
 

  

UNIVERSIDADE POSITIVO  

TATHIANA RAPHAELA CIDRAL  

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

  

AVALIAÇAO DOS EFEITOS DA FERMENTAÇÃO DO LEITE BOVINO POR 
BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS, NA ALTERAÇÃO DA CONFORMAÇÃO DAS 

PROTEÍNAS DO LEITE 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

CURITIBA  

2023 



 

TATHIANA RAPHAELA CIDRAL  

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

AVALIAÇAO DOS EFEITOS DA FERMENTAÇÃO DO LEITE BOVINO POR 
BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS, NA ALTERAÇÃO DA CONFORMAÇÃO DAS 

PROTEÍNAS DO LEITE 
 

  

  

Defesa da dissertação de Mestrado 

apresentado ao Programa de Mestrado e 

Doutorado Profissional em Biotecnologia 

Industrial da Universidade Positivo como 

requisito para obtenção do Título de Mestre 

em Biotecnologia Industrial.  

  
Orientadora: Profa. Dra. Ligia Alves da  

Costa Cardoso 

Coorientadora: Profa. Dra. Marcia Regina 

Pincerati  

  

     

CURITIBA 

2023 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) 
Biblioteca Central - Universidade Positivo - Curitiba - PR 

 
C568    Cidral, Tathiana Raphaela. 

       Avaliação dos efeitos da fermentação do leite bovino por bac-térias 
ácido láticas, na alteração da conformação das proteínas do leite / 
Tathiana Raphaela Cidral. ― Curitiba : Universidade Positivo, 2023.  
        72 f. ; il. 

 
        Dissertação (Mestrado) – Universidade Positivo, Programa de   
   Pós-Graduação em Biotecnologia Industrial, 2023. 
        Orientador: Profa. Dra. Ligia Alves da Costa Cardoso. 
        Coorientador: Profa. Dra. Marcia Regina Pincerat. 
 
                  
        1. APLV. 2. β-caseína (β-CN). 3. Leite fermentado. 4. Lacto-
bacillus casei. 5. Lactobacillus acidophilus. 6.Bifidobacterium lactis. 
7. Lactobacillus rhamnosus. 8. Lactobacillus paracasei. I. Cardoso, 
Ligia Alves da Costa. II. Pincerat, Marcia Regina. III. Título.      
                                

                                                                                                          CDU 663 
 



 

RESUMO 
  

O leite de vaca é o leite mais consumido no Brasil, assim como na maioria dos 
outros países. Em termos de composição química, aproximadamente 30% do total 
das proteínas presentes é constituída de β-caseína (β-CN) que se apresenta sob 
duas diferentes variantes alélicas de acordo com a genética do animal: β-caseína 
variante alélica A1 (β-CN-A1) e β-caseína variante alélica A2 (β-CN-A2). Durante o 
processo digestivo por processamento da ingestão de leite que apresenta β-CN-
A1, o peptídeo opioide β-casomorfina-7 (BCM-7) pode ser liberado enquanto o 
mesmo é praticamente inexistente na ingestão de β-CN-A2. A presença deste 
peptídeo opioide está relacionada à alergia a proteína do leite de vaca (APLV). Esta 
pesquisa tem como objetivo avaliar os efeitos da fermentação do leite bovino por 
bactérias ácido láticas na alteração da conformação das proteínas presentes no 
leite. Para isso será realizada a fermentação dos leites usando bactérias ácido  
láticas (BAL), Lactobacillus casei, Bifilac (Lactobacillus acidophilus e 
Bifidobacterium lactis) e Bio 5 (Bifidobacterium lactis, Lactobacillus rhamnosus, 
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus acidophilus). Amostras 
serão retiradas a cada hora durante o período de 24h de fermentação, para a 
análise das proteínas usando-se como métodos de análises DSC e eletroforese. 
Na última amostra será realizada a contagem, por plaqueamento, das bactérias 
presentes no fermentado final. Espera-se, ao final da pesquisa, verificar se há 
desnaturação das proteínas e obtenção de um produto fermentado probiótico.  
  
Palavras-chave: APLV, β-caseína (β-CN), leite fermentado, Lactobacillus casei, 
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus rhamnosus, 
Lactobacillus paracasei 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 

ABSTRACT 
  

Cow's milk is the most consumed milk in Brazil, as well as in most other countries. In 
terms of chemical composition, approximately 30% of the total protein present is made 
up of β-casein (β-CN) which is presented in two different allelic variants according to 
the animal's genetics: β-casein allelic variant A1 (β- CN-A1) and A2 allelic variant β-
casein (β-CN-A2). During the digestive process by processing the ingestion of milk that 
contains β-CN-A1, the opioid peptide β-casomorphin-7 (BCM-7) can be released while 
it is practically non-existent in the ingestion of β-CN-A2. The presence of this opioid 
peptide is related to cow's milk protein allergy (CMPA). This research aims to evaluate 
the effects of fermentation of bovine milk by lactic acid bacteria in the alteration of the 
conformation of proteins present in milk. For this, the milk fermentation process will be 
carried out using lactic acid bacteria (LAB), Lactobacillus casei, Bifilac (Lactobacillus 
acidophilus and Bifidobacterium lactis) and Bio 5 (Bifidobacterium lactis, Lactobacillus 
rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei and Lactobacillus 
acidophilus). The proteins will be analyzed during 24 h of fermentation, using DSC and 
electrophoresis as analysis methods. In the last sample, the bacteria present in the final 
fermented product will be counted by plating. It is expected, at the end of the research, 
to verify if there is protein denaturation and obtaining a probiotic fermented product. 

  
Keywords: APLV, β-casein (β-CN), fermented milk, Lactobacillus casei, Lactobacillus 
acidophilus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei 
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1 INTRODUÇÃO   
  

O leite de vaca e seus produtos lácteos derivados são alimentos presentes na 

dieta de milhares de pessoas, sendo inserido na primeira infância, durante a 

introdução alimentar (Bu et al., 2010; Shi et al., 2014). Ele desempenha um papel 

importante no suprimento de alimentos por conter uma variedade de nutrientes 

essenciais, além de estar associado com diferentes benefícios, funcionais e 

estruturais, à saúde humana (SHARMA et al., 2013).   

O leite de vaca e seus produtos lácteos derivados apresentam-se como uma 

complexa mistura de proteínas, gorduras, ácidos graxos, minerais, carboidratos, 

aminoácidos, imunoglobulinas, hormônios, fatores de crescimento, citocinas, 

nucleotídeos, poliaminas, enzimas e compostos bioativos capazes de conferir o 

esvaziamento gástrico, aumentar o tempo de trânsito gastrointestinal, favorecer à 

regulação glicêmica, entre outros benefícios, desempenhando papel importante na 

prevenção de uma série de doenças (HAUG et al., 2007).  

Os benefícios associados com a ingestão do leite de vaca tem impulsionado 

cada vez mais a indústria lática que, atualmente, produz mais de 800 milhões de 

toneladas de leite por ano no mundo, sendo o Brasil o país que ocupa a terceira 

posição no ranking dos maiores produtores, representando 7% desta produção, em 

média, dos quais 35% são correspondentes a produção da região Sul, abrangendo, 

principalmente, o sudoeste do Paraná, o oeste de Santa Catarina e o noroeste do Rio 

Grande do Sul, destacando-se as microrregiões Francisco Beltrão, Capanema e Pato 

Branco, localizadas no Paraná (EMBRAPA, 2019).  

Porém, ingerir leite de vaca representa para algumas pessoas o 

desencadeamento de reações alérgicas, caracterizadas como uma resposta 

inflamatória após a ingestão de um alérgeno alimentar presente em alimentos e 

bebidas (Martin, 2014). Essa pequena faixa da população, incluindo majoritariamente 

as crianças, apresenta alergia alimentar associada ao consumo da proteína presente 

no leite de vaca e nos produtos lácteos derivados (FERREIRA, 2014).  

As proteínas presentes no leite de vaca são divididas em dois principais grupos:  

as caseínas (α-caseína (α-CN), β-caseína (β-CN) e κ-caseína (κ-CN)) (Sulimova et al., 

2007; Jaiswal et al., 2014) e as proteínas do soro (α-lactoalbumina (α-LA) e 
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βlactoglobulina (β-LG)) (Zohreh et al., 2015). Entre as proteínas presentes no leite a 

classe das caseínas são as mais alergênicas, nas quais as 𝛽𝛽-caseínas (𝛽𝛽-CN) 

constituem aproximadamente 30% das proteínas totais presentes no leite (BARBOSA 

et al., 2019; DE NONI et al., 2009).  

As variantes genéticas da β-CN mais comumente encontradas e estudadas 

entre as diferentes raças de gado leiteiro são as variantes alélicas A1 e A2 da β-CN. 

Estudos apontam que a presença da variante β-CN A1, encontrada no leite A1 está 

associada como fator responsável pela alergia à proteína do leite de vaca (APLV), pois 

libera o peptídeo opioide β-casomorfina-7 (BCM-7) durante as hidrólises proteicas 

produzidas na digestão do leite, com efeitos sobre motilidade gastrintestinal e ação 

pró-inflamatória. O mesmo peptídeo, BCM-7, apresenta pequena à inexistente 

liberação durante a digestão da β-CN A2 (BARBOSA, et al., 2019).  

Em função da importância existente na ingestão do leite e seus produtos lácteos 

derivados, bem como no aporte atrelado à indústria lática, alguns procedimentos 

biotecnológicos vêm sendo estudados com o intuito de atender a toda população. Um 

dos procedimentos mais utilizados pela indústria alimentícia para facilitar a digestão 

de lácteos é através do processo de tecnologia de fermentação tradicional com 

bactérias ácido láticas (BAL) (SHI et al., 2014).  

Durante o processo de fermentação, as BAL são capazes de limitar a ação de 

alguns epítopos da proteína, através da presença de proteinases, peptidases e um 

sistema proteolítico complexo, tornando a alergenicidade dessas proteínas do leite 

menores (YAO et al., 2013; SHI et al., 2014).   

Sob este olhar, percebe-se que o mercado consumidor se torna cada vez mais 

heterogêneo e amplo na indústria que o leite movimenta, e a população diagnosticada 

com APLV ainda representa indivíduos que são pouco beneficiados, tanto no que diz 

respeito a variabilidade quanto ao valor dos produtos.  

Desta forma, a avaliação da fermentação por BAL nos diferentes tipos de leite 

A1 e A2 podem conferir o desenvolvimento de produtos lácteos que ajudam na 

diminuição da alergenicidade do produto industrializado, além de suplementar o 

organismo com microrganismos probióticos e reduzir a quantidade de lactose pela 

fermentação (Moriwac; Matioli, 2000). Esta nova opção, pode impulsionar a geração 

de uma nova ramificação industrial que levará em conta a diminuição/ausência da 



10  
  

alergenicidade e antigenicidade do produto fermentado e a utilização deste por 

pessoas diagnósticas com APLV.  

Portanto, aponta-se, como hipótese desta pesquisa, que a realização de 

tratamento térmico em conjunto com o processo de fermentação por bactérias ácido 

láticas (BAL) trará modificação na estrutura da cadeia da variante alélica da β-CN 

presentes no leite A1, contribuindo assim para a diminuição dos efeitos alergênicos.  

Este documento foi escrito conforme as normas do programa de Mestrado e 

Doutorado Profissional em Biotecnologia Industrial, da Universidade Positivo, Ele foi 

dividido em 2 capítulos. No primeiro foi feita uma revisão de literatura e já submetido 

como capítulo de livro para a Editora Atena 

(https://www.atenaeditora.com.br/wpcontent/uploads/2019/10/Instru%C3%A7%C3%

B5es-aos-Autores_Atena-Editora7.pdf). E no segundo capítulo serão apresentados os 

resultados da pesquisa desenvolvida, que será submetido para a revista “International 

Dairy Journal” (https://www.elsevier.com/journals/international-dairy-journal/0958-

6946/guide-forauthors).   
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RESUMO: O leite de vaca é o leite mais consumido no Brasil, assim como na maioria 
dos outros países. O leite de vaca e seus produtos derivados representam fonte de 
nutrientes na dieta humana, porém tem potencial de desencadear reações alérgicas, 
principalmente em lactentes, durante o período de introdução alimentar, acarretando 
sintomas como: reações cutâneas, respiratórias, gastrointestinais e em casos 
extremos anafilaxia sistêmica. Em termos de composição química, aproximadamente 
30% do total das proteínas presentes é constituída de β-caseína (β-CN) que se 
apresenta sob duas diferentes variantes alélicas de acordo com a genética do animal: 
β-caseína variante alélica A1 (β-CN-A1) e β-caseína variante alélica A2 (β-CN-A2). 
Durante a digestão enzimática humana da 𝛽𝛽-caseína A1, devido a presença da 
histidina no ponto de clivagem na posição 67, ocorre a liberação do peptídeo opioide 
conhecido como 𝛽𝛽-casomorfina-7 (BCM-7) responsável por desencadear em alguns 
organismos a alergia à proteína do leite de vaca (APLV). No entanto, a disponibilidade 
da BCM-7 durante a digestão da 𝛽𝛽-caseína A2 se apresenta de maneira sucinta à 
inexistente. Este capítulo tem como objetivo estudar os efeitos da fermentação do leite 
bovino por bactérias ácido láticas (BAL), na alergenicidade, causada pelo polimorfismo 
do gene da beta caseína, identificado como alelo variante β-CN, presente no leite A1 
a fim de reduzir a liberação e a disponibilidade da BCM-7 quando digerida pelo 
organismo, através do sistema proteolítico das BAL capazes de limitar a ação de 
alguns epítopos.   
  
Palavras-chave: APLV, β-caseína (β-CN), leite fermentado, L. casei, L. bulgaricus, L. 
acidophilus.  
  

ABSTRACT: Cow's milk is the most consumed milk in Brazil, as well as in most other 
countries. Cow's milk and its derived products represent a source of nutrients in the 
human diet, but it has the potential to trigger allergic reactions, especially in infants, 

http://lattes.cnpq.br/3999202466873310
http://lattes.cnpq.br/3999202466873310
http://lattes.cnpq.br/5655205350391160
http://lattes.cnpq.br/5655205350391160
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during the period of food introduction, causing symptoms such as: skin, respiratory, 
gastrointestinal reactions and in extreme cases anaphylaxis. systemic. In terms of 
chemical composition, approximately 30% of the total proteins present are β-casein (β-
CN) which is presented under two different allelic variants according to the genetics of 
the animal: β-casein allelic variant A1 (β- CN-A1) and allelic variant β-casein A2 (βCN-
A2). During human enzymatic digestion of 𝛽𝛽-casein A1, due to the presence of histidine 
at the cleavage point at position 67, the opioid peptide known as 𝛽𝛽casomorphin-7 
(BCM-7) is released, responsible for triggering allergy in some organisms. to cow's milk 
protein (CMPA). However, the availability of BCM-7 during the digestion of 𝛽𝛽-casein 
A2 is presented in a succinct to non-existent way. This chapter aims to study the effects 
of lactic acid bacteria (LAB) fermentation of bovine milk on allergenicity caused by the 
polymorphism of the beta casein gene, identified as a variant β-CN allele, present in 
A1 milk in order to reduce the release and availability of BCM-7 when digested by the 
organism, through the LAB proteolytic system capable of limiting the action of some 
epitopes.  
  
Keywords: APLV, β-casein (β-CN), fermented milk, L. casei, L. bulgaricus, L. 
acidophilus.  
  

2.1 LEITE DE VACA  
O leite de vaca é caracterizado como um líquido branco e opaco, produzido 

pelas glândulas mamárias do bovino, que apresenta alto valor nutritivo, sendo rico em 

proteínas (caseínas e proteínas do soro), carboidratos, gordura, vitaminas e sais 

minerais, que confere proteção imunológica e viabiliza nutrientes para aqueles que o 

consomem (Barbosa et al., 2019). Sua composição pode variar de acordo com os 

seguintes fatores: raça, fatores climáticos, estágios de lactação, idade do animal, 

alimentação e do genótipo do animal (OTAVIANO, 2006).  

Segundo a Instrução Normativa nº 62 do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) “entende-se por leite, sem outra especificação, o produto 

oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condições de higiene, de vacas 

sadias, bem alimentadas e descansadas. Para o leite de outros animais deve 

denominar-se segundo a espécie de que o proceda” (MAPA, 2011).  

Além do leite in natura, os alimentos derivados dos lácteos contribuem à saúde 

humana através de nutrientes essenciais como cálcio, potássio, vitamina D, entre 

outros. Desta forma, o aumento da produção de leite e o aumento no interesse por 

produtos lácteos fermentados caminham lado a lado com a forte pressão imposta a 

esse mercado alimentício no que diz respeito à influência destes produtos na nutrição 

e saúde humana, impulsionando a indústria de alimentos a sair da zona de conforto e 
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se reinventar com foco direcionado à atender as novas tendências de consumo 

através do desenvolvimento de novas tecnologias nos meios científicos (EMBRAPA, 

2019).   

Todas as pesquisas evidenciam que o consumo de leite traz inúmeros 

benefícios para a saúde daqueles que o consomem. Contudo, para algumas pessoas, 

os efeitos são adversos, produzindo respostas como alergias e/ou intolerâncias que, 

por sua vez, podem estar diretamente relacionadas a uma sensibilidade às proteínas 

do leite ou a uma deficiência na produção de lactase (SANTOS, 2018).   

As principais proteínas alergênicas são 𝛼𝛼-lactalbumina (𝛼𝛼-LA), 𝛽𝛽-lactoglobulina 

(𝛽𝛽-LG), 𝛼𝛼-caseína e 𝛽𝛽-caseína (Shi et al.,2014). As caseínas são divididas em 

𝛼𝛼𝛼𝛼caseína S1 e S2, 𝛽𝛽-caseína (𝛽𝛽-CN) e 𝜅𝜅𝜅𝜅-caseína, sendo as 𝛽𝛽-caseínas constituintes 

de aproximadamente 30% das proteínas totais presentes no leite (BARBOSA et al., 

2019).   

As 𝛽𝛽-caseínas diferem-se em 𝛽𝛽-caseína A1 e 𝛽𝛽-caseína A2 devido a variação 

genética entre rebanhos bovinos. Considera-se que as 𝛽𝛽-caseínas do tipo A2 sejam a 

forma ancestral da proteína em função da mesma estar presente em rebanhos bovinos 

desde sua domesticação (Barbosa et al., 2019). Apesar da 𝛽𝛽-caseína A2 ser a forma 

ancestral da proteína, ela só se apresenta com maior frequência entre as raças 

zebuínas e Guernsey, classificadas como pertencentes a raça taurina (LEDESMA 

MARTÍNEZ et al., 2019).   

A estrutura proteica das 𝛽𝛽-caseínas é composta por 209 aminoácidos, 

encontrando-se diferença estritamente ao aminoácido presente na posição 67, tendo 

em 𝛽𝛽-caseína do tipo A1 a presença de um resíduo de histidina (His 67) e na 𝛽𝛽-

caseínas A2 resíduos de prolina (Pro 67), como mostrado na Figura 1.   

  

Figura 1 – Representação dos diferentes fragmentos das variantes genéticas das 𝛽𝛽- 

caseínas A1 e A2, na posição 67.  

  
Fonte: Adaptado de BARBOSA et al., 2019  
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Essa diferença classifica o leite em A1 e A2 (Barbosa, 2019; De Noni et al., 

2009) sendo resultado de uma mutação genética transversa, que ao longo da 𝛽𝛽-

caseína A2 se apresenta em um dos códons codificantes da proteína a sequência 

CCT, enquanto esse mesmo códon tem as bases CAT em 𝛽𝛽-caseína A1 (CIEŚLIŃSKA 

et al., 2011).  

Tal mutação altera a conformação secundária e terciária da proteína e se 

propagou conforme a migração dos rebanhos e a produção de leite (Barbosa et al., 

2019). As vacas que apresentam essa mutação podem ser homozigotas, tendo um 

tipo ou outro dos alelos que codificam para a 𝛽𝛽-caseína A1 ou para a 𝛽𝛽-caseína A2, 

ou heterozigotas, resultando na expressão de ambas as proteínas pois tal gene é co-

dominante (JIANQIN et al., 2015).   

Visto que o alelo que codifica para a 𝛽𝛽-caseína A2 é restrito à algumas raças, 

países como Austrália, Nova Zelândia e Estados Unidos já selecionam rebanhos 

exclusivos para a produção de leites do tipo A2. O Brasil é iniciante nesse segmento 

e tem algumas fazendas com rebanhos Gir, onde se realiza a criação do gado visando 

a obtenção do leite exclusivamente A2 (Milkpoint 2020). Esse tipo de mapeamento da 

produção de leite é possível mediante a análise do perfil genético do animal 

(BARBOSA et al., 2019).   

  

2.1.1 𝛽𝛽-casomorfina (BCM-7)   
Na digestão gastrointestinal da β-caseína, quando enzimas responsáveis pela 

digestão interagem com a variante A1, ocorre a quebra da cadeia na posição 67, a 

qual favorece a liberação da β-casomorfina-7 (BCM-7), um peptídeo bioativo com 

atividade opioide de 7 aminoácidos, que age em receptores característicos por todo 

sistema nervoso central. Quando estas enzimas interagem com a variante A2, a 

hidrólise da ligação peptídica entre os resíduos 66 e 67 dos aminoácidos é evitada, 

impedindo assim a produção e liberação da BCM-7 (SEMAGRO, 2019).  

A disponibilidade da BCM-7 ocorre em função das enzimas digestivas elastase, 

pepsina, quimiotripsina e leucina aminopeptidase presentes no intestino delgado. 

Essas biomoléculas são responsáveis pela clivagem da 𝛽𝛽-caseína A1 para liberação 

da BCM-7, enquanto na presença de prolina na posição 67 essa clivagem não 

acontece (LEDESMA-MARTÍNEZ et al., 2019).  
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Na Figura 2 é possível observar as enzimas responsáveis pela liberação da 

BCM-7 a partir da 𝛽𝛽-caseína A1.   
Figura 2 – Ponto de clivagem em His 67 para liberação da BCM-7 a partir da fração proteica do leite 

A1, compondo 7 fragmentos de aminoácido que vai da Tyr até Ile.  

  
Fonte: Adaptado de SAHIN et al., 2018.  

  

Como resultado, em indivíduos sensíveis, tal peptídeo apresenta característica 

inflamatória influenciando na motilidade gastrointestinal, aumentando o volume de 

água absorvido, inibindo a secreção gástrica e estimulando a contração da vesícula 

biliar, reações cutâneas, respiratórias e em casos extremos anafilaxia sistêmica, a 

depender das concentrações deste opioide (SAHIN et al., 2018; MARTIN, 2014; SHI 

et al., 2014).  

A BCM-7 pode estar relacionada com a manifestação de doenças como: 

arteriosclerose, síndrome da morte súbita infantil, doença cardíaca isquêmica 

humana, diabetes mellitus tipo 1, autismo e no desenvolvimento de alergias às 

proteínas do leite (PACCHIAROTTI et al., 2020).  

Alguns fatores como a meia-vida da quantidade de BCM-7 produzida pela 

variante A1 no trato gastrointestinal, a degradação por peptidase-4 (DPP-4) presente 

na borda de escova do epitélio intestinal e a taxa de transporte de BCM-7 para a 

circulação sistêmica ou potencialmente linfática influenciam as concentrações de 

BCM-7 (DETH et al., 2016).   

A concentração de BCM-7 que será disponibilizada e poderá afetar o indivíduo 

varia de acordo com a proporção de 𝛽𝛽-caseína A1 ou A2 presente no leite bovino. 

Fatores como raça, alimentação do animal, ambiente, idade, procedimentos para a 

padronização dos componentes durante o processamento do leite e as condições 

gastrointestinais de quem a consome são determinantes para o estabelecimento desta 

concentração (BARBOSA et al., 2019; CIEŚLIŃSKA et al., 2011).   



17  
  

Em leites contendo 𝛽𝛽-caseína A2 também há a liberação da BCM-7 a partir das 

mesmas enzimas digestivas, porém em uma quantidade muito menor quando 

comparada a disponibilidade a partir do leite contendo 𝛽𝛽-caseína A1 (DETH et al., 

2016).  

Ainda assim, o relatório da Autoridade Europeia de Alimentos e Segurança 

reconheceu que a produção de BCM-7 por 𝛽𝛽-caseína A2 não resulta em alterações 

fisiológicas como a produzida por 𝛽𝛽-caseína A1 (De Noni et al., 2009). A proteólise 

que ocorre no tipo A2 libera um peptídeo opioide conhecido por BCM-9, com uma 

compatibilidade muito menor para os receptores opioides e tem efeitos contrastantes 

na função e crescimento celular quando comparados a BCM-7 (DETH et al., 2016).   

    

2.2 ALERGIA ALIMENTAR   
Durante sua vida, o indivíduo interage com inúmeros componentes, dos quais 

a maioria são constituídos de proteínas de alimentos, peptídeos e microrganismos, 

exigindo uma ação dupla do sistema imunológico gastrointestinal, que além de 

selecionar nutrientes essenciais para o crescimento celular, também atua em evitar 

reações imunológicas indiscriminadas por meio de tecido linfático associado ao 

intestino (GALT), que consiste em uma ampla rede de células que interagem com o 

ambiente externo e que nos protegem da entrada de substâncias estranhas e de 

manifestações de alergia alimentar (BARRIOS, et al., 2014).   

O sistema imunológico do indivíduo requer o desenvolvimento de tolerância 

oral, um mecanismo pelo qual aprende a não responder contra seus próprios 

antígenos, ou seja, através da barreira da mucosa intestinal, motilidade 

gastrointestinal, secreção de muco, acidez gástrica e enzimas, bem como 

mecanismos imunológicos é possível obter uma resposta inflamatória direcionada aos 

patógenos, a fim de evitar danos ao organismo (BARRIOS, et al., 2014).   

A alergia alimentar é uma reação adversa a uma proteína de um determinado 

alimento, podendo ser imunomediada por imunoglobulinas E ou não, sendo a segunda 

menos comum (Waserman e Watson, 2011). Contudo, a intolerância alimentar é 

classificada como reações adversas a um alimento, não ocorrendo resposta 

imunológica (Pires et al., 2016). Como exemplo de alergia alimentar e de intolerância 
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alimentar é possível citar a alergia à proteína do leite de vaca (APLV) e a intolerância 

à lactose, respectivamente (SEMAGRO, 2019).   

A alergenicidade do alimento está atrelada aos componentes proteicos sendo 

que, os epítopos (pequena porção do antígeno que gera resposta imune) das 

proteínas alergênicas são pequenos (10 a 70 kD de tamanho) e, dessa maneira, essas 

respostas alérgicas são mediadas por imunoglobulinas E (IgE), ou seja, no contato 

inicial com o alimento, o consumo da proteína promove a produção de anticorpos IgE 

específicos para tal e, quando ingerido novamente, se liga a esses anticorpos 

específicos, desencadeando uma liberação de mediadores que ocasiona “reatividade 

clínica” e sintomas alérgicos. Contudo, a sensibilização pode estar presente sem 

reatividade clínica, ou seja, IgE específica está presente, porém, não ocorre reação 

com a exposição (WASERMAN e WATSON, 2011).   

A alergia alimentar que é não é mediada por IgE não é tão comum, contudo, 

classificada como antigenicidade, é resultado da resposta direta à proteína através da 

geração de células T, liberando mediadores que induzem respostas inflamatórias, 

causando doenças subagudas e crônicas (WASERMAN e WATSON, 2011).  

  

2.3 ALERGIA A PROTEÍNA DO LEITE DE VACA (APLV)  
O consumo do leite de vaca tem potencial de produzir desconforto, 

especialmente em virtude à deficiência de enzimas, conhecida como intolerância à 

lactose ou reação alérgica, referida como APLV (Domingues et al., 2019). A alergia a 

ingestão de leite de vaca é considerada uma doença imunológica que se tornou um 

problema crescente (BARRIOS, et al., 2014).  

Conjectura-se que a alergia à proteína do leite de vaca (APLV) acomete em 

torno de 1 a 17% das crianças, valores baseados em provas de provocação oral (PPO) 

e em relatos/percepção dos pais. No entanto, após o check-up de rotina, a prevalência 

de lactentes de até 24 meses de idade com APLV varia de 0,3% a 7,5%, sendo que 

apenas 0,5% se mantêm em fase de aleitamento materno (CONITEC, 2018).  

Na APLV, o organismo da criança não reconhece uma ou mais proteínas do 

leite de vaca (caseína, alfa-lactoalbumina e beta-lactoglobulina) e reage 

imunologicamente a elas.  Estes números se reduzem para menos da metade quando 

avaliados pela Comissão Científica de Alergia Alimentar da Associação Brasileira de 
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Alergia e Imunologia, que indica que cerca de 8% das crianças entre 0 e 24 meses e 

2% da população em geral são afetadas por algum tipo de alergia alimentar (ASBAI, 

2020).   

Esta variabilidade na porcentagem de indivíduos que podem apresentar APLV 

está associada à complexidade existente nas reações bioquímicas e fisiológica 

observadas no ambiente intestinal em decorrência dos sintomas percebidos de acordo 

com a sensibilidade do indivíduo. Na fase adulta, os índices apontam para uma 

população de um a dois por cento que apresentam APLV (FERREIRA, 2014).   

Na APLV, há três grandes grupos de reações imunológicas, aquelas mediadas 

por IgE (I), aqueles não mediados por IgE (II) e aquelas combinam os dois 

mecanismos (III), conforme descrito abaixo (BARRIOS, et al., 2014).  

  

I. Mediadas por IgE – Reações alérgicas imediatas  

Os principais tipos de reações alérgicas imediatas são: eritema, angioedema, 

desenvolvimento de urticária após contato ou asma após inalação do vapor de leite 

em ebulição, dispneia, broncoespasmo, estridor, hipoxemia, queda de pressão 

arteriais, sintomas de disfunção orgânica (hipotonia, colapso vascular, síncope ou 

incontinência etc.), sintomas gastrointestinais (cólicas, vômitos, síndrome de alergia 

oral, náusea, dor abdominal ou diarréia), choque anafilático, urticária generalizada, 

incluindo prurido palmoplantar, perioral e periorbital, sintomas neurológicos (tremor, 

confusão mental, síncope e convulsões), outros (BARRIOS, et al., 2014). 

Normalmente, existem evidências de sensibilização mediada por IgE (um teste de 

picada positivo no qual aplica-se uma gota do alergénio sobre a pele do braço e 

realiza-se uma picada leve, com uma lanceta especial, sobre cada gota ou um 

anticorpo IgE específico para leite).  

  

II. Não Mediadas por IgE – Reações alérgicas tardias  

A alergia não mediada por IgE ocorre, principalmente, nos primeiros meses de 

vida, pelas proteínas do leite reagirem com um sistema imunológico intestinal imaturo 

e a partir disso desenvolvem a alergia. Esse tipo de alergia, diminui conforme o 

indivíduo se desenvolve em até 50% dos casos (SBP, 2018).   
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Os principais tipos de reações alergicas tardias são: espasmo criofaríngeo, 

ERGE (Doença do refluxo gastroesofágico), hiperplasia foveolar idiopática focal, 

esofagite eosinofílica alérgica, enteropatias induzidas por proteínas da dieta, 

constipação, cólica, síndrome de Heiner (tosse crônica, febre, taquipnéia, chiado, 

estertores, anemia por deficiência de ferro, falha no crescimento e histórico familiar de 

alergia para a ingestão de leite de vaca), dermatite atópica, dor abdominal recorrente, 

TDAH Outros (BARRIOS, et al., 2014).  

  Em função das inumeras reações provocadas pela APLV, o diagnóstico e 

gerenciamento destas reações varia de um ambiente clínico para outro representando 

um verdadeiro desafio na prática pediátrica além de representar grande controvérsia 

no que diz respeito a obtenção de um diagnóstico e na escolha do tratamento. A 

medição de IgE específica para PLV do soro é uma das formas de diagnosticar a 

APLV, assim como a identificação da alergia através do exame físico, com base na 

história clínica, com testes como: picada na pele (TPP), teste de contato atópico, dieta 

de eliminação e, por último, na prova de provocação oral (SANTOS et al., 2018; 

ABRAMS et al., 2020).   

  

2.4 FERMENTAÇÃO E BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS  
O processo de tecnologia de fermentação confere alguns benefícios ao leite de 

vaca destacando-se, principalmente, o aumento do valor nutricional da bebida 

caracterizado pela presença de peptídeos anti-hipertensores e compostos 

antioxidantes, através de cepas probióticas, atestando sua importância como alimento 

bifuncional enriquecido com peptídeos bioativos e células viáveis (SHI, et al., 2014).   

Além do aspecto nutritivo, a realização da tecnologia de fermentação, durante 

a fabricação de lácteos fermentados, libera quantidade modesta de BCM-7, em função 

da presença de algumas bactérias que são capazes de hidrolisar a BCM-7. Tais 

bactérias, conhecidas como bactérias ácido láticas (BAL), são Gram positivas e têm 

como principal metabólito o ácido lático, sendo consideradas uma das mais 

importantes na indústria alimentar, conferindo sabor, textura e odor característicos de 

produtos lácteos fermentados. As culturas bacterianas associadas ao produto lácteo 

fermentado são responsáveis pela acidificação do meio, reduzindo, 
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consequentemente, o tempo de fermentação, variando o pH e interferindo na 

viabilidade das cepas (RODRIGUES et al., 2013).   

Para a utilização de BAL nos processos de tecnologia de fermentação a escolha 

da cepa deve atender alguns critérios, como: segurança, viabilidade até a região de 

atuação, capacidade de melhorar o sistema imune e atividades metabólicas, entre 

outras características (RODRIGUES et al., 2013).   

Quando esses microrganismos estão presentes nos alimentos, através de seus 

mecanismos de ação, há uma competição pelos sítios de adesão que forma uma 

barreira física contra os agentes patogênicos, também há uma competição por 

nutrientes que impede a colonização de outros microrganismos e ocorre a inativação 

das toxinas e receptores através da estimulação da fagocitose e das respostas 

imunológicas específicas e inespecíficas contra os agentes patogênicos (WENDLING 

et al., 2013).   

Através da presença dessas bactérias, os alimentos, principalmente os 

probióticos, são capazes de modular algumas características fisiológicas do trato 

gastrointestinal, tais como a imunidade da mucosa e a permeabilidade intestinal. Entre 

os benefícios desses alimentos em relação ao sistema digestivo destaca-se o auxílio 

sintomático das cólicas abdominais, que estão relacionadas com a motilidade anormal 

e a síndrome do intestino irritável, devido a esses alimentos interferirem na regulação 

dos receptores opioides e canabinoides das células epiteliais do intestino, o que 

diminui a dor visceral (WENDLING et al., 2013).   

  As bactérias produtoras de ácido lático são em sua maioria anaeróbias 

facultativas, podendo crescer em presença ou ausência de oxigênio, sendo seu 

desenvolvendo favorecido em meio com baixa concentração deste gás. São 

basicamente sacarolíticas, capazes de decompor açúcares como fonte de energia, e 

mesofílicas, capazes de se desenvolver em temperaturas moderadas com 

multiplicação celular na faixa de temperatura de 20 a 40 °C. Em função da grande 

quantidade de açúcar utilizado na produção de energia requerida por seu 

metabolismo, há acúmulo de ácido lático e outros subprodutos.   

Esta classe de bactérias divide-se em homofermentativas e 

heterofermentativas (FERREIRA, 2001). As bactérias homofermentativas, realizam 

fermentação homolática, produzindo, quase que unicamente ácido lático quando 
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metabolizam a glicose, enquanto as heterofermentativas, realizam fermentação 

heterolática, produzindo, além de ácido lático, quantidades significativas de outros 

compostos como dióxido de carbono, ácido acético, acetaldeído, acetona, 2 - 

butanona, diacetil e acetoína (COSTA et al., 2008).   

Algumas propriedades terapêuticas atribuídas a leites fermentados estão 

atreladas à presença de bactérias que incluem os lactobacilos e os estreptococos, 

cuja origem geralmente é o trato gastrointestinal humano e que apresentam, além dos 

efeitos bioquímicos e biológicos sobre os nutrientes do leite, efeitos fisiológicos e 

terapêuticos para o consumidor.  

O gênero Lactobacillus é representativo dos bastonetes Gram-positivo, 

produtores de ácido lático, aerotolerantes ou anaeróbicos, incapazes de formar 

esporos, desprovidos de flagelos, apresentando forma bacilar ou cocobacilar e 

produzem ácido lático a partir de carboidratos simples dos quais os L. lactis, L. 

acidophilus, L. plantarum, L. brevis, L. fermentum, L. casei, L. bulgaricus, L. 

rhamnosus, L. paracasei, L. jensenii, L. reuteri, L. johnsonii, L. helveticus, L. gasseri 

são os mais utilizados na indústria alimentícia enquanto que o gênero Streptococcus 

são cocos Gram-positivo esféricos, que tipicamente ocorrem em cadeias dos quais 

Enterococcus faecium SF68 e Enterococcus faecalis, Streptococcus salivarius e 

Streptococcus thermophilus, Pediococcus acidilactici e espécies de Leuconostoc e 

Lactococcus são os principais representantes (COSTA et al., 2008).   

Entre as diferentes espécies de BAL, seis são comumente utilizadas pela 

indústria alimentar: Lactococcus lactis ssp. cremoris, Streptococcus thermophilus, L. 

bulgaricus, L. casei, L. acidophilus, L. rhamnosus (BU et al., 2010; YAO et al., 2013; 

SHI et al., 2014).  

  

2.4.1 Características das espécies de BAL mais comumente utilizadas pela indústria 

alimentar  

 2.4.1.1 Lactococcus lactis Cremoris  

São bactérias catalase Gram-positiva, não móvel, negativa e homofermentativa 

que produzem apenas ácido L-láctico ao fermentar glicose. Sob condições 

apropriadas, L. lactis pode diminuir rapidamente o potencial de pH e redox do meio de 

cultura. Por esse motivo, é utilizado na fabricação de produtos lácteos fermentados. 
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Não forma esporos. Cresce a 10 °C, mas não a 45 °C. Cresce em meios com NaCl 

2% (p/v). Algumas de suas cepas são capazes de excretar substâncias 

polissacarídicas extracelulares. Todas as subespécies são anaeróbias facultativos, 

não hemolíticas, negativas à catalase e contêm fosfatidilglicerol e cardiolipina. L.lactis 

é pleomórfico, tem forma de coco ou ovoide, pode crescer sozinho, em pares ou em 

cadeias. Se forem em forma de cadeia, as células podem assumir a forma de 

bastonetes. Não tem flagelo ou fimbria (SAMARŽIJA, N. ANTUNAC, JL HAVRANEK, 

2001).  

  

2.4.1.2 Streptococcus thermophilus  

São bactérias Gram-positiva, facultativas, anaeróbicas, homofermentadora. 

Normalmente não forma esporos. É um microrganismo termofílico (a temperatura 

ótima de crescimento varia entre 37 e 42 °C), termotolerante (maior resistência a 

tratamentos de aquecimento e pasteurização a 62°C durante 20 - 30 min.). É usado 

como fermento em muitos produtos, a temperaturas superiores a 35 °C e em muitos 

leites fermentados. Juntamente com L. bulgaricus representa um dos dois 

componentes da microflora do iogurte. Não se trata de um probiótico, pois não 

sobrevive no estômago (GERALD W. TANNOCK, 2005).  

  

2.4.1.3 Lactococcus bulgaricus  

São bactérias láticas, bacilares, de cadeias curtas ou de forma individualizada, 

que produzem D-lactato e acetaldeído a partir da lactose do leite. Quando ingeridas 

na forma de alimento probiótico atuam no controle/bloqueio do crescimento de 

leveduras do intestino grosso ao delgado, atuam na produção de lactase, enzima 

responsável pela quebra da molécula da lactose no trato digestivo e, por possuírem 

natureza proteolítica, podem facilmente quebrar proteínas e ampliar a 

biodisponibilidade de minerais, como por exemplo, o cálcio (MONTEIRO, 2012).  

  

2.4.1.4 Lactococcus casei  

São bactérias láticas, Gram-positivas, de características fenotípicas e genéticas 

heterogêneas, não esporuladas, heterofermentativas, naturalmente encontradas na 

mucosa intestinal humana. Quando ingeridas na forma de alimento probiótico 
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permitem a melhora do equilíbrio microbiológico estabilizando enzimas digestivas, 

ativam e regulam respostas do sistema imunológico associadas à mucosa intestinal, 

oferecem proteção contra patógenos, regulam o funcionamento gastrointestinal, 

mantém o balanço da flora da parede intestinal, melhoram a digestão, reduzem a 

intolerância à lactose, minimizam quadros de diarreia provocados por rotavírus, atuam 

no tratamento de infecções intestinais entre outros (BURITTI, 2007).   

 
2.4.1.5 Lactococcus acidophilus  

São bactérias láticas, bacilares, habitante comum do trato intestinal, boca e 

região vaginal. Quando ingeridas na forma de alimento probiótico, estabelecem-se no 

intestino e genitália e protegem contra a entrada e proliferação de organismos 

patogênicos, atuam na produção de lactase, enzima responsável pela quebra da 

molécula da lactose no trato digestivo, favorecem acidificação da flora, inibem a 

produção de toxinas bacterianas, possuem ação anti-inflamatória eficaz através da 

redução dos mediadores inflamatórios presentes em pacientes com colite ulcerativa, 

reduzem a atividade do Helicobacter pylori  (H. pylori), reduzem a frequência e 

severidade das diarreias e distúrbios gastrointestinais, eficazes no tratamento da 

gastroenterite causada por rotavírus entre outros (BURITTI, 2007).  

  

2.4.1.6 Lactococcus rhamnosus  

São bactérias Gram-positivas, em forma de bastonete, microaerofílica, 

facultativamente anaeróbica, negativo para a catalase e heterofermentativo 

facultativo. Pode crescer individualmente ou em cadeias curtas. Não forma esporos. 

São mesofílicas, mas algumas cepas podem crescer a temperaturas abaixo de 15 °C 

ou acima de 40 °C. Para crescimento requer meios ácidos, com pH entre 4,5 e 6,4 

necessitando de ácido fólico e outras vitaminas, como riboflavina, niacina ou ácido 

pantotênico. Também requer cálcio mineral (SAMARŽIJA, N. ANTUNAC, JL 

HAVRANEK, 2001).  

  

2.4.2 Proteinases produzidas por bactérias ácido láticas   

Bactérias ácido láticas possuem um sistema proteolítico complexo composto 

por proteinases, peptidases e sistemas de transporte de peptídeos que são 
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fundamentais para que consigam crescer no leite (ABD EL-SALAM et al., 2020). Esses 

sistemas proteolíticos também são responsáveis pelas propriedades organolépticas 

em alimentos fermentados pelas bactérias, bem como auxiliam na textura final do 

produto (SAEED et al., 2013).   

Para que as BAL consigam hidrolisar as proteínas do leite, estas passam por 

três etapas. A primeira etapa é caracterizada pela quebra de grandes moléculas da 

proteína em oligopeptídeos que variam entre 4 e 18 resíduos de aminoácidos, a partir 

das proteinases presentes na parede celular das BAL. Na segunda etapa, esses 

oligopeptídeos são internalizados nas BAL através dos sistemas de transportes 

específicos. Após a internalização dos oligopeptídeos, estes são clivados em 

aminoácidos e podem ser aproveitados no metabolismo das BAL, processo 

caracterizado pela terceira etapa (ABD EL-SALAM et al., 2020).   

As proteinases auxiliam na redução das propriedades alérgicas de produtos 

lácteos e até do próprio leite, estando presentes na parede celular das BAL e na 

primeira etapa da hidrólise das proteínas do leite (SAEED et al., 2013; ABD EL-SALAM 

et al., 2020). Essas proteínas são classificadas conforme sua especificidade ao 

substrato (SAEED et al., 2013). As proteinases PrtS são comumente encontradas na 

parede celular de Streptococcus thermophilus e as PrtB são comuns em L. bulgaricus, 

ambas conseguem digerir algumas das proteínas do leite (TIAN et al., 2018; SOLIERI 

et al., 2018). Entre as proteínas presentes no leite, as caseínas podem ser degradadas 

pela presença da proteinase extracelular PrtP, que fica ligada a parede celular de 

lactococcus e lactobacillus (RODRÍGUEZ-SERRANO et al., 2018).   

Dependendo da especificidade da proteinase PrtP, pode-se diferenciá-la em 

tipo PI que são capazes de hidrolisar, predominantemente, a 𝛽𝛽-CN e possuem pouca 

atividade sob as 𝛼𝛼S1-CN, as do tipo PIII que são capazes de hidrolisar ambas as 

caseínas, as proteinases do tipo PI/PIII são consideradas uma classe de proteases 

intermediárias, sendo capazes de hidrolisar as 𝛽𝛽-CN e em menor proporção as 𝛼𝛼 e 𝜅𝜅-

caseínas (RODRÍGUEZ-SERRANO et al., 2018; AHMADOVA et al., 2012; SOLIERI et 

al., 2018).   

Segundo o estudo conduzido por Solieri et al (2018), a bactéria ácido láctea L.  

casei, tem uma atividade proteolítica predominantemente para a clivagem da 𝛽𝛽-CN e 

uma atividade mais baixa para a clivagem das 𝛼𝛼𝛼𝛼 e 𝜅𝜅𝜅𝜅-caseínas. Dessa forma, os 
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autores sugerem que essa hidrólise ocorre devido a presença das proteases do tipo 

PI/PIII nesta BAL (SOLIERI et al., 2018).   

No caso da BAL S. thermophilus, a proteinase ligada à sua parede celular é a 

PrtS, essa enzima é essencial para que o sistema protosimbiótico ocorra durante a 

produção do iogurte (CHANG et al., 2012). Tal proteinase é necessária para que a S. 

thermophilus consiga crescer no leite em cultura mista com a bactéria L. bulgaricus 

(RODRÍGUEZ-SERRANO et al., 2018). A relação entre as proteinases das duas 

bactérias é devido a PrtB, presente na L. bulgaricus, auxiliar na diminuição do pH do 

leite, tornando possível que a proteinase presente na S. thermophilus desempenhe 

sua função e consiga hidrolisar os peptídeos produzidos pela PrtB 

(RODRÍGUEZSERRANO et al., 2018; TIAN et al., 2018).    

  

2.4.3 Alteração da cadeia proteica através da utilização de BAL nos processos de 

tecnologia de fermentação  

O estudo conduzido por Shi et al., (2014), com a utilização da bactéria L. casei 

apresentou uma diminuição de 56,58% da antigenicidade da 𝛽𝛽-CN após 60 h de 

fermentação quando comparadas ao controle. Durante esta pesquisa também foi 

testado o tratamento térmico do leite desnatado e as propriedades de ligação entre a 

IgE e a 𝛽𝛽-CN foi 21,09%, indicando que houve uma melhor redução da antigenicidade 

e da alergenicidade das proteínas ao longo da fermentação.    

O estudo conduzido por BU et al., (2010), com a utilização das bactérias L. 

bulgaricus, L. helveticus e S. thermophilus, apresentou que a fermentação não se 

limitou somente à redução da antigenicidade das proteínas presentes no leite, como 

também concedeu a cultura hidrolisada sabor agradável e gerou substâncias 

bioativas. Durante este estudo, quando o tempo de fermentação aumentou de 6 h para 

36 h, a concentração das proteínas, em especial as proteínas do soro, foi reduzida 

quando comparadas ao leite não fermentado.   

O estudo conduzido por YAO et al., (2013), com a utilização da bactéria L.  

rhamnosus, apresentou como resultado a redução da antigenicidade da 𝛽𝛽-caseína em 

28,30% após 12 h de fermentação. O estudo também testou a redução da 

antigenicidade de outras proteínas presentes no leite e obtiveram 67,12% de redução 

para a 𝛼𝛼-lactalbumina, 16,79% para 𝛽𝛽-lactoglobulina e 46,91% para 𝛼𝛼-caseína. Esses 
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resultados indicam que a bactéria L. rhamnosus é capaz de reduzir a antigenicidade 

das quatro principais proteínas que causam alergia ao leite.   

O estudo conduzido por AHMADOVA et al., (2013), com a utilização da bactéria 

L. helveticus, apresentou como resultado, após 3 h de incubação, alta hidrólise da 

proteína 𝛽𝛽-caseína A1 porém com as 𝛼𝛼S1- e 𝛼𝛼S2-caseínas não houve a mesma 

eficiência mesmo após 9 h. Ao final do estudo a resposta antigênica apresentada após 

o leite ter sido hidrolisado foi reduzida quando comparado ao controle.   

O estudo conduzido por Zheng et al., (2014), com a utilização da bactéria L. 

delbrueckii subsp. Bulgaricus, não apresentou redução significativa da antigenicidade 

de 𝛽𝛽-CN. O estudo também testou a redução da antigenicidade das outras quatro 

proteínas presentes no leite que causam alergia, sendo a BAL em questão mais 

eficiente para a redução da antigenicidade de 𝛼𝛼-LA.   

  

2.5      PRODUTOS LÁCTEOS FERMENTADOS  
   Inicialmente, o consumo de iogurte, produto derivado da fermentação do leite, 

foi bastante limitado, restringindo-se apenas a certos grupos étnicos. O aumento do 

consumo destas misturas contendo microrganismos vivos na forma de alimentos 

fermentados foi, então, impulsionado conforme estudos foram relatando os efeitos 

benéficos na saúde e longevidade humanas e conforme se percebia melhora nos 

aspectos sensoriais como, por exemplo, a adição de frutas que objetivavam na 

atenuação do sabor ácido (LEUCAS, 2012).  

Atualmente, o iogurte representa um produto lácteo fermentado difundido e 

consumido pela maior parte dos indivíduos e na Tabela 1 podemos observar os nomes 

pelos quais este alimento é conhecido em algumas regiões do mundo, mostrando as 

diversidades de culturas que utilizam este produto em sua dieta (Tabela 1).  
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Tabela 1 – Nome pelo qual o iogurte é conhecido em diversos países.  
Fonte: FERREIRA, 2001  

  
O efeito benéfico para indivíduos que consomem regularmente alimentos 

fermentados, como o iogurte, por exemplo, está intimamente associado à escolha do 

tipo de BAL utilizadas na elaboração do produto. Através destes diferentes tipos de 

microrganismos podemos obter os diferentes tipos de produto encontrados hoje nas 

prateleiras, representados na Tabela 2.  
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Tabela 2 – Produtos produzidos a partir de leite fermentado e seus respectivos microrganismos 

envolvidos. 
Adaptado de FERREIRA, 2001 

  

Na Tabela 3 podemos observar o nome comercial de alguns produtos lácteos 

fermentados de grande aceitação pela população, com a indicação de suas 

respectivas bactérias probióticas.  

  

  
Tabela 3 – Alguns produtos alimentícios contendo bactérias probióticas comercializados no Brasil. 

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2002. 
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Highlights   

• Avaliação dos efeitos das diferentes BALs na degradação das proteínas 

presentes nos leites de vaca. 

• Detecção da desnaturação proteica através da análise térmica. 

• Obtenção de um fermentado a partir do leite A2.  

RESUMO  
Leite de vaca apresenta 30% de suas proteínas constituídas de β-caseína expressas 
nas variantes alélicas β-caseína A1 (β-CN-A1) e β-caseína A2 (β-CN-A2). Durante a 
ingestão de leite que apresenta β-CN-A1, o peptídeo opioide β-casomorfina-7 (BCM-
7) é liberado enquanto este é praticamente inexistente na ingestão de β-CN-A2. A 
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presença deste peptídeo está relacionada à alergia a proteína do leite de vaca (APLV). 
Esta pesquisa tem como objetivo avaliar os efeitos da fermentação por bactérias ácido 
láticas (BAL), Lactobacillus casei, Bifilac (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium 
lactis) e Bio 5 (Bifidobacterium lactis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, 
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus), na alteração da conformação das 
proteínas presentes nos leites A1 e A2 usando-se como técnicas a análise térmica 
(DSC) e eletroforese. Na última amostra será realizada a contagem das bactérias 
presentes no fermentado final. Espera-se, ao final da pesquisa, verificar se há 
desnaturação das proteínas e obtenção de um produto fermentado probiótico.  
 
Palavras-chave: leite A1, leite A2, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, 
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei 
 
3.1 INTRODUÇÃO   

O leite de vaca e seus produtos lácteos derivados são alimentos presentes na 

dieta de milhares de pessoas, sendo inserido na primeira infância, durante a 

introdução alimentar (BU et al., 2010; SHI et al., 2014). O leite desempenha um papel 

importante no suprimento de alimentos por conter uma variedade de nutrientes 

essenciais, além de estar associado com diferentes benefícios, funcionais e 

estruturais, à saúde humana (SHARMA et al., 2013).   

O leite de vaca e seus produtos lácteos derivados apresentam-se como uma 

complexa mistura de proteínas, gorduras, ácidos graxos, minerais, carboidratos, 

aminoácidos, imunoglobulinas, hormônios, fatores de crescimento, citocinas, 

nucleotídeos, poliaminas, enzimas e compostos bioativos capazes de conferir o 

esvaziamento gástrico, aumentar o tempo de trânsito gastrointestinal, favorecer à 

regulação glicêmica, entre outros benefícios, desempenhando papel importante na 

prevenção de uma série de doenças (HAUG et al., 2007).  

Os benefícios associados com a ingestão do leite de vaca têm impulsionado 

cada vez mais a indústria lática que, atualmente, produz mais de 800 milhões de 

toneladas de leite por ano no mundo, sendo o Brasil o país que ocupa a terceira 

posição no ranking dos maiores produtores, representando 7% desta produção, em 
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média, dos quais 35% são correspondentes a produção da região Sul, abrangendo, 

principalmente, o sudoeste do Paraná, o oeste de Santa Catarina e o noroeste do Rio  

Grande do Sul, destacando-se as microrregiões Francisco Beltrão, Capanema e Pato 

Branco, localizadas no Paraná (EMBRAPA, 2019).  

Ingerir leite de vaca representa para algumas pessoas o desencadeamento de 

reações alérgicas, caracterizadas como uma resposta inflamatória após a ingestão de 

um alergênico alimentar presente em alimentos e bebidas (MARTIN, 2014). Essa 

pequena faixa da população, incluindo majoritariamente as crianças, apresenta alergia 

alimentar associada ao consumo da proteína presente no leite de vaca e nos produtos 

lácteos derivados (FERREIRA, 2014).  

As proteínas presentes no leite de vaca são divididas em dois principais grupos:  

as caseínas (α-caseína (α-CN), β-caseína (β-CN) e κ-caseína (κ-CN)) (SULIMOVA et 

al., 2007; JAISWAL et al., 2014) e as proteínas do soro (α-lactoalbumina (α-LA) e 

βlactoglobulina (β-LG)) (ZOHREH et al., 2015). Entre as proteínas presentes no leite 

a classe das caseínas são as mais alergênicas, nas quais as 𝛽𝛽-caseínas (𝛽𝛽-CN) 

constituem aproximadamente 30% das proteínas totais presentes no leite (BARBOSA 

et al., 2019; DE NONI et al., 2009).  

As variantes genéticas da β-CN mais comumente encontradas e estudadas 

entre as diferentes raças de gado leiteiro são as variantes alélicas A1 e A2 da β-CN. 

Estudos apontam que a presença da variante β-CN A1, encontrada no leite A1 está 

associada como fator responsável pela alergia à proteína do leite de vaca (APLV), pois 

libera o peptídeo opioide β-casomorfina-7 (BCM-7) durante as hidrólises proteicas 

produzidas na digestão do leite, com efeitos sobre motilidade gastrintestinal e ação 
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pró-inflamatória. O mesmo peptídeo, BCM-7, apresenta pequena à inexistente 

liberação durante a digestão da β-CN A2 (BARBOSA, et al., 2019).  

Em função da importância existente na ingestão do leite e seus produtos lácteos 

derivados, bem como no aporte atrelado à indústria lática, alguns procedimentos 

biotecnológicos vêm sendo estudados com o intuito de atender a toda população. Um 

dos procedimentos mais utilizados pela indústria alimentícia para facilitar a digestão 

de lácteos é através do processo de tecnologia de fermentação tradicional com 

bactérias ácido láticas (BAL) que auxiliam na degradação proteica (SHI et al., 2014). 

Durante o processo de fermentação, as BAL são capazes de limitar a ação de alguns 

epítopos da proteína, através da presença de proteinases, peptidases e um sistema 

proteolítico complexo, tornando a alergenicidade dessas proteínas do leite menores 

(YAO et al., 2013; SHI et al., 2014).  

Sob este olhar, percebe-se que o mercado consumidor se torna cada vez mais 

heterogêneo e amplo na indústria que o leite movimenta, e a população diagnosticada 

com APLV ainda representa indivíduos que são pouco beneficiados, tanto no que diz 

respeito a variabilidade quanto ao valor dos produtos. Desta forma, a avaliação da 

fermentação por BAL nos diferentes tipos de leite A1 e A2 podem conferir o 

desenvolvimento de produtos lácteos que ajudam na diminuição da alergenicidade do 

produto industrializado, além de suplementar o organismo com microrganismos 

probióticos e reduzir a lactose. Esta nova opção, pode impulsionar a geração de uma 

nova ramificação industrial que levará em conta a diminuição/ausência da 

alergenicidade do produto fermentado e a utilização deste por pessoas diagnosticadas 

com APLV.   



41  
  

Portanto, aponta-se, como hipótese desta pesquisa, que a realização do 

processo de fermentação por bactérias ácido láticas (BAL) trará modificação na 

estrutura da cadeia da variante alélica da β-CN presentes no leite A1, contribuindo 

assim para uma possível diminuição dos efeitos alergênicos.  

  

3.2 MATERIAL E MÉTODOS  
3.2.1 Materiais  

A cepa de L. casei CCT 3750 (ATCC 393) usada neste trabalho foi obtido da 

Fundação André Tosello (Campinas, São Paulo, Brasil). A cepa foi enviada liofilizada 

e armazenada em temperatura ambiente. A mistura de cepas liofilizadas L. acidophilus 

e B. lactis, da empresa GeFlora, foi comprada e armazenada em temperatura 

ambiente. A mistura de cepas liofilizadas de B. lactis, L. acidophilus, L. casei, L. 

paracasei e L. rhamnosus, da empresa Genom Derma, foi comprada e armazenada 

em temperatura ambiente.   

No Brasil, as cepas são regulamentadas pela ANVISA e o uso em alimentos 

requer prévia avaliação, segundo requisitos da Resolução RDC nº 241, de 27 de julho 

de 2018. A avaliação contempla três elementos principais: comprovação inequívoca 

da identidade da linhagem do micro-organismo, de sua segurança e de seu efeito 

benéfico. 

Antes do uso das cepas, estas foram reativadas em meio MRS antes de 

inocular no leite, em um Erlenmeyer de 150 mL com 100 mL de meio MRS e 

armazenado em estufa na temperatura de 36 °C durante 12 horas. Este meio foi usado 

na proporção de 5% (v/v) como cultura inicial nos leites A1 e A2.  
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3.2.2 Métodos  

A metodologia deste trabalho pode ser observada no fluxograma apresentado 

na Figura 3.  

 

Figura 3 – Fluxograma do processo para a produção do inóculo e inoculação das cepas no 
leite, da etapa de fermentação e obtenção das amostras durante o experimento de 24 horas, 
com retirada de 2 mL de amostra por hora.  
  
  
3.2.2.1 Fermentação dos diferentes leites bovinos, identificados como leites A1 e A2    

Foram comprados os leites pasteurizados desnatados A1 da marca Fazenda, 

(Guaxupé, Minas Gerais, Brasil) e A2 da marca Letti A2 (Descalvado, São Paulo, 

Brasil). Os leites resfriados foram colocados em frascos de Erlenmeyer de 500 mL, 

com 480 mL de leite e inoculados com a cultura inicial (5%, v/v) e cultivada a 37 °C 

durante 24h. Nos dois (2) erlenmeyers com leite A1 e na amostra simples de leite A2 

foram inoculados as 3 culturas iniciadoras. As amostras (2 mL) foram coletadas a cada 

1h durante todo o período do experimento, colocadas em tubos de ependorf e 

armazenadas até o plaqueamento das amostras. Em seguida, foram congeladas para 

posterior liofilização das amostras para o seu armazenamento até a análise.   
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 3.2.2.2 Preparo do meio de cultivo MRS líquido e sólido  

O meio utilizado para a pré-cultura (MRS líquido) e para as contagens de 

colônias (MRS sólido) foi preparado em Erlenmeyer, conforme a indicação do 

fabricante. Após a dissolução em água destilada, estes foram esterilizados 

separadamente a 121 °C durante 15 minutos.   

Para o preparo do meio sólido, o procedimento usado foi o mesmo que para 

o meio líquido, com a adição de 20 g/L de ágar-ágar no meio para a sua solidificação 

nas placas.  

3.2.2.3 Plaqueamento e contagem das colônias  

Após a preparação do meio de cultivo MRS sólido foi realizado o 

plaqueamento das amostras fermentadas, com alça de Drigualski. As placas foram 

inocubadas em estufa na temperatura de 37 °C, pelo período de 48 horas. O 

crescimento dos microrganismos foi verificado pela contagem do número de colônias 

formadas nas placas.  

 3.2.2.4 Avaliação da modificação das proteínas  

A hidrólise proteica das amostras foi analisada em eletroforese em gel e 

análise térmica. A eletroforese em gel foi usada para avaliar a proteólise verificando o 

teor de grupos amino livres antes, durante e após a fermentação do leite com amostras 

para análise retiradas a cada 1 hora durante o período de 24 horas. Já a análise 

térmica foi usada para avaliar as modificações moleculares que ocorrem nas proteínas 

presentes no soro e nas caseínas dos leites A1 e A2 antes, durante e após a 

fermentação do leite (SHI, 2014).  

3.2.2.5 Eletroforese em gel - SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide 

Gel Electrophoresis) 
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As amostras liofilizadas foram diluídas em PBS (phosphate buffered saline) 1X 

e suas concentrações foram determinadas por espectrofotômetro NanoDrop Lite 

(Thermo Scientific ™).  

Após a quantificação, foi adicionado 50 µg de cada amostra em tubos contendo 

tampão de amostra redutor, e em seguida as amostras foram aquecidas em banho 

seco a 95 ºC por 5 minutos. O gel de acrilamida foi preparado na concentração de 10 

% sob condições redutoras (LAEMMLI, 1970). As amostras foram submetidas a 

análise por SDS-PAGE. Os géis foram corados com Coomassie Blue R-250 (BioRad) 

e descorados em tampão de metanol e ácido acético. 

A metodologia será realizada em duplicata. 

3.2.2.7 Método Termo analítico de Análise – Calorimetria exploratória diferencial 

(DSC)   

A calorimetria exploratória diferencial (DSC) é uma técnica usada para 

caracterizar a estabilidade de uma proteína ou de outra biomolécula na qual mede-se 

a diferença de energia (fluxo de calor) associada à desnaturação térmica da molécula 

quando submetidos a uma programação controlada de temperatura (GIOLITO, 1974). 

O método de ensaio consiste em aquecer ou arrefecer uma amostra a uma taxa 

controlada, sob ação de um gás de purga especifico com fluxo controlado, e 

monitoramento contínuo com dispositivo de detecção adequado para observar a 

diferença de entrada de calor entre o material de referência e um material de ensaio.   

  Para caracterização da proteína do leite, as curvas foram obtidas a partir do 

equipamento Shimadzu® modelo DSC-60 em atmosfera dinâmica de ar sintético (50 

mL min-1). O equipamento foi previamente calibrado com padrão índio de alto grau de 

pureza 99,99% (ponto de fusão = 156,6 ºC e ΔHfusão = 28,56 J.g). Aproximadamente 
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2 mg de amostra foram compactados em um cadinho de alumínio, a fim de maximizar 

o contato da amostra com a superfície de contato. O cadinho foi selado 

hermeticamente com o auxílio de uma prensa e transferido para o analisador térmico, 

usando um cadinho vazio como referência. As análises serão realizadas no intervalo 

de temperatura de 30 a 600 ºC e razão de aquecimento de 10 ºC min-1  

(NURUL, et al, 2012)  

A partir da curva DSC das apresentações da proteína do leite, a variação de 

entalpia associada ao evento endotérmico de desnaturação da proteína (L1Hd) foi 

determinada pela integral da área do pico com o auxílio do software TA-60 versão 2.01 

da Shimadzu®.  

A metodologia foi realizada em triplicata. 

 3.2.2.9  Contagem das bactérias  

Para essa análise, foi seguida a metodologia de SAALFEL et al. (2016). As 

amostras do produto fermentado (último dia de fermentação) passaram por uma 

homogeneização e uma diluição seriada de 10-1 a 10-5 em solução peptonada 0,9% 

m/v e em seguida 100 µL das amostras das respectivas diluições foram inoculadas 

em placa de Petri em meio ágar MRS e incubadas em estufa à 37 °C durante 72 h. 

Após o tempo de incubação, as colônias foram contadas. Todos os materiais que 

foram utilizados para a análise foram esterilizados em autoclave, em uma temperatura 

de 121 °C por 21 minutos. Após o teste para verificar as colônias formadas nas placas, 

decidiu-se que as contagens de UFC/mL das placas seriam realizadas em diluição de 

10-5. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.3.1 Análise das proteínas por eletroforese em gel 

Para estimar a hidrólise das proteínas do leite, foi utilizado como 

correpondência os resultados obtidos na pesquisa realizada por SHI, J. et al.  (2014) 

no estudo dos Efeitos da fermentação por L. casei sobre a antigenicidade e 

alergenicidade de quatro proteínas do leite bovino, α-LA, β-LG, α-CN e β-CN, em que 

foram analisados os padrões eletroforéticos não redutores do leite fermentado em 

diferentes tempos de fermentação, realizada e avaliada durante 84h, conforme Figura 

4. 

 

Figura 4 – Análise SDS-PAGE de amostras de leite durante (a) fermentação por L. 

casei. Painel a: MW, marcadores de massa molecular; pista 1, leite não tratado; pista 

2, leite não fermentado após tratamento térmico; pistas 3-14, leite fermentado em 

diferentes tempos de fermentação (6,12, 18, 24, 28, 32, 36, 39, 49, 60, 72, 84 h, 

respectivamente).  

Para a avaliação dos efeitos da fermentação dos leites bovinos A1 e A2 por 

bactérias ácido láticas, na alteração da conformação das proteínas do leite foram 

analisados os mesmos padrões eletroforéticos não redutores do leite fermentado 
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utilizados por SHI, J. et al (2014). Esta avaliação foi realizada no tempo máximo de 

23h pois o processo de coagulação das amostras durante a fermentação limitou o 

tempo de obtenção das alicotas.  

A coagulação dos leites se mostrou presente a partir das primeiras horas 

(quatro horas) de fermentação, sendo que para as amostras contendo Leites A1 e A2 

fermentados com a BALs L. acidophilus e B. lactis e amostras contendo Leites A1 e 

A2 fermentados com BALs B. lactis, L. acidophilus, L. casei, L. paracasei e L. 

rhamnosus o processo de coagulação teve ínicio num tempo inferior ao processo de 

coagulação das amostras contendo Leites A1 e A2 fermentados com BALs L. casei, 

que iniciou após oito horas de fermentação.  

Após o tratamento térmico, e após a fermentação, é possível observar que as 

bandas α-CN e β-CN sofreram alterações, ficando mais fracas, porém presentes, com 

o passar do tempo, como pode ser observado na Figura 5 e 6, enquanto que as 

bandas α-LA e β-LG permaneceram visíveis e na mesma intensidade durante o 

tempo de fermentação avaliado. No entanto, estas mesmas bandas, quando 

observadas no trabalho de SHI et al.  (2014) mostraram comportamento diferente, 

sendo que as bandas α-LA e β-LG quase desaparecem em algumas amostras, 

enquanto as bandas α-CN e β-CN, mais resistentes a desnaturação, sofreram menor 

interfêrencia durante o processo.  
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Figura 5 - Análise SDS-PAGE de amostras de leite A1 durante fermentação por L. 
acidophilus e B. lactis (a), B. lactis, L. acidophilus, L. casei, L. paracasei e L. 
rhamnosus (b) e L. casei (c). Painel: MW, marcadores de massa molecular; pista 1 e 
2, leite não tratado; pista 3, leite não fermentado após tratamento térmico; pistas 4, 5 
e 6, leite fermentado em diferentes tempos de fermentação (6,12, 23h, 
respectivamente).  
 

 

Figura 6 - Análise SDS-PAGE de amostras de leite A2 durante fermentação por L. 
acidophilus e B. lactis (a), B. lactis, L. acidophilus, L. casei, L. paracasei e L. 
rhamnosus (b)e L. casei (c). Painel: MW, marcadores de massa molecular; pista 1 e 
2, leite não tratado; pista 3, leite não fermentado após tratamento térmico; pistas 4, 5 
e 6, leite fermentado em diferentes tempos de fermentação (6,12, 23h, 
respectivamente).  
 

Os resultados sugerem que as intensidades das bandas dos monômeros α-CN 

e β-CN diminuíram e a quantidade de α-LA e β-LG aumentaram. O ligeiro aumento 

das bandas correspondentes às proteínas durante a fermentação pode ser causado 
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pelas bandas com massa molecular semelhante às das proteínas principais 

resultantes da proteólise de proteínas.  

Esta proteólise também resulta em proteínas menores estão sucestíveis a cair 

no gel e proteínas maiores estão sucestíveis a não entrar no gel. Isso poderia ser 

utilizado como explicação para os resultados observados bem como nas mudanças 

na conformação das proteínas presente no leite de vaca. 

 Além disso, quando o tempo de fermentação aumentou de 0 h para 12 h, 

várias novas bandas apareceram entre as bandas de α-CN e α-LA e depois 

desapareceram com a extensão do tempo de fermentação de 12 h para 23 h. Essas 

bandas provavelmente representam peptídeos originados da hidrólise de caseínas 

durante a fermentação e dímeros das proteínas. A redução dessas bandas com o 

prolongamento do tempo de fermentação pode ser causada pela posterior hidrólise 

pela protease. 

Desta forma, os resultados obtidos através da análise SDS-PAGE estão de 

desacordo com SHI et al.  

3.3.2 Calorimetria exploratória diferencial (DSC)   
O processo de modificação da estrutura das proteínas durante o processo de 

fermentação, para os intervalos de tempos avaliados e para as BALs utilizadas, 

resulta em diferentes características em função da interferência que o pH pode ter 

durante o processo de avaliação do método Termo Analítico de Análise, contribuindo 

para os diferentes formatos de curvas obtidos.  

O método DSC tem como base a verificação do evento físico-químico atribuído 

as questões de ligação química, não avaliando a morfologia da substância. Por isso 

este método consegue fazer uma identificação diferenciada da desnaturação 

especificando a faixa de temperatura onde o material é termicamente estável. Desta 
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forma, a natureza da proteína continua, mas os eventos térmicos relacionados 

modificam-se de acordo com a degradação. 

Para compreender a faixa de temperatura da desnaturação da proteína, foi 

utilizado como correspondência os resultados obtidos na pesquisa realizada por 

MOCANU et al. (2012) no estudo do comportamento térmico da caseína sob 

atmosfera de nitrogênio e ar por meio da técnica TG-FTIR em que tem-se que o 

primeiro estágio da degradação da caseína se desenvolve dentro da mesma faixa de 

temperatura no ar e no nitrogênio, ou seja, 46,3–172,4 ◦C e 45,5–176,0 ◦C, 

respectivamente. Além disso, nesses dois casos, as faixas de temperatura e as 

correspondentes perdas de peso são quase idêntico.  

Com relação as α-LA e β-LG, tem-se que estas são termolábeis com 

desnaturação e agregação induzidas pelo calor menos resistentes ao aquecimento e 

à fermentação (Anema e Klostermeyer (1997), Nilantha Lakshman et al. (2011), 

Taheri-Kafrani et al. (2009)). 

A desnaturação da α-lactalbumina e β-lactoglobulina e a alteração na estrutura 

secundária da proteína α-caseína e β-caseína, sob efeito da temperatura, utilizando-

se do método DSC, é evidenciada por eventos que ocorrem rapidamente, percebidos 

pela presença dos picos característicos na figura 7.  

3.3.2.1 Leites A1 e A2 
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Figura 7 – (a) Análise DSC do Leite A1 puro; (a’) Análise DSC do Leite A2 puro; (b) 
Análise DSC do Leite A1 no tempo de fermentação, com a BALs L. acidophilus e B. 
Lactis, 12h, correspondente a pista 5 da análise SDS-PAGE; (b’) Análise DSC do Leite 
A2 no tempo de fermentação, com a BALs L. acidophilus e B. Lactis, 12h, 
correspondente a pista 5 da análise SDS-PAGE; (c) (d) Análise DSC do Leite A1 no 
tempo de fermentação, com BALs B. lactis, L. acidophilus, L. casei, L. paracasei e L. 
rhamnosus, 23h, correspondente a pista 6 da análise SDS-PAGE; (c’) (a) Análise DSC 
do Leite A2 no tempo de fermentação, com BALs B. lactis, L. acidophilus, L. casei, L. 
paracasei e L. rhamnosus,  0h, correspondente a pista 3 da análise SDS-PAGE; (d) 
(a) Análise DSC do Leite A1 no tempo de fermentação, com BALs L. casei, 0h, 
correspondente a pista 3 da análise SDS-PAGE; (d’) Análise DSC do Leite A2 no 
tempo de fermentação, com BALs L. casei,  12h, correspondente a pista 5 da análise 
SDS-PAGE; 
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A análise dos leites puros, através da Figura 7, gráficos (a) e (a’), sugere que 

para o leite A2 não há desnaturação da proteína pois formou-se um pico suave, o que 

pode representar uma pequena quantidade de proteína presente na amostra ou a não 

desnaturação. Já para o leite A1 observa-se um pico mais evidente o que sugere o 

evento de desnaturação. Estes resultados estão em concordância com a Eletroforese 

em gel - SDS-PAGE, figuras 5 e 6, que mostra uma maior presença de proteínas no 

leite A2. 

Além disso, os picos obtidos nas curvas não são simétricos o que sugere a 

presença de mais substâncias (aminoácidos e proteínas) em menor quantidade.   

A análise dos leites A1 e A2 sob fermentação com BALs L. acidophilus e B. 

lactis, através da Figuras 7, gráficos (b) e (b’), sugere no tempo avaliado a ocorrência 

da desnaturação da proteína  

Observa-se que no tempo de fermentação 12h há significativa simetria da curva 

para o leite A1, sugerindo uma alta integridade da proteína, ou seja, conformação de 

desnaturação sob efeito de calor muito bem desenhada.  

Estas alterações na estrutura também estão presentes no leite A2 nos 

diferentes tempos de análise, sendo melhor evidenciado no tempo de fermentação 

12h. Porém, mesmo as evidencias ocorrendo no mesmo ponto, a quantidade 

desnaturada para o leite A2 é menor, o que sugere conformidade com menor grau de 

alergenicidade que este leite possui. 

Além disso, os picos obtidos nas curvas não são simetricos o que sugere a 

presença de mais substancias (aminoácidos e proteínas) em menor quantidade.  

A análise dos leites A1 e A2 sob fermentação com BALs B. lactis, L. acidophilus, 

L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus, através da Figura 7, gráficos (c) e (c’) mostrados 
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acima, sugere que nos diferentes tempos de análise ocorreram desnaturação da 

proteína.  

Observa-se que no tempo de fermentação 23h há evidente simetria da curva 

no leite A1, sugerindo uma alta integridade da proteína, ou seja, conformação de 

desnaturação sob efeito de calor muito bem desenhada. Estas alterações na estrutura 

também estão evidentes no leite A2 nos diferentes tempos de análise.  

Além disso, os picos obtidos nas curvas não são simétricos o que sugere a 

presença de mais substancias (aminoácidos e proteínas) em menor quantidade.  

A análise dos leites A1 e A2 sob fermentação com BAL L. casei, através da 

Figura 7, nos gráficos (d) e (d’), mostrados acima, sugere que para o leite A1 há 

evidente desnaturação da proteína a partir do tempo de fermentação 0h. Esta 

alteração na estrutura também está ocorrendo em menor quantidade no leite A2 nos 

diferentes tempos de fermentação avaliados. 

As amostras contendo L. casei tiveram comportamento diferente aos obtidos 

nas amostras contendo as demais BALs o que pode ser resultado da menor 

coagulação das amostras de leites. Contudo, esta resposta mais lenta no processo de 

desnaturação da proteína está em desacordo com os resultados obtidos através por 

SHI et al. Pois em sua pesquisa o mesmo analisou as amostras pelo período de 84h 

o que não foi possível na presente pesquisa. 

Como o método DSC não avalia a natureza da proteína, este está em 

conformidade com o método Eletroforese em gel, que apresentou desnaturação da 

proteína ao longo do tempo. 
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3.3.3 Contagem das bactérias 
Por fim foi realizado a contagem de UFCs de algumas amostras das quais 

apresentaram estabilização no número de UFCs em tempos diferentes ou um 

pequeno crescimento, conforme mostrado na Tabela 4. 

TIPO DO LEITE  TIPO DO 
MICRORGANISMO 

UFCs NA 
SEGUNDA 

CONTAGEM 
A1 Bio 5 1,2.106 
A2 Bio 5 2,2.106 
A2 Bio 5 7,6.106 
A1 L. casei 1,2.107 
A1 L. casei 1,9.107 
A2 L. casei 2,1.107 
A2 L. casei 7,9.106 
A1 Biofilac 8,0.106 
A2 Biofilac 1,1.107 

Tabela 4 – Quantidade de unidades formadoras de colônias (UFCs) nas diferentes 
amostras e diferentes tempos. 
  

Conforme pode ser observado na Tabela 4, o produto obtido apresenta 

contagem da quantidade de unidades formadoras de colônias inferior à 108 UFC, que 

é o preconizado com a quantidade necessária para obter um produto probiótico 

(Farias et al. (2016)). Observando os resultados obtidos com a bactéria L. casei, 

podemos ver que as quantidades obtidas foram próximas as exigidas por lei.  

Supomos que a quantidade de bactérias não atingiu a quantidade necessária 

imposta pela legislação pois a aliquota avaliada correspondia à um tempo de 

fermentação posterior a fase log de crescimento no qual há nutrientes disponíveis.  

 

CONCLUSÃO 
Neste estudo pôde ser observado que as bactérias ácido láticas, probióticas, 

utilizadas conseguiram fermentar tanto o leite A1 quanto o leite A2. O produto final 

obtido, ápos fermentação, foi queijo.  
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Este resultado atende aos objetivos da pesquisa, pois pretendia-se avaliar a 

alteração da conformação na estrutura da proteína nos diferentes leites e sabe-se 

através desta pesquisa que a fermentação do leite A2 é possível.  

As análises de eletroforese e DSC das amostras, mostraram resultados 

compatíveis aos encontrados na literatura. E por último, observamos que a contagem 

da quantidade de bactérias ao final da fermentação, não atingiu o mínimo exigido por 

lei, sendo inferior à 108 UFC.  

Supomos que a quantidade de bactérias não atingiu a quantidade necessária 

imposta pela legislação pois a aliquota avaliada correspondia à um tempo de 

fermentação posterior a fase log de crescimento no qual há nutrientes disponíveis.  

Avaliando os resultados obtidos, entende-se que a pesquisa contribui 

socialmente em função dos benefícios que podem ser gerados às pessoas que 

possuem restrição alimentar no que diz respeito a APLV atendendo ao item 12 do 

objetido de desenvolvimento sustentável que trata do consumo e produção 

responsáveis.  
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CONCLUSÃO GERAL 
Neste estudo pôde ser observado que as bactérias ácido láticas, probióticas, 

utilizadas conseguiram fermentar tanto o leite A1 quanto o leite A2. Durante o 

processo de fermentação ocorreu coagulação do leite num tempo inferior ao 

esperado conforme indicação da literatura, sendo obtido como produto final queijo. 

Este resultado atende aos objetivos da pesquisa, pois pretendia-se avaliar a alteração 

da conformação na estrutura da proteína nos diferentes leites e sabe-se através desta 

pesquisa que a fermentação do leite A2 é possível.  

As análises de eletroforese e DSC das amostras, mostraram resultados 

compatíveis aos encontrados na literatura. Foram avaliadas quatro proteínas do leite 

bovino, α-LA, β-LG, α-CN e β-CN das quais foram observadas, para os diferentes 

tempos de fermentação, alterações das proteínas através da modificação das bandas 

na análise de eletroforese assim como desnaturação das proteínas na análise de 

DSC.  
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É possível perceber que a alteração na conformação da estrutura das proteínas 

presentes nos diferentes leites depende do somatório de ações realizadas antes e 

durante o processo de fermentação. As etapas de seleção das bactérias e sua 

reconstituição e o aumento do tempo de fermentação são determinantes para 

observação e eficácia do processo.  

E por último, observamos que a contagem da quantidade de bactérias ao final 

da fermentação, não atingiu o mínimo exigido por lei, sendo inferior à 108 UFC, 

acasionado pela quantificação em tempo fora da fase log. 
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ANEXOS 
 

Padrões eletroforéticos não redutores do leite fermentado em diferentes 
tempos de fermentação. 

 

Figura 8 – Análise SDS-PAGE de amostras dos leites A1 e A2. Painel: Marcador, 
marcadores de massa molecular; pista padrão A1, Análise DSC do Leite A1 puro; pista 
padrão A2, Análise DSC do Leite A2 puro; pistas 3-11, leite fermentado em diferentes 
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tempos de fermentação (0, 6,12, 23h) para diferentes BALs (B2 (L. acidophilus e B. 
Lactis), B5 (B. lactis, L. acidophilus, L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus) e C (L. 
casei)).  

 

 

Figura 9 – Análise SDS-PAGE de amostras dos leites A1 e A2. Painel: Marcador, 
marcadores de massa molecular; pista padrão A1, Análise DSC do Leite A1 puro; pista 
padrão A2, Análise DSC do Leite A2 puro; pistas 3-11, leite fermentado em diferentes 
tempos de fermentação (0, 6,12, 23h) para diferentes BALs (B2 (L. acidophilus e B. 
Lactis), B5 (B. lactis, L. acidophilus, L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus) e C (L. 
casei)).  
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Figura 10 – Análise SDS-PAGE de amostras dos leites A1 e A2. Painel: Marcador, 
marcadores de massa molecular; pista padrão A1, Análise DSC do Leite A1 puro; pista 
padrão A2, Análise DSC do Leite A2 puro; pistas 3-11, leite fermentado em diferentes 
tempos de fermentação (0, 6,12, 23h) para diferentes BALs (B2 (L. acidophilus e B. 
Lactis), B5 (B. lactis, L. acidophilus, L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus) e C (L. 
casei)).  
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Padrões eletroforéticos não redutores do leite fermentado em diferentes 
tempos de fermentação x Análise Método DSC 

I. Leites puros 

 

Figura 11 – (a) Análise DSC do Leite A1 puro; (b) Análise DSC do Leite A2 puro; (c) 
Análise SDS-PAGE das amostras de leites puros, Painel: MW, marcadores de massa 
molecular; pista 1 Leite A1 e pista 2 leite A2.  
 

II. Leites fermentados com a BALs L. acidophilus e B. lactis 

 
 

Figura 12 – (a) Análise DSC do Leite A1 no tempo de fermentação 0h, correspondente 
a pista 3 da análise SDS-PAGE; (b) Análise DSC do Leite A1 no tempo de fermentação 
6h, correspondente a pista 4 da análise SDS-PAGE; (c) Análise DSC do Leite A1 no 
tempo de fermentação 12h, correspondente a pista 5 da análise SDS-PAGE; (d) 
Análise DSC do Leite A1 no tempo de fermentação 23h, correspondente a pista 6 da 
análise SDS-PAGE; (e) Análise SDS-PAGE de amostras de leite A1 durante 
fermentação por L. acidophilus e B. lactis. Painel: MW, marcadores de massa 
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molecular; pista 1 e 2, leite não tratado; pista 3, leite não fermentado após tratamento 
térmico; pistas 4, 5 e 6, leite fermentado em diferentes tempos de fermentação (6,12, 
23h, respectivamente).  
 

 

Figura 13 - (a) Análise DSC do Leite A2 no tempo de fermentação 0h, correspondente 
a pista 3 da análise SDS-PAGE; (b) Análise DSC do Leite A2 no tempo de fermentação 
6h, correspondente a pista 4 da análise SDS-PAGE; (c) Análise DSC do Leite A2 no 
tempo de fermentação 12h, correspondente a pista 5 da análise SDS-PAGE; (d) 
Análise SDS-PAGE de amostras de leite A2 durante fermentação por L. acidophilus e 
B. lactis. Painel: MW, marcadores de massa molecular; pista 1 e 2, leite não tratado; 
pista 3, leite não fermentado após tratamento térmico; pistas 4, 5 e 6, leite fermentado 
em diferentes tempos de fermentação (6,12, 23h, respectivamente).  
 

III. Leites fermentados com BALs B. lactis, L. acidophilus, L. casei, L. paracasei e 
L. rhamnosus  

 

Figura 14 – (a) Análise DSC do Leite A1 no tempo de fermentação 0h, correspondente 
a pista 3 da análise SDS-PAGE; (b) Análise DSC do Leite A1 no tempo de fermentação 
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6h, correspondente a pista 4 da análise SDS-PAGE; (c) Análise DSC do Leite A1 no 
tempo de fermentação 12h, correspondente a pista 5 da análise SDS-PAGE; (d) 
Análise DSC do Leite A1 no tempo de fermentação 23h, correspondente a pista 6 da 
análise SDS-PAGE; (e) Análise SDS-PAGE de amostras de leite A1 durante 
fermentação por B. lactis, L. rhamnosus, L. casei, L. paracasei, L. acidophilus. Painel: 
MW, marcadores de massa molecular; pista 1 e 2, leite não tratado; pista 3, leite não 
fermentado após tratamento térmico; pistas 4, 5 e 6, leite fermentado em diferentes 
tempos de fermentação (6,12, 23h, respectivamente).  
 

 

Figura 15 - (a) Análise DSC do Leite A2 no tempo de fermentação 0h, correspondente 
a pista 3 da análise SDS-PAGE; (b) Análise DSC do Leite A2 no tempo de fermentação 
6h, correspondente a pista 4 da análise SDS-PAGE; (c) Análise DSC do Leite A2 no 
tempo de fermentação 12h, correspondente a pista 5 da análise SDS-PAGE; (d) 
Análise SDS-PAGE de amostras de leite A2 durante fermentação por B. lactis, L. 
rhamnosus, L. casei, L. paracasei, L. acidophilus. Painel: MW, marcadores de massa 
molecular; pista 1 e 2, leite não tratado; pista 3, leite não fermentado após tratamento 
térmico; pistas 4, 5 e 6, leite fermentado em diferentes tempos de fermentação (6,12, 
23h, respectivamente).  
 

IV. Leites fermentados com BALs L. casei 
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Figura 16 – (a) Análise DSC do Leite A1 no tempo de fermentação 0h, correspondente 
a pista 3 da análise SDS-PAGE; (b) Análise DSC do Leite A1 no tempo de fermentação 
6h, correspondente a pista 4 da análise SDS-PAGE; (c) Análise DSC do Leite A1 no 
tempo de fermentação 12h, correspondente a pista 5 da análise SDS-PAGE; (d) 
Análise DSC do Leite A1 no tempo de fermentação 23h, correspondente a pista 6 da 
análise SDS-PAGE; (e) Análise SDS-PAGE de amostras de leite A1 durante 
fermentação por L. casei. Painel: MW, marcadores de massa molecular; pista 1 e 2, 
leite não tratado; pista 3, leite não fermentado após tratamento térmico; pistas 4, 5 e 
6, leite fermentado em diferentes tempos de fermentação (6,12, 23h, 
respectivamente).  
 

 

Figura 17 - (a) Análise DSC do Leite A2 no tempo de fermentação 0h, correspondente 
a pista 3 da análise SDS-PAGE; (b) Análise DSC do Leite A2 no tempo de fermentação 
6h, correspondente a pista 4 da análise SDS-PAGE; (c) Análise DSC do Leite A2 no 
tempo de fermentação 12h, correspondente a pista 5 da análise SDS-PAGE; (d) 
Análise DSC do Leite A2 no tempo de fermentação 23h, correspondente a pista 6 da 
análise SDS-PAGE; (e) Análise SDS-PAGE de amostras de leite A2 durante 
fermentação por L. casei. Painel: MW, marcadores de massa molecular; pista 1 e 2, 
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leite não tratado; pista 3, leite não fermentado após tratamento térmico; pistas 4, 5 e 
6, leite fermentado em diferentes tempos de fermentação (6,12, 23h, 
respectivamente).  
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