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RESUMO

SANTOS, lIsrael Felipe dos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2025. Influéncia dos parametros de processo do aquecimento 6hmico nas
propriedades interfaciais de proteinas do soro do leite. Orientador: Pedro
Henriqgue Campelo Felix. Coorientadores: Evandro Martins e Paulo Cesar Stringheta.

O aquecimento 6hmico (AO) tem sido amplamente estudado como uma tecnologia
emergente capaz de modificar proteinas alimentares e influenciar suas interagdes
com compostos bioativos. Neste estudo, avaliou-se o impacto do AO nas proprieda-
des estruturais e funcionais do concentrado proteico do soro do leite (WPC) em dife-
rentes intensidades de campo elétrico. A eletroforese SDS-PAGE revelou modifica-
cOes estruturais nas proteinas do CPSL, indicando a ocorréncia de uma leve agre-
gacao e possiveis mudangas conformacionais induzidas pelo tratamento. Além dis-
so, andlises espectroscopicas de fluorescéncia demonstraram que o AO promove
alteracdes na fluorescéncia intrinseca das proteinas, sugerindo exposi¢cao de resi-
duos aromaticos e alteracdes na polaridade do microambiente. A interacao do WPC
modificado com 3-caroteno foi investigada, evidenciando um aumento na afinidade
de ligacdo conforme a intensidade do campo elétrico aplicado, os parametros de
ligacdo indicaram que a modificagcdo estrutural das proteinas favoreceu a interagédo
proteina-ligante, resultando em um maior coeficiente de ligagdo. Da mesma forma, o
estudo da interacao entre o WPC modificado e o acido cafeico mostrou que o trata-
mento 6hmico influenciou a disponibilidade dos sitios de ligacao, reduzindo a cons-
tante de afinidade em comparagédo com a proteina nao tratada. Esses achados indi-
cam que o AO pode modular seletivamente as interagdes proteina-ligante, o que
pode ser explorado para aplicagcées em sistemas alimentares funcionais e liberacao
controlada de compostos bioativos. O estudo também sugere que a magnitude das
alteracdes estruturais depende da intensidade do campo elétrico, sendo os efeitos
mais pronunciados em campos mais elevados. Perspectivas futuras incluem a in-
vestigacao do impacto do AO em outras matrizes proteicas, bem como a avaliacao
de suas implicagdes na digestibilidade e biodisponibilidade de compostos bioativos.
Além disso, a compreensao detalhada dos mecanismos moleculares envolvidos na
modificacdo estrutural das proteinas pode contribuir para o desenvolvimento de no-
VOS processos industriais voltados para a melhoria da funcionalidade de ingredien-
tes proteicos em alimentos e nutracéuticos.



Palavras-chave: tecnologias emergentes, ; nano-agregados, ; tecno-funcionalidade
de proteinas.



ABSTRACT

SANTOS, Israel Felipe dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2025.
Potential of emerging technologies in the modification of techno-functional
properties of whey proteins: ohmic heating and characterization of modified
proteins. Adviser: Pedro Henrique Campelo Felix. Co-advisers: Evandro Martins and
Paulo Cesar Stringheta.

Ohmic heating (OH) has been widely studied as an emerging technolo-gy capable of
modifying food proteins and influencing their interactions with bi-oactive compounds.
This study evaluated the impact of OH on the structural and functional properties of
whey protein concentrate (WPC) under different electric field intensities. SDS-PAGE
electrophoresis revealed structural modifications in WPC proteins, indicating slight
aggregation and possible conformational changes induced by the treatment.
Additionally, fluorescence spectroscopy analyses demonstrated that OH promotes
alterations in the intrinsic fluores-cence of proteins, suggesting the exposure of
aromatic residues and changes in the polarity of the microenvironment. The
interaction of modified WPC with B-carotene was investigated, showing an increase
in binding affinity as the ap-plied electric field intensity increased. The binding
parameters indicated that the structural modification of proteins favored protein-
ligand interactions, resulting in a higher binding coefficient. Similarly, the study of the
interaction between modified WPC and caffeic acid revealed that ohmic treatment
influenced the availability of binding sites, reducing the affinity constant compared to
untreated protein. These findings indicate that OH can selectively modulate protein-
ligand interactions, which can be explored for applications in functional food systems
and controlled release of bioactive compounds. The study also suggests that the
magnitude of structural changes depends on the electric field intensity, with more
pronounced effects observed at higher fields. Future perspectives include
investigating the impact of OH on other protein matrices, as well as evaluating its
implications for the digestibility and bioavailability of bioactive compounds.
Furthermore, a detailed understanding of the molecular mechanisms involved in
protein structural modification may contribute to the development of new indus-trial
processes aimed at enhancing the functionality of protein ingredients in food and
nutraceutical applications.

Keywords: emerging technologies,; nano-aggregates,; protein techno-functionality.
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INTRODUCAO

As proteinas sao blocos de construcao essenciais para o corpo humano,
participando do crescimento e reparo dos tecidos, além de desempenharem um
papel central em fun¢cdes metabdlicas como mensageiros quimicos como 0s
hormonios, transporte de oxigénio (Liu et al., 2023). Além disso, uma dieta rica em
proteinas pode auxiliar no controle do apetite, promover a perda de peso, manter
a massa muscular magra e regular os niveis de glicose no sangue, tornando-se
uma aliada para o desenvolvimento muscular e o manejo de condicées como
diabetes e obesidade (Friedman, 1996).

As proteinas, embora importantes na estruturacdo e funcionalidade dos
alimentos, podem apresentar propriedades tecnolégicas nao idealmente
adequadas para aplicagdes na industria alimenticia. Em muitos casos, as
proteinas podem ser sensiveis a fatores como temperatura, pH e pressao, o que
pode limitar sua utilidade em formulagdes de alimentos (Glazer, 1970; Nikbakht
Nasrabadi et al., 2021). Além disso, propriedades como textura, solubilidade,
capacidade de interacdo com ligantes e sabor das proteinas podem nao atender
aos padroes desejados para produtos alimenticios finais. Portanto, a necessidade
de modificar as propriedades tecnoldgicas das proteinas por meio de tratamento
térmico, ou modificacdo quimica, torna-se necessario para otimizar a
funcionalidade das proteinas na producao de alimentos e atender as expectativas
dos consumidores (Sun-Waterhouse; Zhao; Waterhouse, 2014).

Nesse cenario, a tecnologia de aquecimento 6hmico surge como uma
abordagem promissora para a modificacdo de proteinas de origem animal e
vegetal (Ramaswamy et al., 2014). O aquecimento 6hmico utiliza a aplicacao
direta de energia eletromagnética para aquecer moléculas de proteinas,
possibilitando a modulagdo das condigbes de processamento (Indiarto e
Rezaharsamto, 2020; Ramaswamy et al., 2014). Além disso, essa técnica tem
sido considerada vantajosa por sua eficiéncia energética, reduzindo o tempo de
processamento e, consequentemente, minimizando seu impacto ambiental
(Knirsch et al., 2010). Essa abordagem é especialmente relevante em um contexto

de producao sustentavel de alimentos.
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Este estudo abordard as aplicagbes do aquecimento Ohmico na
modificacdo de proteinas de origem animal e seu potencial para transformar a
industria alimenticia. O foco estara na intersecao entre a sustentabilidade do
processo e a melhoria das propriedades de proteinas alimentares (Cha, 2011;
Joeres et al., 2022, 2023; Li et al., 2018; Pereira et al., 2018), tornando-as mais
adequadas para uma ampla gama de aplicagdes alimentares, desde alternativas
para industria de carne até produtos de panificacao e bebidas.

Contudo este trabalho teve como hipétese principal investigar se a
tecnologia de aquecimento 6hmico pode ser utilizada estrategicamente para
modificar a estrutura e propriedades tecno-funcionais das proteinas do soro do
leite visando a obtengao de estabilidade térmica, avaliar efeito na hidrofobicidade
superficial no desdobramento das proteinas, capacidade formar agregados com
outros ligantes como beta caroteno e acido cafeico e eficiéncia do processo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proteina do soro do leite

O soro do leite € um subproduto oriundo da fabricagdo de queijo e iogurtes
concentrados. Este liquido possui uma composi¢do nutricional rica, possuido
aproximadamente 55% dos nutrientes do leite, sendo uma excelente fonte de
proteina de alta qualidade (Merkel et al., 2021; Mendoza et al., 2021). A proteina
do soro de leite é conhecida por sua rapida absorcao pelo organismo, tornando-a
popular entre atletas e praticantes de atividades fisicas para auxiliar na
recuperacao muscular (Ribeiro et al., 2023). De acordo com Minj e Anand (2020),
as proteinas presentes no soro do leite pertencem a categoria das proteinas
globulares, caracterizadas por conter quantidades significativas de estruturas em
forma de alfa hélice, onde aminoéacidos hidrofilicos e hidrofébicos estao
distribuidos de maneira equilibrada.

Os principais componentes das proteinas encontradas no soro de leite
compreendem a-lactalbumina (a-LA), B-lactoglobulina (B-LG), albumina sérica
bovina (BSA), imunoglobulinas (IG), lactoferrina bovina (BLF), lactoperoxidase
bovina (LP) e quantidades reduzidas de glicomacropeptideo (GMP) (Minj e Anand,
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2020). No entanto, a composicao da proteina do soro pode variar, dependendo do
tipo de soro (doce ou acido), do tipo de leite (bovino, ovino ou caprino), da dieta
animal, do estagio de lactacao e do processo de fabricacdo dos queijos (Minj e
Anand, 2020; Pintado, et al., 2001).

As proteinas do soro de leite possuem caracteristicas tecnoldgicas
relevantes para a industria de alimentos, incluindo uma boa solubilidade,
capacidade de formacdo de espuma, capacidade emulsionante, propriedades
gelificantes e capacidade de retencdo de agua. A utilizacdo dessas proteinas
como substitutos de gordura em produtos lacteos e néo lacteos esta gradualmente
crescendo devido as suas propriedades nutricionais e funcionais benéficas para
a industria (Lizarraga et al., 2006). Segundo Yadav (2015), as proteinas
encontradas no soro do leite representam fontes altamente promissoras de
peptideos bioativos (BAPs) com notaveis propriedades antioxidantes, atividade

anti-hipertensiva, antidiabética, anticancer e imunomoduladora.

Atualmente, os derivados proteicos provenientes do soro de leite sdo
amplamente disponiveis no mercado, sendo utilizados como ingredientes e
produtos alimentares funcionais. As caracteristicas favoraveis do perfil completo
de aminoé&cidos e da estrutura proteica das proteinas do soro de leite as tornam
atrativas para a incorporacao em formulagdes alimenticias, contribuindo para
melhorar o valor nutricional e as propriedades funcionais (Jost et al., 1999). Além
disso, essas proteinas sao empregadas na composi¢ao de formulas em pé infantis
(Jost et al., 1999), suplementos proteicos para nutricdo esportiva (Devries e
Phillips, 2015) e na producdo de embalagens ativas de alimentos, visando
prolongar a vida util dos produtos (Daniloski et al., 2021; Catarino et al., 2017).

2.2. Propriedades elétrica dos alimentos

A condutividade elétrica dos alimentos € uma caracteristica fisica que
reflete a capacidade de um alimento conduzir eletricidade sob a influéncia de um
campo elétrico. Essa propriedade € sensivel a composi¢do quimica e a estrutura
fisica dos alimentos e desempenha um papel fundamental em varias aplicacdes
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relacionadas ao processamento de alimentos e garantia de qualidade (Icier, 2012;
Varghese et al., 2014).

Quando portadores de carga moéveis estdo presentes e uma voltagem
elétrica U é aplicada, ocorre um fluxo de corrente elétrica através de um material.
A intensidade | dessa corrente é determinada pela resisténcia R do material em
questdo. O inverso de R é chamado de condutancia elétrica G. A relagéo linear
entre corrente e voltagem é conhecida como a lei de Ohm, A Lei de Ohm
estabelece que a corrente elétrica que passa por um condutor é proporcional a
tensdo aplicada e inversamente proporcional a resisténcia do material (Assiry,
Sastry e Samaranayake, 2003). Varios fatores influenciam a condutividade
elétrica, incluindo a concentracao de portadores de carga, a quantidade de carga
que possuem (numero de carga) e, especialmente, sua mobilidade. A mobilidade
dos portadores de carga é calculada como a razao de sua velocidade de deriva
sob a influéncia de um campo elétrico para a intensidade desse campo,

representada por E (Figura e Teixeira, 2023).

A taxa de aquecimento éhmico é controlada pela condutividade elétrica
ou resisténcia geral dos alimentos. Para alcancar a temperatura desejada no
produto, é essencial manter um equilibrio apropriado entre corrente e voltagem.
Em materiais altamente condutores, como metais, hd um grande fluxo de corrente,
mesmo que o gradiente de voltagem seja limitado. Por outro lado, em isolantes ou
materiais altamente resistivos, como madeira, o fluxo de corrente € minimo,
mesmo com gradientes de voltagem elevados. Vale observar que, em ambas as
situacdes, a geracao de calor pode ser insuficiente. Portanto, existem limites nos
valores de condutividade elétrica para garantir uma geracao de calor adequada.
Qualquer desvio nos valores de condutividade elétrica dentro dessa faixa para
materiais alimenticios pode representar um desafio no processo de aquecimento

(Ramaswamy et al., 2014).

A condutividade elétrica, representada por o, € um fator importante que
influencia a eficiéncia do aquecimento 6hmico (OH), indicando a capacidade de

um material conduzir eletricidade em relacao a area, gradiente de potencial e
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tempo, medida em Siemens por metro (S.m™") no Sistema Internacional de
Unidades. Além disso, a condutividade elétrica (o) € o inverso da resistividade do
material (p), como pode ser observado na Equacéo 1:

L 1
AV p

= Equacéo 1
Onde | € a corrente alternada (A), L é a distancia entre os eletrodos (m),
A é a area de secao transversal perpendicular ao fluxo de corrente elétrica (m?) e

V é a voltagem aplicada.

As proteinas apresentam propriedades elétricas interessantes, sendo a
condutividade elétrica a mais importante para o aquecimento 6hmico. Em
aplicagcdes como o aquecimento 6hmico na industria alimenticia, a condutividade
elétrica desempenha um papel fundamental. Quando se trata de processamento
elétrico de alimentos, como para aquecimento, esterilizacdo ou permeabilizacdo
de membranas celulares, geralmente envolve a aplicagao de corrente alternada.
No caso de materiais sélidos caracterizados por uma estrutura fibrosa, a
condutividade elétrica pode apresentar valores variados ao longo de diferentes
direcdes espaciais. Esse fendbmeno € denominado anisotropia da condutividade
elétrica (Figura e Teixeira, 2023).

2.3. Aquecimento 6hmico

Também conhecido como aguecimento Joule, € o resultado da passagem
de uma corrente elétrica através do material a ser tratado, gerando calor interno.
Isso envolve a conversao de energia elétrica em energia térmica. Em contraste
com outros métodos, essa abordagem requer a insercao de eletrodos em contato
direto com o alimento (uma caracteristica ausente em técnicas como micro-ondas
e aquecimento por indugéo), bem como o controle da frequéncia aplicada e o tipo
de onda utilizada, que geralmente é senoidal (Jaeger et al., 2016).

O principio do método envolve a conducao de corrente alternada atraves
de um produto alimenticio, com o objetivo principal de gerar calor dentro do
produto. O aquecimento 6hmico difere de outros métodos de aquecimento elétrico

devido a inclusao de eletrodos que entram em contato direto com o alimento e a
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variacdo na frequéncia e tipo de onda que podem ser aplicados, além da
vantagem de aquecer o material mais rapidamente com distribuicdo de calor
uniforme (Proctor, 2018).

No aquecimento 6hmico, também conhecido como aquecimento Joule, o
movimento de moléculas carregadas desempenha um papel fundamental na
geragédo de calor nos alimentos. Quando uma corrente elétrica passa por um
material condutor, o deslocamento de cargas dentro do material resulta na
agitacao de moléculas e atomos presentes no sistema. Durante esse processo de
agitacao, particulas carregadas colidem e interagem, levando a um aumento na
temperatura. Em condutores metdlicos, as cargas médveis sédo elétrons. No
entanto, nos alimentos, as particulas que migram em direcao ao eletrodo de
polaridade oposta sdo ions ou moléculas carregadas, como proteinas. Como a

corrente elétrica que passa pelos alimentos € alternada, ions e moléculas

continuam a se mover constantemente (Guo et al., 2017).

O calor é gerado como resultado direto da resisténcia do material a
passagem da corrente elétrica. Os mecanismos primarios do aquecimento 6hmico
séo o efeito Joule. O aquecimento 6hmico € uma manifestacdo do efeito Joule,
que é uma maneira de transformar energia elétrica em energia térmica. Quando
uma corrente elétrica flui através de um material com resisténcia elétrica, elétrons
colidem com atomos e ions do material, dissipando energia na forma de calor.
Essa colisdo entre elétrons e particulas do material resulta em agitagao térmica,
aquecendo o material (Icier e llicali, 2005; Proctor, 2018). A resisténcia elétrica é
uma propriedade inerente do material que determina a dificuldade que a corrente
elétrica encontra ao passar por ele. Materiais com alta resisténcia elétrica, como
fios finos e elementos de aquecimento, produzem mais calor quando a corrente
elétrica passa por eles, enquanto materiais com baixa resisténcia, como metais
condutores, produzem menos calor (Figura e Teixeira, 2023). A taxa local de
geracao de calor é governada pela interagéo entre a intensidade do campo elétrico
local e a condutividade elétrica local (De Alwis e Fryer, 1992).

Em alimentos, o aquecimento 6hmico € altamente eficiente em termos de

energia, convertendo eletricidade diretamente em calor dentro do alimento. Além
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disso, permite um controle preciso da temperatura, sendo importante para a
seguranga alimentar e a qualidade do produto. O aquecimento 6hmico também
resulta em menor perda de nutrientes em comparagdo com meétodos térmicos
mais agressivos, devido ao menor tempo de processo e aquecimento uniforme
tornando-o uma escolha atraente para preservar o valor nutricional dos alimentos
(Makroo; Rastogi; Srivastava, 2020). Além disso, sua eficacia na reducao de
microrganismos pode diminuir a necessidade de aditivos quimicos ou
conservantes (Varghese et al., 2014). A Tabela 1 mostra as principais vantagens
e desvantagens do aquecimento &hmico no processamento de alimentos
(Alkanan et al., 2021; Ramaswamy et al., 2014; Varghese et al., 2014).

Tabela 1 — Vantagens e desvantagens da utilizacao do aquecimento
6hmico no processamento de alimentos.

Vantagens Desvantagens

Aquecimento Rapido Altos Custos Iniciais: A

e Uniforme: O aquecimento instalacéo de equipamentos de

6hmico pode aquecer aquecimento 6hmico pode ser cara, o0 que

alimentos de forma rapida e pode ser uma barreira para pequenas

uniforme, evitando pontos empresas de  processamento  de
quentes e frios. Isso ajuda a alimentos.
manter a qualidade do produto
final.
Eficiéncia Energética: Possiveis Problemas de

Comparado a alguns métodos
convencionais de aquecimento,
0 aquecimento 6hmico pode ser
mais eficiente em termos de

energia, pois converte

Qualidade: Dependendo da composicao
do alimento e das condicbes de
processamento, o aquecimento &hmico
pode afetar indesejavelmente a textura,
cor e sabor dos alimentos. Outra
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eletricidade diretamente em

calor no alimento

preocupacdo € a migracdo de ions
metalicos dos eletrodos para o alimento.

Controle Preciso de
Temperatura: O  controle
preciso de temperatura durante
0 aquecimento Ohmico é

possivel, sendo importante
para garantir a segurancga
alimentar e a qualidade do

produto final.

Requer Alimentos Condutivos:
O aquecimento 6hmico funciona melhor
com alimentos que sao bons condutores
elétricos. Alimentos com baixa
condutividade elétrica (como aqueles ricos
em gorduras) podem ser menos eficazes

Nesse pProcesso.

Reducao da Perda de
Nutrientes: Em alguns casos,
0 aquecimento O6hmico pode
resultar em menos perda de
nutrientes em comparacao com
métodos de processamento
térmico mais agressivos, como

fervura prolongada.

Necessidade de Monitoramento
Técnico: Devido a precisdao necessaria no
controle de temperatura, 0s processos de
aqguecimento 6hmico demandam
monitoramento técnico constante, o que

pode aumentar os custos operacionais.

Reducao da
Necessidade de Aditivos:
Como o processo é rapido e
eficaz na reducao de
microrganismos, pode haver
uma reducao na necessidade
de aditivos quimicos ou

conservantes.

Potencial para Queimaduras
Elétricas: Ha risco de choque elétrico ao
usar equipamentos de aquecimento
Ohmico, exigindo a implementacdo de

medidas de segurancga apropriadas
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No entanto, a instalacdo de equipamentos de aquecimento é6hmico pode
ser custosa, o que pode ser uma barreira para pequenas empresas de
processamento de alimentos. Além disso, o processo pode afetar a textura, cor e
sabor dos alimentos, dependendo da composicdo e das condicbes de
processamento, o que pode ser indesejavel (Guo et al., 2017; Jaeger et al., 2016).
A precisao necessaria no controle de temperatura exige monitoramento técnico
constante, o que aumenta os custos operacionais. Ha também um risco de choque
elétrico no uso de equipamentos de aquecimento 6&hmico, exigindo a

implementacédo de medidas de seguranca adequadas (Varghese et al., 2014)

2.3.1. Aquecimento 6hmico aplicado a alimentos

Diferentemente de outras técnicas de aquecimento, o aquecimento
6hmico necessita da inser¢cao de eletrodos que fazem contato direto com os
alimentos, uma caracteristica que o distingue de métodos como o aqguecimento
por micro-ondas e 0 aquecimento indutivo. Além disso, é essencial controlar a
frequéncia (f) e o tipo de onda (A) aplicados, geralmente sendo uma onda senoidal
por ser mais eficiente em termos de transmissao e distribuicdo de energia elétrica.
Portanto, a utilizagdo de uma forma de onda senoidal no aquecimento é uma
escolha pratica e eficiente. Além disso possui a capacidade de aquecer o material
de maneira mais rapida e eficaz, resultando numa distribuicdo homogénea de
calor (Alkanan et al., 2021; Guo et al., 2017; Jaeger et al., 2016).

Priyadarshini et al., (2023), conduziu um estudo com o objetivo de aplicar
o branqueamento convencional e 6hmico em cubos de manga e comparar suas
propriedades fisicas, estruturais e funcionais. De acordo com os resultados
obtidos, puderam observar que o branqueamento por aquecimento 6hmico
apresentou menor tempo de aquecimento sendo 40 a 110 segundos para atingir
90 °C e o branqueamento convencional 130 segundos. O branqueamento
convencional causou uma reducdo maior de compostos bioativos do que o
realizado por aquecimento 6hmico, especialmente a 20 V/cm, devido aos efeitos
térmicos n&o uniformes no tratamento convencional. As andlises de microscopia

eletrbnica  de varredura revelaram que o0 método convencional afetou
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significativamente a morfologia das amostras de cubo de manga em comparacao
com o aquecimento 6hmico. Além disso, o aquecimento 6hmico demonstrou a
mais alta atividade de eliminacao de radicais livre estaveis DPPH entre todas as
amostras branqueadas. Portanto, mostrando que o aquecimento 6hmico obteve

melhores resultados no processamento de cubos de mangas

O estudo realizado por Wongsa-ngasri; Sastry, (2015), investigou o impacto
da intensidade do campo elétrico, da concentracdo de NaCl, da temperatura inicial
do NaCl e do numero de tomates no processo de descascamento e na qualidade
dos tomates. Resultados promissores foram observados para o pré-tratamento
6hmico em baixas concentra¢des de NaCl (0,01-0,03 g/100 ml) para a casca de
tomate. A intensidade do campo, a concentragéo de NaCl, a temperatura inicial e
a quantidade de frutos tiveram influéncia significativa no tempo de quebra da
casca. As melhores condi¢des para o descascamento é6hmico foram 0,01 g/100
ml de NaCl com intensidades de campo de 8.060 e 9.680 V/m, e 0,03 g/100 mL
de NaCl com intensidades de campo de 6.450 e 8.060 V/m. O processo por
aquecimento 6hmico oferece uma alternativa sustentavel, usando apenas uma
concentracdo minima de NaCl, produzindo tomates pelados de qualidade

comparavel ao descascamento com soda caustica.

De acordo com Poojary et al., (2016), a reducdo da atividade da
pectinametilesterase-PME se torna necessaria para a estabilidade da turvacao de
sucos de frutas turvos. Doan et al., (2021) observou que em suco de pomelo houve
uma maior inativagdo de pectinametilesterase-PME no tratamento com
aquecimento 6hmico (30 V/cm a 60, 70, 80 e 90 °C) quando comparado com o
aquecimento convencional (60, 70, 80 e 90 °C).

2.3.2. Aquecimento 6hmico aplicado a proteinas alimentares

Durante o aquecimento 6hmico, varios fenbmenos podem ocorrer, como
a agregacao de proteinas, a formagao de novas ligagbes moleculares, rearranjo
de pontes dissulfeto, clivagem de ligagdes peptidicas e modificagdo quimica de
aminoacidos dentro da estrutura da proteina (Ashaolu, 2020). Essas modificacbes
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podem ter um impacto significativo nas propriedades funcionais e estruturais das
proteinas, afetando aspectos como textura, estabilidade e outras caracteristicas
de produtos alimenticios processados termicamente (Pereira et al., 2021).

Wang et al., (2022), avaliaram os efeitos do aquecimento 6hmico e
convencional em alteragdes estruturais, térmicas e fisicas em filmes comestiveis
de isolado de proteina de soja. A frequéncia elétrica para o tratamento foi de 50
Hz, e as intensidades de campo elétrico usadas para o tratamento 6hmico foram
3, 6, 9 e 12 V.-cm™, comparadas ao aquecimento convencional. Os filmes
aquecidos ohmicamente apresentaram redug¢do no teor de alfa hélice, aumento
no teor de espiral aleatéria, tamanho médio de particula menor, menor intensidade

de fluorescéncia e maior hidrofobicidade superficial.

O estudo realizado por Subasi et al., (2021), teve como objetivo avaliar as
mudancas estruturais, térmicas e fisicas no isolado de proteina de girassol em
comparacgao com o caseinato de sédio quando submetidos a aplicacdo de campo
elétrico moderado (MEF) nao térmico. As estruturas secundarias e terciarias da
proteina de girassol mudaram principalmente quando submetidas a 150 V cm-!
por 20 s V20, adquirindo uma estrutura mais volumosa e flexivel, e aumentando

a hidrofobicidade superficial.

Pereira et al. (2021) investigou o efeito do aquecimento 6hmico na
estrutura e propriedades imunorreativas da proteina alergénica inibidora de
tripsina de soja (STI), também conhecida como Gly m TI. Aplicagdes de
aquecimento éhmico em frequéncias que variam de 50 a 500 Hz levaram a
alteracdes conformacionais nas fragdes de proteina de soja, como evidenciado
pela reducao da fluorescéncia de aminoacidos aromaticos. Esse efeito pode estar
diretamente associado a formagcédo de complexos com metais presentes na
solugédo proteica durante o aquecimento éhmico. No entanto, ha uma falta de
informacdes detalhadas sobre como varidveis elétricas, campo elétrico e

frequéncia, afetam as fragcdes de proteina de soja nesse contexto especifico.

No estudo realizado por De Figueiredo Furtado et al., (2018), o impacto do
aquecimento 6hmico e convencional na estrutura secunddria e na subsequente

agregacao térmica da lactoferrina foi avaliado. Tanto o aquecimento éhmico
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quanto o convencional influenciaram o desdobramento térmico e a agregacao de
moléculas de lactoferrina. O aquecimento 6hmico provavelmente afetou a
flexibilidade molecular ou a estabilidade dos grupos hidrofébicos da lactoferrina
resultando em menor formagédo agregados em comparacao com o aquecimento
convencional. A diferenca nos padrdes de agregacédo foi confirmada por um
aumento menor no tamanho de particula, turbidez, fluorescéncia intrinseca e
extrinseca, e um sinal dicroico distinto, impactando as propriedades estruturais e

mecanicas das emulsdes preparadas.

Rodrigues et al., (2019) avaliaram o efeito de campos elétricos moderados
(MEF) durante o aquecimento 6hmico de fragbes purificadas de B-lactoglobulina
sob diferentes condicdes de pH e temperatura. Os resultados indicaram que os
efeitos MEF sao limitados a conformagdes desdobradas da proteina. Isso sugere
que, nas condicdes especificas testadas, incluindo intensidade do campo elétrico,
frequéncia e periodo de exposicdo, as perturbacbes impostas nao sao
significativas o suficiente para impedir o processo de dobramento da proteina.
Assim, os efeitos do MEF parecem agir de maneira sinérgica com os efeitos
térmicos. Além disso, sua influéncia especifica e alcance variaram de acordo com
o pH, o que pode estar relacionado a flexibilidade da B-lactoglobulina em resposta
as condi¢cdes ambientais. Essas descobertas apoiam teorias apresentadas em
outros estudos, que ja haviam demonstrado que o MEF impacta a agregacao e
gelificacdo de proteinas do soro (Haraguchi, F. K.; Abreu, W. C. de; Paula, H. de.,
2006).

Rodrigues et al., (2015) avaliou a formacdo de agregados sollUveis de
proteina do soro do leite isolada em condicdes de pH préximo ao neutro, tanto na
presenca quanto na auséncia de MEF. Os resultados indicaram que a aplicacao
de campos elétricos moderados impacta nos processos de desdobramento e
agregacao da proteina do soro do leite em temperaturas relativamente altas. Apds
0 aquecimento a 85°C por 30 segundos, os tratamentos com campos elétricos
moderados resultaram em solugbes de isolado de proteina do soro do leite com
uma maior quantidade de B-lactoglobulina (8%) e a-lactoalbumina (10%) em sua
forma nativa, em comparacdo com um método de aquecimento tradicional. Os
agregados proteicos em solugdes tratadas com um campo elétrico moderado

aumentaram até 78 nm, enquanto o aquecimento convencional levou a um
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aumento de 86 nm no tamanho desses agregados. A agregacao de proteinas do
soro do

leite sob a influéncia do campo elétrico moderado nao foi intensa o suficiente para
criar uma rede de gel elastica. Isso se deve as reducoes nos valores dos médulos
de armazenamento e de perda apds o tratamento com o campo elétrico

moderado.

2.3.3. Efeito na estrutura secundaria das proteinas

A estrutura secundaria das proteinas é definida pelo arranjo repetitivo de
cadeias polipeptidicas em elementos estruturais que incluem alfa hélices, folhas
beta e outras configuracées menos comuns (Johnson, 1988). A importancia da
estrutura secundaria das proteinas é evidente em sua contribuicdo fundamental
para compreender sua organizacao tridimensional e funcdo, impactando
significativamente sua funcionalidade. Por exemplo, a conformacéo da estrutura
secundaria de uma proteina pode influenciar diretamente a formagao de sitios
ativos, interagbes com outras proteinas e sua estabilidade em diferentes
condigdes (Jiang et al., 2017).

O aquecimento 6hmico tem sido explorado como uma técnica para
modificar a estrutura secundaria de proteinas alimentares. Um dos efeitos
notaveis do aquecimento 6hmico é a desnaturacao dessas proteinas, resultando
na perda de sua estrutura secundaria nativa (Miranda et al, 2023). Esse
fenbmeno ocorre devido ao aumento da temperatura, que quebra as interacdes
nao covalentes responsaveis por manter a estrutura secundaria, como ligacdes
de hidrogénio e interacdes hidrofébicas (Bischof e He, 2006). E importante
destacar que a desnaturacdo térmica de proteinas alimentares pode ser
acompanhada por mudancgas em sua estrutura secundaria, que inclui hélices alfa,
folhas beta e outras conformacdes (Indiarto e Rezaharsamto, 2020). Além disso,
o aquecimento 6hmico pode promover a reestruturagdo parcial de proteinas
alimentares quando resfriadas sob condi¢des especificas de processo. Isso pode
ser benéfico para criar texturas desejadas em produtos de origem vegetal, como
hamburgueres e salsichas plant-based. No entanto, o comportamento das
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proteinas vegetais em resposta ao aquecimento 6hmico pode variar dependendo
de sua fonte.

Em um estudo conduzido por Miranda et al. (2023), os impactos de varios
processos térmicos, incluindo o aquecimento convencional e o aquecimento
6hmico, na estrutura de proteinas de lentilhas e suas interagées com a pectina
foram investigados. Os resultados revelaram que os processos térmicos tém o
potencial de remodelar a estrutura das proteinas de lentilhas, sendo a extensao
dessas modificagdes intrinsecamente ligada a temperatura de tratamento, a
intensidade do campo elétrico aplicado e ao pH utilizado na extragdo da fracao
proteica. E importante observar que as proteinas extraidas de lentilhas a pH 9
demonstraram notavel estabilidade a variacbes de temperatura durante o
aquecimento 6hmico, sugerindo potenciais aplicagdées industriais envolvendo
variacdes térmicas. Além disso, a aplicagdo de um campo elétrico de baixa
intensidade (5 V/cm) resultou em aumento da superficie hidrofébica e
acessibilidade aos grupos sulfidrila das proteinas. Essas mudancas estruturais
especificas, incluindo sua possivel influéncia no teor de alfa hélice e folha beta,
foram evidéncias significativas do impacto do aquecimento 6hmico. Esse estudo
ofereceu uma contribuicdo relevante para compreender as implicagcdes do
aquecimento 6hmico em proteinas vegetais e suas interagdes, abrindo
perspectivas para otimizar processos industriais e desenvolver alimentos a base
de lentilhas com caracteristicas estruturais especificas.

Joeres et al. (2023) conduziram uma andlise detalhada para avaliar o
impacto do aquecimento 6hmico em comparacdo com o aquecimento
convencional nas propriedades de géis de proteina isolada de batata enriquecidos
com patatina. Essa proteina é de grande interesse na industria alimenticia devido
a sua notavel funcionalidade proteica. Os resultados destacaram que o
aquecimento 6hmico, como método de aquecimento, demonstrou uma habilidade
superior em preservar a integridade da patatina nativa quando comparado ao
aquecimento convencional. Essa observacéo foi corroborada por andlises de
SDS-PAGE e cromatografia de permeagdo em gel, que confirmaram uma maior
preservacao da patatina nativa apds o tratamento éhmico. Além disso, o uso de
ensaios de espectroscopia infravermelha por transformada de Fourier revelou
modificacdes significativas nas estruturas de folhas beta presentes nos géis



25

submetidos ao aquecimento 6hmico. Essas mudancgas estruturais resultaram em
géis com menor rigidez. Assim, é evidente que modificacbes na estrutura
secundaria da proteina influenciam as propriedades e funcionalidades dos géis
produzidos por meio do aquecimento 6hmico. Essas descobertas enfatizam a
importadncia dessas alteragées estruturais como um fator determinante no

desenvolvimento de alimentos e produtos com caracteristicas especificas.

Em determinadas condicdes, o aquecimento éhmico pode induzir a
agregacao de proteinas, fazendo com que multiplas moléculas de proteina se
unam devido a interacdes entre suas cadeias laterais (Petruccelli e Anon, 1995).
Esse processo pode resultar na formagdo de particulas maiores e afetar as
propriedades reoldgicas da proteina, o que € relevante na produgao de alimentos.

Outra modificacao importante nas ligacées quimicas de proteinas tratadas
com aquecimento éhmico é o dobramento das cadeias peptidicas. Isso ocorre
porque a energia proveniente de ondas eletromagnéticas pode quebrar as
ligagGes covalentes entre os aminoacidos, resultando na formacao de produtos
de degradagéao e na perda da atividade biol6gica das proteinas (Adey, 1993; Han
et al., 2018). Além disso, o calor gerado pelo aquecimento 6hmico pode causar
modificacdes nos grupos funcionais das moléculas de proteina, como os grupos
sulfidrila (-SH) presentes na cisteina. Essas modificagdes quimicas podem
impactar na solubilidade, reatividade e funcionalidade da proteina (Glazer, 1970;
Van Der Plancken et al., 2005).

O estudo realizado por Li et al. (2018) investigou os efeitos do aquecimento
6hmico no leite de soja, com foco nas alteracbes nas ligacées quimicas das
proteinas. Foram feitas comparacdes detalhadas entre o aquecimento 6hmico e
0 aquecimento tradicional por resisténcia usando diferentes niveis de voltagem
(17, 23, 30 e 37 V/cm). Os resultados mostraram mudancas significativas nas
propriedades das proteinas do leite de soja submetidas ao aquecimento 6hmico,
incluindo um aumento de 14% no numero de grupos amino livres, indicando
modificacées nas ligagdes quimicas. Além disso, houve uma diminuicdo no
conteudo total de grupos sulfidrila e na hidrofobicidade da superficie. Essas

descobertas destacam o impacto do aquecimento dhmico nas propriedades
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quimicas das proteinas, sugerindo que as ligagdes intramoleculares passam por
mudancas substanciais durante o processo.

Pereira et al. (2021) ampliaram a compreensado do aquecimento 6hmico
ao explorar seu impacto em diferentes frequéncias elétricas (50 Hz a 20 kHz) e
intensidades moderadas de campo elétrico (até 20 V/cm) no isolado proteico de
soja (IPS). Observou-se que o aguecimento 6hmico a 50 Hz e 95 °C causou
mudancas significativas na fluorescéncia intrinseca do IPS, bem como a liberagéao
de quantidades detectaveis de Fe/Ni. Esse fendmeno resultou em uma reducao
de 36% na imunorreatividade da Gly m TI, indicando um impacto nas ligagdes
quimicas e na interacao entre proteinas e metais tragos. Assim, essa pesquisa
fornece insights sobre como os parametros do aquecimento éhmico, como
frequéncia elétrica e reagdes eletroquimicas, podem influenciar a estrutura e
imunorreatividade das fragdes de IPS, enfatizando a complexidade das mudancgas
fisico-quimicas causadas pelo aquecimento éhmico. E importante destacar que o
efeito do aquecimento 6&hmico em proteinas alimentares pode variar
consideravelmente dependendo das condi¢bes de processamento, incluindo
temperatura, tempo de exposi¢cdo e concentracdo de proteina. Portanto, otimizar
esses parametros é essencial para atender as necessidades especificas do
produto final.

2.4. Propriedades tecno-funcionais

As propriedades tecno-funcionais das proteinas alimentares estao
relacionadas a varias aplicagdes industriais, incluindo a formulacao de alimentos
de origem vegetal. Entre as principais propriedades funcionais das proteinas,
destacam-se a capacidade de absor¢céao de agua, solubilidade, absorgéo de dleo,
formacao de emulsdes, viscosidade e textura (Nikbakht Nasrabadi et al., 2021;
Venkateswara Rao et al., 2023).

O pH, a temperatura e diferentes metodos de processamento afetam as
propriedades tecno-funcionais das proteinas alimentares (Venkateswara Rao et
al.,, 2023) o podendo comprometer sua capacidade de absorcdo de agua e

estabilidade em emulsées. Da mesma forma, a temperatura pode levar a
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alteragbes na solubilidade das proteinas, afetando sua aplicabilidade em
formulacdes de alimentos (Nunes e Tavares, 2019).

Nesse contexto, aprimorar as caracteristicas tecno-funcionais das
proteinas alimentares emerge como um campo de pesquisa. Dentre as
tecnologias emergentes utilizadas para modificacdo de proteinas, como
ultrassom, plasma frio, o aquecimento éhmico se apresenta como uma técnica
promissora para realizar modificagbes fisicas na estrutura das proteinas,
impactando positivamente em suas propriedades funcionais. O aquecimento
6hmico tem mostrado grande potencial em melhorar a solubilidade, capacidade
de absorcao de agua e viscosidade de proteinas alimentares (Cha, 2011; Joeres
et al., 2022, 2023), tornando-as mais adequadas para diversas aplicagées na
inddstria alimenticia.

2.4.1. Capacidade de retencao de agua e solubilidade

A capacidade de absorcao de agua refere-se a habilidade das proteinas
interagirem com a agua, absorvé-la e criar uma matriz aquosa. Essa propriedade
tem uma influéncia direta na textura, estabilidade, viscosidade e funcionalidade

das proteinas alimentares durante o processamento de alimentos.

No contexto do aquecimento 6hmico, quando as proteinas passam por
esse processo, ocorrem transformagbes notaveis em sua estrutura e
funcionalidade, impactando significativamente a capacidade de absorcao de agua
(Jaeger et al., 2016). Durante o aquecimento 6hmico, campos elétricos de alta
frequéncia geram calor internamente nas proteinas. Esse calor leva a
desnaturacao das proteinas, expondo grupos hidrofilicos que eram previamente
inacessiveis. Como resultado, as proteinas alimentares ficam mais predispostas
a interagir com a agua e a adsorvé-la de maneira mais eficiente (Jaeger et al.,
2016). Alem disso, o aquecimento 6hmico também pode favorecer a quebra de
ligagbes ndo covalentes em proteinas, tornando-as mais suscetiveis a interagéo

com a agua.
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Por outro lado, a solubilidade refere-se a capacidade de peptideos ou
proteinas se dissolverem em uma solugédo saturada, equilibrando-se com outras
substancias solidas como sais em condi¢cdes especificas de temperatura e pH.
Este parametro desempenha um papel critico na industria alimenticia, pois afeta
propriedades funcionais essenciais como emulsificacao e formacao de espuma.
O aquecimento 6hmico destaca-se como uma técnica promissora para modificar
a solubilidade de proteinas alimentares, uma vez que promove modificacoes
estruturais nessas moléculas, tornando-as mais suscetiveis para interagir
efetivamente com a 4gua e outros componentes alimentares. Como resultado, a
solubilidade melhora, possibilitando a formulacdo de produtos mais estaveis
(Jaeger et al., 2016).

A melhoria da solubilidade proteica estd associada a modificagbes
conformacionais que ocorrem durante o processamento térmico, como a
desnaturacao parcial e a exposicdo de grupos hidrofilicos originalmente
localizados no interior da estrutura tridimensional da proteina. Durante o
aquecimento 6hmico, o calor gerado induz a ruptura de interagdes nao covalentes,
como pontes de hidrogénio, interacées hidrofobicas e forcas de Van der Waals,
promovendo mudangas da cadeia polipeptidica. Esse efeito facilita a exposicao
de residuos polares, principalmente grupos amina e carboxila, aumentando sua
afinidade com a agua e, consequentemente, sua solubilidade. Além disso, a
liberacao de dominios anteriormente estruturados pode permitir maior mobilidade
e interagdo da proteina com o0 meio, 0 que contribui para propriedades
tecnoldgicas aprimoradas, como emulsificacdo (Bischof e He, 2006; Indiarto e
Rezaharsamto, 2020; Miranda et al., 2023).

2.4.2. Capacidade de Retencdo de Oleo e Emulsificacdo

O aquecimento 6hmico pode impactar as propriedades emulsionantes de
proteinas alimentares, embora o efeito dependa de varios fatores, incluindo o tipo
de proteina, condicbes de aquecimento e o sistema emulsionado em questao.
Aqui estdo algumas maneiras pelas quais o0 aquecimento 6hmico pode afetar as
propriedades emulsionantes de proteinas alimentares (Kasapis et al., 2009): i)
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mudancgas na carga liquida da proteina; ii) alteragcdo do ponto isoelétrico; iii)
desnaturacao da proteina; iv) solubilidade da proteina; v) modificacbes nas

interacdes proteina-agua; e vi) alteracées nas propriedades interfaciais.

O aquecimento 6hmico pode influenciar a carga liquida das proteinas, ja
que a carga esta relacionada ao pH do meio. Quando essas mudangas estao
préximas ao pH do ponto isoelétrico, as proteinas tém menor solubilidade em
agua, o que pode afetar a interagcao eletrostatica entre as proteinas e as moléculas
de 6leo. A repulsdo eletrostatica e a interferéncia estérica desempenham um
papel importante na manutencao da estabilidade das goticulas de 6leo (Kasapis
et al., 2009). Quando as proteinas passam pelo aquecimento 6hmico, essas
ligagbes quimicas podem ser quebradas ou novas ligagcdes podem se formar,
alterando sua conformagéao e interagdo com as goticulas de 6leo (Li et al., 2018).

O aquecimento 6hmico geralmente envolve a aplicacéo direta de calor aos
alimentos que pode resultar na desnaturagao das proteinas e, consequentemente,
afetar e sua capacidade emulsionante (Moreira et al., 2019).

O aquecimento 6hmico altera as propriedades de superficie das
proteinas, afetando sua capacidade de absorver 6leo. A formagdo de novos
grupos funcionais na superficie da proteina ou mudangas em sua hidrofobicidade
pode influenciar positiva ou negativamente a absorcdo de 6leo (De Figueiredo
Furtado et al., 2018.

2.4.3. Viscosidade

No contexto das tecnologias emergentes, o aquecimento é6hmico surge
como uma abordagem promissora, especialmente adequada para aplicagbes em
fluidos altamente viscosos ou sistemas contendo particulas sdlidas. Uma
caracteristica distintiva dessa técnica € sua eficacia em aquecer tanto as fases
liguida quanto sélida de um produto de maneira equilibrada, minimizando assim
as perdas na qualidade dos alimentos (Rocha et al., 2022; Rosa et al., 2023).
Ferreira (2019) investigou o efeito do aquecimento 6hmico em bebidas lacteas de
framboesa, aplicando diferentes combinagdes de voltagem e frequéncia. Os
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resultados indicaram que tratamentos com frequéncias de 10 Hz e 1000 Hz a 25
V promoveram um aumento na viscosidade das bebidas, atribuido a maior
agregacao de particulas e formacao de estruturas proteicas mais complexas. Esse
aumento na viscosidade esta relacionado a desnaturacao parcial das proteinas
do soro do leite, que expdem regides hidrofobicas, facilitando interagdes
intermoleculares e formacéao de redes tridimensionais. Por outro lado, tratamentos
com voltagens mais altas (45, 60 e 80 V a 60 Hz) resultaram em menor
viscosidade, possivelmente devido a degradacdo de estruturas proteicas

sensiveis ao calor intenso.

No estudo conduzido por Cappato (2018), bebidas lacteas saborizadas
com acerola foram submetidas a diferentes combinacbes de voltagem e
frequéncia por AO, visando avaliar alterag¢des fisico-quimicas e reoldgicas. Os
resultados indicaram que tratamentos com voltagens mais baixas (<45 V) e
frequéncias reduzidas (<100 Hz) promoveram um aumento significativo na
viscosidade das bebidas. Esse comportamento foi atribuido a formacédo de
agregados proteicos induzidos por desnaturagdo térmica leve e subsequente
exposicao de regides hidrofébicas das proteinas do soro, favorecendo interagdes
intermoleculares e retencao de agua, resultando em uma matriz mais densa. Por
outro lado, tratamentos com voltagens e frequéncias mais elevadas levaram a
uma diminuicdo na viscosidade, possivelmente devido a degradacgéo proteica ou
a ruptura de estruturas agregadas pela intensidade térmica.

Em um estudo que utilizou o aquecimento 6hmico para processar soro de
leite doce, tanto as amostras processadas pelo 6hmico quanto as convencionais
exibiram comportamento pseudoplastico (Costa et al., 2018). Parametros
reolégicos, determinados com alta precisao (0,990 < R2 < 0,997), ndo mostraram
diferengas significativas no indice de consisténcia entre as amostras que
apresentaram valores préximos a de 6,8 mPa-s. No entanto, uma das amostras
mostrou um aumento de aproximadamente 50% no indice de consisténcia em
comparagado com o grupo de controle, com um valor de 9,49 mPa-s, em vez de
6,00 mPa-s. Embora nao tenha havido diferencas significativas, uma das
amostras mostrou comportamento pseudoplastico ligeiramente mais pronunciado,

indicando maior viscosidade e desnaturagdo mais intensa de proteinas. Essa
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viscosidade aumentada foi atribuida a interacdes dipolares entre a agua e os

componentes do soro.

De acordo com as conclusdes destacadas por Rocha et al., 2023, a
aplicagdo do aquecimento 6hmico com intensidades elétricas amplificadas
permite o desenvolvimento de uma bebida lactea com sabores mais congruentes
com os atributos do leite fresco, a0 mesmo tempo em que atenua a intensidade
do sabor amargo. Por outro lado, quando campos elétricos de baixa intensidade
sdo usados durante o procedimento, os produtos resultantes tendem a exibir
nuances de sabor mais pronunciadas, aumento da viscosidade e uma maior
proeminéncia de grumos. Deve-se notar que tanto efeitos térmicos quanto nao
térmicos podem ter contribuido para a desnaturacdo de proteinas mais
pronunciada no soro e a formacao de agregados proteicos (Sereechantarerk et
al., 2021).

2.4.4. Textura

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo no desenvolvimento de
produtos alimentares a base de proteinas, impulsionado pelas demandas em
evolucdo de uma nova geracdo de consumidores. As proteinas vegetais
desempenham um papel crucial nesse contexto, pois tém o potencial de cumprir
diversas funcdes, como texturizacdo e gelificacdo, que dependem em grande
parte de sua estrutura proteica (Joshi et al, 2017; Miranda et al., 2022). E
importante observar que o tratamento térmico de alimentos ricos em proteinas é
uma etapa fundamental no processamento de alimentos, influenciando
significativamente as propriedades texturais do produto final (Joeres et al., 2022,

2023).

Géis de proteina tratados com aquecimento 6hmico exibem propriedades
de gel Unicas, mostrando uma textura notavelmente distinta em comparagédo com
géis de proteina tratados convencionalmente. Essas propriedades distintas tém
grande potencial para o desenvolvimento de abordagens inovadoras,
especialmente no que diz respeito a criacdo de novos produtos alimentares e a
exploracéo de aplicacbes promissoras.
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Interacdes hidrofobicas e forcas eletrostaticas sdo requisitos para o
desenvolvimento de uma rede proteica tridimensional e, consequentemente, para
a formagéao de gel (McMahon et al., 2009). Quando combinados, campos elétricos
moderados e tratamento térmico (como no aquecimento 6hmico) levam a
perturbacdes e rearranjos de residuos hidrofébicos e redistribuicbes de carga,
afetando o estabelecimento de uma rede tridimensional (Moreira et al., 2019).

Joeres et al. (2023), investigaram o impacto de campos elétricos
moderados nas caracteristicas de géis de isolado de proteina de batata usando
tanto aquecimento éhmico quanto aquecimento convencional, identificaram
variagbes significativas nos atributos texturais, especialmente funcionalidade de
gelificacdo e rigidez do gel. As propriedades distintivas dos géis de isolado de
proteina de batata produzidos através do aquecimento 6hmico sdo vantajosas no
desenvolvimento de novos produtos alimentares, especialmente quando se busca
obter géis com menor rigidez. Géis resultantes do aquecimento 6hmico foram
mais suaves e flexiveis do que aqueles tratados convencionalmente, apoiando as
conclusdes dos autores. Além disso, os resultados sugerem que o aquecimento
6hmico pode ser eficaz na preservacgao de proteinas durante o tratamento térmico,
minimizando a desnaturacao, tornando-o adequado para a industria de alimentos.
Como mencionado anteriormente, a formacdo de uma rede menos densa,
provavelmente devido a perturbagdes durante a agregacao de proteinas e
gelificacdo resultantes do aquecimento dhmico, leva a estruturas de gel mais
flexiveis devido a reducdo de interagdes hidrofébicas na matriz proteica,
resultando em impactos observaveis nas propriedades texturais do gel (Joeres et
al., 2023; Moreira et al., 2019).

O estudo conduzido por Joeres et al. (2022) descreve os géis produzidos
através do aquecimento 6hmico como exibindo caracteristicas de gel fluido ou
tendo uma textura de estado de pro-gel. Isso ocorre porque 0 aquecimento 6hmico
nao é capaz de induzir uma rede elastica genuina. Os autores enfatizam que
essas descobertas podem ser de grande relevancia no desenvolvimento de
produtos alimentares inovadores, especialmente em relagdo a textura e a
incorporagcao de componentes nutracéuticos solubilizados, cujo acesso pode ser

otimizado.
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Além disso, observa-se que géis tratados com aquecimento 6hmico
fornecem uma maior quantidade de proteina nativa, que permanece soluvel na
agua retida dentro da matriz de gel. E importante destacar que géis fluidos exibem
dominios de rede menores, cercados por uma fase nao gelada, resultando em

propriedades de gel espalhado ou despejado (Cassanelli et al.,2018).

Outros esforcos de pesquisa sdo dedicados a explorar processos de
aquecimento 6hmico com foco em leite de soja e outras matérias-primas, visando
induzir coagulacao para a producéao de tofu. Esses estudos revelaram um efeito
benéfico nas propriedades texturais do produto (Shimoyamada et al., 2015; Wang
et al., 2007).

Com base nas mudancgas texturais associadas a proteinas animais, o
estudo apresentado em Llave et al. (2018) realizou uma anélise abrangente para
investigar o tratamento de musculos de vieiras usando aquecimento 6hmico a uma
frequéncia de 20 kHz, juntamente com dois métodos distintos de sous-vide. O
objetivo principal do estudo foi avaliar os efeitos desses tratamentos na
desnaturacao térmica de proteinas e nas mudangas nos atributos de qualidade
dos musculos de vieiras. Os resultados obtidos indicaram que tanto o
aquecimento 6hmico quanto o método sous-vide resultaram em uma redugao
notavel na textura muscular quando submetidos a uma temperatura de 65 °C.
Essa diminuicdo na textura pode ser atribuida a menor desnaturacao da proteina
actina em comparacao com o método sous-vide tradicional. Além disso, observou-
se que as diferencas na textura eram mais evidentes na superficie dos musculos,
sugerindo a presenca de uma distribuicdo ndo uniforme de temperatura no
processo sous-vide. O aquecimento dhmico reduziu efetivamente o tempo de
exposicao a altas temperaturas, o que, por sua vez, minimizou a desnaturacao da
proteina actina, resultando em maior retencdo de dagua nos musculos

processados.

2.4.5. Capacidade de interacao com ligantes

As proteinas alimentares desempenham um papel crucial na

funcionalidade dos alimentos, ndo apenas por suas propriedades estruturais e
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nutricionais, mas também por sua capacidade de interagir com diversos
compostos bioativos, como polifendis, vitaminas e compostos volateis (Ma, Gou e
Jing, 2023). Essas interacdes ocorrem principalmente por forgcas ndo covalentes,
como interacbes hidrofdbicas, ligacoes de hidrogénio e eletrostéaticas,
influenciando significativamente a estabilidade, biodisponibilidade, solubilidade e
propriedades antioxidantes dos compostos envolvidos. Ma, Gou e Jing (2023)
destacam que proteinas alimentares, como as de origem animal e vegetal,
apresentam alta afinidade com antocianinas, impactando caracteristicas como
cor, sabor e resisténcia a degradacgao oxidativa, o que refor¢a o potencial dessas

interagGes para aplicacdo em alimentos funcionais.

Além disso, Zhang et al. (2023) apontam que a ligacao entre proteinas e
polifendis pode provocar alteragdes conformacionais nas proteinas, afetando sua
digestibilidade, solubilidade e até o potencial alergénico, além de modificar a
bioatividade dos préprios polifendis. De forma complementar, Xiu et al., (2025)
explicam que essas interagdes proteina-ligante sdo altamente influenciadas por
fatores como pH, temperatura e presenca de enzimas, interferindo diretamente

nas propriedades tecnofuncionais e sensoriais dos produtos alimenticios.

Um estudo de Allahdad et al., (2019) (investigou a ligagéo do B-caroteno
com proteinas do soro do leite, como B-lactoglobulina, a-lactoalbumina e albumina
sérica bovina. Utilizando técnicas espectroscopicas e de docking molecular, os
autores observaram que o [3-caroteno se liga a essas proteinas principalmente por
interacdes hidrofébicas, com afinidades variando conforme o pH, temperatura e
forca ibnica do meio. A B-lactoglobulina apresentou a maior constante de ligacéo,
sugerindo sua eficacia como transportadora de [-caroteno em matrizes
alimentares. Precupas et al., (2017) investigaram a interagao entre o acido cafeico
(AC) e a albumina sérica bovina (BSA) utilizando técnicas como calorimetria de
titulacao isotérmica, espectroscopia de dicroismo circular e docking molecular. Os
resultados indicaram que o AC se liga a dois sitios especificos na BSA,
promovendo alteragdes conformacionais e aumentando a estabilidade térmica da
proteina. Além disso, observou-se uma diminuicdo no conteudo de a-hélice da
BSA em altas concentracdes de AC, sugerindo um leve desenrolamento da
proteina.
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2.5. Aquecimento 6hmico aplicado a proteinas do soro do leite

A formacao de gel a partir das proteinas do soro de leite e as
caracteristicas finais do gel estao intimamente relacionadas as propriedades da
solucao utilizada para criar o gel, como a concentragcéo de proteina, o pH e a forga
ibnica, bem como as variaveis fisicas envolvidas no método escolhido para a
preparacao do gel. O aquecimento 6hmico € uma tecnologia emergente na
industria de processamento de alimentos e sua aplicacdo na inducdo de
gelificacdo das proteinas do soro de leite tem mostrado a capacidade de
influenciar as propriedades fisico-quimicas dos géis proteicos além de contribuir
para outras propriedades tecnofuncionais como solubilidade, capacidade de se
ligar a outros compostos ativos (Rodrigues et al., 2020).

Em um estudo realizado por Icier (2009), sobre mudancas nas
caracteristicas reoldgicas de solugdes reconstituidas de proteina do soro de leite
durante o processo de aquecimento 6hmico, variaveis como concentracao das
solucdes (variando de 8 a 24% p/v), temperaturas de tratamento (variando de 20
a 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C) e gradientes de tensao (20, 30 e 40 V/cm), foram
testados. Os resultados destacaram que solugdes menos concentradas,
submetidas ao aquecimento 6hmico, exibiram valores de energia de ativagdo mais
baixos em relacdo ao tratamento convencional. Isso sugere que os coeficientes
de consisténcia das amostras foram menos afetados pelas variagcbes de
temperatura durante o aquecimento é6hmico quando comparados ao processo
convencional. Adicionalmente, especulou-se que a presenga do campo elétrico
possa ter retardado os processos de gelificacdo e degradacdo devido ao
aquecimento rapido e uniforme, levando a uma reducdo na consisténcia das
solugdes. Outra possibilidade levantada foi que reagdes eletroquimicas na
superficie dos eletrodos podem ter contribuido para a diminui¢cdo da consisténcia

das amostras (Icier ,2009).

Rodrigues e colaboradores (2020) realizaram um estudo com o objetivo
de avaliar os impactos de um campo elétrico moderado no processo de gelificacao
e nas propriedades funcionais dos isolados proteicos do soro do leite,
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considerando aspectos moleculares e macroscoépicos. Nesse estudo, investigou-
se o processo de aquecimento dhmico e suas variaveis intrinsecas de campo
elétrico moderado, ou seja, a intensidade e a frequéncia do campo elétrico, a fim
de compreender seu impacto na agregacao e gelificacao de proteinas durante a

formacao de géis a frio de isolados proteicos de soro de leite.

A presenca da frequéncia do campo elétrico durante o aquecimento 6hmico,
especialmente quando se combinavam forcas de frequéncia do campo elétrico
mais elevadas com frequéncias mais baixas, contribuiu para a formacao de
agregados de menor tamanho, com menor teor de grupos tiol reativos e
viscosidade reduzida. Os géis resultantes desses agregados apresentaram
propriedade distintas, influenciadas pelas variaveis da frequéncia do campo
elétrico. Esses tratamentos levaram a formacao de géis com estruturas mais finas,
menor reticulagdo de dissulfeto, mas com um maior numero de interagdes
hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio. Os efeitos da frequéncia do campo elétrico
durante os tratamentos resultaram em géis com menor resisténcia, maior
elasticidade, maior capacidade de retencdo de agua e maior capacidade de
intumescimento. Esses achados abrem novas perspectivas para a aplicacao do
aquecimento 6hmico como uma ferramenta que permite ajustar as redes de gel
proteico de forma precisa, visando aprimorar a funcionalidade para diversas
aplicacdes, como texturizacdo e encapsulamento, entre outras (Rodrigues et al.,
2020).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Aquisicao do Concentrado Proteico do Soro do Leite e preparo

das solucoes proteicas

O Concentrado Proteico do Soro do Leite (CPSL) com 80% de proteina
foi obtido da empresa Growth Supplements Produtos Alimenticios LTDA. Para a
preparacdo das solu¢des de concentrado proteico do soro do leite, seguiu a
metodologia de Pereira et al. (2016), com modificagdes. Inicialmente, foram
elaboradas solugées de concentrado proteico do soro do leite (CPSL) a 2, 4,6 e
8% (m/v) pela dispersao do p6 de CPSL em &gua destilada. Essa solugéao foi
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mantida sob agitagdo continua usando um agitador magnético durante 12 horas
garantindo a completa reidratagéo.

3.2. Aquecimento Ohmico (AO)

Os experimentos foram conduzidos utilizando um aquecedor éhmico, o
sistema foi constituido por um gerador de tensao (Variac®) proporcionando
controle preciso da temperatura, com capacidade volumétrica de 125 mL e
dimensdes de (5 cm x 5 cm x 5¢cm). Esse equipamento foi conectado a dois
eletrodos com cargas opostas para garantir a eficiéncia do processo. Durante os
experimentos, a temperatura foi continuamente monitorada por meio de um
termdmetro digital integrado ao equipamento. O sistema éhmico foi definido em
duas configuragdes. A tensao foi medida utilizando regulador de tenséo (0-250 V)
em frequéncia fixa (60 Hz) (Sociedade Técnica Paulista LTDA, Varivolt, Brasil). A
temperatura foi monitorada dentro de dois termopares tipo T (Novus, modelo pt-
100, Brasil). O processamento de AO foi realizado utilizando diversos niveis de
campo elétrico (0, 20, 30, 40 e 50 V/cm™1). A amostra foi agitada utilizando um
agitador magnético para homogeneizar a solugéo de concentrado de soro de leite.
Pré-testes foram aplicados para avaliar o comportamento das concentracdes
proteinas do soro de leite em relagdo a taxa de aquecimento para as diferentes
variaveis de processo, afim de selecionar a melhor concentracdes em relacédo a

taxa de aquecimento (Cappato et al., 2018; Mercali et al., 2014).
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Figura 1- Aquecimento 6hmico, (A) gerador de tensdo, (B) controlador de
temperatura, (C) voltimetro, (D) amperimetro, (E) agitador. Fonte: Autor (2023)

3.3. Consumo energético e parametros de processo

As amostras preparadas com concentracdes 2, 4, 6 e 8% (m/v) foram
submetida ao aquecimento 6hmico até atingir a temperatura de 80 °C, sob
aplicacdo de diferentes tensdes elétricas (100V, 150V, 200V e 250 V). Essas
tensdes, em combinacdo com a distancia entre os eletrodos (L = 0,05m),
resultaram em campos elétricos aplicados de aproximadamente 20, 30, 40 e 50
V/ecm™. O célculo do gasto energético em quilojoules (kJ) e a determinacgéo da
condutividade elétrica foram realizados conforme as Equacdes (2) e (3),
respectivamente (Gavahian et al., 2018).

a =i Equacéo 2
E =VIt Equacéao 3

No qual o refere-se a condutividade elétrica (S.m™1), | representa a
corrente elétrica (A); L € a distancia entre os eletrodos (m); V € a tenséo (V); A
representa a area superficial dos eletrodos(m?); E é o consumo de energia (J); t é
o intervalo de tempo.

Os parametros de geracao de calor e calor volumétrico foram calculados
utilizando as Equacdes (4) e (5) (Sabanci e Icier, 2017; Kuriya et al., 2020):

Hy = 0. |AV|? Equacao 4
Vg = o - |AV]? Equacéo 5

Sendo H, a produgéo de calor (W), (V') é o gradiente de tensao aplicado

(V-m); Va é o volume da amostra (m3), VHQ é representa a produgéo
volumétrica de calor (W/m3). Por fim, a intensidade do campo elétrico foi

calculada conforme a Equacao (6) (Pires et al., 2020, Balthazar et al., 2022):

E =} Equacao 6
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no qual d é a distancia em cm entre os eletrodos.

3.4. Eletroforese SDS-PAGE

A amostra de CPSL foi inicialmente suspensa em agua destilada (1 g em
20 mL). A amostra foi centrifugada por 15 minutos a 14.000 g, e o sobrenadante
foi analisado por SDS-PAGE. Os sobrenadantes resultantes foram adicionados
de tampao amostral SDS (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS, 25% glicerol, 0,01%
azul de bromofenol) em uma propor¢ao de volume 1:1. A solucéo foi aquecida por
10 minutos a 95 °C antes de ser carregada em um gel de poliacrilamida 4-15%
(30 pg de proteina por poco). Um marcador de peso molecular (Class Five
Prestained Multicolor Protein Ladder) também foi carregado no primeiro pogo do
gel. A eletroforese foi conduzida em tampao de corrida SDS-PAGE (10X base de
Tris 250 mM, 1,92 M glicina, 1% SDS, pH 8,3) a 80 mA por 2 horas. Apds a
eletroforese, o gel foi corado durante a noite com uma solucao de coloragéo (40%
metanol, 20% acido acético e 0,1% Coomassie R250) e, em seguida, descolorido
por 4 horas usando uma solugao de 7% acido acético e 40% metanol (Tabtabaei
et al. 2019).

3.5. Sulfidrilas Livres

A concentragdo dos grupos sulfidrilas livres foi determinada seguindo a
metodologia proposta por (Chelh, Gatellier e Santé-Lhoutellier, 2006). Inicialmente
uma solucdo de CPSL contendo (1 mg - mL™") em solugéo tampao fosfato pH 8 foi
preparada, logo apés foi adicionado ao um tubo eppendorf e logo em seguida
adicionado 12 yL do reagente de Ellman, agitado e armazenado em local escuro
por 20 minutos, depois foi adicionado 200 yL em pogos de microplacas e a
amostra branco foi feita substituindo a solucéo de proteina por solugdo tampéao
fosfato e a adicao do reagente de Ellman. A leitura foi feita no leitor de microplacas
modelo (Multiskan SkyHigh, Thermo Fisher Scientific) no comprimento de onda
de 412 nm e para o calculo da concentracdo de sulfidrilas livres utilizou-se a
equacao 7.

ABS amostra — ABS branco
13.600

mol de sulfidrila

SL (

) = 100.

Equacéao 7

g de proteina
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3.6. Hidrofobicidade Superficial

A determinagéao da hidrofobicidade superficial para o concentrado proteico
do soro do leite CPSL foi realizada utilizando o método de azul de bromofenol/UV-
Vis (CHELH et al., 2006). Em resumo, adicionou-se a solucdo de azul de
bromofenol a solucéo de proteina. Em seguida, os tubos foram agitados em vértex
e centrifugados a 10.000 g por 10 minutos. Apds esse processo 200 uL foram
adicionados em pocgos de microplacas. A absorbancia foi medida a 595 nm
utilizando um leitor de microplacas (Thermo Scientific Multiskan SkyHigh, EUA).
A hidrofobicidade superficial € calculada seguindo a com base na ligacao do azul
de bromofenol a proteina de acordo com a Equacéo 8

ABS branco — ABS amostra
ABS branco

BPB bound (ug) = 200ug . Equacéo 8

3.7. Potencial Zeta

O potencial zeta das amostras do CPSL, incluindo controle e tratamentos
por aquecimento dhmico, foi determinada utilizando o equipamento Litesizer 500
(Anton Paar, Austria), com base na analise do movimento eletroforético das
particulas em suspenséo. O ensaio foi realizado segundo protocolo adaptado de
Karaca, Low e Nickerson (2011), com modificacdes. Para as analises, foi utilizado
1 mL de solucao de proteina a 8%, o pH da solucao foi ajustado para 7,0 £ 0,1
com solucdo de HCI ou NaOH 0,1 mol/L, conforme necessario. Para a leitura, 1
mL da amostra foi transferido para uma célula de zeta. As medi¢cées foram
conduzidas a 25 * 0,5 °C, com tempo de equilibrio térmico de 2 minutos. Cada
amostra foi analisada em triplicata, e os valores de potencial zeta foram expressos
como a média dos trés ensaios. O célculo do potencial zeta foi realizado

automaticamente pelo software do equipamento.
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3.8. Tamanho de particula

As amostras de CPSL, controle e aquelas submetidas ao tratamento por
aquecimento 6hmico, foram analisadas quanto a distribuicdo de tamanho de
particulas utilizando a técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e indice
de polidispersidade (PDI). As medi¢des foram realizadas em um Zetasizer Z90
(Malvern Instruments, Reino Unido), com base no algoritmo CONTIN, que fornece
a distribuicdo de intensidade do tamanho hidrodinadmico das particulas presentes
em suspensdo. Para a analise, 1 mL de cada amostra foi cuidadosamente
transferido para cubetas apropriadas para DLS, previamente limpas com agua
destilada. A temperatura da célula de medi¢ao foi mantida constante em 25,0 £ 0,5
°C, com um tempo de estabilizacdo térmica de 2 minutos antes de cada leitura.
Cada medicao foi realizada em triplicata, considerando-se a média dos resultados
para a interpretagdo. A escolha do método CONTIN foi feita por sua capacidade
de descrever com maior fidelidade amostras polidispersas seguindo o proposto
por Avelar et al., (2024) com algumas adaptagdes.

3.9. Solubilidade

A solubilidade percentual dos concentrados proteicos do soro do leite
(CPSL) foi determinada em relacao aos diferentes campos elétricos aplicados (20,
30, 40,50 V/cm™1 ). Em resumo, 3 g de proteina foram dissolvidas em 60 mL de
agua destilada. O pH foi ajustado para 7 com solugcées de HCI ou NaOH (1 M).
Trés aliquotas de 2 mL foram retiradas e adicionadas a tubos de ependorf. Os
tubos foram agitados por 20 min a temperatura ambiente 25 °C e centrifugados a
4 °C a 5.000 rpm em uma centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5804 R, Alemanha)
por 10 minutos. 2 yL do sobrenadante de cada tubo foram pipetados em
microplacas, a leitura foi feita em um leitor de microplacas (Multiskan SkyHigh,
Thermo Fisher Scientific) e a quantificagdo de proteina foi realizada usando o
ensaio de Bradford (Bradford, Fanger, 1987). A solubilidade da proteina foi
calculada de acordo com a Equacéo 9.

Solubilidade (g .100 g~*agua) = 100, [proteinal final Equacéo 9

[proteina] inicial
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3.10. Fluorescéncia intrinseca

Experimentos de fluorescéncia intrinseca para CPSL e CPSL-modificadas
foram realizados em um espectrofluorimetro (Fluoromax-plusC Horiba, EUA), a
270 nm (excitagao Trp e Tyr) e registrando espectros de emissao entre 300 e 600
nm (Visentini et al., 2017). Inicialmente foi feita uma diluigdo da amostra de
solucdo de proteina a 8% controle, adicionando uma aliquota de 500 pL de
amostra em 500 pL de dgua destilada, pois uma solugdo muito concentrada causa
erro na andlise. Apés acertar a diluicao em 1:2, foi feita a leitura com as amostras

tratadas por aguecimento 6hmico.

3.11. Formacao dos complexos CPSL-modificado/Beta caroteno e
CPSL-modificado/Acido cafeico

A formagéo dos complexos CPSL e CPSL-modificados com beta caroteno
(BC) e &cido cafeico (CA) foram monitoradas por espectroscopia de fluorescéncia

intrinseca. A escolha de BC e AC esta relacionada com hidrofobicidade e
hidrofilicidade respectivamente, desta forma podendo se ligar as proteinas. Para
isso, CPSL e CPSL-modificados foram dispersos em tampao fosfato (pH 7, 50
mM) a uma concentracao final de proteina de 4.3 mM. solucdes estoque BC e CA
foram preparadas a uma concentracdo de 1 mM em etanol e &gua,
respectivamente. 1 mL de dispersao de proteina (CPSL ou CPSL-modifificado)
foram titulados com volumes crescentes de solucao estoque de BC ou AC obtendo
solucdes com concentracdes 0 — 290 uM. Os espectros de absorgdo para os
complexos CPSL-BC, CPSL-CA, CPSL-modificado-BC e CPSL-modificado-AC
foram coletados de 300 a 600 nm usando um espectrofluorimetro HORIBA
Fluoromax-plusC (EUA). Os valores de fluorescéncia intrinseca (FI) no maximo
comprimento de onda de emissdo também foram expressos em termos de
intensidade de fluorescéncia relativa (RFI), sendo RFI = FI/Flo, onde Fl é a
intensidade de fluorescéncia intrinseca dos complexos proteina-BC ou CA e Flo
corresponde a intensidade de fluorescéncia intrinseca da proteina pura (CPSL ou
CPSL-modified) em solugdo (Sponton et al., 2017). Os dados de fluorescéncia
foram usados para calcular os parametros de ligagcao: estequiometria ou numero
de moléculas ligadas (n) e constante de associacao (Ka ). Para isso, o0 modelo de
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Scatchard modificado foi aplicado (Equacdo. 10 e 11) (Le Maux et al., 2013;
Visentini et al., 2017):

[BCoucA] ,1 1 ~
Protr (1 = f) = ——— (=1 = = Equagéo
10
— _FLi—Flp ~
fi= o —m Equagéo 11

No qual Pwta € a concentracdo total de proteina (CPSL ou CPSL-
modified); BC ou CA s&o as concentragdes de beta caroteno e acido cafeico,
respectivamente; n é o numero de moléculas de BC ou CA ligadas a saturacao da
proteina, Ka é a constante de associagao, fi é a fracdo de um sitio da proteina
ocupada

pelo BC ou CA e Flo, Flmax € Fli sédo a intensidade de fluorescéncia inicial, na
saturacdo e na razdo ligante/proteina, respectivamente. As medicdes de
fluorescéncia e absorcao foram realizadas em temperatura ambiente (20 °C) em

triplicata.

3.12. Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada utilizando o software JASP. As médias
foram comparadas usando ANOVA e o teste de Tukey com um nivel de
significancia de p < 0,05. Os resultados foram expressos como média + desvio

padrao de triplicatas.
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4. Resultados e discussao

4.1. Parametros térmicos e elétricos

As taxas de aquecimento das proteinas, a condutividade elétrica e o
tempo e temperatura de processo em diferentes concentragcbes e campos

elétricos sdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Taxa de aquecimento das proteinas do soro de leite em fungdo do
campo elétrico e diferentes concentracbes de proteinas (2, 4, 6 e 8%) (A).
Condutividade elétrica em funcéo da temperatura e diferentes concentracbes de
proteinas (2, 4, 6 e 8%) (B). Condutividade elétrica em fungédo da temperatura em
diferentes campos elétricos (20, 30, 40 e 50 V/cm™1) (C). Geragéo de calor em

funcdo do tempo em diferentes campos elétricos (20, 30, 40 e 50 V/cm™1) (D).

A Figura 1 descreve a influéncia do campo elétrico, da temperatura, do
tempo e da concentragcdo de CPSL no processo de aquecimento 6hmico.
Observa-se que a taxa de aquecimento aumenta proporcionalmente ao campo
elétrico aplicado (20-50 V/cm™1), sendo mais acentuada em solugdes com maior

concentragdo de proteinas (6% e 8%), devido a maior condutividade elétrica
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dessas solugdes, que facilita a conversao da energia elétrica em calor Figura 1A.
A condutividade elétrica cresce linearmente com o aumento da temperatura em
todas as concentracdes, sendo maior em solucdes mais concentradas, pois estas
contém mais particulas carregadas, aumentando a capacidade de conduzir
corrente elétrica Figura 1B. A condutividade elétrica em solugdes de CPSL é
influenciada pela presenca de ions minerais como sodio, potassio, calcio e
magnésio, além de fosfatos e citratos. Esses ions, naturalmente presentes no soro
do leite, aumentam a capacidade da solucao de conduzir eletricidade. Além disso,
as proprias proteinas do soro, como B-lactoglobulina e a-lactoalbumina, podem
contribuir para a conducgéo elétrica devido as suas cargas superficiais (Axelrod,
Beyrer, Mathys, 2022).

A Figura 1C reforgca que a condutividade elétrica também aumenta
linearmente com a temperatura, mas nao apresenta diferencas significativas em
fungcédo do campo elétrico aplicado, indicando que a temperatura e a composi¢ao
da solugdo sao os fatores determinantes para a condutividade e a Figura 1D
demonstra que o calor gerado é diretamente proporcional a intensidade do campo
elétrico e ao tempo de aplicagdo, com campos mais intensos (50 V/cm™1)
resultando em um aumento mais rapido e expressivo na geracao de calor,
enguanto campos mais baixos (20 V/cm™1) geram calor de forma mais lenta.
Esses resultados evidenciam que a eficiéncia do aquecimento 6éhmico é
governada por uma interagdo entre a concentracdo proteica, a condutividade
elétrica e os parametros do campo elétrico, sendo particularmente eficaz em
solucdes mais concentradas submetidas a campos elevados, o que pode ser
explorado para aplica¢des industriais que demandam aquecimento controlado e

eficiente.

Esta variacdo no aquecimento pode estar relacionada com o aumento da
concentragdo de proteina. Isso ocorre pois no aquecimento éhmico ha o
movimento de moléculas carregadas devido ao campo elétrico gerado entre os
eletrodos, desempenhando um papel fundamental na geragéao de calor. Durante
esse processo de agitacdo, particulas carregadas colidem e interagem, levando a
um aumento na temperatura (lcier e llicali, 2005; Proctor, 2018). Nos alimentos,
as particulas que migram em direcdo ao eletrodo de polaridade oposta sédo ions
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ou moléculas carregadas, como proteinas (Guo et al., 2017). A concentracao de
proteinas e substancias ibnicas influenciam na taxa de aquecimento durante o
aquecimento 6hmico devido ao aumento da condutividade elétrica. Ao aumentar
a concentracdo de proteinas, a condutividade elétrica do sistema também se
eleva, o que resulta em uma maior geragao de calor e, consequentemente, uma

taxa de aquecimento mais rapida (Fryer et al., 1993; Khalaf e Sastry, 1996).

De acordo com os resultados obtidos o estudo prosseguiu com a maior
concentracao de CPSL (8%) devido a sua influéncia na taxa de aquecimento e na
condutividade elétrica. O que esta de acordo com Icier (2009) que investigou as
propriedades reoldgicas e elétricas de solugcbes reconstituidas de soro de leite
submetidas ao aquecimento 6hmico. O estudo revelou que a condutividade
elétrica das solugbes aumentou linearmente com a temperatura, sendo mais

pronunciada em concentra¢des mais elevadas de sélidos (8—24% p/v).
4.2. Eletroforese SDS-PAGE

50 40 30 20
KDa Maf'cador V.cm-* V.cm-* V.cm-* -+ _Controle

180
140'H

Figura 2. Gel de eletroforese SDS-PAGE de uma solucao de 8% (CPSL) apés
tratamento com aquecimento 6hmico em diferentes intensidades de campo
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elétrico. O efeito do tratamento é observado na distribuicdo e intensidade das
bandas em comparacao ao controle.

SDS-PAGE foi empregado para obter o perfil de peso molecular do CPSL
tratados com aquecimento 6hmico conforme apresentado na Figura 2. O
marcador de peso molecular (primeira coluna) serve como referéncia para estimar
o tamanho das proteinas presentes nas amostras. Pode ser observado na Figura
2 que todas as amostras possuem bandas predominantes em torno de 14-18 kDa
e 20-25 kDa, que correspondem principalmente as principais proteinas do CPSL,

como B-lactoglobulina (18 kDa) e a-lactoalbumina (14 kDa) (Jambrak, et al., 2014).

As bandas permanecem visiveis em todas as amostras tratadas,
indicando que o aquecimento 6hmico ndao promoveu a degradacao total das
proteinas, mas sim modificagdes estruturais e possivel formacao de agregados
parciais e soluveis. A diminuicdo da nitidez e da intensidade das bandas
observada nas amostras tratadas com campos elétricos mais intensos (40 e 50
V/em™1) sugere desnaturagdo e rearranjos moleculares, que podem alterar a
mobilidade eletroforética das proteinas. No entanto, ndo foram observadas
bandas de alto peso molecular que indicariam a formacdo de agregados
insolaveis, nem houve desaparecimento completo das bandas, o que reforca a
ideia de que os agregados formados permaneceram solUveis e capazes de migrar

no gel.

Esse comportamento € compativel com o tipo de energia fornecida pelo
aquecimento dhmico, que promove aquecimento rapido e localizado, podendo
induzir desnaturagao parcial, exposicao de regides hidrofébicas e formacao de
interacdes intermoleculares moderadas, como ligacdes dissulfeto. Altay et al.
(2025) também observaram esse padrdao em proteinas de queijo cheddar
submetidas ao mesmo tipo de tratamento. De forma semelhante, Rodrigues et al.
(2015) relataram que o aquecimento 6hmico com campos moderados favorece a
manutencado da solubilidade de proteinas de soro, mesmo com a ocorréncia de
mudancas conformacionais, diferentemente do que se observa no aquecimento

convencional, que frequentemente leva a agregagao irreversivel.
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Esse fendmeno pode explicar a menor nitidez e intensidade das bandas
a medida que o campo elétrico aumenta, uma vez que proteinas parcialmente
desnaturadas tendem a expor regides hidrofébicas e grupos reativos, favorecendo
interacdes intermoleculares moderadas, como pontes dissulfeto. Tais interacdes
podem levar a formacdo de agregados soluveis ou reorganizacoes
conformacionais que modificam a mobilidade eletroforética das proteinas sem
impedir sua migragdo no gel. Além disso, alteragbes no potencial zeta e na
estrutura terciaria podem intensificar essas interacoes hidrofébicas, contribuindo
para o perfil observado nas amostras tratadas. Assim, o aquecimento 6hmico atua
como modulador da estrutura das proteinas do CPSL, com impacto potencial
sobre propriedades funcionais, como solubilidade, estabilidade coloidal e
capacidade de interacdo com outros compostos (Pereira et al., 2010; Rodrigues
et al., 2019).

4.3. Sulfidrilas livres
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Figura 3. Quantidade de sulfidrilas livres (SH) em funcédo do campo elétrico aplicado

Os grupos sulfidrila desempenham um papel fundamental no dobramento
e na estabilidade das proteinas, sendo também utilizados como marcadores de
alteragcbes na estrutura terciaria. A conversédo desses grupos sulfidrila livres em
ligacdes dissulfeto é um fator determinante no processo de agregacao proteica,
especialmente quando expostas a temperaturas superiores a 60 °C (Mounsey e
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O'Kennedy, 2007). Como pode ser observado na Figura 3, que mostra a relagao
entre a quantidade de grupos sulfidrilas livres e a intensidade do campo elétrico
durante o tratamento de aquecimento 6hmico aplicado ao CPSL, quantidade de
sulfidrilas livres aumenta com o aumento do campo elétrico, alcangcando um valor
maximo em 50 V/cm™1. Essa tendéncia reflete alteragbes significativas na
estrutura das proteinas causadas pelo tratamento térmico e pelo campo elétrico.
Em intensidades de campo mais altos (30-50 V/cm™1), a energia adicional gerada
pelo aquecimento 6hmico intensifica o rompimento de ligacdes covalentes, como
pontes dissulfeto (-S-S-), convertendo-as em grupos sulfidrilas livres. O
aquecimento 6hmico provoca alteracbes quimicas, como a ruptura de pontes
dissulfeto (-S-S-), liberando grupos -SH, e a exposicao de residuos de cisteina,
pois a desnaturacdo permite que 0s grupos -SH antes ocultos no nudcleo
hidrofobico das proteinas se tornem acessiveis (Glazer, 1970; Van Der Plancken
etal., 2005). Grupos (SH) sdo encontrados em residuos de cisteina nas proteinas,
e muitos desses grupos estao no interior da estrutura terciaria e quaternaria das
proteinas nativas e o aquecimento 6hmico promove desnaturacdo proteica
resultando no desenrolamento das cadeias polipeptidicas. Esse processo expde
grupos sulfidrilas que antes estavam inacessiveis (Miranda et al., (2023)

Axelrod et al. (2022) investigaram os efeitos da intensidade do campo
elétrico e do tempo de aplicacao durante o aquecimento 6hmico sobre a estrutura
das proteinas do soro do leite. Os autores observaram que campos elétricos mais
intensos promoveram a desnaturacdo parcial das proteinas, com consequente
aumento da exposicdo de grupos sulfidrila livres (-SH), que estavam
originalmente enterrados na estrutura terciaria.

A correlacao entre as sulfidrilas livres (SL) e a solubilidade das proteinas
do CPSL apés o tratamento por aquecimento éhmico reflete as alteracées
estruturais provocadas pelo campo elétrico e suas consequéncias na
funcionalidade das proteinas (Pereira et al., 2010; Rodrigues et al., 2015). Em
campos intermediarios, a exposicdo moderada de grupos hidrofilicos, como as
sulfidrilas livres, e o desenrolamento parcial da estrutura proteica favorecem a
solubilidade, permitindo maior interacdo das proteinas com a agua (Adey, 1993;
Han et al., 2018; Jaeger et al., 2016).
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4.4. Hidrofobicidade Superficial
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Figura 4. Efeito do campo elétrico na solubilidade do CPSL. Letras ¢ diferentes
indicam diferencga significativa (valor de p < 0,05). As linhas continuas servem

apenas como guia visual.

A hidrofobicidade superficial esta relacionada a quantidade relativa de
grupos hidrofébicos expostos na superficie da proteina, influenciando diretamente
as interacoes intermoleculares. Esse parametro € amplamente reconhecido como
um indicador essencial do grau de desnaturacao proteica, sendo determinante na
caracterizacao das propriedades estruturais e funcionais das proteinas (Han et al.,
2020; Sui et al., 2017). A Figura apresenta a variacdo da hidrofobicidade
superficial (Ho) de uma solucdo contendo 8% de proteinas do concentrado
proteico do soro do leite (WPC), tratada por aquecimento 6hmico em diferentes
intensidades de campo elétrico. Observa-se que, inicialmente, com campos
elétricos de 0 a 30 V/cm™1, ha um aumento significativo (p < 0,05) nos valores de
H,, indicando maior exposi¢cdo dos grupos hidrofébicos na superficie proteica.

Esse aumento é atribuido a desnaturacao parcial das proteinas, que provoca o
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desenrolamento das cadeias polipeptidicas e a exposicao de residuos
hidrofébicos presentes no interior da estrutura terciaria (Pereira et al., 2011).

Contudo, com o aumento adicional do campo elétrico para valores entre
40 e 50 V/cm™1, observa-se uma reducdo expressiva na hidrofobicidade
superficial. Essa diminui¢cao esta associada a rearranjos estruturais significativos,
como a formacdo de novas ligacbes dissulfeto e compactacdo da estrutura
secundaria, promovendo a agregacao proteica e reduzindo a area superficial
disponivel para interacdo com sondas hidrofébicas, como o BBP (Pereira et al.,
2016). Esse comportamento € coerente com estudos que relatam a tendéncia das
proteinas em formar agregados estabilizados por interagdes covalentes e
hidrofobicas sob condigbes intensas de tratamento térmico e elétrico (Samadi
Saeedabad et al., 2024).

O processamento por aquecimento 6hmico combina efeitos térmicos,
elétricos e quimicos, promovendo mudangas conformacionais nas proteinas. A
aplicagéo de campos elétricos moderados durante o aguecimento altera a cinética
de desnaturacdo e agregacdo, resultando em estruturas agregadas com
propriedades distintas (Pereira et al., 2020). Além disso, o aumento da
temperatura pode favorecer reacdes quimicas, como a oxidacdo de grupos
sulfidrilas (-SH), levando a formacao de pontes dissulfeto, o que estabiliza os
agregados e reduz a exposicao dos grupos hidrofébicos na superficie proteica (Yu
et al., 2023)

Em suma, o comportamento da hidrofobicidade superficial das proteinas
do WPC sob aquecimento 6hmico é dindmico e depende da intensidade do campo
elétrico aplicado. Em intensidades moderadas, ha uma maior exposicao
hidrofébica devido ao desenrolamento das proteinas, enquanto em intensidades
elevadas, ha formacao de agregados que reduzem a area hidrofébica exposta.
Portanto, a escolha dos parametros de processamento deve considerar o
equilibrio entre desnaturagdo e agregacao para otimizar as propriedades
funcionais desejadas nos produtos alimenticios (Zhang et al., 2018)
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4.5. Potencial zeta
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Figura 5. Relacao do potencial Zeta da solucao de CPSL 8% em fung¢édo do campo
elétrico aplicado, 29 Letras diferentes mostram diferencgas significativas entre os

tratamentos.

O potencial zeta reflete as propriedades elétricas da superficie das
particulas em solugdo. Um sistema com um potencial zeta absoluto mais alto tem
repulsdo intermolecular mais forte, menos agregagéo e melhor estabilidade (R.
Wang et al., 2023). O potencial zeta das proteinas do CPSL apresentou variagbes
significativas (p-value < 0.05) com o0 aumento do campo elétrico aplicado durante
0 aquecimento 6hmico (Figure 5). Zhang et al. (2021) e Xi et al. (2020) observaram
gue quanto maior fosse a intensidade do tratamento térmico maior era os valores
de potencial zeta de proteinas do soro de leite. Para nosso estudo, vimos que nao
houve linearidade nos valores de potencial zeta. Ou seja, uma combinacao entre
temperatura e corrente elétrica pode modular os valores de potencial zeta de
forma nao linear.

Em nenhum dos tratamentos foi observado valores absolutos maiores
que 30 mV. Sabe-se que sistemas coloidais apresentam estabilidade
eletroestérica quando os valores de potencial zeta sdo maiores (de forma
absoluta) que 30 mV (Campelo et al., 2017). Inicialmente, o potencial zeta de
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CPSL néo tratado foi de 24.24 mV. No entanto, a medida que o campo elétrico
aumenta causa comportamentos distintos, uma redugéo para 20 e 40 V/cm™! e
aumento para 30 e 50 V/cm™!. A reducéo do potencial zeta em 20 e 40 V/cm™t,
relacionada a um enfraquecimento da repulsdo eletrostatica, podem estar
associados a formacéo de agregados proteicos que anulam as cargas superficiais

e dos residuos de aminoacidos.

A um campo elétrico de 50 V/cm™, o potencial zeta aumentou
significativamente, tornando-se mais negativo. Esse efeito pode ser explicado por
alteracdes conformacionais nas proteinas, resultando na redistribuicdo de cargas
na superficie das moléculas. Aléem disso, a exposi¢ao de grupos amino e sulfidrilas
livres causados por uma modificacao estrutural mais abrupta pode ter influenciado
a migragao de grupos polares do interior para superficie (H. Wang et al., 2022).
Estudos adicionais demonstram que o aquecimento éhmico, ao promover um
aquecimento uniforme e rapido, pode afetar o comportamento de agregacéao das
proteinas, alterando diretamente o valor do potencial zeta. Leal et al., (2024)
observaram que, em tratamentos térmicos combinados com campos elétricos,
houve uma redugdo no tempo necessario para a formacédo de agregados de (-
lactoglobulina, além de mudancas na distribuicdo de cargas nas superficies
dessas estruturas. Essas alteracdes modificam a magnitude do potencial zeta,
impactando a estabilidade da solucdo proteica. A reorganizacado estrutural
promovida pelo tratamento também influencia a acessibilidade de grupos
funcionais carregados, como carboxilas e aminas, que participam ativamente das

interacdes eletrostaticas no sistema (Leal et al., 2024; H. Wang et al., 2022).



4.6. Tamanho de particula
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O tamanho médio das particulas aumenta inicialmente entre 0 e 20
V/em™1, indicando a formagao de agregados maiores devido a desnaturagio das
proteinas e a exposicao de regides hidrofdbicas que promovem interacdes
intermoleculares. Em seguida, ha uma reducao no tamanho das particulas em 30
e 40 V/cm, sugerindo a dissociagéo parcial desses agregados ou a formacéo de
estruturas mais compactas. Apds esse ponto, observa-se um novo aumento do
tamanho médio em campos elétricos mais altos (50 V/cm™1), o que pode ser
associado a formacao de agregados mais estaveis e maiores, potencialmente
devido a formagao de pontes dissulfeto e interacdes hidrofébicas (Wang et al.,

2022). Apesar do ligeiro aumento em 50 V/cm™!, os valores ndo diferiram
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estatisticamente. O indice de polidispersdo (PDI) é uma medida utilizada para
avaliar a distribuicdo e a homogeneidade do tamanho das particulas, variando de
0 a 1. Valores elevados de PDI indicam uma maior heterogeneidade, com
particulas de diferentes tamanhos, enquanto valores mais baixos refletem uma
distribuicdo mais uniforme (Gul et al., 2023). O indice de polidispersidade (PDI)
acompanha essas mudancgas, indicando uma maior heterogeneidade no tamanho
das particulas em campos intermediarios e uma redugéao na heterogeneidade em
campos elétricos mais altos, onde predominam agregados maiores e mais

uniformes.

A distribuicdo de tamanho das particulas em fungéo da intensidade pode
ser observada na Figura 6. Em 0 V/cm a distribuicdo € mais estreita, com
tamanhos menores predominantes. A medida que o campo elétrico aumenta, a
distribuicdo se desloca para tamanhos maiores, refletindo a agregacgéao proteica
induzida pelo aquecimento 6hmico e pelo campo elétrico. Em campos elétricos
mais altos, como 40 e 50 V/cm™!, a distribuicdo se torna mais homogénea,
indicando que as particulas formadas possuem tamanhos mais uniformes, o que

esta de acordo com a redugdo no PDI observada Figura 6A.

Essas alteracbes observadas na Figura 6 podem ser explicadas pelas
mudancas estruturais das proteinas induzidas pelo aquecimento 6hmico. O calor
gerado, aliado ao campo elétrico, causa a desnaturagéo das proteinas, expondo
grupos hidrofébicos e promovendo interagdes intermoleculares, como ligagdes
covalentes (pontes dissulfeto) e interagdes hidrofdbicas (De Figueiredo Furtado et
al.,2018; Rodrigues et al., 2015). A formacao inicial de agregados ocorre devido a
exposicado de residuos hidrofébicos e a quebra de forgas estabilizadoras da
estrutura nativa das proteinas (Pero; Kiani; Askari, 2019). Em campos elétricos
intermediarios, os agregados podem ser desestabilizados devido ao efeito
combinado do campo elétrico e do calor, resultando em particulas menores ou
mais compactas (Subasg! et al., 2021; Wang et al., 2022), em campos mais altos,
a agregacgao se intensifica novamente devido a estabilizagdo das interagdes
intermoleculares e a formagéao de redes proteicas mais organizadas e estaveis.
Essa reorganizagdo estrutural influencia propriedades funcionais, como

solubilidade, estabilidade coloidal e comportamento de agregacao, evidenciadas
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pelo aumento do tamanho médio das particulas e pela homogeneidade em
intensidades de campo elétrico mais altas (Rodrigues et al., 2015).

4.7. Solubilidade
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Figura 7. Efeito do aquecimento 6hmico na solubilidade do CPSL em fungéo do
campo elétrico. 2CLetras diferentes significam diferenca significativa entre os
tratamentos (p-valor < 0,05). As linhas sdo guias para os olhos.

A solubilidade das proteinas € determinada por um equilibrio
termodinamico entre as interacdes proteina-proteina e proteina-solvente. Esse
equilibrio pode ser influenciado tanto por caracteristicas estruturais intrinsecas
das proteinas, como a composicdo de aminoacidos, peso molecular, distribuicao
de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na superficie e a presenca de ligacoes de
hidrogénio, quanto por fatores externos, incluindo temperatura, forca ibnica, pH e
a natureza do solvente (Kumar et al.,2022). Como pode ser observado na Figura
7 que apresenta a relagédo entre a solubilidade do CPSL e a intensidade do campo
elétrico durante o aquecimento 6hmico, inicialmente a solubilidade aumenta de
forma significativa com o aumento do campo elétrico, atingindo um pico em torno
de 20 V/cm™1, no qual a solubilidade é maxima. O mesmo efeito foi observado
por Wang et al., (2024), ao avaliar o efeito do AO nas propriedades de complexos
de isolado proteico de soja-quitosana, verificou-se que com o0 aumento do campo
elétrico houve um aumento na solubilidade. Estudos anteriores sobre a agregagéo
do isolado de proteina do soro do leite apds aquecimento 6hmico a 90 °C
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demonstraram que esse tratamento levou a perda de solubilidade devido a
desnaturacao irreversivel das proteinas (Pereira et al., 2016).

Este aumento inicial pode ser atribuido a desnaturagdo parcial das
proteinas causada pelo aguecimento uniforme e rapido gerado pelo aguecimento
6hmico, que promove a ruptura de interagdes fracas, como pontes de hidrogénio
e interacAes hidrofébicas, resultando na exposicao de grupos polares e hidrofilicos
previamente ocultos no interior da estrutura terciaria das proteinas (Bischof e He,
2006; Indiarto e Rezaharsamto, 2020; Miranda et al., 2023). Esses grupos
interagem mais efetivamente com moléculas de agua, aumentando a solubilidade.
No entanto, com o aumento adicional do campo elétrico para valores superiores
a20V/em™! (30-50 V/cm™1), a solubilidade diminui de maneira progressiva e
significativa. Isso ocorre porque campos elétricos mais intensos, combinados com
0 aumento da temperatura, podem causar desnaturacdo severa das proteinas,
levando a formacao de agregados insoluveis devido a exposi¢ao e interacao de
grupos hidrofébicos previamente enterrados. Esses grupos interagem entre si,
formando redes proteicas insollUveis por meio de ligacées covalentes (como
pontes dissulfeto) ou interagcdes hidrofébicas intensificadas, diminuindo a
disponibilidade de proteinas soluveis (Pereira et al., 2016).

Do ponto de vista fisico, o0 aquecimento 6hmico também pode causar
mudancas na estrutura secundaria das proteinas, como a perda de alfa hélices e
folhas betas, resultando em uma conformacao mais desordenada que, em altas
intensidades, favorece a agregacéao (Pereira et al., 2016; Pereira et al., 2017;
Rodrigues et al., 2019). Portanto, o campo elétrico durante o aquecimento 6hmico
exerce um impacto nao linear sobre a solubilidade das proteinas, promovendo um
equilibrio entre a desnaturacao benéfica para solubilidade em campos moderados
e a agregacao em campos elevados (Dewit & Klarenbeek, 1984; Rodrigues et al.,
2020). No entanto em um estudo realizado por Avelar et al., (2024), em que o
objetivo foi avaliar a influéncia do aquecimento 6hmico em temperaturas entre 90
e 150 °C na solubilidade de uma proteina de ervilha comercial, observou-se que
houve um aumento em até 240 % na solubilidade da proteina ap6s a aplicagao do
aquecimento 6hmico a 150 °C. Além disso, temperaturas mais elevadas durante

o tratamento podem ter induzido a clivagem hidrolitica das ligagdes peptidicas da
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proteina, resultando na formacao de agregados soluveis e fragmentos peptidicos

menores. Esses fragmentos, devido a quebra parcial da estrutura proteica original,

contribuiram significativamente para o aumento da solubilidade observado sob

essas condicoes térmicas (Pereira et al., 2016; Rosa et al., 2023; Wang et al.,

2021).

4.8.

Fluorescéncia intrinseca relativa do CPSL-modificado
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Figura 8. (A) demonstra a intensidade de fluorescéncia intrinseca em relagdo ao

aumento do campo elétrico aplicado e (B) mostra os deslocamentos no

comprimento de onda de emissao maxima.
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A espectroscopia de fluorescéncia € uma ferramenta eficiente para
investigar as caracteristicas estruturais das proteinas, pois permite obter
informacdes sobre a localizagdo relativa dos amino4cidos aromaticos e suas
interacdes com residuos adjacentes, pontes dissulfeto ou até mesmo ligantes
(Ferreira et al., 2021). A Figura 8 apresenta a fluorescéncia intrinseca de uma
solucdo de 8% de CPSL tratada com aquecimento 6hmico. A intensidade de
fluorescéncia intrinseca aumenta progressivamente com o campo elétrico
aplicado, atingindo valores maximos em 30 V/cm, enquanto no campo de 50
V/cm™! observa-se uma leve redugdo Figura 8A. O aumento da intensidade de
fluorescéncia em campos mais baixos a intermediarios indica a possivel
exposicao de residuos de triptofano, tirosina e fenilalanina, que estavam
inicialmente localizados no interior da estrutura tridimensional das proteinas,
resultado da desnaturacdo e reorganizacao estrutural causada pelo calor e pelo
campo elétrico (Lakowicz, 2006).

No entanto, a diminuigdo em 50 V /cm~1sugere que a maior reorganizagao
estrutural, incluindo a formagao de agregados mais complexos ou até mesmo a
oxidagdo de residuos aromaticos, pode limitar a eficiéncia da emissdo de
fluorescéncia. A Figura 8B destaca os deslocamentos no comprimento de onda
de emissdao maxima, inicialmente ocorre um deslocamento para o vermelho (red
shiffy em 30 V/cm™!, indicando que os residuos de triptofano tornam-se mais
expostos a um ambiente mais polar, seguido de um deslocamento para o azul
(blue shift) em campos maiores (40 e 50 V/cm™1), indicando que os residuos
aromaticos passam a ser parcialmente menos expostos, possivelmente devido a
formacao de agregados compactos e a redugdo da interacdo com o solvente.
Wang et al. (2022) observam que o aumento do campo elétrico para 12 V/cm™1,
no isolado proteico de soja (SPI) resultou em uma redugdo no grau de
deslocamento para o vermelho (red shift), possivelmente em razdo da agregacao
proteica causada pela intensidade elevada do campo elétrico (Chen e Barkley,
1998). O que difere dos resultados obtidos por Leal et al., (2024) que avaliou os
espectros de fluorescéncia do triptofano de B-lactoglobulina do soro do leite apds
tratamentos térmicos com campos elétricos moderados, observou que as
proteinas desnaturadas apresentaram uma reducdao na intensidade da
fluorescéncia do triptofano, acompanhada por um deslocamento para o vermelho,
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com o comprimento de onda maximo de emisséo passando de aproximadamente

330 nm para cerca de 342 nm.

Essas mudancas refletem as alteracdes estruturais e ambientais em torno
dos residuos de aminoacidos fluorescentes. O aquecimento éhmico, além de
desnaturar as proteinas, altera suas interagcbes intermoleculares e
intramoleculares. A exposi¢cao inicial de residuos aromaticos € causada pela
quebra de interacdes hidrofdbicas e desestruturagao parcial das proteinas. Com
0 aumento do campo elétrico, os residuos podem ser envolvidos em estruturas
proteicas reorganizadas, como agregados ou redes estaveis, reduzindo a
acessibilidade ao solvente. O deslocamento no comprimento de onda reflete
diretamente as mudangas na polaridade do microambiente desses residuos,
enquanto a intensidade da fluorescéncia é influenciada pela extensdo da
exposi¢do, rearranjos estruturais e possiveis modificagdes quimicas, como
oxidacao de triptofanos em condi¢cdes de tratamento intenso (Lakowicz, 2006).
Essas mudancgas sao indicativas do impacto funcional do aquecimento 6hmico na
estrutura proteica e suas propriedades bioguimicas. Quando ocorre uma alteracao
na polaridade dos residuos de (Triptofano) Trp ou (Tirosina) Tyr, o espectro de
emissao de fluorescéncia das proteinas também se modifica. Dessa forma,
variagbes na intensidade da fluorescéncia e deslocamentos nos picos de emisséo
podem ser utilizados para investigar a interacdo entre proteinas e outras
moléculas (Zhang et al., 2018).
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4.9. Fluorescéncia intrinseca relativa
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Figura 9. Apresentam a correlagcédo entre a fluorescéncia intrinseca relativa (RFI)
e a presenca de concentracdes crescentes de beta-caroteno (A) e acido cafeico
(B).

Conforme a concentracdo de B-caroteno aumenta, observa-se uma
diminui¢cdo progressiva da RFl, indicando quenching de fluorescéncia conforme
ilustrado na Figura 9A. Esse efeito € mais pronunciado nas amostras tratadas com
campos elétricos mais elevados (40 e 50 V/cm™1), sugerindo que o aguecimento
6hmico promove alteracbes conformacionais nas proteinas, favorecendo a
interagdo com o ligante hidrofébico. Embora a hidrofobicidade superficial, medida
pelo teste com azul de bromofenol, diminua em campos mais intensos (Figura 4),
é possivel que a reorganizagéo estrutural das proteinas tenha levado a formagao
de cavidades ou microambientes hidrofébicos parcialmente acessiveis. Essas
estruturas internas podem permitir a interacdo com o [-caroteno, mesmo com

menor exposicao de regides hidrofobicas na superficie.
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Allahdad et al., (2019) demonstraram que o -caroteno pode se alojar em
sitios hidrofébicos internos da B-lactoglobulina, formando complexos estaveis que
resultam em alteragcdes conformacionais da estrutura proteica, mesmo na
auséncia de exposicao hidrofobica superficial evidente. Um resultado semelhante
foi relatado nos complexos de nanofibrilas de proteina de soro de leite e
curcuminas (Hu et al., 2020). No Figura 8B, a mesma tendéncia de quenching é
observada com o &cido cafeico, mas com menor distincao entre os tratamentos
de campo elétrico, indicando que as interacdes do acido cafeico com as proteinas
sdo menos dependentes das alteragdes estruturais hidrofobicas causadas pelo

aquecimento 6hmico.

O quenching de fluorescéncia intrinseca esta associado as interacoes
entre os residuos aromaticos fluorescentes das proteinas, como triptofano,
tirosina e fenilalanina, e as moléculas externas (Crouse et al., 2012). O B-caroteno,
por ser altamente hidrofébico, interage preferencialmente com regides
hidrofobicas expostas das proteinas. O aquecimento 6hmico, ao induzir
desnaturacdo parcial e rearranjos conformacionais, provoca a exposicao de
regides internas hidrofébicas que anteriormente estavam ocultas no nucleo das
proteinas. Isso permite maior interagdo entre o B -caroteno e as proteinas
desnaturadas, intensificando o quenching conforme a concentragdo de -
caroteno aumenta, um comportamento semelhante foi observado por Zhou et al.,
(2024) quando avaliou os espectros de fluorescécia de proteinas miofibrilares
(MP) e a interacdo com B-caroteno, de acordo com o aumento da concentragéo
de B-caroteno, a fluorescéncia das proteinas miofibrilares diminuiu
constantemente. Além disso, a magnitude do quenching se correlaciona
diretamente com a intensidade do campo elétrico, indicando que campos mais

altos promovem maior desnaturagao proteica e exposicao hidrofébica.

Contudo o &cido cafeico, uma molécula hidrofilica e antioxidante, o
quenching € causado por interagbes com residuos polares e aroméaticos da
superficie proteica. O acido cafeico pode interagir por meio de ligacbes de
hidrogénio com os residuos aromaticos, além de reagdes com residuos oxidados
gue podem ser formados devido ao estresse oxidativo induzido pelo aquecimento
6hmico (Ferreira et al., 2021). Um resultado semelhante foi observado no estudo
de Wang et al., (2024) que relatou que com o aumento do teor de Antocianina
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Roselle (RA), observou-se uma reducdo gradual e um deslocamento para o
vermelho (red shift) nos picos de fluorescéncia das proteinas do leite e ovo em
diferentes intensidades, sugerindo que o RA se liga as proteinas e extingue sua
fluorescéncia intrinseca de maneira dependente da concentracéo (Ren, Jiménez-
Flores e Giusti, 2021). O deslocamento para o vermelho indica uma redugéo na
hidrofobicidade ao redor dos residuos de triptofano (Trp) e tirosina (Tyr), além de
alteracées na estrutura terciaria da proteina e um aumento na polaridade do
ambiente préximo (Cheng et al., 2023; He et al., 2022). Como as interacdes do
acido cafeico dependem menos das exposicoées hidrofébicas, as diferengas no
quenching entre os tratamentos de campo elétrico sdo menos marcantes.
Contudo, as proteinas tratadas em campos mais elevados podem apresentar
alteracdes na carga superficial ou nos grupos reativos expostos, que modulam

levemente as interagdes com o acido cafeico (Ferreira et al., 2021).

Em sintese, o aquecimento éhmico induz modificagbes estruturais
significativas nas proteinas do CPSL, levando a exposicao de regides previamente
ocultas e alterando a acessibilidade de residuos aromaticos e grupos reativos.
Essas transformacdes afetam diretamente a interacdo das proteinas com
compostos externos, como 3 caroteno e acido cafeico, refletindo-se nos padrdes
de quenching observados na Figura 9. Essa andlise evidencia como o
aquecimento 6hmico influencia as propriedades estruturais e funcionais das
proteinas, ressaltando seu potencial para a modulacao das interacdes proteina-

ligante em sistemas alimentares.
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4.10. Interacao CPSL-modificado/Beta caroteno e interacao CPSL-
modificado/acido cafeico
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Figura 10. Efeito do aquecimento éhmico na interacdo entre CPSL-modificado e
B-caroteno. As Figuras mostram as emissoes de fluorescéncia (A), a constante de
associagao (Ka) (B e D) e a concentragao de B-caroteno ligado (C) em diferentes
intensidades de campo elétrico. Para 20 V/cm™!, o modelo exponencial de
decaimento nao teve ajuste e o valor da concentracao de saturacao nao pode ser
calculada.

As interacdes entre proteinas de CPLS tratadas por aquecimento 6hmico
e 0 3 -caroteno em diferentes campos elétricos podem ser observadas na Figura
10. A fluorescéncia maxima da proteina diminui a medida que o campo elétrico
aumenta Figura 10A. Isso pode ocorrer pois o aquecimento 6hmico induz
desnaturacao das proteinas, expondo regides hidrofdbicas e sitios de ligacao e
permitindo maior interagdo com o 3 -caroteno, o que também foi observado por
(Hu et al., 2020). No Figura 10B, Ks, que representa a constante de afinidade
proteina-ligante, cresce com o aumento do campo elétrico até 40 V/cm™1,
indicando que a desnaturagdo moderada das proteinas aumenta a capacidade de
ligagdo ao B -caroteno. Contudo, a redugdo de Ks em 50 V/cm™?! sugere que a
desnaturacao excessiva ou agregacao proteica limita a interacao eficiente (Leal

et al., 2024). O [B -caroteno] maximo aumenta com o campo elétrico,
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demonstrando que a saturagao ocorre com concentragdes maiores de 3-caroteno,
devido ao aumento de sitios de ligacdo disponiveis em proteinas desnaturadas
(Figura 10C).

O aquecimento 6hmico modifica a estrutura terciaria e secundaria das
proteinas do CPSL, expondo residuos hidrofébicos e aromaticos como triptofano,
tirosina e fenilalanina que interagem com o B-caroteno (He et al., 2022; Cheng et
al.; Miranda et al., 2023). A constante Ks reflete a afinidade entre a proteina e o 3
-caroteno, valores maiores indicam interagdes mais fortes, enquanto a reducao
em 50 V/cm™! sugere que a desnaturacéo excessiva prejudica a estabilidade das
interagcOes proteina-ligante. Tian et al., (2023) observaram um comportamento
similar ao avaliar o mecanismo de interacao entre fibrilas de proteina de soja e B-
caroteno, com o aumento da temperatura, ocorreu um crescimento nos valores de
Ka ou n, possivelmente devido a expansao conformacional das fibrilas proteicas.
Como resultado, a probabilidade de interacéo entre o B-caroteno e as fibrilas
proteicas também aumentou (Liu et al., 2021). Em relacdo as proteinas nativas,
as fibrilas proteicas apresentaram valores de Ka mais elevados na interacdo com
0 B-caroteno, sugerindo uma maior afinidade de ligacdo desse composto as
fibrilas (Zhang et al., 2021; Zhang et al., 2021).

[Beta-caroteno] maximo indica a concentracao necessaria para saturar os
sitios de ligacdo. A medida que a desnaturagdo aumenta, mais sitios de ligacdo
tornam-se acessiveis, elevando [Beta-caroteno] maximo. Porém, em campos
muito altos, a agregacao proteica pode dificultar essas interacoes. O aquecimento
6hmico, assim, oferece uma ferramenta para modular a afinidade e a capacidade
de ligagéo das proteinas a compostos hidrofébicos, ajustando-se o campo elétrico
para equilibrar funcionalidade e estabilidade.
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Figura 11. Efeito do aquecimento éhmico na interacdo entre CPSL-modificado e
acido cafeico. As figuras mostram as emissdes de fluorescéncia (A), a constante
de associagédo (Ka) (B e D) e a concentracdo de acido cafeico ligado (C) em

diferentes intensidades de campo elétrico.

Na Figura 11A, o paré@metro n, que indica a cooperatividade do sistema, &
mais elevado em campos elétricos intermediarios (20—40 V/cm™1), enquanto em
0V/em~1e 50V /cm™! apresenta valores reduzidos. Isso sugere que, na auséncia
de campo elétrico, a proteina mantém uma baixa organizagdo estrutural e sitios
de ligagcdo pouco cooperativos. Em 50 V/cm™!, a desnaturagdo mais intensa
reduz novamente a cooperatividade. O parametro Ks, que reflete a afinidade de
ligacdo, é mais alto em 0 V/cm™1, diminuindo gradativamente com o aumento do
campo elétrico até atingir os menores valores em 20, 30 e 40 V/cm™1, e apresenta
uma leve recuperagcdo em 50 V/cm™! devido a exposicdo de novos sitios de
interacdo (Figura 11B). A concentragdo de saturagdo [acido cafeico] saturado
(mM) permanece praticamente constante, indicando que o numero total de sitios
de ligacao do CPSL para o acido cafeico néo é significativamente afetado pelas

alteragdes conformacionais induzidas pelo campo elétrico (Figura 11C). Na Figura
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11D, observa-se que em 0 V/cm™1, 0 Ks € elevado e o n reduzido, demonstrando
interacdes eficientes, porém independentes. Em campos intermediarios, a
cooperatividade aumenta (n elevado), mesmo com uma redug¢ao na afinidade
(Ks). Em 50 V/cm™!, tanto o Ks quanto o n sdo reduzidos, evidenciando os

impactos negativos de uma desnaturagdo mais acentuada.

O comportamento observado reflete a natureza hidrofilica do acido cafeico
e sua interagdo com os sitios hidrofilicos e eletrostaticos do CPLS. Em 0 V/cm™1,
a proteina em sua conformacao nativa possui alta afinidade devido a preservagao
de sitios especificos para interacdo. Conforme o campo elétrico aumenta,
mudancas conformacionais provocadas pelo aquecimento &hmico afetam
negativamente a exposicdo e a funcionalidade desses sitios, reduzindo a
afinidade. Contudo, em campos intermediarios (20—-40 V/cm™1!), ocorre uma
reorganizacdo estrutural que aumenta a cooperatividade entre os sitios,
promovendo interagdes mais cooperativas, algo semelhante foi notado por Wang
et al., (2024), ao avaliar efeito da reacao de glicagdo assistida por aquecimento
6hmico nas propriedades de complexos de isolado proteico de soja-quitosana, foi
observado que o tratamento com aquecimento éhmico alterou a estrutura da
proteina, intensificando a reagcédo de glicacdo. Houve um aumento na exposi¢ao
de cromoforos internos, resultando na extingcdo da fluorescéncia e na redugao da
intensidade fluorescente das amostras. Além disso, o aquecimento &hmico
favoreceu a glicacdo e a exposicao dos residuos de triptofano, tornando o
microambiente ao redor mais hidrofilico. Em 50 V/cm™!, a desnaturagdo mais
severa expde novos sitios, mas também desestabiliza a estrutura geral da
proteina, resultando em baixa afinidade e cooperatividade. Comparando com o 3
-caroteno, que interage via forgas hidrofdbicas, o acido cafeico € mais sensivel as
alteracdes nos sitios hidrofilicos da proteina, destacando diferencas bioquimicas

importantes entre esses compostos.

5. CONCLUSAO

A aplicacdo do aquecimento 6hmico demonstrou ser uma estratégia para
modificacao estrutural e funcional das proteinas do concentrado proteico do soro
do leite (CPSL), promovendo alteracGes significativas nas suas propriedades

interfaciais. A andlise dos parametros térmicos e elétricos revelou que a taxa de
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aquecimento e a condutividade elétrica aumentaram com o incremento do campo
elétrico e da concentragao proteica, reforgando a importancia dessas variaveis no
controle do processo. A eletroforese SDS-PAGE evidenciou mudangas nas
bandas proteicas, indicando desnaturacao parcial e formacao de agregados em
intensidades moderadas de campo elétrico, com possivel reestruturagdo em
niveis mais altos. As andlises de sulfidrilas livres sugeriram que 0s campos
elétricos promovem tanto a exposicao de grupos -SH quanto a formacao de
pontes dissulfeto, dependendo da intensidade aplicada. De forma coerente, a
hidrofobicidade superficial diminuiu progressivamente com o aumento do campo
elétrico, sugerindo reorientacdo conformacional das proteinas e a ocultacdo de
residuos hidrofébicos em agregados estruturados. Os resultados de potencial zeta
e tamanho de particula apontaram para uma reducao da estabilidade coloidal e
tendéncia a agregacao proteica em campos mais elevados. A solubilidade, por
sua vez, foi favorecida por campos moderados, mas reduziu-se em intensidades
mais elevadas, provavelmente devido a formacao de agregados menos sollveis.
A fluorescéncia intrinseca reforgou essas observagdes, mostrando alteragdes na
exposicao de residuos aromaticos, refletidas nos deslocamentos do comprimento
de onda. As interagdes entre as proteinas modificadas e os ligantes 3-caroteno e
acido cafeico demonstraram que o0 aquecimento O6hmico influenciou
significativamente a afinidade de ligagdo. Houve maior interagdo com 3-caroteno
em campos moderados e uma reducdo da constante de afinidade com acido
cafeico em campos elevados, destacando a seletividade conformacional induzida
pelo tratamento. Portanto, o presente estudo confirma que o aquecimento 6hmico,
ao modular a estrutura terciaria e a superficie funcional das proteinas do soro, é
uma tecnologia promissora para ajustar propriedades como solubilidade,
estabilidade coloidal e capacidade de ligacdo a compostos bioativos, com

implicagdes relevantes para a industria de alimentos.
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