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O leite é composto por proteinas, lipidios, lactose e minerais, cujas interacoes
estruturais podem ser modificadas por tratamentos térmicos. O aquecimento pode induzir
alteragdes conformacionais, especialmente nas proteinas, favorecendo processos de
desnaturagao, por exemplo. Nesse contexto, técnicas espectroscopicas tém sido utilizadas
para investigar modificagdes estruturais na composicao do leite de forma rapida e nao
destrutiva. Logo, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito de diferentes
condicdes de temperatura sobre a fragao proteica do leite cru utilizando a espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier acoplada a reflectancia total atenuada (ATR-
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FTIR). Os espectros foram obtidos na regido de 4000-500 cm™, permitindo a identificagao
de bandas associadas aos principais constituintes do leite. As principais variacbes
espectrais foram observadas na regido da Amida |, com destaque para a banda em 1637
cm™, indicando alteragdes na estrutura secundaria das proteinas. De forma geral, os
resultados indicam que temperaturas superiores a 60 °C promovem alteragdes estruturais
mais evidentes nas proteinas, enquanto temperaturas inferiores a esse valor tendem a
preservar melhor a estabilidade proteica. Além disso, o estudo destaca o potencial da
ATR-FTIR como ferramenta analitica para o monitoramento de modificacbes estruturais
induzidas pelo aquecimento no leite cru.

Leite bovino. Tratamento térmico. Estabilidade proteica. Desnaturagao.

Milk is composed of proteins, lipids, lactose, and minerals, whose structural
interactions can be modified by thermal treatments. Heating may induce conformational
changes, especially in proteins, favoring processes such as denaturation. In this context,
spectroscopic techniques have been used to investigate structural modifications in milk
composition in a rapid and non-destructive manner. Therefore, the present study aimed
to investigate the effect of different temperature conditions on the protein fraction of
raw milk using Fourier Transform Infrared Spectroscopy coupled with Attenuated Total
Reflectance (ATR-FTIR). The spectra were obtained in the 4000-500 cm™ region, allowing
the identification of bands associated with the main milk constituents. The main spectral
variations were observed in the Amide | region, with emphasis on the band at 1637 cm™,
indicating changes in the secondary structure of proteins. In general, the results indicate
that temperatures above 60 °C promote more evident structural changes in proteins, while
temperatures below this value tend to better preserve protein stability. Furthermore, the
study highlights the potential of ATR-FTIR as an analytical tool for monitoring heat-induced
structural modifications in raw milk.

Bovine milk. Thermal treatment. Protein stability. Denaturation.

Oleite éreconhecidocomoumalimento de elevadaimportancianutricional, tecnoldgica
e econdbmica, sendo amplamente consumido em diferentes regiées do mundo e utilizado
como matéria-prima para uma grande variedade de produtos lacteos. Sua composi¢cao
€ composta por proteinas, lipidios, lactose, minerais, vitaminas e diversos compostos
bioativos, que contribuem tanto para o valor nutricional quanto para as propriedades fisico-
quimicas e funcionais do alimento (CIMMINO et al., 2023).
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Entre esses constituintes, as proteinas do leite desempenham um papel crucial
na qualidade nutricional e nas caracteristicas tecnologicas do leite e de seus derivados,
influenciando propriedades como a estabilidade térmica, a capacidade de emulsificagao,
a formacéao de gel e a retencao de agua (ABUBAKER et al., 2026). Essas proteinas sao
tradicionalmente classificadas em dois grandes grupos: caseinas e proteinas do soro.
As caseinas representam aproximadamente 80% do conteudo proteico do leite e estdo
organizadas em estruturas supramoleculares denominadas micelas de caseina, formadas
principalmente pelas fragdes as,, as,, p e k-caseina. Ja as proteinas do soro correspondem a
cerca de 20% das proteinas totais, sendo compostas majoritariamente por 3-lactoglobulina,
a-lactalbumina, lactoferrina e imunoglobulinas (LIN et al., 2021).

Durante o processamento industrial do leite e de produtos lacteos, a aplicagao de
tratamentos térmicos € uma etapa essencial para garantir a seguranga microbioldgica,
inativar enzimas indesejaveis e aumentar a vida util dos produtos (HAYES et al., 2025).
No entanto, a exposi¢ao ao calor pode induzir alteragdes significativas na estrutura e nas
interacbes moleculares dos componentes do leite, especialmente no sistema proteico. As
proteinas do soro, em particular, apresentam maior sensibilidade ao aquecimento, podendo
sofrer desnaturacdo, agregacgao e interagbes com micelas de caseina, fenbmenos que
podem resultar em modificagdes estruturais e funcionais do sistema proteico (LI et al., 2021).

Nesse contexto, o emprego de técnicas analiticas capazes de monitorar alteragdes
estruturais e composicionais no leite tem se tornado cada vez mais relevante. Entre essas
abordagens, as técnicas espectroscopicas destacam-se por possibilitar analises rapidas,
com preparacdo reduzida de amostras e sem necessidade de reagentes quimicos. A
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) tem sido amplamente
utilizada para investigar a composic¢ao do leite e detectar modificagdes estruturais em seus
componentes, permitindo a identificagdo de bandas espectrais caracteristicas associadas a
grupos funcionais presentes em proteinas, lipidios e carboidratos.

Dentre as diferentes configuragdes dessa técnica, a espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier acoplada a reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) apresenta
vantagens adicionais, como rapidez analitica, carater ndo destrutivo e minima necessidade
de preparo de amostra, o que a torna especialmente adequada para analises de rotina e para
o monitoramento de alteracdes estruturais em proteinas do leite induzidas por tratamentos
térmicos (HAYES et al., 2025).

Avaliar o efeito de diferentes condicbes de temperatura na fracdo proteica do leite
cru, utilizando a espectroscopia ATR-FTIR como ferramenta para identificar possiveis
alteracdes estruturais nas proteinas.
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Preparo das amostras

Amostras de leite cru fresco foram coletadas diretamente de um tanque de
armazenamento de uma propriedade leiteira localizada no municipio de Serra Alta,
Santa Catarina, Brasil. Apos a coleta, as amostras foram mantidas sob refrigeracéo a
aproximadamente 4 °C até o momento das analises. As amostras foram submetidas a
homogeneizagao por 5 minutos em placa de agitagdao magnética (IKA C-MAG HS 7), sem
aquecimento, a fim de garantir a uniformidade da matriz antes da realizagdo dos ensaios
experimentais.

Tratamento térmico

ApoOs a etapa de homogeneizacao, o leite foi fracionado em aliquotas de 30 mL, as
quais foram submetidas a tratamentos térmicos em banho-maria, previamente estabilizado,
nas temperaturas de 25 (controle), 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75 e 80 °C. Cada amostra
permaneceu a respectiva temperatura por 3 minutos, visando avaliar o efeito do aquecimento
sobre a composigao do leite. Apds 0 aquecimento, cada amostra foi imediatamente imersa
em um banho de gelo, até atingir a temperatura ambiente de 25 °C.

Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total
atenuada

As analises foram realizadas em um espectrémetro Spectrum Two (PerkinElmer,
Estados Unidos), acoplado a um acessorio de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal
de diamante. Os espectros foram registrados na faixa de 4000 a 500 cm™, com resolugao
de 4 cm™ e 32 varreduras por amostra. As leituras foram realizadas a temperatura ambiente
(~20 °C). Todas as amostras foram lidas em triplicata.

Analise dos Dados

O processamento e a analise dos espectros foram realizados utilizando o software
OriginPro 2024b (OriginLab, EUA) incluindo a organizagao dos dados, tratamento espectral
e geracgao dos graficos.

Neste estudo, investigou-se a influéncia da temperatura na estrutura das proteinas
presentes no leite cru ao longo de um intervalo de tempo determinado. A Figura 1 apresenta
os espectros meédios obtidos para as diferentes faixas de temperatura analisadas, na regiao
espectral de 4000 a 500 cm™. De modo geral, os espectros evidenciam variagbes na
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intensidade e no perfil de algumas bandas caracteristicas, indicando possiveis modificagoes
estruturais nos componentes do leite associadas ao aumento da temperatura.

Figura 1. Espectros FTIR médios das amostras de leite cru em diferentes temperaturas.
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Fonte: Autores, 2026.

Uma banda de interesse para a identificacdo de proteinas € a da regido entre 1700
e 1600 cm™. Essa regido corresponde a banda de amida | (Figura 2), predominantemente
associada as vibragdes de estiramento da ligagao C=0 (HAYES et al., 2025). Modificagbes
nessa regiao espectral estdo associadas a alteragdes na estrutura secundaria das proteinas
(GREWAL et al., 2018; ANDRADE et al., 2019).

Figura 2. Espectros FTIR médios das amostras de leite cru em diferentes temperaturas na regido da amida
I (1700-1600 cm™)
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As variagbdes nos espectros (Fig.2) sao frequentemente relacionadas as proteinas
do soro do leite, que apresentam estrutura mais organizada e, consequentemente, menor
estabilidade térmica. Os resultados das andlises de FTIR obtidos no presente estudo
também confirmam que a exposi¢cao ao tratamento térmico, dependendo da intensidade
aplicada, pode promover a desnaturagao das proteinas do soro e alterar a estabilidade das
micelas de caseina, resultando em alteragdes na organizagao estrutural dessas proteinas
(MARKOSKA et al., 2019).

Foi possivel observar um pico na banda de 1637 cm™ (Fig. 2), que apresentou
aumento de intensidade com o aumento da temperatura em todas as amostras avaliadas.
Esse pico é caracteristico de estruturas do tipo folhas 3, sugerindo que o aquecimento
promoveu alteragdes na estrutura secundaria das proteinas, possivelmente associadas
a desnaturacdo da pB-lactoglobulina, uma das principais proteinas do soro do leite
(MATSARSKAIA et al., 2020).

Resultados semelhantes foram relatados por Hayes et al. (2025), que avaliaram
leite desnatado e observaram diminuigdo da banda na regido de 1624 cm™. Entretanto,
os autores apresentaram os espectros em transmitancia, o que € consistente com os
resultados observados neste estudo, uma vez que redugdes na transmitancia correspondem
a aumentos na absorbancia.

Além disso, a regidao espectral entre 900 e 1200 cm™ é fundamental para a
caracterizacao do leite, pois abriga as bandas de absor¢ao dos carboidratos e do conteudo
mineral. Esta faixa é especialmente utilizada para monitorar as interacdes entre proteinas e
componentes minerais sob diferentes condicdes de processamento. Conforme demonstrado
na Figura 3, o aquecimento de amostras de leite promove um aumento progressivo na
intensidade dos picos em 1158, 1118, 1075 e 1041 cm™".

Figura 3. Espectros FTIR médios das amostras de leite cru em diferentes temperaturas na regido dos

carboidratos e minerais (1200-900 cm™)
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Os picos em 1158, 1118 e 1041 cm™ sao frequentemente associados a identificacédo
de carboidratos presentes no leite, principalmente a lactose. Embora a lactose apresenta
maior estabilidade térmica, alteragdes na intensidade dessas bandas podem ocorrer em
funcdo de mudancgas no ambiente molecular da matriz do leite, decorrentes da desnaturagéo
das proteinas e das modificagdes nas interacdes entre seus constituintes, como diferentes
proteinas, carboidratos e minerais (MARKOSKA et al., 2019).

O pico em 1075 cm™ é um marcador especifico da ligacdo do fosfato a micela de
caseina. O aumento observado na absorg¢ao durante o aquecimento reflete a reducao da
solubilidade do calcio e do fosfato inorganico na fase sérica, o que induz a migracéo e a
fixagdo desses ions nas micelas de caseina (JAISWAL et al., 2015). Observa-se que mais
de 60% do caélcio presente no leite esta conjugado a caseina, e o aumento da temperatura
faz com que isso ocorra ainda mais (DUMPLER et al., 2020). Assim, o calcio e o fésforo
possuem influéncia direta na estabilidade térmica do leite.

As micelas de caseina sao estruturas coloidais organizadas, cuja arquitetura pode
ser descrita por modelos estruturais, como o modelo nuclear. Nesse modelo, as micelas sé&o
formadas por agregados de submicelas compostas por diferentes fragdes proteicas (as1-,
as2- e B-caseina), estabilizadas principalmente por interagdes hidrofébicas e por ligagdes
com fosfato de calcio coloidal. A k-caseina encontra-se predominantemente na superficie,
formando uma camada altamente hidratada responsavel pela estabilizacido estérica e pela
manutengao das micelas em suspensao.

Conforme ilustrado na Figura 4, a organizagéo dessas interagdes é fundamental para
a estabilidade estrutural das micelas. Sob tratamento térmico, alteracbes nessas forgas
intermoleculares podem levar a desestabilizagao do sistema, promovendo a reorganizagao
estrutural e a agregacéo proteica. Essas mudangas podem ser monitoradas por FTIR,
especialmente na regido de amida |, evidenciando variagbes nas estruturas das proteinas.

Figura 4. Estrutura da micela de caseina
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Fonte: Horne, 2006.
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Em geral, observa-se que o aumento da temperatura promove alteragdes estruturais
nas proteinasdoleite. Entre 25e 50 °C, os espectros apresentam perfis bastante semelhantes,
com variagoes discretas na intensidade e no formato das bandas caracteristicas (Fig. 1 e 2).
Esse comportamento indica que, nessa faixa de temperatura, a estrutura conformacional
das proteinas permanece majoritariamente preservada, sugerindo que as interagdes
responsaveis pela estabilidade estrutural ainda ndo foram significativamente afetadas pelo
aquecimento.

A partir de 55-60 °C, passam a ser observadas alteracbes mais perceptiveis em
regides associadas as proteinas, especialmente na banda de Amida | (Fig. 2). Essas
mudangas indicam o inicio de processos de reorganizagcédo estrutural, resultantes do
enfraquecimento de interagcées n&o covalentes, como ligagées de hidrogénio e interagdes
hidrofébicas. Algumas proteinas do soro, como a albumina sérica e a lactoferrina, apresentam
menor estabilidade térmica e iniciam a desnaturacdo a temperaturas proximas de 60 °C
(MATSARSKAIA et al., 2020).

Na faixade 65—-70 °C, as modificagbes espectrais tornam-se mais evidentes, indicando
alteragdes mais pronunciadas na estrutura proteica. Esse comportamento esta associado a
desnaturagao térmica da B-lactoglobulina, principal proteina do soro do leite. Durante esse
processo ocorre a ruptura de interagdes intramoleculares que estabilizam a estrutura nativa
desta proteina. Com o aumento da temperatura, porgdes hidrofobicas da B-lactoglobulina
tornam-se acessiveis, favorecendo interacdes intermoleculares e intramoleculares que
levam a formacao de agregados proteicos. Esse fenbmeno pode estar associado a menor
estabilidade térmica da proteina (LI et al., 2021).

Em temperaturas mais elevadas, entre 75 e 80 °C, as alteracdes espectrais tornam-
se ainda mais intensas, sugerindo um estagio mais avangado de modificagdo estrutural.
Nessa faixa de temperatura, a desnaturagao proteica favorece a formacéo de agregados
proteicos, resultantes de interagdes hidrofébicas e ligagdes dissulfeto entre proteinas do soro
e as caseinas (MARKOSKA et al., 2019), o que modifica significativamente a organizagao
estrutural do sistema proteico.

As alteragbes estruturais nas proteinas do leite foram investigadas em diferentes
faixas de temperatura por meio de espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier associada a refletancia total atenuada (ATR-FTIR).

A analise comparativa dos espectros obtidos sob distintas condi¢cbes térmicas
demonstrou que o aumento da temperatura promove modificagdes progressivas na
organizacgao estrutural dos constituintes do leite, particularmente nas proteinas do soro.
Essas alteragdes estdo associadas a mudangas conformacionais na estrutura secundaria
das proteinas, refletidas por variagbes nas bandas caracteristicas da regido de amida |
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(1700-1600 cm™).

De modo geral, verificou-se que temperaturas superiores a 65 °C induzem alteracdes
estruturais mais pronunciadas nas proteinas do leite, sugerindo a ocorréncia de processos
de desnaturacao térmica. Assim, considerando a preservagao da integridade estrutural e
da estabilidade proteica, temperaturas iguais ou inferiores a 60 °C podem ser consideradas
mais adequadas para minimizar tais alteracgoes.
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