Ray et al., 2017; R. Zhang et al., 2022). Nesse contexto, as proteínas do soro de leite apresentam 

um elevado potencial para sistema de entrega de moléculas bioativas devido às suas 

propriedades únicas, como biocompatibilidade, biodegradabilidade e funcionalidade. 

As proteínas do soro do leite são obtidas do soro, um dos subprodutos mais importantes 

da indústria de laticínios, devido ao seu alto valor nutricional e funcional. A demanda global 

por essas proteínas foi de 10,3 bilhões de dólares em 2021, com projeções de alcançar 18,12 

bilhões até 2029, refletindo o aumento do investimento e da produção no setor (Statista, 2022). 

Elas são compostas principalmente por β-lactoglobulina (50-55%), α-lactalbumina (20-25%), 

glicomacropeptídeos (10-15%), albumina sérica bovina (5-10%), imunoglobulinas (10-15%) e 

lactoferrina (1-2%). É uma fonte rica em aminoácidos essenciais, aminoácidos de cadeia 

ramificada e aminoácidos contendo enxofre, os quais proporcionam importantes benefícios 

metabólicos significativos (Mingruo. Guo, 2019). O interesse no uso dessas proteínas é 

atribuído às suas propriedades funcionais versáteis, como solubilidade, capacidade de formação 

de géis, adesão, emulsificação e formação de espuma. Essas proteínas são ingredientes 

altamente importantes e amplamente utilizados em diversas aplicações na indústria de 

alimentos (Z. Jiang et al., 2019; Wefers et al., 2018).  

Estudos mostram que a obtenção de nanocarreadores à base de proteínas pode ocorrer 

por meio de hidrólise enzimática, polimerização e alteração da força iônica 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 múltiplas e utilização de reagentes 

caros, o que pode encarecer e dificultar a produção em larga escala. Dessa forma, pesquisadores 

têm se concentrado no desenvolvimento de metodologias mais econômicas para a obtenção 

dessas nanoestruturas, buscando viabilizar sua aplicação em maior escala de maneira mais 

acessível. 

Diante disso, este trabalho visa desenvolver uma metodologia simples para a obtenção 

de nanoestruturas baseadas em Whey Protein Isolate (WPI), avaliando suas propriedades 

tecnológicas e estruturais, além de investigar seu potencial de aplicação na indústria alimentícia. 

2. Metodologia 

 

2.1 Materiais 

O WPI foi cedido pela Davisco Food International, Inc. (Eden Prairie, MN, EUA). A 

Quercetina e a vitamina B2 foram adquiridas da Sigma Aldrich (Missouri, EUA). Os demais 

reagentes utilizados eram de grau PA sem purificação prévia. 

 

2.2 Obtenção da nanoestrutura 

A nanoestrutura foi obtida via gelificação térmica na presença de íons salinos. Para isso, 

uma solução proteica de WPI (2 mg·mL-1) foi preparada e solubilizada em NaCl a 10 mmol·L⁻¹, 

sendo posteriormente aquecida em banho ultratermostático à 50 °C por 10 minutos. A proteína 

nativa utilizada como controle, foi preparada nas mesmas condições sem a etapa do tratamento 

térmico. 

 

2.3 Raio hidrodinâmico, índice de polidispersão (PDI) e Potencial ζ 

O Zeta Sizer S (Malvern Instrument, Inglaterra) foi utilizado para determinação do raio 

hidrodinâmico, índice de polidispersividade (PDI) e potencial ζ. A medição foi realizada em 

triplicata a uma temperatura de 25,0 ºC, sem qualquer purificação 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 potência e λ=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 

hidrodinâmico das partículas e PDI via espalhamento dinâmico 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 Força Atômica (AFM) 

As imagens de topografia foram adquiridas utilizando um microscópio de força atômica 

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; Frequência de 

ressonância 75 kHz; Raio da ponta 10,0 nm). A plataforma do AFM foi montada em uma 

câmara ambiental, permitindo o controle da umidade relativa (10%) e temperatura (25 °C). 

2.6 Dicroísmo circular (DC) 

Os espectros de DC foram obtidos utilizando um espectropolarímetro Jasco J-810 (Jasco 

Corporation, Japão), equipado com um controlador de temperatura Peltier (PFD 425S, Jasco, 

Japão), conectado a um banho termostático (AWC 100, Julabo, Alemanha). As medições 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. Água deionizada foi utilizada como branco. 

Cada espectro foi gerado a partir da média de vinte leituras consecutivas. Dispersões de WPI 

na forma nativa foram utilizadas como controle. A média da elipticidade residual (MRE) foi 

calculada de acordo com a Equação i. 

                                        𝑀𝑅𝐸 =
𝜃𝑂𝑏𝑠

10⋅𝑛⋅𝑙⋅𝐶𝑃
                                         (i) 

Na equação, θObs representa o valor de CD em mili-graus, n é o número de resíduos de 

aminoácidos, l é o comprimento do caminho óptico em centímetros, Cp é a concentração molar 

em dmol·cm-3. A desconvolução dos dados de elipticidade molar residual dos sistemas foi 

realizada utilizando o método de análise CONTIN/LL (Referência 4)(Sreerama & Woody, 

2000). 

2.7 Espectroscopia de fluorescência 

As medições foram realizadas a 25°C, utilizando cubetas de quartzo de 10 mm (Hellma 

Analytics, Alemanha) (9001, PolyScience, EUA). Os espectros de fluorescência foram 

registrados na faixa de 290 a 450 nm, com um comprimento de onda de excitação de 280 nm, 

adequado para excitar os resíduos de triptofano e tirosina. Dispersões de WPI nativo, foram 

utilizadas como controle. 

2.8 Análise térmica  
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Para a realização das análises térmicas, foi utilizado um analisador termogravimétrico 

(Shimadzu modelo DTG60, Japão) e calorímetro diferencial de varredura (Shimadzu modelo 

DSC60 Plus, Japão), para avaliar as propriedades térmicas da nano WPI e o controle. A análise 

termogravimétrica (TGA) foi realizada com uma amostra em um cadinho de alumina, aquecida 

em uma faixa de temperatura de 25 a 300 °C à uma taxa de aquecimento de 10 °C·min-1, 

utilizado atmosfera de nitrogênio (50,0 mL·min-1). As análises de calorimetria diferencial de 

varredura (DSC) foram realizadas com uma amostra em cadinho de alumínio fechado por 

crimpagem, utilizando as mesmas condições das análises termogravimétricas. 

 

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 Equação ii. 

 

                                                      𝑉𝐼(%) = 100 ∙
(𝑉𝑡−

𝑉𝑡

𝑉𝑒
)

𝑉𝑇
                                                (ii) 

 

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

mais a espuma após homogeneização, e Ve é o volume da espuma. Já estabilidade da espuma 

(Fs) será calculada conforme a Equação iii. 

 

                                                  𝐹𝑠 = 100 ∙
𝑉𝐸𝑡

𝑉𝐸𝑡0

                                               (iii) 

 

Onde, VEt é o volume da espuma no tempo t e VEt0 é o volume da espuma no tempo 

zero. 

2.10 Estabilidade de emulsão 

O índice de estabilidade de emulsão (ESI) e o índice de atividade da emulsão (IAE) 

foram determinadas de acordo com (Pearce & Kinsella, 1978). As amostras de WPI 

nanoestruturado (150,0 µL) a 0,1% (m/v) com óleo de girassol (2,5 mL) e água destilada (7,35 

mL) foram sonicadas em Ultrasom (Unique) por 2 min utilizando potência de 500 W. Após a 

agitação, 100,0 µL de amostras foram retiradas e diluídos em 4,00 mL de solução de dodecil 

sulfato de sódio (SDS) a 0,1% (m/v). A absorbância foi medida a 500,0 nm em 
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espectrofotômetro UV-Vis medidos em diferentes tempos (0,10 e 30 min). O IAE e ESI foram 

calculados de acordo com a Equação iv e v respectivamente. 

 

                                           𝐼𝐴𝐸 (𝑚/𝑔) =
2⋅2,303⋅𝐴0⋅𝐹𝐷

𝐶⋅(1−𝜃)⋅1000
                                                (iv) 

 

                                     𝐸𝑆𝐼 =
𝐴0

𝐴0−𝐴𝑡
⋅ 𝑡                                                             (v) 

 

Sendo A0 a absorbância no tempo igual a zero, FD o fator de diluição, C a concentração 

inicial da proteína (g.mL-1); θ a fração de óleo e At as absorbâncias das emulsões diluídas 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 ºC por 24 h.  A cinética de 

crescimento bacteriano foi monitorada por espectrofotometria em microplaca de 96 poços no 

leitor de microplaca (Synergy HT, Biotek, Highland Prk USA) com 51 leituras a 625 nm, em 

intervalos de 1 h, a 37 ºC. Em cada poço foi adicionado 200,0 µL sendo: 115,0 µL de caldo 

BHI, 10,0 µL da bactéria, água destilada e a dispersão de WPI nanoestruturado variando a 

concentração para determinar a dose eficaz na inibição do crescimento bacteriano. 

2.12 Análises Estatísticas 

Os tratamentos estatísticos foram realizados utilizando o teste de Tukey com nível de 

significância de p ≤ 0,05, a fim de avaliar as diferenças entre as médias dos grupos. 

 

3. Resultados e discussão 

3.1 Raio hidrodinâmico, PDI e Potencial ζ 

O raio hidrodinâmico, PDI e o potencial ζ são propriedades importantes para fornecer 

informações sobre a homogeneidade do tamanho, estabilidade coloidal de suspensões, 

emulsões e dispersões, bem como sobre a eficácia de processos de formulação (Bhattacharjee, 

2016a). O tamanho médio obtido para a nanoestrutura foi 78,21±22,04 nm, o que está em 

conformidade com os parâmetros que definem uma estrutura como nano, conforme descrito na 

literatura como dimensões para que material esteja dentro da faixa de 10 a 300 nm (Uskoković, 

2007).  A literatura apresenta metodologias mais complexas para a obtenção de nanoestruturas 

de WPI. Por exemplo, os resultados de A. Chen et al., (2018) demonstram a preparação de 

nanoestruturas de WPI com tamanho inferior a 100 nm utilizando a técnica de polimerização 
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com transglutaminase. Já Sentoukas et al., (2023) prepararam essas nanoestruturas proteicas de 

forma controlada ao submeter o WPI a misturas de água/etanol contendo até 70% (m/m) de 

etanol, variando o pH e as concentrações de NaCl, alcançando um tamanho de 

aproximadamente 100 nm.  

O potencial ζ mede o potencial eletrostático na interface de uma nanopartícula, 

refletindo a carga elétrica efetiva que influencia a estabilidade de suspensões coloidais. Valores 

altos de potencial ζ indicam maior repulsão eletrostática entre as partículas, resultando em 

maior estabilidade das suspensões coloidais (Bhattacharjee, 2016b; Cano-Sarmiento et al., 

2018; Lowry et al., 2016). O valor obtido para o potencial ζ das nanopartículas de WPI foi -

19,06 ± 2,31 mV, o que pode indicar uma instabilidade eletrostática por apresentar valores 

menores que a referência (>|30|) (Clogston & Patri, 2011). A baixa estabilidade pode estar 

relacionada com a concentração de NaCl presente na nanoestrutura, pois, a presença de íons 

salinos (Na⁺ e Cl⁻) podem neutralizar as cargas superficiais das partículas, causando um efeito 

chamado de blindagem eletrostática. A blindagem eletrostática permite que ocorram interações 

hidrofóbicas entre as proteínas, o que consequentemente resulta em baixo potencial 

eletrostático na superfície 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 índice de polidispersão (PDI) é um indicador de homogeneidade de tamanho de um 

sistema e quanto menor o valor obtido (≤ 0,4), mais homogênea é a amostra, sendo que valores 

de PDI superiores a 0,7 podem indicar que a amostra tem uma distribuição de tamanho de 

partícula muito ampla (Beltrán et al., 2020). A proteína nativa apresentou PDI de 0,37±0,03, 

indicando uma distribuição de partícula homogênea. Em contrapartida, foi obtido um PDI de 

0,65 ± 0,20 para WPI nanoestruturado, o que indica uma distribuição alta das partículas na 

amostra. Isso está de acordo com as expectativas, pois a agregação irreversível das proteínas do 

soro de leite é conhecida por ocorrer em temperaturas mais elevadas ( Wouters et al., 2022). A 

desnaturação proteica, induzida pelo tratamento térmico, pode expor regiões hidrofóbicas e 

grupos sulfidrila (-SH). Essa desnaturação parcial das proteínas ocorre quando são submetidas 

a altas temperaturas, o que altera sua conformação tridimensional, tornando-as mais propensas 

a interações intermoleculares, como as ligações hidrofóbicas e dissulfeto. Essas interações, por 

sua vez, podem resultar na formação de aglomerados de tamanhos variados, corroborando com 

os 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 período de 75 dias de raio hidrodinâmico, PDI e potencial ζ.  

 

 

Dias Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (mV) 

0 74,08 ± 9,87a 0,65±0,20a -19,06 ± 2,31a 

15 97,03 ± 3,71b 0,53±0,08a -17,35 ± 0,49a 

30 87,60 ± 4,23a,b 0,52±0,21a -17,48 ± 3,18a 

45 127,95 ± 1,91c 0,69±0,18a -19,36 ±1,65a 

75 118,47 ± 7,55c 0,64±0,17a -17,53 ±3,79a 

Tabela 10: Teste de estabilidade da nanoestrutura de WPI, sendo medidos tamanho (nm) e PDI, nos 

dias 0, 15, 30, 45 e 75 após a síntese. 

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

 

O tamanho de partícula hidrodinâmico da proteína permaneceu entre 74,08 e 127,95 nm, 

apresentando diferenças estatísticas entre os dias de análises. O tamanho de partícula 

hidrodinâmico nos dias 0 e 30, e nos dias 45 e 75 são semelhantes pelo teste de Tukey (p ≤ 

0,05). 

O PDI, apresentou valores entre 0,52 e 0,69 caracterizando uma distribuição 

moderadamente polidispersa. Não foram observadas diferenças estatísticas significativas pelo 

teste de Tukey (p ≤ 0,05), ao longo do tempo sugerindo que a distribuição de tamanho das 

partículas se manteve relativamente constante. 

Em relação ao potencial ζ, os valores mantiveram-se negativos durante todo o período 

de análise, não apresentando diferenças estatisticamente significativas pelo teste de Tukey entre 

os tempos de leitura. O potencial ζ da nanoestrutura apresentou valores negativos ao longo de 

todo o período de análise, indicando a presença de uma carga superficial negativa. Além disso, 

o 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 Força Atômica (AFM) 

O AFM é utilizado para medir a topografia das superfícies de amostras em nanoescala 

com base nas forças entre a sonda e as amostras. A Figura 11 apresenta imagens das proteínas 

do soro antes e após 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 está 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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possível observar uma distribuição heterogênea de partículas, com tamanhos variados da 

proteína nativa. Esse comportamento está de acordo com os resultados de PDI para a amostra 

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

 

 Figura 11: Imagens de Microscopia de Força Atômica (AFM) com escala de 1 µm: (a) WPI nativo; (b) 

WPI nanoestruturado com seus respectivos perfis de altura.  

a)  

 
 

  b) 

 
 

A Figura 11b mostra nanoestruturas de proteína de soro formadas após aquecimento a 

50 °C por 10 min em NaCl (10 mmol∙L-1). A dispersão de WPI obtida nas seguintes condições 

eram partículas esféricas com tamanho relativamente pequeno (~40 nm), provavelmente pelo 

fato da força iônica do meio ser baixa, o que não favorece a nucleação, alterando as formas de 

organização dos monômeros proteicos. A diferença observada nos tamanhos das partículas 

quando comparados os resultados de DLS e AFM ocorre devido ao estado da amostra em cada 

análise. No DLS, as proteínas estão dispersas em solução e sujeitas ao movimento browniano. 

Além disso, as estruturas randômicas (grupos hidrofóbicos e sulfidrila), são expostas e 

solvatadas pela presença de sais que mantém a solubilidade das proteínas. Em decorrência a 

isso, as moléculas proteicas possivelmente adotam uma conformação mais expandida para 



104 

 

expor as porções hidrofílicas ao solvente, o que pode resultar em um aumento no tamanho 

hidrodinâmico medido (Lorber et al., 2012). Em relação ao AFM, as amostras são medidas após 

a secagem. Nesse estado, elas podem sofrer desidratação parcial, o que favorece a retração de 

suas estruturas secundárias e terciárias. Assim ela foi se compactando e expondo as regiões 

hidrofóbicas, por isso o tamanho calculado pelo AFM foi menor do que o do DLS (Ruggeri et 

al., 2019; C. Shi et al., 2019). 

A superfície exibe uma distribuição mais definida e estruturas menores em relação ao 

controle, o que corrobora os resultados obtidos para o PDI apresentados anteriormente. Além 

disso, observa-se a formação de aglomerados maiores na nanoestrutura (~150 nm), o que pode 

estar relacionado à instabilidade do potencial ζ. Quando o valor do potencial ζ é baixo, as forças 

repulsivas entre as partículas diminuem, favorecendo a aproximação entre elas (Roldan-Cruz 

et al., 2016). 

A literatura relata diversas formas de nanoestruturas das proteínas 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 α-la foram obtidas utilizando uma solução de NaCl, agitada a 160 rpm em 

temperatura ambiente (Bianchi et al., 2023). Já 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 variações no pH (3, 5, 7) (N. Li & Girard, 2023). No caso das nanofibrilas, 2 mg∙mL-

1 de β-lg foram dissolvidas em uma solução de 50 mmol∙L-1 de NaCl e aquecidas a 100°C por 

60 minutos, resultando em fibrilas com comprimento de 178,52 ± 16,14 nm e diâmetro de 18,98 

± 6,32 nm (D’Onofre Couto et al., 2021a). Fan et al., (2021) relataram a formação de 

nanofibrilas de WPI a partir de uma solução de 20 g∙L-1 de WPI. O pH foi ajustado para 2 com 

HCl 6 mol∙L-1, e a solução foi aquecida a 85°C por 24 horas sob agitação, seguida de 

resfriamento e liofilização. Farrokhi et al., (2018) também observaram nanofibrilas de WPI, 

obtidas ao ajustar o pH para 2 após a purificação e aquecer as dispersões a 80°C e 90°C por 5 

horas, com agitação a 2000 rpm. 

Portanto, essas variações de formas e tamanhos das nanoestruturas estão associadas às 

condições específicas de obtenção, como pH, temperatura, tempo de aquecimento e presença 

de agentes estabilizadores. A metodologia descrita neste trabalho apresenta uma abordagem 

mais simples e rápida, 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 Dicroísmo circular (CD) 

O efeito do aquecimento a 50°C na estrutura nativa da proteína do soro de leite foi 

investigado via espectroscopia de dicroísmo circular (CD). As varreduras de CD (Figura 12) 

realizadas para o WPI nativo apresentaram um mínimo de elipticidade negativa entre 220 e 205 

nm, que são indicativos das principais frações das proteínas do soro de leite (β-lactoglobulina 

e α-lactalbumina). A presença de picos entre os intervalos 210-220 nm é atribuída às estruturas 

da folha β. Além disso, mínimos negativos em 208 e 222 nm são indicativos de estruturas α-

hélice. O espectro de CD do WPI nanoestrutura apresenta perdas nas estruturas de α-hélice e 

folha β, 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 mudança estrutural 

secundária. Os valores médios de deconvolução dos dados de elipticidade molar residual dos 

sistemas com WPI (Tabela 11) corroboram essa discussão.  

Figura 12: Espectros de Dicroísmo Circular para o WPI nativo e nanoestruturado faixa de comprimento 

de onda de 190 a 260 nm. 
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Sistemas Alfa-hélice (%) Folha Beta (%) Turns (%) Estrutura 

desordenada (%) 

WPI nativo 65,7 34,3 0,0 0,0 
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Nano WPI 58,1 21,4 4,6 15,9 

Tabela 11: Valores médios da deconvolução dos dados de elipticidade molar residual de do WPI 

nativo e nanoestruturado. 

A mudança nas estruturas secundárias entre a proteína nativa e a proteína 

nanoestruturada sugere que o tratamento térmico afetou as conformações estruturais do WPI. 

A redução na intensidade de CD na amostra nanoestruturada indica uma diminuição da 

organização das estruturas regulares. Resultados similares foram relatados por D’Onofre Couto 

et al., (2021) após aquecimento de β-lg em NaCl a 62,5 e 100 °C, assim como Yang et al., 

(2021) que avaliou o aquecimento de α-la em 70 e 90 °C. Os autores observaram uma redução 

na elipticidade molar negativa do sistema, possivelmente devido a alterações nas estruturas 

secundárias, destacando que o tratamento térmico induz redução da intensidade dos picos 

negativos nos espectros de CD, como resultado da diminuição do conteúdo de α-hélices e folhas 

β. 

3.5 Espectroscopia de fluorescência 

Resíduos de aminoácidos como triptofano, tirosina e fenilalanina presentes nas proteínas 

podem emitir fluorescência intrínseca quando excitados em determinados comprimentos de 

onda. Esses aminoácidos são conhecidos como fluoróforos intrínsecos das proteínas e são 

altamente sensíveis à polaridade do seu microambiente. Devido a essa sensibilidade, eles têm 

sido amplamente estudados para monitorar alterações na estrutura terciária das proteínas (J. 

Jiang et al., 2018). A espectroscopia de fluorescência é utilizada para obter informações 

referentes as mudanças conformacionais na estrutura terciária das proteínas. 
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Figura 13: Espectros de fluorescência para a proteína nativa e nanoestruturada em comprimento de 

onda de 300-450 nm. 
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Conforme mostrado na Figura 13, os espectros de fluorescência apresentaram uma 

emissão máxima para a proteína nativa e nanoestruturada em torno de 335 nm, o que pode ser 

atribuído à presença de triptofano na amostra. Após a proteína ser submetida ao tratamento 

térmico, a intensidade de fluorescência diminuiu comparação com o WPI nativo, indicando que 

o aquecimento agiu como um fator de extinção, reduzindo a fluorescência do WPI 

nanoestruturado. Isso pode ser devido à alteração estrutural causada pelo tratamento térmico 

nos resíduos de triptofano ou tirosina na cadeia do WPI, que por sua vez, reduziu a fluorescência 

desses aminoácidos (Jia, Zheng, et al., 2016). Além disso, os espectros de WPI apresentados 

são semelhantes aos da α-lactoalbumina, uma das principais proteínas 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 aminoácidos e afetar as ligações de hidrogênio na estrutura da 

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

 

3.6 Análise térmica  

A degradação térmica e a evaporação da água observadas na curva de TGA (Figura 7) 

ocorre entre 30,00°C e 149,76°C para proteína nativa e 30,00 °C e 193,32°C, para nanoestrutura 

durante a qual é encontrada a perda máxima de massa. Indicando que o processo de 

nanoestruturação melhoria a estabilidade térmica na proteína. Essa diferença pode ser atribuída 
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ao aumento das interações intramoleculares na nanoestrutura, que conferem maior rigidez à 

conformação proteica e dificultam a perda de água. Os espectros de CD demonstraram uma 

redução no conteúdo de estruturas α-hélice e folha β no WPI nanoestruturado, acompanhados 

de um aumento na estrutura desordenada, conforme evidenciado pelos valores de elipticidade 

molar residual. Essas alterações indicam que o processo de nanoestruturação promove uma 

reorganização estrutural significativa, resultando em menor organização das estruturas 

regulares da proteína. Essa reorganização pode aumentar as interações intermoleculares, 

tornando as proteínas mais resistentes a temperaturas mais elevadas. Além disso, a menor área 

superficial exposta ao ambiente na nanoestrutura pode contribuir para a menor taxa de 

evaporação. 

Figura 14: Curva da análise termogravimétrica (TGA) e da calorimetria diferencial de varredura (DSC); 

(a) Proteína nativa; (b) nanoestrutura de WPI. 
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Em relação a curva DSC, é observado três eventos térmicos para a proteína nativa e 

nanoestrutura de WPI. O primeiro representa a temperatura de desnaturação das proteínas de 

baixa massa molecular, que ocorre em ~58,79°C (Tpico) e a variação de entalpia de desnaturação 

da proteína nanoestruturada (∆H) foi de 4,06 J∙g-1, sendo de caráter endotérmico. O segundo 

evento térmico ocorre em ~83,82°C (Tpico), com uma variação de entalpia ∆H = -28,49 J∙g⁻¹, de 

caráter exotérmico. Este evento estar associado à agregação das proteínas, que é um processo 

característico após a desnaturação inicial. Nesse estágio, ocorre a formação de novas interações 

intermoleculares, como pontes de hidrogênio ou ligações hidrofóbicas entre as proteínas 

desnaturadas. O terceiro estágio acontece em torno de ~ 97,40 °C (Tpico) e ∆H = 88,47 J∙g-1; 

correspondendo à evaporação da água, que provavelmente não está fortemente ligada ao WPI, 

já que está próxima da temperatura de evaporação da água 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 características mais importantes em alguns produtos alimentícios, 

devido à sua capacidade de fornecer estruturas, aparência e sabores especiais (Hardy & Jideani, 

2017). A formação de espuma está relacionada a diversos fatores, tais como - solubilidade, 

concentração de sal e estado de desnaturação da proteína (Amagliani et al., 2021). Assim, 
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avaliar a formação e a estabilidade da espuma é importante devido à sua influência direta na 

qualidade e na aceitação do produto final. 

 

 Proteína nativa Nanoestrutura 

VI (%) 45,33 ± 6,25 a,A 60,42 ± 3,61a,B 

FS5 (%) 72,61 ± 0,17 b,C 89,63 ± 0,01b,D 

FS10 (%) 67,26 ± 0,05c,E 78,89 ± 0,09 c,F 

FS30 (%) 31,55 ± 0,01d,G 48,15 ± 0,03a,H 

FS120 (%) 4,28 ± 0,01d,I 10,37 ± 0,01d,J 

Tabela 12: Valores de incremento de volume (VI) e estabilidade de espuma (FS) para a proteína nativa 

e para nanoestrutura de WPI nos tempos 5, 10, 30 e 120 min. 

Os índices de Tukey em minúsculo são das análises em coluna; os índices em maiúsculo são das 

análises 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 diferença estatística significativa (p≤0,05) para ambas 

propriedades, destacando um aumento maior para a nanoestrutura de WPI. O aquecimento 

moderado causa mudanças na estrutura das proteínas do soro do leite, que possuem uma grande 

quantidade de ligações dissulfeto que são sensíveis ao calor. Esse aquecimento aumenta a 

flexibilidade e a solubilidade das cadeias proteicas, consequentemente, melhorando as 

propriedades interfaciais do WPI (Edwards & Jameson, 2020). Essas alterações na estrutura da 

proteína corroborada com os dados obtidos pelos espectros CD e espectroscopia de 

fluorescência. 

A nanoestrutura apresentou o volume da espuma de 60,42 ± 3,61% superior ao da 

proteína nativa WPI nativo (45,33 ± 6,25%). Indicando que o WPI nanoestruturado tem uma 

maior capacidade de formar espuma em comparação com a forma nativa, o que pode estar 

relacionado às modificações na estrutura proteica que melhoram suas propriedades superficiais. 

Em relação a estabilidade da espuma o FS120 observado, apresentou 10,37 ± 0,01% para o WPI 

estruturado e 4,28 ± 0,01% para a proteína nativa. Esses resultados indicam que a espuma 

formada pela nanoestrutura é mais estável ao longo do tempo. Essa maior estabilidade sugere 

que as mudanças estruturais do WPI após o tratamento térmico contribuíram para formação de 

interações mais fortes nas interfaces. Os estudos apresentados por D’Onofre Couto et al., (2021) 

, sugerem que a nanoestruturação da proteína provoca um aumento na estabilização térmica e 

na atividade interfacial devido a uma mudança conformacional proteica resultante da ligação 
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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 β-lg, observando um aumento da 

estabilidade da espuma em 1,75 vezes maior quando comparada com a proteína nativa.  Bianchi 

et al., (2023) obtiveram valores FS120 de 89,62 ± 0,58 se utilizando de α-la nanoestruturado que 

foram associados a formação de espuma de proteínas produzidas por agitação em alta 

velocidade que se relaciona com a conformação, tamanho, composição de aminoácidos e 

propriedades físico-químicas da proteína.  

 

3.8 Estabilidade de emulsão 

Os resultados apresentados na Tabela 13 indicam que o IAE da nanoestrutura foi 

significativamente maior do que a proteína nativa (p<0,05). O IAE refere-se à capacidade da 

proteína de ser adsorvida na interface óleo-água para formar uma camada de emulsão (L. Zhang 

& Li, 2022). Esses resultados sugerem que o tratamento térmico no qual a nanoestrutura foi 

submetida induziu modificações estruturais na proteína, aumentando sua flexibilidade e 

facilitando a exposição de grupos hidrofóbicos (Delfi et al., 2021; Tan et al., 2021). Essas 

alterações podem promover uma interação mais eficaz da nanoestrutura com a fase oleosa da 

emulsão, resultando em uma estabilização mais eficiente da interface óleo-água 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, o que sugere que a nanofibrilação melhora suas propriedades emulsificantes. 

 

 Proteína nativa Nanoestrutura 

IAE (m∙g-1) 152,58 ± 6,67a 176,95 ± 4,18b 

ESI (min) 238,15 ± 36,45a 466,58 ± 11,50b 

Tabela 13: Propriedade de índice de atividade de emulsão (IEA) em m2 g -1 e estabilidade de emulsão 

(ESI) em min dos sistemas de WPI nanoestruturado e nativo. 

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

Em relação aos resultados do ESI, observou-se um aumento de 95,92% da estabilidade 

da nanoestrutura de WPI em relação ao WPI nativo. Esta diferença sugere que as características 

emulsificantes da nanoestrutura aumentaram em decorrência ao tratamento térmico no qual o 

WPI é submetido, o que pode levar à geração da nanoestrutura com melhor estabilidade do 

sistema de emulsão. A estrutura desdobrada das proteínas afeta a atividade de superfície das 
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proteínas, o que pode impactar suas propriedades funcionais, como a solubilidade, estabilidade 

e capacidade de emulsificação (de Figueiredo Furtado et al., 2017). Nos resultados apresentados 

por Fan et al., (2021), as propriedades emulsificantes e interfaciais do WPI nativo, 

nanopartículas e nanofibrilas de WPI em função dos valores de pH e as concentrações de NaCl. 

Os resultados obtidos pelos autores mostraram que nanofibrilas WPI exibiram o maior IAE e o 

ESI em pH 3,0, enquanto as nanopartículas WPI tiveram o maior EAI e ESI em pH 7,0. Os 

autores relataram que baixas concentrações de NaCl contribuíram para aumentar os valores de 

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

3.9 Atividade antimicrobiana  

A curva apresentada (Figura 15) mostra o comportamento da densidade óptica (OD) ao 

longo do tempo (em horas) para diferentes concentrações da nanoestrutura de WPI em relação 

ao crescimento de Listeria monocytogenes e Escherichia coli. 

Para a Listeria monocytogenes (Figura 15a) as seguintes curvas apresentaram tendências 

semelhantes em relação ao crescimento bacteriano ao longo do tempo. Observou-se um 

crescimento inicial rápido nas três bactérias (fase lag), atingindo um pico entre 8 e 10 horas, 

seguido por uma fase de estabilização ou leve redução da densidade óptica (OD) (fase 

exponencial). O controle apresentou o maior crescimento em todos os casos, enquanto as 

amostras tratadas com diferentes concentrações de WPI mostraram uma leve inibição 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 relação a Escherichia coli (Figura 15b), a curva controle exibe uma OD 

relativamente constante, sugerindo crescimento contínuo da população bacteriana. À medida 

que a concentração de WPI aumenta, observa-se uma redução na intensidade OD, indicando 

uma leve inibição do crescimento bacteriano. Concentrações mais baixas, como 0,1 e 0,2, 

mostram uma recuperação parcial da OD ao longo do tempo, possivelmente devido a uma 

adaptação da bactéria ou a uma redução da eficácia antimicrobiana. 

Concentração(mg·mL-1) Listeria monocytogenes Escherichia coli 

Tempo de geração (h) 

Controle 3,49 ± 0,06 a 2,72 ± 0,09 a 

0,0012 3,54 ± 0,13 a 2,73 ± 0,08 a 

0,1 3,38 ± 0,04 a 2,83 ± 0,14 a 

0,2 3,50 ± 0,05 a 2,87 ± 0,09 a 

0,3 3,26 ± 0,02 a 3,24 ± 0,13 b 

0,5 3,53 ± 0,03 a 2,89 ± 0,05 a 

Tabela 14: Tempo de geração (g) em horas do crescimento da Listeria monocytogenes e Escherichia 

coli na presença de diferentes concentrações de WPI, calculas a partir dos resultados das análises de 

microplaca, com o teste de tukey (p > 0,05). 

A Tabela 14 apresenta o tempo de geração (g) calculado para cada concentração de 

proteína na forma nanoestruturada para os microrganismos estudos. Esse tempo foi obtido 

dividindo-se a constante 0,301 pela inclinação da fase logarítmica de cada curva. O tempo de 

geração representa o período necessário para que a população celular dobre, medido em horas 
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(Michael T. Madigan, 2016). Em ambas as amostras estudadas, mesmo com o aumento da 

concentração de proteína, as médias do tempo de geração foram estatisticamente similares, 

como indica o teste de Tukey (p < 0,05). Ou seja, o tempo foi constante com o aumento da 

concentração de proteínas. Isso sugere que, apesar das variações visuais entre as curvas, não 

houve atividade antibacteriana da nanoestrutura de WPI para as bactérias testadas. Portanto, as 

concentrações de WPI utilizadas não apresentaram eficácia significativa no controle do 

crescimento dessas bactérias. Os seguintes resultados, corroboram com os resultados de Bianchi 

et al., (2023), no qual a nanoestrutura de α-La não apresentou atividade antimicrobiano para as 

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

4. Conclusão 

Este estudo demonstrou que a nanoestruturação de WPI obtido por meio do aquecimento 

ultratermostático e na presença de íons salinos é uma abordagem eficaz e simples para obter 

nanoestruturas com propriedades aprimoradas. As análises evidenciaram alterações estruturais 

secundárias e terciaria das proteínas, resultando em melhorias nas propriedades térmicas e 

interfaciais. A metodologia utilizada destacou-se pela simplicidade e viabilidade, com um 

processo menos complexo e mais econômico, sem necessidade de reagentes adicionais ou 

ajustes de pH. 

Embora as concentrações testadas não tenham demonstrado atividade antimicrobiana 

significativa, os resultados apontam o grande potencial dessas nanoestruturas para aplicações 

na indústria alimentícia, especialmente como agentes estabilizantes e funcionalizadores. 

Estudos futuros devem focar na aplicação dessas nanoestruturas como sistemas de encapsulação 

para compostos bioativos, explorando sua capacidade de proteger e liberar de forma controlada 

substâncias como vitaminas, antioxidantes e outras moléculas sensíveis, ampliando sua 

funcionalidade em produtos alimentícios.  
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Capítulo 4 – Melhoria na estabilidade da quercetina e riboflavina com a proteção do Whey 

protein isolado: mecanismos de interação e liberação controlada. 

Resumo 

A quercetina e vitamina B2 são compostos bioativos com propriedades antioxidantes e 

terapêuticas, no entanto sua estabilidade e biodisponibilidade são comprometidas durante 

condições adversas de calor, luz, oxigênio 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 eficiência de encapsulamento (EE) e a capacidade de ligação (LC) foram 

avaliadas, atingindo valores de até 94,03% para quercetina e 99,14 %para vitamina B2, com 

aumento de estabilidade térmica e coloidal nos sistemas nanoestruturados. A microscopia de 

Força Atômica (AFM), revelou que após a incorporação desses compostos bioativos, houve 

formação de estruturas fibrilares, enquanto o dicroísmo circular indicou alteração na estrutura 

secundária da proteína. FTIR, AFM-IR espectroscopia de fluorescência e análise 

termodinâmica foram usadas para investigar a interação de ligação entre a 

quercetina/riboflavina e a proteína do soro. Ambos os compostos extinguiram a fluorescência 

intrínseca da proteína do soro, proporcionando um mecanismo de extinção predominantemente 

estático (Kq > 2,0 × 10¹⁰ L/(mol·s)). As interações predominantes entre a quercetina e o WPI 

foi por meio de interações hidrofóbicas, enquanto para a vitamina B2 as forças motrizes 

predominantes foram as ligações de hidrogênio e as forças de Van der Waals, conforme 

demonstrado pelos parâmetros termodinâmicos. A liberação controlada in vitro simulou o trato 

gastrointestinal, destacando uma menor liberação dos bioativos encapsulados em WPI 

nanoestruturado, indicando proteção aprimorada contra condições adversas. Estes resultados 

demonstram o potencial das nanoestruturas de WPI como sistemas de entrega eficazes para 

compostos bioativos em alimentos funcionais e nutracêuticos. 

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

Alimentos funcionais ou nutracêuticos são aqueles que apresentam algum benefício para 

a saúde humana por fornecerem compostos bioativos importantes para o bom funcionamento 

do organismo, o que tem atraído crescente interesse científico e industrial (Domínguez Díaz et 

al., 2020).  Esses alimentos podem apresentar efeitos construtivos nas chamadas funções-alvo 

do organismo humano (sistema endócrino, glandular e tecido conjuntivo), bem como efeitos 

nutricionais capazes de promover a saúde, bem-estar e/ou redução de doenças crônicas (Santos, 

2022; Witkamp, 2021).  

A literatura tem apresentado o desenvolvimento de tecnologias que possibilitam a 

criação de alimentos nutracêuticos, atendendo eficientemente às necessidades dos organismos 

vivos (Camacho et al., 2019) . A nanotecnologia, considerada como um conceito criado por 

Norio Taniguchi na década de 1970, durante uma conferência científica na cidade de Tóquio, 

oferece novas soluções no desenvolvimento de novos produtos na indústria de alimentos. Essa 

tecnologia permite o encapsulamento de nutrientes em partículas nanoestruturadas, a 

incorporação de bioativos sem comprometer a percepção sensorial do consumidor, a 

estabilização dos bioativos durante o processamento industrial e a melhoria da absorção desses 

compostos nas funções-alvo do organismo (Cerqueira et al., 2018; Chaudhry et al., 2017; M. 

Sahoo et al., 2021). 

A quercetina e a vitamina B2 (riboflavina) são compostos bioativos que podem 

apresentar diversas atividades biológicas e funcionais no organismo humano, realizando 

atividades antioxidantes, anti-inflamatórias, antidiabéticas, anticancerígenas, antivirais e 

antitumorais (Tran et al., 2020). A quercetina, é um flavonoide encontrado em frutas, vegetais 

e chás, conhecida por sua capacidade de neutralizar radicais livres e reduzir processos 

inflamatórios, além de potencialmente auxiliar na proteção contra doenças cardiovasculares e 

neurodegenerativas (Bhat & Bhat, 2021). Suas propriedades anticancerígenas in vitro e in vivo 

foram demonstradas por Hashemzaei et al., (2017), bem como suas atividades antioxidantes e 

anti-inflamatórias (Kandemir et al., 2022a; Lesjak et al., 2018).  

A riboflavina é uma vitamina hidrossolúvel que pode ser encontrada em uma ampla 

variedade de alimentos e fontes naturais, especialmente leite, vísceras, ovos, peixe, nozes, frutas 

e legumes, vegetais de folhas verde-escuras, fermento, cerveja, queijo e produtos dietéticos 

(Chu et al., 2022). A ingestão alimentar e suplementar suficiente da vitamina B2 demonstra 

potencial protetor em várias condições médicas, como sepse, isquemia etc., além de contribuir 

para a redução do risco de determinados tipos de câncer em humanos. Esses efeitos biológicos 

da riboflavina foram amplamente estudados devido suas propriedades antioxidantes, 
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antienvelhecimento, anti-inflamatórias, antinociceptivas e anticancerígenas (Suwannasom et 

al., 2020). 

Vale ressaltar que os compostos bioativos presentes nos alimentos podem apresentar 

instabilidade durante o processamento industrial e na absorção no sistema gastrointestinal (Bao 

et al., 2019). O processo produtivo pode provocar a degradação desses bioativos devido a 

variações de temperatura, luz e oxigênio, o que pode comprometer sua eficiência e 

funcionalidade (Carpena et al., 2021; Luchese et al., 2017). A absorção dos bioativos pelo 

organismo se relaciona à limitação da biodisponibilidade desses compostos em decorrência da 

sua baixa solubilidade e estabilidade no trato gastrointestinal o que leva uma absorção 

insuficiente pelo organismo (Grgić et al., 2020). A nanoencapsulação pode se apresentar como 

uma alternativa promissora para proteção e preservação das moléculas bioativas contra essas 

condições ambientais adversas (Bazana et al., 2019),  o que contribuiria para o aumento da 

biodisponibilidade e estabilidade, fundamental para aplicação em alimentos (Öztürk, 2017).  

As proteínas de soro de leite, por sua vez, destacam-se devido às suas diversas 

funcionalidades e capacidade de formar uma diversidade de arquiteturas adequadas para 

aplicações específicas (Falsafi et al., 2022a). Além disso, essas proteínas são biopolímeros 

promissores para o desenvolvimento de sistemas de entrega de bioativos, uma vez que 

apresentam atributos únicos que promovem a saúde e incluem uma variedade de grupos de 

aminoácidos em sua estrutura. Esses grupos, por sua vez, facilitam interações 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 proteína isolada do soro do leite para a 

incorporação dos compostos bioativos quercetina e vitamina B2. Essa abordagem visa melhorar 

a estabilidade, biodisponibilidade e funcionalidade desses compostos, ampliando suas 

aplicações em alimentos funcionais e nutracêuticos. 

 

2. Metodologia 

2.1 Materiais  

O WPI foi cedido pela Davisco Food International, Inc. (Eden Prairie, MN, EUA). A 

Quercetina e a vitamina B2 foram adquiridas da Sigma Aldrich (Missouri, EUA). Os demais 

reagentes utilizados eram de grau PA sem purificação prévia.  

2.2 Obtenção da nanoestrutura de WPI 
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A obtenção da nanoestrutura de WPI (74,08 ± 9,87 nm) e WPI nativo estão descritos no 

item 2.2 do capítulo 3 dessa dissertação. 

 

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

As encapsulações de Quercetina e Vitamina B2 em WPI nativo (Controle) e 

nanoestruturado foram realizadas individualmente. Para a Vitamina B2, uma solução aquosa foi 

preparada com uma concentração de 0,30 mg∙mL-1 e de Quercetina 1,00 mg·mL-1 em etanol 

98% (v/v). Os microtubos (1,50 mL) foram pesados em balança analítica de 6 casas decimais 

(Mettler Toledo, Columbus, OH, EUA). Os volumes dos bioativos (quercetina e vitamina B2) 

estão demonstrados na Tabela 15, para atingir a concentração final desejada do bioativo na 

solução, sendo os ensaios realizados em triplicata.  

 

Ensaios Bioativos Solução 

Estoque do 

bioativo em 

L 

Dispersão 

de nano 

WPI em L 

Água em L [Bioativo]* 

na dispersão 

de WPI 

(mg∙mL-1) 

1  

 

 

Quercetina 

75,00 1000 425,00 0,015 

2 150,00 1000 350,00 0,030 

3 250,00 1000 250,00 0,050 

4 300,00 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  

 

 

Vitamina B2 

37,00 1000 463,00 0,025 

2 75,00 1000 425,00 0,050 

3 150,00 1000 350,00 0,100 

4 225,00 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 concentrações finais de Quercetina e de Vitamina B2 no teste de 

encapsulamento com WPI nativa e nanoestruturada para determinar a eficiência de encapsulação. 
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Em seguida, as amostras foram agitadas manualmente por 5 min e centrifugadas a 

13.500 rpm a 20 ºC por 30 min (Centrífuga 5920R, Eppendorf, Alemanha). O sobrenadante foi 

recolhido e diluído para leitura no espectrofotômetro UV-Vis a 373,0 nm (quercetina) e 445,0 

nm (vitamina B2). O pellet foi transferido em estufa a 50 °C por 48 h para secagem e posterior 

pesagem. A eficiência de encapsulação (EE) e capacidade de ligação (LC) dos bioativos na 

nanoestrutura foram calculados de acordo com Equação vi e vii, respectivamente. 

 

                            𝐸𝐸(%) =
(𝑊𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙−𝑊𝐿𝑖𝑣𝑟𝑒)⋅100

𝑊𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙
                                         (vi) 

 

 

                                 𝐿𝐶(%) =
(𝑊𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙−𝑊𝐿𝑖𝑣𝑟𝑒)⋅100

𝑊𝑛𝑝
                                       (vii) 

 

Onde, Wtotal é o total de bioativo adicionado; Wlivre é o total de bioativo livre detectado 

no sobrenadante; Wnp é o total de bioativo ligado à nanoestrutura detectado no pellet. Repetiu-

se o experimento para a WPI nativa dispersa em NaCl 10 mmol·L-1. Os bioativos encapsulados 

em nano WPI que apresentaram maiores valores de EE (%) e LC (%), foram avaliados as 

propriedades estruturais, químicas e funcionais das moléculas bioativas encapsuladas. 

2.4 Raio hidrodinâmico, índice de polidispersão (PDI) e Potencial ζ 

As propriedades coloidais das amostras, incluindo o raio hidrodinâmico, índice de 

polidispersividade (PDI) e Potencial ζ, 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 aquisição dos dados. A fonte de luz 

foi um laser HeNe (CVI Melles Griot) de 35 mW e comprimento de onda de 632,8 nm, com 

polarização linear. Um sistema de polarizadores cruzados foi utilizado para controlar a 

intensidade da luz incidente. 

2.5 Microscopia de Força Atômica (AFM) 

As imagens topográficas foram obtidas utilizando um microscópio de força atômica 

ParkSystems® NX10, operando no modo de tapping. Para as varreduras, empregou-se uma 

sonda comercial NanoWorld® FMR com constante de força nominal de 2,8 N/m, frequência 

de ressonância de 75 kHz e raio de ponta de 10,0 nm. O AFM foi equipado com uma câmara 

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 reflexão 

total atenuada (ATR-FTIR) em um equipamento Cary 360 FTIR (Agilent, Santa Clara, EUA). 

Utilizando um cristal de diamante ATR, a região espectral entre 4000 e 650 cm⁻¹ foi analisada, 

permitindo a identificação de grupos funcionais característicos das proteínas e a avaliação de 

suas interações. 

2.7 Nanoespectroscopia de infravermelho (AFM-IR) 

As imagens topográficas e os espectros de infravermelho foram adquiridos em um 

microscópio de força atômica Bruker® nanoIR2-s, operando no modo de tapping. Para as 

varreduras, utilizou-se uma sonda comercial Nanosensors® PPP-FMAu, com constante de 

força nominal entre 0,5 e 9,5 N/m e raio de ponta inferior a 50,0 nm. 

2.8 Dicroísmo circular (CD) 

Os espectros CD foram obtidos utilizando um espectropolarímetro Jasco J-810, 

equipado com um sistema de controle de temperatura Peltier (PFD 425S) conectado a um banho 

termostático (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 parâmetro relacionado à 

estrutura secundária das proteínas, foi calculada de acordo com a Equação viii. 

 

                                        𝑀𝑅𝐸 =
𝜃𝑂𝑏𝑠

10⋅𝑛⋅𝑙⋅𝐶𝑃
                                             (viii) 

 

Na equação, θObs representa o valor de CD em mili-graus, n é o número de resíduos de 

aminoácidos, l é o comprimento do caminho óptico em centímetros, Cp é a concentração molar 

em dmol·cm-3. A desconvolução dos dados de elipticidade molar residual dos sistemas foi 

realizada utilizando o método de análise CONTIN/LL (Referência 4)(Sreerama & Woody, 

2000). 

2.9 Espectroscopia de fluorescência 

As medições foram realizadas a 25°C, utilizando cubetas de quartzo de 10 mm (Hellma 

Analytics, Alemanha) (9001, PolyScience, EUA). Os espectros de fluorescência foram 

registrados na faixa de 290 a 450 nm, com um comprimento de onda de excitação de 280 nm, 

adequado para excitar os resíduos de triptofano e tirosina. 

 

2.10 Cálculo das constantes de têmpera 
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As constantes de têmpera foram determinadas com base na equação de Stern-Volmer 

(Equação ix) e as constantes de taxa de têmpera foram calculadas (Hou et al., 2008).  

    

                                
F0

F
 = 1 + Ksv∙[C] = 1+ Kq∙ τ0∙[C]                                   (ix)  

                                                      

A relação entre F 0 e F representa as intensidades de fluorescência antes e depois da 

adição do bioativo, respectivamente. [C] é a concentração do bioativo (mol/L). K q é a constante 

da taxa de extinção de fluorescência e τ 0 é a vida útil média da proteína do soro de leite (10 −8 s). 

2.11 Cálculo dos parâmetros de ligação e do número de sítios de ligação 

A constante de ligação (𝐾𝐴) e o número de sítios de ligação (𝑛) podem ser determinados 

a partir da Equação x. O gráfico log-log foi utilizado para ilustrar a interação entre o bioativo e 

a proteína do soro de leite em diferentes temperaturas. 

 

                                                  log (
F0−𝐹

𝐹
) = log Ka + 𝑛 ∙ [C]                                   (x) 

 

2.12 Cálculo de parâmetros termodinâmicos 

As mudanças de entalpia (Δ𝐻), entropia (Δ𝑆) e energia livre de Gibbs (Δ𝐺) da interação 

entre a proteína do soro de leite e dos compostos bioativos foram determinadas por meio da 

equação de Van't Hoff. 

 

                                                              ln (
𝐾2

𝐾1
) = ΔH ∙ (

1

𝑇1
−

1

𝑇2

𝑅
)                                       (xi) 

                                                                                     

                                                 ln 𝐾 =  −
ΔH

𝑅𝑇
+

Δ𝑆

𝑅
                                         (xii)   

                                                                                         

                                                                 Δ𝐺 = Δ𝐻 − 𝑇 ∙ Δ𝑆                                         (xiii)                                                                                               

 

onde K 1 e K 2 são as constantes de ligação da proteína do soro em diferentes 

temperaturas. T 1 e T 2 são as temperaturas (K) que definimos. R é a constante dos gases (8,314 

J/(mol·K)). 

2.13 Análise térmica dos compostos bioativos encapsulados 
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As análises térmicas, foi realizada utilizado um termogravimétrico (Shimadzu modelo 

DTG60, Japão) e um calorímetro diferencial de varredura (Shimadzu modelo DSC60 Plus, 

Japão), para caracterizar os compostos bioativos antes e após a encapsulação 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⁻¹, sob 

atmosfera de nitrogênio a uma vazão de 50 mL· min⁻¹. Já para a análise por calorimetria 

diferencial de varredura (DSC), as amostras foram acondicionadas em cadinhos de alumínio 

fechados por crimpagem, mantendo-se as mesmas condições empregadas nas análises 

termogravimétricas. 

 

2.14 Liberação Controlada in vitro simulando fluido gastrointestinal 

A liberação controlada dos bioativos seguiu metodologia de Aditya et al., (2014) com 

modificações. As condições de encapsulamento dos bioativos que apresentaram melhores EE e 

LC (ensaio 6 para quercetina e ensaio 5 para vitamina B2) foram utilizados nos ensaios de 

liberação controlada in vitro simulando fluido gástrico e fluido intestinal.  

As dispersões foram colocadas em ambiente simulando fluido gástrico (FG), acidificado 

com HCl até pH 1,2 com pepsina 0,1 % (m/v) e sem pepsina. Esse sistema foi mantido em uma 

temperatura de 37 ºC por 2 h. Foram retiradas alíquotas a cada 30 min 16.787 g e lidas em 

espectrofotômetro a 373 nm para quercetina e 445 nm para a vitamina B2.  

Após 2h esse sistema foi centrifugado a 20133 g por 30 min (Centrífuga 5920R, 

Eppendorf, Alemanha). O pellet foi suspendido em solução tampão fosfato 0,10 mol·L -1 pH 

7,4, simulando fluido intestinal (FI) com pancreatina 1 % (m/v) e sem a pancreatina. Esse 

sistema ficou a 37 ºC por 1 h e a cada 30 min foram retiradas alíquotas para leitura no 

espectrofotômetro a 373 nm para quercetina e 445 nm para a vitamina B2. Todos as amostras 

foram realizadas em triplicatas e a porcentagem da liberação (RC) foi calculada utilizando a 

Equação xiv. 

 

                                                    𝑅𝐶 =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑛𝑜 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑡

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
                                              (xiv) 

2.15 Análises Estatísticas 

Os tratamentos estatísticos foram realizados utilizando o teste de Tukey com nível de 

significância de p ≤ 0,05, a fim de avaliar as diferenças entre as médias dos grupos. 
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3. Resultados e Discussão 

3.1 Encapsulamento de quercetina e vitamina B2 na nanoestrutura de WPI 

 

A eficiência de encapsulamento (EE) e capacidade de ligação (LC) dos compostos 

bioativos foram avaliados neste estudo em WPI nativo e nanoestruturado.  A EE é uma medida 

que indica a quantidade de substância ativa efetivamente encapsulada dentro das partículas em 

relação à quantidade total de substância ativa utilizada no processo. O LC se refere à quantidade 

máxima de substância ativa que pode ser ligada ou incorporada ao sistema de transporte, como 

nanoestruturas por unidade de massa. De acordo com a literatura disponível, as características 

estruturais das proteínas do soro do leite permitem que ele tenha um bom desempenho como 

sistema de entrega para vários compostos bioativos hidrofílicos e hidrofóbicos (Aprodu et al., 

2017; Simões, Abrunhosa, et al., 2020c; H. Xu et al., 2019; Zagury et al., 2019).   

 

 

Ensaio 

 

WPI Nativo + Quercetina WPI Nanoestruturado + Quercetina 

EE (%) LC (%) EE (%)  LC (%) 

1 97,76 ± 0,86a 18,52 ± 8,9a  87,59 ± 2,89a 44,43 ±2,03 a 

2 99,72 ± 0,15b 22,17 ± 2,34a,b 91,92 ± 1,49a,b 18,34 ± 0,35b 

3 85,18 ± 0,18c 14,77 ± 4,25a 96,79 ± 1,04b 21,62 ± 2,14b 

4 97,58 ± 0,26a 26,99 ± 16,88b 93,44 ± 0,20b 23,31± 0,02b 

5 93,06 ± 0,53d 33,94 ± 6,68b 94,03 ± 0,94b 54,59 ± 6,49a 

6 89,20 ± 0,66e 31,59 ± 7,33b 92,31 ± 0,51a,b 16,34 ± 1,27b 

7 88,28 ± 0,91e 22,64 ± 7,44a,b 93,36 ± 0,84b 11,51 ± 0,18c 

Tabela 16: Eficiência de Encapsulação (EE %) e Capacidade de Ligação (LC %) da quercetina na 

nanoestrutura de WPI. 

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

Para o sistema WPI nativo + Quercetina, observou-se que o aumento da concentração é 

inversamente proporcional aos parâmetros EE e LC, destacando o ensaio 2 como a melhor 

condição (EE - 97,76 ± 0,86%; LC - 22,17 ± 2,34%) (Tabela 16). A EE para WPI 

nanoestruturado aumentou à medida que a concentração do bioativo foi elevada, enquanto o LC 

demonstrou características semelhantes ao observado para o WPI nativo, onde o aumento da 

quantidade de quercetina contribuiu para a redução desse parâmetro. Os resultados indicaram 
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que o ensaio 5 como a melhor condição de encapsulamento para WPI nanoestruturado (EE - 

94,03 ± 0,94%; LC - 54,59 ± 6,49%). 

O fenômeno da alta EE, que atingiu aproximadamente 99,00%, pode ser atribuído ao 

caráter hidrofóbico da quercetina, que em meio aquoso tende a se ligar às regiões hidrofóbicas 

da proteína, uma vez que a alta EE pode ser explicado pelo aumento de resíduos hidrofóbicos 

na superfície de WPI com o aquecimento, o que forneceu mais sítios de ligação para quercetina. 

Os resultados corroboram com Y. Hu et al., (2020) e Zhang et al., (2021) que demonstraram 

que a formação de agregados fibrilares no WPI induzida pelo calor aumenta significativamente 

a hidrofobicidade da proteína, facilitando a interação com moléculas hidrofóbicas. 

A análise da capacidade de ligação (LC) revela que o WPI nanoestruturado demonstra 

uma maior afinidade pela quercetina em comparação ao WPI nativo. Essa diferença pode ser 

atribuída à maior área superficial da nanoestrutura, que aumenta os sítios de interação com a 

quercetina, favorecendo a formação de complexos mais estáveis. Além disso, o processo 

nanoestruturação pode induzir modificações conformacionais na proteína, expondo grupos 

funcionais que interagem fortemente com o bioativo (C. Zhang et al., 2021b). Estudos 

anteriores corroboram com os seguintes resultados. Por exemplo, Wijaya et al., (2019) 

desenvolveram nanocomplexos de WPI que melhoraram as propriedades físico-químicas e a 

estabilidade da quercetina, alcançando uma eficiência de encapsulação (EE) de 97,4 ± 1,3%. Já 

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 eficiências de 

encapsulação e capacidades de ligação ao utilizar nanoestruturas de β-lactoglobulina (96,50 ± 

0,08% e 35,90 ± 1,28%, respectivamente) e α-lactoalbumina (98,49 ± 0,28% e 74,33 ± 1,22%, 

respectivamente), destacando o potencial das proteínas do soro do leite nanoestruturadas para 

encapsular flavonoides. 

A EE e LC de encapsulação de vitamina B2 em relação WPI nativo demonstraram um 

aumento proporcional à elevação da concentração do bioativo (Tabela 17). Os ensaios 

apresentaram EE superior a 85,00%, indicando a eficácia do processo de encapsulamento em 

reter o bioativo dentro das nanocápsulas, destacando o ensaio 7 (EE - 98,07 ± 0,014%; LC - 

36,38 ± 7,62%) como a melhor condição de encapsulação.  

 

 

Ensaio 

 

WPI Nativo + Vitamina B2 WPI Nanoestruturado + Vitamina B2 

EE (%) LC (%) EE (%)  LC (%) 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/binding-site
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1 88,49 ± 0,35a 4,25 ± 2,99a  95,40 ± 2,39a 3,76 ± 0,743a 

2 94,95 ± 0,55b 6,05 ± 1,75a 98,34 ± 0,32b 4,24 ± 0,01a 

3 96,59 ± 0,11c 9,01 ± 0,99a 98,60 ± 0,06b 9,17 ± 1,02a,b 

4 97,36 ± 0,29c,d 12,63 ± 13,16a 98,94 ± 0,23b 22,29 ± 0,05a,b,c 

5 97,46 ± 0,14d 15,40 ± 13,24a,b 98,95 ± 0,21b 41,47 ± 0,02c,d 

6 97,80 ± 0,09d 19,38 ± 10,26a,b 99,14 ± 0,28b 59,08 ± 0,31d  

7 98,07 ± 0,014d 36,38 ± 7,62b 99,20 ± 0,03b 51,11 ± 0,04d 

Tabela 17: Valores de Eficiência de Encapsulação (EE %) e Capacidade de Ligação (LC %) da 

vitamina B2 na nanoestrutura de WPI. 

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

 

Em relação ao WPI nanoestruturado, observou-se que o processo de nanoencapsulação 

contribuiu para o aumento da EE e LC em comparação ao WPI, no qual os resultados 

apresentaram EE superior 95,00%. O LC demonstrou uma proporcionalidade entre a quantidade 

de vitamina B2 e essa variável. Os ensaios 6 e 7 apresentaram os melhores valores de LC - 59,08 

± 0,31% e 51,11 ± 0,04%, respectivamente, e não houve diferenças estatísticas significativas 

entre eles. O processo de nanoestruturação, induzido pelo aquecimento da solução de WPI (50 

°C por 10 min), ocasionou alterações conformacionais, expondo resíduos de aminoácidos que 

interagem fortemente com a vitamina. Essa maior interação proteína-vitamina, decorrente da 

desnaturação parcial da proteína, explica os valores mais elevados de EE e LC observados na 

nanoestrutura, em comparação a proteína nativa. 

A estrutura anfipática da riboflavina, com um anel isoaloxazina hidrofóbico e grupos 

polares, permite interações com a região hidrofóbica interna das nanoestruturas de WPI e com 

os resíduos polares na superfície da proteína. Além disso, a presença de grupos polares na 

riboflavina e nas cadeias laterais dos aminoácidos do WPI favorece a formação de ligações de 

hidrogênio(Cortes Morales et al., 2021). Essas interações contribuem significativamente para a 

estabilidade do complexo proteína-vitamina, aumentando a retenção 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) alcançou valores de 100,00% de EE utilizando 

ultrassom de alta intensidade. No entanto, outros autores que utilizaram proteínas 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 β-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 α-la. Em relação ao LC, observou-se um aumento à 

medida que a concentração de VB2 para WPI nativo e nanoestruturado.  

 

3.2 Raio hidrodinâmico, índice de polidispersão (PDI) e Potencial ζ 

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

B2, foram determinados o tamanho, PDI e Potencial ζ (Tabela 18).  

 

Sistema Tamanho (nm) PDI Potencial ζ (mV) 

WPI Nano 74,08 ± 9,87a 0,65 ± 0,20a -19,06 ± 2,31a,b 

WPI Nano + Quercetina 127,69 ± 41,88 a 0,78 ± 0,31a -27,95 ± 1,70a 

WPI Nano + Riboflavina 119,19 ± 7,29 a 0,42 ±0,02b -16,30 ± 3,25b 

Tabela 18: Raio hidrodinâmico (nm), PDI e potencial ζ (mV) entre a nano WPI e os encapsulados 

quercetina e vitamina B2. 

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

 

Em relação 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 distribuição das partículas na amostra (PDI ≥ 0,7). O potencial ζ é um 

parâmetro importante que caracteriza a estabilidade de dispersões 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 partículas. Dessa forma, sugerindo 

que as partículas encapsuladas mantêm uma carga elétrica negativa significativa na interface 

com o líquido dispersante, o que as impede de se aglomerarem ou precipitarem. Resultados 

semelhantes foram observados por Ji et al., (2022), no qual a formação de agregados solúveis 

do complexo de WPI-Quercetina (Que) por aquecimento a 80°C aumentou o potencial ζ de -

14,9 para -27,9 mV, tornando-o mais estável, devido a exposição de grupos hidrofóbicos 

presente no interior da proteína, aumentando afinidade de ligação da quercetina ao WPI. 

Os resultados obtidos para o complexo WPI – Riboflavina (Rib), o tamanho da partícula 

não alterou significativamente (p > 0,05) em comparação com a nanoestrutura pura. Em relação 

ao PDI observou-se que interação entre a riboflavina e WPI contribuiu para redução do PDI, 

0,42 ±0,02, dessa forma obtendo uma amostra mais homogênea. Além disso, a dispersão WPI 
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– Rib apresentou uma redução do potencial ζ, −16,30 ± 3,25 mV, mantendo a carga superficial 

negativa, sendo instável eletrostaticamente. Essa redução pode ser atribuída a vitamina B2 ser 

uma molécula anfipática, tendo menor afinidade com o cálice hidrofóbico da proteína. Dessa 

forma, apresentando uma baixa capacidade de carga, ocasionando a interações eletrostáticas e 

dissulfeto entre moléculas de proteínas, que buscam estabilidade e reduzem o potencial ζ do 

sistema (D’Onofre Couto et al., 2021a). 

 

3.3 Microscopia de Força Atômica (AFM) 

A caracterização 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 partículas esféricas com diâmetros de ~ 40 nm de 

altura, com regiões de aglomerados que indicam a formação de uma rede densa de proteínas. O 

perfil de altura mostra uma distribuição irregular, o que pode indicar variações na agregação 

das proteínas, corroborando com os resultados de PDI obtidos no presente estudo. 

Figura 16: Imagens de Microscopia de Força Atômica (AFM: (a) WPI nanoestruturado; (b) WPI-Que 

e (c)WPI-Rib com seus respectivos perfis de altura. 

    a)   

  
    b)  

  
    c)  
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Na Figura 16b, o WPI encapsulando a quercetina apresenta uma morfologia de fibras e 

aglomerados mais dispersos em comparação com o WPI nanoestruturado antes do 

processamento de encapsulamento. A altura máxima observada é em torno de ~ 4 nm, menor 

que a nanoestrutura, sugerindo que a interação da proteína com a quercetina influencia sua 

conformação, consequentemente causando a dispersão das proteínas. A molécula de quercetina 

consiste em dois anéis aromáticos ligados por um anel heterocíclico. Espera-se que a quercetina 

interaja com WPI por meio de interações hidrofóbicas e eletrostáticas com os aminoácidos do 

WPI, induzindo uma reorganização conformacional (Mirpoor et al., 2017; L. Zhang et al., 

2021b). O perfil de altura, com picos dispersos, indica que a quercetina se localiza em sítios 

específicos da proteína, contribuindo para uma menor formação de aglomerado. Esse fenômeno 

pode ser atribuído à hidrólise parcial das proteínas e à subsequente formação de peptídeos que 

se automontaram em estruturas fibrilares (Y. Hu et al., 2020).  

O complexo WPI-Rib (Figura 16c), apresentou uma morfologia mais uniforme em 

comparação com o WPI nanoestruturado. Os agregados de proteínas no complexo apresentaram 

uma altura média menor (~25 nm) e uma textura mais homogênea, conforme confirmado pelos 

resultados do obtidos de PDI (Y. Hu et al., 2020b). A formação dessas estruturas ocorre por 

meio da desnaturação parcial do WPI e pelas interações com a riboflavina. A desnaturação 

expõe grupos hidrofóbicos internos da proteína, tornando-a mais suscetível à agregação (L. 

Zhang et al., 2021b). O caráter anfipático da riboflavina permite que ela interaja com regiões 

polares e apolares da proteína por meio de ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas, 

forças de van der Waals e/ou formação de ligações dissulfeto. Esses mecanismos promovem 

rearranjos estruturais na proteína, facilitando a formação de uma estrutura ordenada e repetitiva, 

característica das fibrilas (Assadpour et al., 2016b; Corfield et al., 2020; Y. Guo et al., 2024). 
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Esses comportamentos dos dois sistemas são corroborados pelos resultados obtidos pelo 

dicroísmo circular e fluorescência discutindo nos tópicos posteriores. As análises mostraram 

que a interação entre os compostos causou alterações nas estruturas secundária e terciária das 

proteínas, resultando na formação de estruturas fibrilares em ambos os complexos. 

 

3.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

A análise FTIR foi realizada para investigar a interação entre quercetina/riboflavina e 

as proteínas do soro do leite (Figura 17). Os espectros FTIR do WPI exibiram grupos funcionais 

característicos em números de onda específicos em 1629,78 cm −1 (amida I), e 3284,64 cm −1 

(ν N-H) (Y. Meng et al., 2022). A adição de quercetina indicou interação com o WPI. A redução 

na intensidade da região de estiramento N-H (3000-3500 cm⁻¹) indica a formação de ligações 

de hidrogênio entre os grupos hidroxila da quercetina e os grupos carbonila e amino das 

proteínas. Foi observado um novo pico em torno de 2850 cm −1 (ν C-H), sugerindo interações 

específicas, como o envolvimento de grupos alifáticos na ligação com a quercetina (Arczewska 

et al., 2013). O pico em 1630 cm⁻¹ (amida I) apresentou leve deslocamento e redução de 

intensidade, sugerindo a formação de interações hidrofóbicas entre o núcleo aromático da 

quercetina e os resíduos de aminoácidos apolares da proteína, como fenilalanina, triptofano e 

tirosina. Além disso, o surgimento da banda amida II após a interação com o flavonoide indica 

possíveis alterações na estrutura secundária da proteína, como observado nos resultados obtidos 

no CD. A banda em torno de 1047 cm⁻¹ (ν(C=O); ν(C=C)) sugere interações entre a quercetina 

e as proteínas, envolvendo grupos carbonila e duplas ligações no composto flavonoide (Krysa 

et al., 2022). 

Após a adição da riboflavina, nenhuma alteração significativa na localização das bandas 

e picos foi observada nos espectros da proteína do soro de leite. Pode ser devido o WPI interagir 

com a vitamina B2 principalmente por meio de interações não covalentes (ligações de 

hidrogénio, interações iônicas e forças de Van der Waals). Esse comportamento também foi 

observado por Y. Guo et al., (2024) no qual avaliou os espectros FTIR da interação 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⁻¹ a 4000 cm⁻¹. 
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3.5 Nanoespectroscopia de infravermelho (AFM-IR) 

A espectroscopia infravermelha baseada em AFM (AFM-IR) é uma técnica híbrida que 

combina a alta resolução espacial da microscopia de força atômica (AFM) com a capacidade 

de análise química 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 tópico 3.3. Essa diferença é 

atribuída aos diferentes parâmetros operacionais de cada técnica. Como descrito no tópico 2.3, 

a sonda utilizada no AFM convencional possui um raio de ponta de 10 nm, o que favorece uma 

maior resolução espacial e, consequentemente, a detecção de estruturas menores na superfície 

da amostra. Por outro lado, a sonda utilizada no AFM-IR apresenta um raio de ponta de ~ 50 

nm, o que pode reduzir a resolução topográfica em relação ao AFM convencional. Além disso, 

o AFM-IR busca correlacionar propriedades químicas com características topográficas, 

resultando em imagens com um menor nível de detalhamento topográfico. 

 

 



135 

 

Figura 18: Imagens de microscopia de força atômica com espectroscopia de infravermelho (AFM-IR) 

(a) WPI nanoestruturado; (b) WPI-Que; (c) WPI - Rib. 

 

 

 
 

Conforme mostrado na Figura 18a, a análise dos espectros de AFM-IR  para o WPI 

nanoestruturado na região entre 1700 e 1500 cm⁻¹ revelou a presença de bandas características 

(a) 

(b) 

(c) 
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de proteínas na amostra: Amida I (νC = O, νC-N) em 1640 cm −1 e Amida II em 1550 cm −1 (δN-

H, νC-N), associada a ligações peptídicas (CO–NH). Este padrão espectral corresponde aos 

resultados publicados por (M. S. Martins et al., 2022). Na região de 1100–1150 cm⁻¹ foi 

relacionado a uma combinação de vibrações de flexão no plano de NH e vibrações de 

estiramento de CN (amida III) (Kamali et al., 2022). A intensidade relativa dessas bandas pode 

fornecer informações sobre a composição de aminoácidos da proteína, conforme demonstrado 

por X. Wang et al., (2018). Devido a menor intensidade, as bandas de Amida II e III não são 

observadas nos espectros FTIR. 

Os espectros IR observados após a adição de quercetina (Figura 18b) foram semelhantes 

aos observados pelo FTIR, com picos em 1630 cm⁻¹ (amida I), 1540–1550 cm⁻¹ (amida II) e 

1047 cm⁻¹ (ν(C=O); ν(C=C)). Além disso, o espectro de AFM-IR revelou um pico em torno de 

1400 cm⁻¹, o qual foi associado ao encapsulamento da quercetina, identificado pela presença de 

um pico característico da quercetina, relacionado à curvatura fenólica –OH em 1313 cm⁻¹ (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 características de 

Amida I (νC=O, νC-N), Amida II (δN-H, νC-N) e Amida III. No entanto, observa-se o 

surgimento de um novo pico em 1230 cm⁻¹, atribuído à vibração de flexão δ(C-O), associada 

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

O AFM-IR demonstrou alta sensibilidade na detecção de grupos funcionais específicos 

nas amostras analisadas. É interessante notar que os espectros de FT-IR não exibem pixels com 

as bandas de Amida II (1550 cm⁻¹), Amida III (1100–1150 cm⁻¹) para o WPI nanoestruturado 

e o complexo WPI-Rib, e (νC=O; νC=C) - 1047 cm⁻¹ para o sistema WPI-Que, como observado 

no AFM-IR. Essa disparidade nos espectros de IR obtidos por ambas as técnicas pode ser 

atribuída às diferenças nas resoluções laterais alcançadas por cada método. Embora AFM-IR e 

FT-IR forneçam resultados semelhantes para amostras homogêneas em escala macroscópica, 

os sinais locais de amostras heterogêneas capturados por ambas as técnicas indicam diferenças 

significativas. 

3.6 Dicroísmo Circular  

CD é uma técnica sensível para monitorar as mudanças de conformação em proteínas 

mediante uma interação 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 

secundária da nano WPI. Os dados da Tabela 19 corroboram essa observação, 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 

 

redução na proporção de α-hélice e folha β e um aumento substancial na bobina aleatória. Essa 

transição estrutural sugere que a ligação de Que ao WPI promoveu a desnaturação da proteína, 

interrompendo a conformação e a rede de ligações de hidrogênio do WPI, o que pode ser devido 

à ligação de grupos amino ou sulfidrila livres ao Que no sistema de reação para alterar o WPI 

de ordem para desordem (Huang et al., 2024). Esses resultados estão de acordo com estudos 

anteriores que demonstraram que a adição do flavonoide provocou desnaturação da estrutura 

secundária de diferentes proteínas (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, que se manteve invariável durante a irradiação. No entanto, a elipticidade do pico na 

presença da riboflavina diminuiu gradualmente durante a irradiação. A diminuição da 

elipticidade negativa e da intensidade espectral em 222 nm é indicativa de uma perda na hélice 

α. Além disso, esse complexo apresentou espectro mínimo em torno de 203 nm, evidenciando 

um aumento na bobina aleatória. Essa tendência pode ser interpretada como uma consequência 

da interação com a riboflavina, proporcionando a desnaturação parcial da nanoestrutura de WPI. 

Vale a pena notar que vitamina B2 também exibiu efeitos semelhantes na desnaturação das 

estruturas de β-Lg (D’Onofre Couto et al., 2021a). Além disso, esses efeitos também foram 

registrados nas estruturas de WPI após a ligação 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 fotodecomposição da riboflavina e da quercetina causaram o desdobramento 

parcial do WPI. 

 

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

faixa de comprimento de onda de 190 a 260 nm. 
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Sistema  
Alfa-

hélice (%) 

Folha 

Beta (%) 

Turns 

(%) 

Estrutura 

desordenada (%) 

Nano WPI 58.1 21.4 4.6 15.9 

WPI-Que 17,9 4,9 5,3 71,9 

WPI-Rib 25,4 18,4 0,0 56,2 
Tabela 19: Valores médios da deconvolução dos dados de elipticidade molar residual dos 

sistemas com WPI nanoestruturado, WPI-Que e WPI - Rib. 

3.7 Investigações espectroscópicas de fluorescência 

3.7.1 Mecanismos de extinção de fluorescência da interação entre os compostos 

bioativos e proteína de soro de leite 

A extinção de fluorescência pode ser classificada em dois tipos: extinção estática e 

extinção dinâmica (Rabbani et al., 2012). A extinção estática ocorre quando o fluoróforo (como 

uma proteína) forma um complexo estável com o extintor (como um ligante). Já a extinção 

dinâmica, o estado excitado do fluoróforo é neutralizado por colisão com a molécula extintora 

(Deiana et al., 2017). Uma forma de distinguir esses dois mecanismos é por meio da análise da 

constante de extinção (KSV ) e da constante de taxa de extinção (Kq). Se houver uma redução 

no valor de KSV com o aumento da temperatura, o processo é caracterizado como extinção 
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estática. Além disso, valores de Kq superiores a 2,0 × 10¹⁰ L/(mol·s) indicam extinção estática; 

valores abaixo desse limite sugerem extinção dinâmica (Song et al., 2023).  

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

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

de KSV, calculados com base na equação de Stern-Volmer, que estão listados na Tabela 20. Para 

o sistema WPI-Que, os valores de KSV diminuíram com o aumento da temperatura, sendo 

450,73 L·mol-1, 446,09 L·mol-1 e 439,62 L·mol-1 para 298,15, 323,15 e 348,15 K, 

respectivamente, sugere que o complexo de interação formado era menos estável em 

temperaturas mais altas. Os valores de Kq variaram de 4,51 × 1010 a 4,46 × 1010 L·mol-1·s-1, 

superiores ao limite de 2,0 × 10¹⁰ L·mol-1·s-1. O sistema WPI-Rib, indicou comportamento 

semelhante, Kq superiores ao limite de 2,0 × 10¹⁰ L·mol-1·s-1 e uma redução nos valores de KSV 

com o aumento da temperatura, indicando que a quercetina e a riboflavina poderia induzir 

extinção estática do WPI. 

Figura 20: Curvas de Stern-Volmer dos complexos (a) WPI-Que; (b) WPI-Ri em diferentes 

temperaturas. 

 

               a)   

 

         b)   

0

2

4

6

8

10

12

0 5 10 15 20 25 30

F
0
/F

Concentração (10-5 mol∙L-1)

25 °C 50 °C 75 °C



140 

 

 

 

 

 

0

1

2

3

4

5

6

0 10 20 30 40 50 60

F
0
/F

Concentração (10-5 mol∙L-1)

25 °C 50 °C 75 °C



141 

 

 

 T (K) Ksv(L/mol) Kq(L/(mol·s) K A (105L/mol) N ΔH (KJ/mol) ΔG (KJ/mol) ΔS (J/(mol·K)) 

 

WPI-Que 

298,15 450,73 
 

4,51∙1010 261,18 
 

0,8747 
 

 

 

 

 

32,62 
 

 

 

 

 

      -13,59 
 

 

 

 

 

155,69 
 

323,15 446,09 
 

4,39∙1010 
 

108,9431 
 

 

0,5916 
 

348,15 439,62 

 
4,46∙1010 

 
45,5917 

 
0,7238 

 

WPI-Rib 298,15 859,73 
 

 

5,87∙1010 
 

115,53 
 

1,325 
 

 

 

 

-2,33 

 

 

 

 

-11,77 

 

 

 

 

- 51,96 

 
 323,15 587,06 

 
4,07∙1010 

 
48,5959 

 
1,0749 

 

348,15 407,71 8,59∙1010 40,2717 
 

0,7823 
 

Tabela 20: Coeficientes das equações lineares de Stern-Volmer e parâmetros termodinâmicos em sistemas de WPI-Que e WPI-Rib. 
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A análise da constante de ligação (KA) é fundamental para compreender a afinidade entre 

um ligante e seu receptor (L. Zhong et al., 2022). Valores de KA na faixa de 10⁶ a 1010 L/mol 

indicam uma forte afinidade de ligação entre o ligante e o receptor (J. Zhu et al., 2017).  Os gráficos 

de logaritmo duplo (Figura 18) foram utilizados para calcular KA e o número de locais de ligação 

(n), evidenciando as interações entre os bioativos e a nanoestrutura de WPI sob diferentes 

temperaturas.  

Para o complexo WPI-Que, a constante de ligação (KA) indica uma afinidade moderada a 

alta, dependendo da temperatura, enquanto o número de sítios de ligação (n) sugere a presença de 

menos de um sítio de ligação completo, o que pode indicar interações mais específicas ou limitadas 

entre o ligante e a proteína. À medida que a temperatura aumenta, observa-se uma diminuição na 

afinidade de ligação e na estabilidade do complexo, o que é consistente com a desestruturação 

térmica da proteína ou a redução de interações intermoleculares.  

Para o sistema WPI-Rib, os valores de n sugerem inicialmente a presença de mais de um 

sítio de ligação, mas há uma redução com o aumento da temperatura. Isso indica que, em condições 

mais elevadas, a interação entre o ligante e a proteína torna-se menos estável e menos eficiente, 

possivelmente devido a alterações conformacionais da proteína. Os valores de 𝐾𝐴 (1,15×107 L/mol 

-298,15 K), indicando uma afinidade mais moderada. No entanto, há uma redução com o aumento 

da temperatura, reforçando a hipótese de que os complexos se tornam menos estáveis em condições 

térmicas elevadas.   

Outros estudos relevaram que as proteínas do soro do leite, apresentam afinidade com 

diferentes ligantes por meio de extinção estática. Por exemplo, a albumina sérica bovina, demostrou 

essas características com diferente fitoesteróis (Sobhy et al., 2020), ácido ascórbico (Song et al., 

2023), ácido úrico (Makarska-Bialokoz & Lipke, 2019), cefonicida sódica (Duan et al., 2017) e 

nanoprisma de prata (X. Xu et al., 2017). A β-lg apresentou interações com curcumina (R. Zhao et 

al., 2023), vitamina B12 (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 α-la 

interagiu com cinamaldeído (Asghari et al., 2017), tioflavina (Dasgupta & Kishore, 2017) e 

capsaicina (Romano et al., 2021). Dessa forma, esses resultados sugerem que as proteínas do soro 

de leite, apresentam uma capacidade de formação de complexos resultados com uma ampla 

variedade de bioativos, o que pode ser explorado em aplicações alimentícias e farmacêuticas. 

 

3.5.2 Parâmetros termodinâmicos de interação entre os bioativos e proteína de soro de leite 
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O modo de ligação entre os bioativos e a nanoestrutura de WPI foi analisado com maior 

detalhe por meio de parâmetros termodinâmicos. As quatro principais forças não covalentes 

envolvidas na interação entre o ligante e a macromolécula incluem: ligações de hidrogênio, 

interações hidrofóbicas, forças eletrostáticas e forças de Van der Waals (Bijari et al., 2017). De 

acordo com Ross, quando ΔH > 0 e ΔS > 0, os efeitos hidrofóbicos predominam; quando ΔH < 0 e 

ΔS < 0, as forças de van der Waals e as ligações de hidrogênio são significativas; e quando ΔH < 0 

e ΔS > 0, a interação eletrostática é predominante (Ross & Subramanian, 1981). Os valores 

calculados de ΔG, ΔH e ΔS (Tabela 20) indicaram que, no complexo WPI-Que, os efeitos 

hidrofóbicos são a principal força de interação entre os compostos. Essas interações ocorrem, 

principalmente, entre os grupos OH e os anéis aromáticos da quercetina e os grupos presentes nos 

sítios de ligação do WPI (Gholami & Bordbar, 2014). Além disso, alterações observadas nos 

espectros de infravermelho (IR) nas bandas associadas às interações hidrofóbicas corroboram essa 

hipótese. Por outro lado, para sistemas contendo proteínas do soro de leite e riboflavina, as forças 

motrizes predominantes foram as ligações de hidrogênio e as forças de van der Waals (ΔH < 0 e 

ΔS < 0). Esse fenômeno pode ser atribuído às interações entre os grupos hidroxila das moléculas 

de vitamina B2 e os sítios de ligação das proteínas do soro de leite (Y. Guo et al., 2024). Os valores 

negativos de ΔG calculados para os complexos WPI-Que e WPI-Rib indicaram que os processos 

de interação ocorrem de maneira espontânea. 

 

3.8 Análise térmica dos compostos bioativos encapsulados 

 

O segundo evento térmico ocorre em ~83,82°C (Tpico), com uma variação de entalpia ∆H 

= -28,49 J∙g-1, de caráter exotérmico. Este evento estar associado à agregação das proteínas, que é 

um processo característico após a desnaturação inicial. Nesse estágio, ocorre a formação de novas 

interações intermoleculares, como pontes de hidrogênio ou ligações hidrofóbicas entre as proteínas 

desnaturadas. 

A quercetina é uma molécula di-hidratada e na sua curva DSC apresentou um amplo pico 

endotérmico (Tpico=126, 76°C; ΔH = 2080 J·g-1) à medida que se torna anidra (Patel et al., 2012). 

Enquanto no sistema WPI-Que (Figura 21b) foi observado três eventos térmicos, semelhante ao 

observado para nanoestrutura de WPI avaliado no capítulo dessa dissertação. (i) representa a 

temperatura de desnaturação das proteínas de baixa massa molecular, semelhante ao evento 

observado anteriormente na curva DSC da Figura 7; (ii) evento exotérmico relacionado à 

agregação das proteínas que ocorre em 83,14°C (Tpico) e ∆H = - 16,06 J∙g-1. Nesse estágio, ocorre 

a formação de novas interações intermoleculares, como pontes de hidrogênio ou ligações 
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hidrofóbicas entre as proteínas desnaturadas e os compostos bioativos; (iii) o terceiro estágio 

corresponde à evaporação da água que acontece em torno de 109,57 °C (Tpico) e ∆H = 286,72 J∙g-

1(Q. Liu et al., 2025). Em comparação a nanoestrutura pura, foi observado que a quercetina 

aumentou a estabilidade térmica para o sistema WPI-Que, uma vez que foi necessário o sistema 

fornecer uma quantidade maior de calor para causar alteração conformacional da estrutura terciária 

da proteína. Outros estudos que utilizam proteínas do soro do leite para encapsulação de 

quercetina, corroboram essa hipótese, no qual essas a interação proteína-flavonoide aumenta a 

estabilidade do sistema (de Oliveira Bianchi et al., 2024b; Q. Liu et al., 2025). 

 

Figura 21:Curva da análise 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 única etapa de 25 a 

77,82 ºC, com a amostra toda decomposta. Em relação ao sistema WPI-Rib, a curva apresentou 

comportamento semelhante, ocorrendo em uma única etapa, no entanto, a decomposição 

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 dissolução da vitamina B2.  O segundo está relacionado com a evaporação e 

fusão da riboflavina, onde temperatura de pico foi 113,87 ºC e ∆H = 763,75 J∙g-1. Noreen et al., 

(2024), observaram esse evento térmico em aproximadamente 280 °C, o que se deve ao fato de 

a riboflavina estar em estado sólido, conforme descrito pelo autor. Em relação ao sistema WPI-

Rib, foi possível observar que a interação entre esses dois compostos resultou em uma 

estabilidade térmica, como observado na curva DSC (Figura 22b). A curva DSC do sistema 

apresentou um único evento endotérmico em temperatura 170,29 °C (Tpico) e ∆H = 1,15∙10 

kJ∙kg-1; sendo necessário uma alta quantidade de energia para alterar a conformação estrutural 

do sistema, indicando que a interação entre os dois compostos melhorou a estabilidade térmica 

do bioativo. 
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Figura 22: Curva da análise termogravimétrica (TGA) e da calorimetria diferencial de varredura (DSC); 

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

A degradação induzida por pH/enzimática atua como um dos principais obstáculo 

bioquímico para a biodisponibilidade de bioativos administrados por via oral, o que pode 

ocorrer no meio gástrico e/ou intestinal. Essas condições resultam em perdas significativas, de 

aproximadamente 94–98% dos bioativos ingeridos, devido a processos como hidrólise, 

desaminação e oxidação (Falsafi et al., 2022b; Y. Zhong et al., 2021).  

A biodisponibilidade da quercetina é relativamente baixa, resultado de sua baixa 

solubilidade em água, instabilidade química durante a digestão gastrointestinal e baixa absorção 

intestinal(Kandemir et al., 2022b; W. Wang et al., 2016). O perfil de liberação da quercetina 

em nanoestrutura de WPI foi monitorado sob condições 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. Após o SI, a liberação 

dos sistema com o flavonoide Que SIP, Que SI, 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 hidrofílica do WPI nativo tem uma menor 

afinidade com a quercetina, uma molécula hidrofóbica. No ambiente gástrico, a hidrólise parcial 

do WPI pela ação do ácido gástrico desnatura a proteína, liberando a quercetina gradualmente 
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ao longo dos ensaios. O WPI nanoestruturado apresentou uma menor liberação, indicando que 

a nanoestrutura apresentou uma eficiência melhor capaz de conferir uma proteção maior à 

quercetina devido a alteração na conformação da proteína após o tratamento térmico, expondo 

grupos hidrofóbicos presente no interior da proteína nativa, como observado nos resultados de 

CD.  

A adição das enzimas pepsina e pancreatina apresentaram um perfil de liberação maior, 

indicando que essas enzimas causariam a hidrólise da proteína, o que poderia destruir a estrutura 

dos NPs reticulados (Y. Hu et al., 2019b). Potencialmente, como uma proteína globular, os 

aminoácidos hidrofóbicos de WPI estavam escondidos dentro de seu núcleo hidrofóbico. A 

pepsina tende a quebrar as ligações peptídicas relacionadas aos resíduos de aminoácidos 

hidrofóbicos (como Trp, Tyr e Phe) em proteínas durante o processo de proteólise, 

interrompendo ainda mais a estrutura da proteína. Além disso, foi observado que o pH do meio 

influência a taxa de liberação da molécula bioativo, observando uma maior liberação no sistema 

SI com e sem enzima. Isso ocorre devido a quercetina ser muito instável em pH > 7 e 

completamente degradada após 3 h em pH 8 ( Buchner, Krumbein, Rohn, & Kroh, 2006 ). Em 

resumo, o encapsulamento de WPI nanoestruturado pode evitar a liberação 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 liberação controlada in vitro de quercetina encapsulada em WPI nativo (a) e 

WPI nanoestruturado (b) simulando fluido gástrico 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 liberação in vitro de RI carreada com WPI nativo e 

nanoestruturado sob condições SG e SI, imitando o trato GI, e os resultados são mostrados 

na Figura 24. Além dessas condições simuladas do trato GI, a liberação de RI sem as enzimas 

pepsinas e pancreatinas também foram realizadas para fins de comparação. Como visto na Fig. 

9, após os 120 minutos (pH = 1,22), a taxa de liberação apresentou a seguinte ordem de RB SG 

> RB-nano SGP > RB SG > RB-Nano SGP. Em pH 7 (condições intestinais), observou-se uma 

liberação máxima de 3,28 ± 1,22% para SI e de 8,62 ± 0,97% para SIP utilizando WPI nativo, 

enquanto os sistemas contendo WPI nano apresentaram liberação de 2,79 ± 0,81% para SI e 

1,74 ± 0,48% para SIP, indicando uma liberação menor em comparação com os sistemas em 

meios ácidos. 

Isso ocorre, devido a acidificação da dispersão proteica causar a hidrólise do WPI o que 

expõe sítios de ligação hidrofóbicos (Nor Afizah & Rizvi, 2014); por ser uma molécula hidrofílica 

essa alteração conformacional da proteína liberou uma maior quantidade de bioativo, ou seja, a 

energia da ligação não foi suficiente para manter a vitamina B2 ligada à nano WPI. Além disso, 

foi observado que a adição das enzimas pepsina e pancreatina contribuíram para redução da 

liberação nos dois sistemas. Possivelmente, a presença da enzima provocou a hidrolise parcial 

da proteína expondo mais sítios de ligação hidrofílicas, assim a vitamina B2 permaneceu ligada 

à molécula proteica, desfavorecendo a sua liberação. No entanto, foi possível observar que os 

quatros sistemas apresentaram um efeito eficaz para entrega do composto bioativo, liberando-

o de forma controlado no sistema GI.  Características similares foram observadas por Boughriba 

et al., (2021), os autores utilizaram hidrogéis compostos base de gelatina e obtiveram uma 

liberação de RB, durante as primeiras 48 horas. Esses resultados confirmam que as 

nanoestruturas de WPI podem atuar como transportadores protetores contra condições no trato 

GI, o que permitirá aumentar a biodisponibilidade da riboflavina e quercetina, assim, 

melhorando sua absorção 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 liberação controlada in vitro de vitamina B2 encapsulada em WPI nativo 

(a) e WPI nanoestruturado (b) simulando fluido gástrico sem e com pepsina, SG e SGP 

respectivamente e fluido intestinal sem e com pancreatina, SI e SIP. 
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4. Conclusão 

O presente estudo demonstrou o potencial dos nanocarreadores de WPI para a 

encapsulação dos compostos bioativos quercetina e vitamina B2, apresentando melhorias na 

estabilidade térmica, coloidal e na biodisponibilidade desses compostos. A aplicação de 

técnicas espectroscópica como FTIR, AFM-IR, dicroísmo circular e espectroscopia de 

fluorescência, permitiu compreender os mecanismos de interação entre o WPI e os bioativos, 

evidenciando a formação de complexos estáveis por meio de interações hidrofóbicas, ligações 

de hidrogênio e forças de Van der Waals. 

Os resultados indicaram que a nanoestruturação do WPI foi eficaz em proteger os 

compostos bioativos contra condições adversas, como pH ácido e temperatura, conforme 

observado nos ensaios de liberação controlada que simularam o trato gastrointestinal e nas 

análises térmicas. Além disso, a modificação estrutural das proteínas do soro de leite contribuiu 

para o aumento da eficiência de encapsulamento e da capacidade de ligação. Dessa forma, a 

seguinte pesquisa apresenta o potencial das proteínas do soro de leite como biopolímeros 
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promissores para o desenvolvimento de sistemas de liberação controlada em alimentos 

funcionais e nutracêuticos.  
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