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RESUMO

SANTOS, Iva Paula Freitas dos. Avaliacdo do processamento de leite bovino na
digestibilidade e alergenicidade das proteinas lacteas. 2021. 72p Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

O leite é considerado um alimento proteico de alto valor nutricional, uma vez que as proteinas
desse alimento apresentam alto valor bioldgico. Diferentes processamentos empregados no leite
geram alteracBes na sua conformacdo, impactando a digestdo gastrointestinal do alimento e
podendo levar a uma alteracdo nas respostas de alergenicidade por modificar a exposi¢do dos
epitopos proteicos. Dessa forma, esse estudo analisou leites comercialmente disponiveis,
processados por diferentes tecnologias, comparando a digestibilidade e alergenicidade de leites
integrais pasteurizados, tratados por ultra-alta temperatura (UHT), em po e leite cru. As amostras
foram submetidas a simulacdo do processo de digestdo humana in vitro e posteriormente
avaliadas nos estagios ndo digeridos e digeridos ap0s as fases gastrica e intestinal por técnicas de
eletroforese e quantificagdo proteica, além de imunoensaio enzimatico especifico para caseinas e
B-lactoglobulina (B-Lg). A digestibilidade entre os leites diferentemente processados foi afetada
apenas na fase géastrica, na qual observou-se resisténcia da -Lg a acdo da pepsina, nos leites
pasteurizados, cru e em pd, no entanto, ainda assim, todos os tipos de leite apresentaram redugédo
do teor proteico acima de 90%. Adicionalmente, foi demonstrada uma tendéncia de reducédo de
alergenicidade nos leites tratados por UHT (~52 %) ap6s digestdo simulada no estdmago e
grande similaridade de potencial alergénico para todos os leites quando ndo digeridos ou apés
digestéo intestinal, com reducdo da alergenicidade superior a 96 % em todos os tipos de leite
avaliados. Os dados obtidos nesse estudo mostram que os leites analisados apresentaram grande
similaridade no que diz respeito a digestibilidade e alergenicidade proteica.

Palavras-chave: Alergia a proteina do leite de vaca, processamentos de leite, digestibilidade.

vii



ABSTRACT

SANTOS, Iva Paula Freitas dos. Evaluation of bovine milk processing on the digestibility and
allergenicity of milk proteins. 2021. 72p Dissertation (Master in Food Science and
Technology). Institute of Technology, Department of Food Technology, Federal Rural University
of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Milk is considered a protein food of high nutritional value, since its proteins are of high
biological value. Different processes used in milk processing may generate changes in its
conformation, impacting the gastrointestinal digestion of the food and can lead to a change in
allergenic responses by modifying the exposure of protein epitopes. Thus, this study analyzed
commercially available milk, processed by different technologies, comparing the digestibility and
allergenicity of pasteurized whole milk, treated by ultra-high temperature (UHT), in powder and
raw milk. The samples were subjected to simulation of the in vitro human digestion process,
considering the undigested and digested stages after the gastric and intestinal phases by
electrophoresis and protein quantification techniques, in addition to specific enzyme
immunoassay for caseins and B-lactoglobulin (B- Lg). Digestibility among differently processed
milks was affected only in the gastric phase, in which B-Lg resistance to pepsin was observed, in
pasteurized, raw and powdered milks, however, all tested processed milks presented a reduction
of protein content over 90 %. Additionally, a tendency to reduce allergenicity was demonstrated
in UHT-treated milks (~52 %) after simulated digestion in the stomach and great similarity of
allergenic potential for all milks when undigested or after intestinal digestion, with a 96%
allergenicity reduction in all samples. The data obtained in this study showed that the milk
processing, as far as the tested ones, showed a great similarity with regard to digestibility and
protein allergenicity.

Key words: Cow's milk protein allergy, milk processing, digestibility.
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1 INTRODUGCAO

O leite ¢ “uma secrecao fluida das fémeas de todas as espécies de mamiferos™ e apresenta
como principais func¢des a nutricdo do neonato e o fornecimento de imunoglobulinas, enzimas,
fatores de crescimento a agentes antibacterianos. O leite produzido para fins comerciais e
consumo humano ¢ definido como “produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em
condigdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas” (ANTUNES, 2003;
BRASIL, 2017).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2018), o
leite fluido pode ser cru ou tratado termicamente e também pode passar pelo processo de desnate,
para remocdo total ou parcial do contetdo lipidico do leite e serdo, entdo, classificados como
“integral, “semi-desnatado” e “desnatado”, conforme a quantidade de gorduras que permanecem
no leite apos o desnate. Caso o0s leites sejam submetidos ao processo de homogeneizacao, ou seja,
processamento para uniformizar as fases aquosa e gordurosa do leite, isso deve constar no rétulo
do produto comercial (ORDONEZ, 2005; BRASIL, 2017). Os leites podem ainda ser tratados por
ultra alta temperatura (UHT), que leva a esterilizacdo comercial do leite, sendo conhecidos,
portanto, como leite longa vida, por apresentarem vida Util estendida (CRUZ et al., 2017).

Entre as décadas de 1950 e 1980, os leites pasteurizados detiveram o mercado nacional até
que, com a introducdo do processo UHT no Brasil, foram perdendo mercado, pois a nova
tecnologia favoreceu a logistica de distribuicdo do leite e foi capaz de ampliar o prazo de
validade do produto, além de assegurar maior qualidade microbiolégica em todo o territorio
nacional (RUBEZ, 2003; VILELA et al., 2017).

Atualmente, os leites consumidos na Austrélia, Nova Zelandia, Estados Unidos e Canada
sdo, majoritariamente, leites pasteurizados, em contraponto, observa-se que o Brasil € um dos
maiores consumidores de leite UHT do mundo (ARLA FOODS, 2003; GREENWOOD, 2017).

Em média, o leite bovino apresenta 87% de agua e 13% de sdélidos, dentre os quais 30%
sdo gorduras, 37% lactose, 27% proteinas e 6% cinzas e minerais. As proteinas do leite sdo
representadas pela caseina (80%) e proteinas do soro (20%), ou seja, proteinas que permanecem
solGveis no meio liquido, apos a precipitacdo da caseina, no processo de fabricacdo de queijos
(ANTUNES, 2003).

As caseinas do leite estdo estruturalmente arranjadas em quatro diferentes cadeias
polipeptidicas: aS1-caseina, aS2-caseina, f-caseina e k-caseina. Noventa e cinco por cento das
caseinas presentes no leite cru estdo organizadas em forma de micelas, conferindo maior
estabilidade aos tratamentos térmicos aplicados ao leite. J& as proteinas do soro, por serem
hidrofdébicas, apresentam um arranjo globular, com grande estruturacdo secundéria e terciaria. As
principais proteinas do soro sdo a a-lactoalbumina (a-La) ¢ a B-lactoglobulina (f-Lg). Menores
concentragdes de albumina do soro bovino (BSA), lactoferrina, peroxidases, lisozimas e
imunoglobulinas também estdo presentes no soro (GOULDING; FOX; MAHONY 2020).



Apesar de toda a relevancia do leite como um alimento nutritivo e versétil, o leite € um
dos alimentos que mais causam alergias no mundo, compondo a lista dos oito alimentos mais
alergénicos do mundo, segundo FAO, OMS e Codex Alimentarius (ANVISA, 2017). Segundo a
Associacdo Brasileira de Alergia e Imunologia, ha 350.000 individuos alérgicos as proteinas do
leite de vaca (APLV) no Brasil (MILKPOINT, 2017; VILLA et al., 2018).

Atualmente, j& se conhecem diversos epitopos alergénicos encontrados nas principais
proteinas do leite e sabe-se que cada uma delas apresenta potencial alergénico préprio. As
proteinas do soro de leite apresentam a maior alergenicidade no leite bovino, especialmente a o-
La e a B-Lg. Esse fato é observado uma vez que estas proteinas apresentam estruturas secundaria
e terciaria mais organizadas, preservando 0s epitopos apos a digestdo e/ou processamento do
leite. A B-Lg, em especial, por apresentar uma certa resisténcia a agdo das enzimas digestivas
humanas, pode preservar diversos epitopos apds o0 processamento ou digestdao do leite
(RAHAMAN; VASILJEVIC; RAMCHANDRAN, 2016; VILLA et al., 2018).

Em linhas gerais entende-se que as caseinas do leite sdo proteinas mais estaveis quando o
leite € tratado por processamentos térmicos, que gera uma pequena atenuacao da alergenicidade e
um leve incremento na sua digestibilidade. Ja as proteinas do soro, por serem mais sensiveis a
esses tratamentos, podem apresentar aumento ou diminui¢do da alergenicidade, a depender do
binbmio tempo-temperatura desses tratamentos, visto que quando as proteinas sdo desenoveladas
podem expor mais epitopos, aumentando a alergenicidade (RAHAMAN; VASILJEVIC;
RAMCHANDRAN, 2016; VILLA et al., 2018).

Além dos processos térmicos, a homogeneizacdo do leite também apresenta efeitos sobre
a digestdo e alergenicidade das proteinas lacteas, por alterar a interacdo entre as micelas de
caseina e proteinas do soro com os glébulos de gordura, que diminuem de tamanho neste tipo de
leite (MICHALSKI; JAMUEL, 2006; KOPF-BOLANZ et al., 2014; MALMGREN et al., 2017).

Tendo em vista as alteracfes conformacionais das proteinas do leite quando submetidas
aos processos térmicos e de homogeneizacdo, este estudo teve por objetivo avaliar a
digestibilidade e alergenicidade dos leites mais consumidos no Brasil, como os leites
pasteurizados, tratados por ultra-alta temperatura (UHT) e em p6.

2 JUSTIFICATIVA

Apesar de toda a relevancia do leite como um alimento nutritivo, ele € um dos alimentos
gue mais causam alergias no mundo, acometendo principalmente criancas menores de um ano de
idade. Estima-se que cerca de 3% das criancas no mundo sofram de alergia a proteina do leite de
vaca (APLV), e, no Brasil, as estatisticas apontam uma incidéncia entre 2 e 6%. Naturalmente,
com o avanco da idade, individuos alérgicos adquiriam tolerancia crescente a essas proteinas,
alcancando toleréncia total em 95% dos casos ainda na primeira infancia. Mais recentemente,
dados de diferentes paises mostram que essa tolerancia progressiva ndo vem ocorrendo e que
cerca de 15% das criancas diagnosticadas permanecem alérgicas na vida adulta, obrigando-as a



restringir o consumo e contato com as proteinas do leite (VILLA et al., 2018; GRAVERSEN et
al., 2020).

No Brasil, estima-se que cerca de 20% dos casos de APLV diagnosticados permanegam
na vida adulta. Segundo a Associacdo Brasileira de Alergia e Imunologia (ASBAI), o Brasil
apresenta 350.000 individuos alérgicos as proteinas do leite de vaca, com notificacdo de 70.000
casos de choque anafilatico (JACOB et al., 2009; MILKPOINT, 2017).

Esses dados sdo intrigantes e fazem aumentar o interesse em entender mais sobre essa
resposta alergénica persistente na vida adulta, seja identificando os epitopos alergénicos em cada
uma das proteinas de leite, seja avaliando e desenvolvendo testes cada vez mais sensiveis e
precisos para avaliacdo e diagnostico de criancas e para a rotulagem segura em alimentos, ou
ainda estudando as relagOes entre os processamentos de leite e as alteracdes para cada uma das
proteinas na matriz lactea.

Assim sendo, tendo em vista a importancia do leite, especialmente do leite bovino, na
dieta humana em todas as fases da vida, esse projeto pretende avaliar a digestibilidade e
alergenicidade proteica de diferentes leites bovinos comerciais, relacionando a pasteurizagdo e
processo de ultra-alta temperatura (UHT) usados na industrializacdo do leite no Brasil, em
comparagdo com o leite cru.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Leite Bovino

Os beneficios do leite ja sdo amplamente conhecidos pela populagdo em geral, dentre eles
a guantidade de proteinas, imprescindivel na alimentacdo de criancas na primeira infancia e por
ser uma 6tima fonte de célcio, outros sais minerais e vitaminas como A e B6 (VILLA et al.,
2018).

Muitas mudancas e progressos ocorreram ao longo da histéria para que a definicdo
estabelecida pelo MAPA em 2002 e posteriormente no RIISPOA (2020) fosse adotada e aceita
até os dias de hoje.

3.2 Mercado no Brasil e no Mundo

A producdo e o consumo de leite bovino vém ganhando destaque no cenario mundial e
entre 0s paises mais atuantes nesse contexto estdo paises da Unido Europeia, Estados Unidos da
América, india, China, Russia e Brasil (Tabela 1). Recentemente, a China vem aumentando a
importacdo de leite UHT, fato que tem incitado a indUstria de laticinios de paises como Nova
Zelandia, Australia e Alemanha. Em contrapartida, os pasteurizados ainda sdo mais consumidos
nos EUA, Australia e Nova Zelandia (GREENWOOD, 2017; LIEM et al., 2016; MARTINS et
al., 2021).



Tabela 1. Producéo de leite em paises selecionados e no mundo de 2016 a 2020 (dados de 2020
sdo ainda previsdo).

PAIS 2016 2017 2018 2019 2020 VAR. 20/19
EU 151,00 153,40 154,57 155,20 156,70 1,0%
EUA 96,36 97,76 98,68 99,05 100,48 1,4%
india 78,09 83,63 89,80 92,00 94,00 2,20%
China 30,64 30,38 30,75 32,00 33,00 3,1%
Russia 30,51 30,93 30,30 30,56 31,00 1,4%
Brasil 22,72 23,62 23,75 2445 24,95 2,0%
Nova Zelandia 21,22 21,53 22,01 21,85 21,90 0,2%
México 11,95 1212 12,36 12,65 12,75 0,8%
Argentina 10,19 10,09 10,83 10,64 11,10 4,3%
Outros 45,97 45,51 46,66 45,90 45,42 1,1%
MUNDO 498,65 509,97 519,71 524,30 532,30 1,5%

Fonte: MARTINS et al., 2021

Com o aumento da comercializacdo do leite UHT nas ultimas décadas, este se tornou
responsavel pela metade das vendas do mercado leiteiro na Europa Ocidental. Segundo pesquisas
realizadas pela Arla Foods, grande parte da populacdo dinamarquesa prefere consumir leite
fresco, sempre atentando para as datas a fim de realizar uma compra mais assertiva (ARLA
FOODS, 2003).

Nos paises desenvolvidos, a média de consumo de lacteos por ano é de 220 litros/pessoa,
enguanto no Brasil — com producdo em torno de 34 bilhdes de litros em 2015 — foi constatado
valor aproximado de 170 litros de lacteos/pessoa naquele ano. Pesquisas indicam que o uso, por
ano, do leite fluido em territério nacional € de 60 litros por habitante e o de derivados é de
aproximadamente 110 litros por habitante. No ano de 2020, a producdo total de lacteos no Brasil
alcancou a marca de 35 bilhdes de litros e a producdo sob inspecdo, aproximadamente 25.500
bilhdes de litros (Tabela 2) (BRANCO, 2016; ZOCCAL, 2016; MARTINS et al., 2021).



Tabela 2. Balanca comercial de lacteos, producdo total, producéo inspecionada e percentual de
leite importado pelo brasil entre 2010 e 2020 (valores em bilhdes de litros ou equivalente litros).

ANo PRODUCAO  PRODUCAO  IMPORTACAO ¢pino paon.  phom.
TOTAL  INSPECIONADA EXPORTACAO e
2010 307155 20.975,5 7077 - 5202  23% 3,4 %
2011 32.091,0 21.795,0 12167  -10931  38% 5,6 %
2012 323044 223383 12675  -1.1522  39% 5,7 %
2013 342552 23552,8 1.066,3 - 9335  31% 4,5 %
2014 35.124,4 24.747,0 725,7 . 2848 21% 2,9%
2015 346096 24.062,3 1.092,2 - 6529  32% 4,5 %
2016  33.680,4 23.169,7 18805  -16444  56% 8,1%
2017 333122 243335 1.270,1 11336 38% 5,2 %
2018 339167 24.457,9 11899  -11232  35% 4,9 %
2019 348449 25.011,8 10830  -10180  31% 4,3 %
2020 35.000,0 25.525,8 13383  -12376 38% 5,2 %
Média 11671 - 9812 35% 49%

Fonte: MARTINS et al., 2021

Segundo o IBGE, a producdo de leite de vaca em 2018 superou em 1,6% 0 nimero do ano
anterior, contando agora com 33,8 bilhdes de litros e apresentando como maiores produtores 0s
estados de Minas Gerais (26,4% do total no pais), Parana e Rio Grande do Sul. Com relacdo as
regibes brasileiras, Sul e Sudeste possuem maior expressividade no cenario leiteiro sendo,
juntamente, responsaveis por mais de 60% de toda a producdo de leite nacional. Apesar da
reducdo de vacas ordenhadas em 2018 observou-se 0 aumento da quantidade de litros de leite por
vaca, ficando acima da média de anos anteriores, mas ainda assim abaixo da produtividade de
outros paises, a exemplo da Argentina com 6500 litros de leite produzidos por vaca ao ano
(MILKPOINT, 2019; 2020).

Tendo em vista a trajetoria do consumo de leite no Brasil, que ocorreu a partir de 1961
segundo a FAO, tal avanco iniciou-se em 1980 devido a reducdo do preco ao produtor e
permaneceu em desenvolvimento. Apesar do Brasil ser um dos maiores produtores do mundo,
ainda ha importagdo significativa de laticinios para guarnecer o mercado nacional e nimeros
pouco expressivos de exportacdo (Figura 1). Os leites exportados séo enviados para Venezuela e
paises africanos que, em geral, apresentam pouca exigéncia com relacdo a qualidade (ZOCCAL,
2016; VILELA et al., 2017; MARTINS et al., 2021).
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Figura 1. Figura 1. Dinamica da balanca comercial de lacteos do brasil entre 2010 e 2020
(valores em bilhdes de litros equivalentes de leite fluido).

Fonte: MARTINS et al., 2021

321 Definigdo e classificagio

O padrdo de identidade e qualidade do leite, segundo o Regulamento de Inspecéo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) estabelece dentre as
caracteristicas fisico-quimicas cor, odor e aspecto normais, teor minimo de gordura, proteina e
lactose de 3,0%, 2,9% e 4,3%, respectivamente e pH entre 6,5 e 6,7 (BRASIL, 2020).

Valores fora do padrdo de qualidade podem ser encontrados em produtos fraudados ou
ainda, em produtos com qualidade e seguranca comprometidas. Por se tratar de uma matriz
extremamente propicia para o desenvolvimento microbiano e, consequentemente, passivel de
rapida deterioracdo, faz-se necessario realizar a contagem bacteriana total, assim como a
contagem de células somaticas ja que a mastite, caracterizada por inflamagdo nas glandulas
mamarias das vacas, € um dos principais problemas de contaminacdo de leite. Somada a essas
contagens, 0 MAPA (2018) normatizou a realizacdo de anélises na etapa de controle e qualidade
da matéria prima como requisitos de qualidade a serem alcangados no leite cru, demonstrado na
Tabela 3.



Tabela 3. Alguns requisitos exigidos pelo MAPA para alcance da qualidade do leite cru
refrigerado.

Requisitos Limites

Gordura Minimo de 3,0 (g/100g)

Proteinas Minimo de 2,9 (g/1009)
Densidade relativa a 15/15 °C 1,028 a 1,034 g/mL

Acidez titulavel 0,14 a 0,18 g de acido latico/100 mL
Extrato seco desengordurado Minimo de 8,4 g/100g
Contagem padrdo em placas Méaximo de 300.000 UFC/mL*
Contagem de células somaticas Maximo de 500.000 CS/mL*

*: valores referentes a médias geométricas trimestrais
Fonte: MAPA, 2018

Além dos requisitos ja citados, existe uma etapa de desnate que consiste na retirada total
ou parcial da gordura presente no leite que é classificado em integral, quando possui no minimo
3%, semidesnatado de 2,9 a 0,6% ou desnatado quando ha no maximo 0,5% de gordura (m/m). O
leite também pode passar pela homogeneizagdo, processo que é aplicado com a finalidade de
evitar a separacdo da nata através da uniformizacdo das fases aquosa e lipidica (RODRIGUES et
al., 2013; MAPA, 2018).

3.2.2 Caracteristicas e composicao

Em condicBes higiénico-sanitarias adequadas, o leite é caracterizado como um liquido
homogéneo de cor branco-amarelada opaca, odor suave e sabor adocicado, conferido
especialmente pela grande concentracdo de lactose. O leite é composto majoritariamente por agua
seguida de lactose, proteinas, gordura e sais minerais, de acordo com a composicao centesimal
listada na Tabela 4 (SANTOS; EMILIO, 2006; RODRIGUES et al., 2013).



Tabela 4. Média dos principais componentes encontrados no leite de vaca.

Componentes Quantidade (%)
Agua 87,50
Gordura 3,60
Proteina 3,60
Lactose 4,60
Sais minerais 0,70

Adaptado de: SANTOS; EMILIO, 2006

E importante salientar que a composicdo quimica do leite é influenciada por diversos
fatores como a raga do animal (Tabela 5), idade e alimentacdo do animal, tempo de lactacéo,
ordenha, manejo do bezerro, variagdo do clima e presenca ou nao de infec¢cbes (SANTOS;
EMILIO, 2006; RODRIGUES et al., 2013).

Tabela 5. Média dos principais componentes quimicos do leite de diversas racas de bovinos.

Raca Agua Gordura Proteina Lactose Cinzas
(%) (%) (%) (%) (%)
Holandesa 88,0 3,4 33 4,6 0,7
Zebu 86,2 4,8 3,0 53 0,7
Jersey 85,6 5,0 3,8 4,8 0,8
Guernsey 85,8 4,8 3,8 4,8 0,8
Suica 87,0 3,9 3,4 5,0 0,7

Adaptado de: SANTOS; EMILIO, 2006



O Brasil apresenta duas grandes bacias leiteiras, uma no Estado de Minas Gerais e outra
no Sul no pais e a maior parte do leite produzido e comercializado € oriunda de leites das racas
Holandesa e Girolando (MIRANDA et al., 2009; JUNIOR et al., 2016; MARTINS et al., 2019).

3.3 Aspectos Gerais da Producéo de Leite

Na producdo primaria, leva-se em consideracao a producao do leite em si, as instalacdes,
as condicBes de satde do animal, dentre outros fatores ligados a produgéo e produtividade. Ja as
etapas de beneficiamento, compreendem desde o0 armazenamento, transporte e todos 0S processos
industriais até que o leite chegue na mesa do consumidor, como mostra a figura 5.
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Figura 2. Cadeia produtiva do leite.

H& uma série de cuidados necessarios para que o produto final esteja em conformidade
com as leis vigentes e seja bem aceito pelo consumidor, a comegar pelas instalagdes que devem
ter um espago amplo que permita a circulacdo de ar e constante limpeza. Outros aspectos sdo a
conservacao e desinfeccdo de equipamentos e utensilios, ja que sdo passiveis de contaminacdes e
entram em contato com o leite, a salde do gado através de higiene adequada, vacinacdo e
acompanhamento veterinario e a higiene dos colaboradores envolvidos em todo o processo de
producdo (SANTOS; EMILIO, 2006).

Para garantir a qualidade e seguranca do leite apds a ordenha 0 mesmo deve ser submetido
a filtracdo que tem por objetivo eliminar sujidades mais robustas, resfriamento para postergar o
desenvolvimento microbiano e processo térmico como pasteurizagdo ou UHT. Para que possa ser
finalmente comercializado, o leite deve atender a condicOes ideais de higiene e passar por
algumas etapas, que ir4 gerar os diferentes tipos de leite que estdo no mercado, conforme
apresentado na Figura 6.

Adaptado de Revista Arco, 2016



Recepgio do Leite Processamento do Processamento de

Leite Derivados
_| Esterilizacdo |_
UHT
| Padronizacdo [ — Concentragdo |-
1 Resfriamento [ -
a Secagem i
| | Purificagdo | (Atomizacéo)
] Transporte |
s — | remenasto | Eocooene
Analises de L] Pasteurizagdo |-
- | -
Qualidade L coaguiacio H
| Homogeinizagao |
] Armazenagem L | | Manteigase | |
Cremes
=1 Armazenagem je
— Resfriamento -

| Envazamento L.

Figura 3. Fluxograma das operagdes associadas ao beneficiamento do leite.

Fonte: VENTURINI et al., 2007

No que diz respeito ao armazenamento, o regulamento especifico para cada tipo de leite
devera ser cumprido. Além disso, o rétulo de cada produto deve ser de facil compreensdo ao
publico e apresentar, obrigatoriamente, as datas de fabricacdo e validade, processo térmico
utilizado, termo “homogeneizado” caso tenha sido submetido a esse processo e informacdes de
alteracdes quanto ao teor de lactose e gordura (SANTOS; EMILIO, 2006; MAPA, 2011).

3.4 Processamentos de Leite Bovino

Para garantir seguranca microbioldgica e estender a vida de prateleira do leite alguns
procedimentos térmicos sdo realizados, dentre eles destacam-se a pasteurizacdo e UHT.

34.1 Pasteurizacdo

A pasteurizacdo tem como matéria-prima o leite cru refrigerado evisa eliminar os
microrganismos patogénicos e reduzir os responsaveis pela deterioragdo por meio do
10



aquecimento do leite na faixa de 62 a 65 °C por 30 minutos, na pasteurizacdo lenta e de 73 a 75
°C por 15 a 20 segundos, na pasteurizacdo rapida (BRASIL, 2017). Em cada um dos casos esse
processo ocorre em um pasteurizador (Figura 7) no qual o leite é imediatamente resfriado a 4 °C
através de um trocador de placas com circuito de dgua gelada. Depois da pasteurizacdo o leite é
acondicionado em embalagens plasticas esterilizadas por luz ultravioleta e pode ser armazenado
sob refrigeracdo por aproximadamente 5 dias. Uma grande desvantagem € que esse processo ndo
é capaz de eliminar bactérias esporuladas, como dos géneros Bacillus e Clostridium. (WADA,
LONNERDAL, 2014; VIDAL; SARAN NETTO, 2018).

Figura 4. Foto de um pasteurizador de placas.

Fonte: http://tekmilk.com.br/index.php/sobre/equipamentos-para-laticinios/431-equipamentos-30
34.2 Ultraalta temperatura (UHT)

Esse procedimento tem por objetivo eliminar todos os microrganismos relevantes para
comercializacdo do leite, que aliado ao envase sob condicfes assépticas e em embalagens
hermeticamente fechadas prolongam consideravelmente a vida Util do produto (em torno de 4
meses a temperatura ambiente), o que justifica ser conhecido como “leite longa vida”. Nesse
processo térmico o leite refrigerado a 4 °C é colocado no equipamento de ultra alta temperatura
(Figura 8), no qual é aquecido com fluxo continuo por trocadores de calor no caso do método
indireto ou por injecdo de vapor caso seja utilizado método direto de aquecimento. Esse
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aquecimento ocorre entre 135 a 150 °C por 2 a 4 segundos e resfriado rapidamente a temperatura
inferior a 32 °C (CHAVAN et al., 2011; WADA; LONNERDAL, 2014; BRASIL, 2017; VIDAL,
SARAN NETTO, 2018).

Além do produto permanecer seguro por meses antes de aberto, uma grande vantagem
desse método € que devido a alta temperatura empregada, 0s esporos ndo resistem. Uma outra
grande vantagem é 0 armazenamento a temperatura ambiente, dispensando a cadeia de frio no
pos-processamento. No entanto, caracteristicas sensoriais como sabor e aroma do leite podem ser
alteradas (DATTA; DEETH, 2003; WADA; LONNERDAL, 2014).

Figura 5. Equipamento para tratamento de UHT.

Fonte: https://www.milkpoint.com.br/noticias-e-mercado/giro-noticias/tetra-pak-lanca-novo-equipamento-para-o-
tratamento-uht-de-laticinios-87300n.aspx

34.3 Homogeneizacao

Esse processo é realizado para que haja reducdo do tamanho dos glébulos de gordura,
podendo passar de 3 - 5 a 0,03 - 2 um, ndo separando as fases do fluido, evitando assim, a
floculagéo do leite. Tal processamento se da através de um homogeneizador, no qual o leite é
inserido com intensa pressdo a temperatura de 65 a 70 °C e passa pela parede do tubo apds
ultrapassar a barreira oferecida pela trava. O fato de conseguirem perpassar por esse canal
apertado que leva a diminuig&o dos gldbulos de gordura (ORDONEZ, 2005).

Essa técnica é interessante no que diz respeito ao mercado consumidor, ja que torna o
aspecto do leite mais agradavel e promove melhoria na palatabilidade, além de corrigir a
separagdo de fases que pode ocorrer ao longo do processo de UHT (NUORA et al., 2018).
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Figura 6. Esquema demonstrando o funcionamento do homogeneizador.

1. Bloco do motor; 2. Pistbes; 3. Amortecedor; 4. Bloco de bomba; 5. Dispositivo de
homogeneizagdo, primeiro estagio; 6. Dispositivo de homogeneizacao, segundo estagio; 7. Motor de
acionamento principal; 8. Transmissdo por correia em V; 9. Sistema de configuracdo de pressao
hidréulica.

Fonte: TETRA PAK, 2021.

344 Desidratacdo

A obtencdo do leite em pd é dada a partir do leite ja& processado termicamente e
homogeneizado, conduzido a concentracdo em um evaporador que elimina parcialmente a dgua
presente no leite, podendo chegar ao teor de 30 a 40% de extrato seco. Posteriormente, esse
produto é submetido a desidratacdo total através da secagem por atomizacdo (ou spray drying)
(Figura 10), que resulta no p6 posteriormente envasado (VIDAL; SARAN NETTO, 2018; LIU et
al., 2020).

Dentre as vantagens do leite ser comercializado na forma de p6 pode-se citar a melhoria
na logistica de transporte e a grande durabilidade do produto, preservando as caracteristicas
nutricionais do alimento quando na fase liquida (MUNIR et al., 2018; FIALHO et al., 2019; LIU
et al., 2020; ZOUARI et al., 2020).

13



\ f/
M 1

i \r’% ' _ Concentrated milk E

—————  Powder

) (ml : Cold air ‘_ i

Hot air
Steam

Figura 7. Atomizador para secagem de leite (A); Equipamento industrial (B); Componentes do
equipamento (C).

1. Filtro de entrada; 2. Ventilador de entrada; 3. Aquecedor de ar; 4. Distribuidor de ar; 5.
Céamara de secagem; 6. Sacos de filtro; 7. Exaustor; 8. Bomba de alta pressao; 9. Leito fluido; 10.
Unidades de tratamento de ar; 11. Ciclone.

Fontes: TETRA PAK, 2021; https://www.directindustry.com/pt/prod/reda-spa/product-193726-2022956.html;
https://betaeq.com.br/index.php/2017/08/18/secagem-industrial/.

3.1 Proteinas Léacteas

Como ja citado, o leite possui, aproximadamente, 3,5% de proteinas, que sdo divididas em
dois grandes grupos: caseinas e proteinas do soro, compondo 80% e 20% das proteinas do leite,
respectivamente. As caseinas sdo codificadas por diferentes genes localizados no mesmo
cromossomo, sendo, portanto, estruturalmente arranjadas em quatro diferentes cadeias
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polipeptidicas: asl-, as2-, B- e k-caseina, que estdo presentes em diferentes concentracbes no
leite (Tabela 6).

As proteinas do soro sdo compostas majoritariamente por a-lactaloumina e f-
lactoglobulina, sendo essa ultima a mais abundante (80% das proteinas do soro); e as que se
apresentam em menor quantidade sdo imunoglobulinas, albumina, pequenas quantidades de
enzimas, lisozima e lactoferrina, assim como algumas outras com atribuicfes especificas
(GOULDING; FOX; MAHONY, 2020).

Tabela 6. Principais proteinas encontradas no leite.

Proteinas Quantidade no leite (g/L)
CASEINAS 24 - 28
asl 12-15
as2 3-4
B 9-11
K 3-4
PROTEINAS DO SORO 5-7
B-lactoglobulina 2—-4
a-lactoalbumina 1-15
Albumina sérica 0,1-04
Imunoglobulinas 0,6-1,0
Lactoferrina ~0,1
Proteina da membrana dos
glébulos de gordura ~0.4
Total de proteinas do leite 30-35

Fonte: BRASIL et al., 2015
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3.1.1 Caseinas

Representando maior parte das proteinas do leite, as caseinas possuem a funcdo de
transportar minerais como célcio e fosfato da glandula mamaria para o recém-nascido. Apesar da
grande quantidade de célcio que passa pelo tecido mamario ndo ha calcificagcbes em virtude do
transporte via caseina. Esse grupo de proteinas também é responsavel pela coloragdo branca do
leite através da dispersdo da luz por suas estruturas organizacionais conhecidas como micelas
(OLIVEIRA; TIMM, 2007; DAY et al., 2017; GOULDING; FOX; MAHONY, 2020).

A caseina é caracterizada como uma proteina anfipatica por ter porcées hidrofilicas e
hidrofobicas, sendo as por¢des hidrofobicas as mais expostas, pela conformacdo final das
proteinas, o que leva a sua insolubilidade em dgua. Caseinas das familias asl, as2, B e k possuem
massa molecular aproximadas de 23, 25, 24 e 19 kDa, respectivamente, sendo a k-caseina a Unica
glicosilada (MICINSKI etal., 2013; VILLA et al., 2018; GOULDING; FOX; MAHONY, 2020).

Mais abundante no leite bovino, a caseina asl ¢ formada por duas proteinas (asO ¢ asl)
altamente fosforiladas que possuem, em sua estrutura priméria, a mesma sequéncia de
aminoacidos, tendo a asl como proteina principal. A migracdo eletroforética das proteinas
constituintes do grupo da aS2 (aS2, aS3, aS4, aS5 e aS6) conduz essas proteinas a uma
localizacdo entre as bandas correspondentes as caseinas asl ¢ . Os grupos pertencentes a
caseina a sdo sensiveis a presenga de calcio levando a sua precipitacdo (SGARBIERI, 2005;
OLIVEIRA; TIMM, 2007; MATRICARDI et al., 2016).

J& a B-caseina é a proteina mais hidrofobica entre as caseinas e, devido ao fato de ser mais
fosforilada que a «-, possui maior sensibilidade a alta concentragdo de célcio. No entanto, ela ndo
reage a essa concentracao precipitando como a-caseina, mas sim organizada no estado de
suspencdo. No que diz respeito a k -caseina, seus sitios de glicosilacdo sdo definidos pela
estrutura secundéria e terciéria da molécula. Na extremidade da estrutura priméria da « -caseina
que fica em contato com o soro do leite hd a regido denominada como glicomacropeptideo
(GMP) que apresenta maioria dos aminoacidos hidrofilicos. J& a regido aminoterminal, para-«-
caseina, possui atributo de insolubilidade devido ao acumulo de aminoacidos basicos e
hidrofébicos (NG-KWAI-HANG et al.,, 2011; VILLA et al. 2018; GOULDING; FOX;
MAHONY, 2020).

As caseinas sdo encontradas no arranjo estrutural de micelas, que sdo “nanoparticulas
coloidais auto-montadas consistindo em quatro tipos de proteinas de caseina (numa proporcédo
aproximada de 4: 1: 4: 1) e minerais na forma de fosfato de calcio coloidal”. Ao longo do tempo
surgiram diversas teorias acerca da estrutura micelar das caseinas, no entanto ainda ndo ha
unanimidade da ciéncia nesse quesito. Existe consenso de que a micela é formada por
subunidades (Figura 11), denominadas de submicelas, e no tocante a orientacdo das proteinas no
arranjo: as porcdes hidrofilicas das asl-, as2- ¢ B-caseinas ficam voltadas para o lado externo das
submicelas, enquanto a k-caseina reveste, majoritariamente, a micela. Além disso, outro fator de
comum acordo atualmente é a presenca de aglomerados de fosfato de calcio, que unem as
proteinas das submicelas gerando assim, as micelas (DAY et al., 2017; GOULDING; FOX;
MAHONY, 2020).
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De forma geral pode-se afirmar que a k-caseina é de suma importancia para que a
estabilidade da micela seja mantida, pois a regido da para-k-caseina (aminoterminal) é situada no
interior da micela e interage com as caseinas o e 3 em decorréncia de sua natureza apolar. J& o
GMP (regido carboxiterminal) encontra-se no exterior da superficie da micela e, em virtude de
sua polaridade, permanece em contato com a agua, possibilitando dessa forma, a homogeneidade
entre a fase do soro no leite. Sendo assim, se a camada externa a superficie da micela composta
por GMP for destruida ou removida, sua estabilidade serd severamente prejudicada e torna-se
suscetivel a agregacdo (SGARBIERI, 2005; GOULDING; FOX; MAHONY, 2020).

Fosfato de calcio

Submicelas (12— 15 nm)

Micela (20 — 300 nm)

Figura 8. Estrutura das micelas e submicelas de caseina.

Adaptado de VILLA et al., 2018.

Quando o leite bovino encontra-se em condig¢des usuais, como pH em torno de 6,5, as
micelas sdo capazes de suportar temperaturas de até 140 °C por até 20 minutos. Contudo, se a
temperatura for muito elevada os niveis de céalcio presente na micela aumentam e acarreta na
desagregacdo da x-caseina, prejudicando o equilibrio micelar. Além da temperatura, outros
fatores como pH, hidrolise enzimética e aumento de calcio influenciam na estabilidade das
micelas de caseina. No caso da hidrolise, a cadeia polipeptidica da k-caseina € rompida, pela acao
de endopeptidases, resultando na liberagdo dos peptideos GMP e para- «k-caseina e,
consequentemente, a desestabilizacdo do arranjo micelar e precipitacao das caseinas. O equilibrio
também é afetado quando o leite é submetido a um potencial hidrogenidnico abaixo de 6,2 que
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leva a0 aumento da concentracdo de célcio (BRASIL et al., 2015; GOULDING; FOX;
MAHONY, 2020).

Algumas caracteristicas proprias do leite como a coloragdo, resisténcia ao calor e a
coagulacao sdo atribuidas a presenca das micelas de caseina e tem importancia no processamento
do leite e sua transformacdo em diversos produtos lacteos, como queijos e iogurtes, o que as
tornam estruturas interessantes a serem estudadas para fins tecnolégicos (FOX; BRODKORB,
2008; DAY et al., 2017).

3.1.2 Proteinas do soro de leite

Sdo as proteinas que permanecem sollUveis no meio aquoso apds 0 processo de
precipitacdo das caseinas, como observado nos processos de fabricacdo de derivados de leite
como a de queijo, por exemplo. S&o caracterizadas por serem proteinas globulares e compostas
majoritariamente por por¢des hidrofdbicas, que quando enoveladas adquirem conformacdo que
promove sua solubilidade. Proteinas do soro possuem grande valor nutritivo, pois nelas estdo
contidas a maioria dos aminoacidos essenciais como isoleucina, lisina, triptofano, além de
apresentarem alta digestibilidade. Dentre suas acGes e beneficios para o organismo podem ser
citadas o fornecimento de energia, reparacdo celular, atividade antimicrobiana, imunomoduladora
e anti-hipertensiva (SGARBIERI, 2017; DEETH et al., 2019; GOULDING; FOX; MAHONY,
2020).

A B-lactoglobulina (B-Lg), proteina de maior concentracdo no soro, possui massa
molecular média de 18,4 kDa, que em geral apresentam-se como um dimero (aproximadamente
36 kDa) nos organismos e é constituida por nove folhas p dispostas de forma anti-paralela que,
estabilizadas por ligac6es de dissulfeto, formam um calice juntamente com 3 giros de o hélice
(Figura 12), podendo interagir com moléculas apolares na parte interna. Diversos fatores
influenciam na formacéo de dimeros de B-Lg ou em sua dissocia¢do, como temperatura e pH. No
entanto, quando apresentam-se dimerizadas s&o digeridas no intestino delgado por serem mais
resistentes a enzimas do estbmago (ALMEIDA et al.; 2013; DEETH et al., 2019).

Uma caracteristica notavel da pB-Lg é sua capacidade de se complexar as vitaminas A
(retinol) e D e transporta-las. Adicionalmente, possui atividade antioxidante por evitar a
aniquilacdo da vitamina C em altas temperaturas, efeito antimicrobiano, imunomodulador, anti-
hipertensivo e seus derivados peptidicos demonstraram auxiliar na diminuicdo da absor¢do do
colesterol (ALMEIDA et al.; 2013; DEETH et al., 2019).

Em geral, a B-Lg é estavel dentro da faixa de pH entre 3,5 e 7,5, sendo irreversivelmente
desnaturada quando submetida a condicdo altamente alcalina. Com relacdo a temperatura, sua
estrutura sofre alteragdes reversiveis até 60 °C e irreversiveis entre 60 — 70 °C. Quando exposta a
temperaturas ainda mais altas ocorre agregacdo com outras proteinas como caseinas, por exemplo
(SGARBIERI, 2005; DEETH et al., 2019).
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Seu cardter hidrofébico confere aplicagbes diferenciadas de sua estrutura como
emulsificacdo, geleificacdo e intensificacdo de aroma e sabor, que podem ser exploradas na
industria alimenticia (STANIC-VUCINIC et al., 2012; GOULDING; FOX; MAHONY, 2020).

AVal

l\)\ﬁ ) agly

Figura 9. Estrutura terciaria da p-lactoglobulina.
Fonte: SGARBIERI, 2005

A segunda proteina mais abundante no soro do leite, a a-lactoalbumina (Figura 13),
possui grande quantidade de lisina, leucina, treonina, cistina e triptofano, apresenta massa
molecular de 14,2 kDa e uma estrutura no formato de elipse, dividida em duas regides por uma
fenda. A a-La tem capacidade de se acoplar a determinados micronutrientes como calcio, zinco e
manganés e, em virtude da conformacdo estrutural, é rapidamente digerida pelo trato digestivo
humano e pode ter absorcdo facilitada (SGARBIERI, 2005; GOULDING; FOX; MAHONY,
2020).

A afinidade dessa proteina por célcio mostrou-se fundamental para criacdo da ligacdo
dissulfeto, seu enovelamento ideal e protecdo contra desnaturacdo por temperatura. No tocante a
sua estabilidade térmica, sabe-se que, a 64 °C, a a-La sofre desnaturacdo reversivel, o que nao
ocorre quando é encontrada em mistura com outras proteinas do soro e aquecida, sendo dessa
forma, desnaturada irreversivelmente. Quando expostas a temperaturas elevadas, as ligagdes
dissulfeto sdo rompidas tornando-a disponivel para interagir, através de ligacdes
intermoleculares, com regides compativeis da B-Lg (SGARBIERI, 2005; DEETH et al., 2019).

Dentre as funcgdes bioldgicas da a-La destaca-se a regulacdo da sintese de lactose, ja que
sua interacdo com a enzima responsdvel por essa producdo — p-1,4-galactosiltransferase —
intensifica sua afinidade pela glicose, gerando dessa forma, aumento na concentracdo de lactose
no leite. Estudos demonstraram acdo anti-cancer de a-La em um estado fundido parcialmente
enovelado que ao entrar em contato com acido oleio, em condi¢fes especificas de pH, assume
especialidade apoptdtica contra as células cancerigenas e jovens ndo diferenciadas sem afetar
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células maduras saudaveis. Embora essa atividade tenha sido descrita primariamente para o-La
de humanos, foi observado efeito similar em a-La oriundos de leite de outras espécies, como 0
bovino. Outras caracteristicas interessantes se devem a seus derivados peptidicos que apresentam
atividade antimicrobiana e a abundéncia do aminoacido triptofano , por ser precursor da
serotonina, conhecida por horménio do “bem-estar” (ALMEIDA et al.; 2013; DEETH et al.,
2019).

Figura 10. Estrutura terciaria da a-lactoalbumina.
Adaptado de https://www.freepng.es/png-1bg9fi/

As proteinas do soro de leite vém sendo aproveitadas na industria de alimentos devido a
seu alto valor bioldgico e por conferirem caracteristicas sensoriais e tecnoldgicas desejaveis aos
produtos finais, como em requeijéo e bebidas lacteas. Comparativamente, a a-LA € mais estavel
a temperaturas elevadas, como as empregadas no processo UHT, em que aproximadamente 90%
da B-Lg € desnaturada. Em consequéncia dessa deshaturagdo ocorre a agregacdo de outras
proteinas com a B-Lg, que € um fator relevante para criacdo de géis e na inconveniente formacéao
de incrustacGes em equipamentos das indUstrias de laticinios (SGARBIERI, 2005; DEETH et al.,
2019).

3.2 Alergia a Proteina do Leite de Vaca

A alergia alimentar, definida como “uma resposta imunoldgica adversa aos alérgenos
alimentares” (FERREIRA; SEIDMAN, 2007), tem tomado maiores proporcGes nas ultimas
décadas e representado um problema de satde publica, sendo criangas as mais atingidas. Nesse
contexto, & necessario compreender as distincbes entre alergia, que se caracteriza por
hipersensibilidade ndo comum a pessoas normais, e intolerancia alimentar, que segundo Ferreira
e Seidman (2007) “sugere uma resposta fisiologica anormal a um agente que nao ¢
imunomediada”.
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No que diz respeito ao leite de vaca, a intolerancia ocorre com o aglcar mais abundante
no leite, a lactose. A intolerancia a lactose caracteriza-se pela ndo degradacdo desse acgucar
devido a auséncia da enzima lactase, j& a alergia a proteina do leite de vaca (APLV) ocorre
quando o sistema imunoldgico reconhece partes das proteinas do leite como antigenos, o que gera
respostas imunes exacerbadas, desencadeando o processo alérgico (GASPARIN; TELES; DE
ARAUJO, 2010).

Quando o sistema imunoldgico trabalha a fim de combater um antigeno e gera respostas
inflamatdrias exacerbadas, esse mecanismo é chamado de hipersensibilidade, que é classificada
em tipo | — mediada por IgE —, tipo 1l — citotoxicidade —, tipo 111 — imunocomplexos — e tipo 1V —
celular — (Figura 14), sendo os tipos I, Il e IV as mais comuns em se tratando de APLV
(GASPARIN; TELES; DE ARAUJO, 2010).
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Figura 11. Mecanismos dos tipos de hipersensibilidade.

Fonte:https://aprender.ead.unb.br/pluginfile.php/108035/mod_resource/content/1/Hipersensibilidades%20e%20Alerg
ias%20e%20doencas%20autoimunes.pdf

Dentre 0s sinais e sintomas mais tipicos da APLV encontram-se nauseas, dores
abdominais, diarreias, vomitos, refluxo, cdlicas, constipacdo intestinal e por vezes alteracdes
cuténeas e respiratorias. Nos casos mais extremos da alergia ocorre anafilaxia, manifestacdo que
envolve diversos sistemas do organismo e pode resultar em morte. Ha sintomas que surgem em
até duas horas apds a ingestdo do leite (reaces imediatas mediadas por IgE), além de outros que
surgem tardiamente, ap0s horas ou dias da ingestdo. Essas séo reacfes tardias, ndo mediadas por
IgE, como exemplificados na Figura 15 (MACITELLI, 2011; GIANNETTI et al., 2021).
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REACOES IMEDIATAS REAGOES TARDIAS

 Anafilaxia  Dermatite atopica

« Urticaria aguda » Diarréia cronica, fezes com

. Angioedema aqudo sangue, anemia ferropriva,
9 9 doenca do refluxo

« Sibilos gastroesofagico, constipacéo,
« Rinite vomitos cronicos, célica

. Tosse seca « Déficit de_cresumento )
« Enteropatia com perda protéica,

* Vomitos com hipoalbuminemia
« Edema de laringe « Enterocolite
» Asma aguda com desconforto « Esofagogastroenteropatia
respiratorio grave eosinofilica confirmada por
bidpsia

Figura 12. Reagdes de hipersensibilidade imediatas e tardias apos ingestdo de leite de vaca em
individuos com APLV.

Adaptado de MACITELLI, 2011.

3.21 Epidemiologia

A alergia a proteina do leite de vaca é a alergia alimentar mais comum entre criancas,
tendo sido clinicamente observada em 1 a 17% dos bebés e com prevaléncia estimada de 0,5 a
3% em criancas de até um ano de idade ao redor do mundo. Historicamente, as criancas alérgicas
apresentavam um quadro evolutivo muito positivo, no qual aproximadamente 50% desenvolviam
tolerancia a essas proteinas por volta dos 5 anos e 75% dos pacientes, no inicio da adolescéncia
(FLOM; SICHERER, 2019; GOLKAR; MILANI; VASILJEVIC, 2019; GRAVERSEN et al.,
2020)

Entretanto, dados estatisticos mostram que essa tolerancia progressiva ndo vem ocorrendo
e que cerca de 15% das criancas diagnosticadas em diferentes paises e 20% no contexto brasileiro
permanecem alérgicas na vida adulta, obrigando-as a fazer isengdo do consumo e contato com as
proteinas do leite, ndo s6 na alimentacdo, mas em outros produtos, como cosméticos, por
exemplo. Curiosamente, 0,3% de criangas acima de 6 anos e adolescentes e aproximadamente
0,5% dos adultos sofrem com APLV mesmo que tiverem sido alimentados exclusivamente com
leite materno durante a lactacdo (CALDEIRA; CUNHA; FERREIRA, 2011; MACITELLI, 2011,
GIANNETTI et al., 2021).
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Criancas afetadas pela APLV, podem ser classificadas em dois grupos da alergia mediada
por IgE: pacientes do tipo I, caracterizadas por apresentarem a doenca de forma passageira, que
eliminam respostas de Th2 aos epitopos especificos e reacdes alérgicas; apresentando constancia
na alergia, os do tipo Il ndo conseguem desestabilizar a célula Th2. De acordo com Caldeira,
Cunha e Ferreira (2011), pessoas com a alergia ndo mediada por IgE tem o quadro extinto mais
cedo em comparacao as com APLV mediada por IgE que podem ficar livres da doenca aos 8 anos
(VILLA et al., 2018).

3.2.2 Diagnoéstico, tratamento e prevencao

Atualmente o diagnostico de APLV é dado em funcdo da anamnese e informacdes
clinicas, dieta de restricdo, deteccdo de IgE especifica e teste de provocagdo oral, no qual séo
observadas possiveis reacfes mediante oferta de um alimento contendo o alérgeno ou placebo em
doses crescentes. O teste considerado como padrdo ouro para o diagndstico € esse
desencadeamento duplo-cego controlado por placebo, onde médico e paciente ndo tem
conhecimento do que esta sendo administrado, evitando assim qualquer tipo de influéncia das
partes envolvidas  (GASPARIN; TELES; DE ARAUJO, 2010; MACITELLI, 2011,
GIANNETTI et al., 2021).

O tratamento consiste basicamente em dietoterapia, na qual hd exclusdo de leite e
derivados, mesmo que se apresentem em quantidades infimas, pois para os portadores dessa
alergia qualquer traco da proteina pode causar as reacGes alérgicas. Em alguns casos o paciente
pode tornar-se assintomatico apds determinado periodo de tratamento, porém a reintroducdo
alimentar deve se dar gradativamente e sempre com acompanhamento médico (GASPARIN;
TELES; DE ARAUJO, 2010; MACITELLI, 2011; GIANNETTI et al., 2021).

As alergias de forma geral sdo dadas por fatores genéticos e ambientais, 0 que torna sua
prevencdo um pouco mais restrita. No entanto, a exposicdo aos alérgenos é demonstrada como
principal fator de risco para desenvolvimento da APLV (SANTOS; EMILIO, 2006; GIANNETTI
etal., 2021).

3.3 Digestibilidade das Proteinas Lacteas

Ao estudar alergia alimentar é necessario atentar para a capacidade do alérgeno de ser
digerido no trato gastrintestinal e ter seus epitopos (porcOes alergénicas dos antigenos)
apresentados no Iumen intestinal ou sendo absorvidos pela barreira intestinal. Nem todas as
proteinas sdo totalmente clivadas durante a digestdo liberando todos seus aminoéacidos, algumas
sdo clivadas em peptideos maiores que preservam ou intensificam determinadas estimulacdes ao
sistema imune, como a ligacdo a IgE (BENEDE et al., 2014; KOPF-BOLANZ et al., 2014).

As proteinas do leite bovino apresentam uma das maiores digestibilidades entre as
proteinas mais comuns na alimentacdo, com aproximadamente 95%, sendo de 94% e 97% os
valores referentes a digestibilidade das caseinas e proteinas do soro, respectivamente. Durante a
digestdo, a caseina sofre alteragcbes conformacionais devido a sua susceptibilidade as enzimas
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digestivas. Apesar disso, sua hidrélise resulta numa lenta emissdo de aminoécidos no sangue, que
demora aproximadamente sete horas para ser absorvida. Em contraponto, as proteinas do soro séo
caracterizadas também pela répida liberacdo aminoacidica para o sangue com sua absor¢ao em
torno de duas horas apos a ingestdo (ALMEIDA et al.; 2013; BENEDE et al., 2014; DUPONT,;
TOME, 2020).

Em procedimentos de simulacdo de digestdo observa-se que, cerca de 30 minutos depois
da digestdo, menos de 25% das caseinas se mantém integras, o que difere da B-Lg, por exemplo,
que pode ndo ser afetada na fase gastrica, podendo permanecer intacta ap6s uma hora de digestédo
simulada. Tendo em vista essa resisténcia da B-Lg a protedlise e a possibilidade de ndo ser bem
digerida estbmago, o potencial alergénico conferido especificamente por essa proteina pode nédo
ser reduzido apds essa fase inicial da digestdo (BOSSIOS et al., 2011; DUPONT; TOME, 2020).

3.4 Relagdo de Processamentos com a Alergia e Digestibilidade

O processamento de alimentos pode alterar a estrutura das proteinas, seja por glicosilagéo,
reacdo de Maillard, agregacdo ou desenovelamento, influenciando nas ligacdes feitas pela
imunoglobulina E, fato diretamente relacionado ao potencial alergénico das proteinas. Estudos
demonstraram que o consumo do leite cru pode ajudar na protecdo contra alergias e asma, no
entanto, essa possibilidade é limitada dados os riscos de contaminacdo microbiana (BU et al.,
2013; BOGAHAWATHTHA; CHANDRAPALA; VASILJEVIC, 2017; VILLA et al., 2018).

Sabe-se que as caseinas sdo termoestdveis e para comprovar sua resisténcia a
processamentos térmicos como pasteurizacdo e UHT, um estudo de Bogahawaththa, Chandrapala
e Vasiljevic (2017) submeteu o material a alta temperatura durante o periodo de uma hora e foi
verificado que ndo houve alteracdo na alergenicidade dessas proteinas. Em contrapartida,
proteinas do soro sdo mais termolabeis, podendo gerar, portanto mudancas no perfil de
imunogenicidade. (BOGAHAWATHTHA; CHANDRAPALA; VASILJEVIC, 2017; VILLA et
al.,2018).

Como demonstrado na Figura 16, a alergenicidade conferida pela B-lactoglobulina varia
de acordo com a faixa de temperatura a que é submetida. Durante a desnaturacdo entre
aproximadamente 50 a 90 °C alguns epitopos antes escondidos tornam-se disponiveis e levam ao
aumento da antigenicidade, e quando exposta a temperaturas acima de 90 °C, gera aumento nas
mudancgas estruturais, seja eliminando ou camuflando determinados epitopos, que resultam na
reducdo da alergenicidade. Comparativamente, a a-lactalbumina é mais estavel, contudo, quando
exposta a altas temperaturas revela queda na imunogenicidade, ja que o0s epitopos
conformacionais, inacessiveis ou extintos nessa condicdo de temperatura, apresentam maior
reatividade a IgE. Outro fato que acontece com essas duas proteinas quando expostas a altas
temperaturas (acima de 90 °C) é a formacéo de pontes dissulfeto, que levam a associacdo a outras
proteinas tornando os epitopos indisponiveis resultando assim, na reducéo de alergenicidade (BU
et al., 2013; BOGAHAWATHTHA; CHANDRAPALA,; VASILJEVIC, 2017; VILLA et al.,
2018).

Wada e Lonnerdal (2014) demonstraram esse fendémeno em estudo, no qual foi observada
agregacdo de proteinas no leite UHT e ndo no pasteurizado. De acordo com as analises
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realizadas, os leites cru e pasteurizado possuiam o0 mesmo padrdo proteico, a partir do que se
pode inferir que tanto o tratamento térmico quanto a digestdo ndo influenciaram de forma
significativa 0 comportamento proteico. Estudos revelaram que, mesmo que o leite seja
submetido a processamento térmico, pessoas alérgicas a proteina do leite de vaca continuavam
apresentando IgE especifico para caseinas. Em contraste, perfis eletroforéticos apontam que a
digestdo das proteinas do leite, mais especificamente da B-Lg, foi facilitada pelo processo UHT
(WADA; LONNERDAL, 2014; VILLA et al., 2018).
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Figura 13. Esquema apresentando modificacdes estruturais e alteragdes de epitopos das
principais proteinas do soro do leite durante tratamento térmico e o impacto na alergenicidade.

Adaptado de BOGAHAWATHTHA; CHANDRAPALA; VASILJEVIC, 2017.
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Poucos estudos relatam o potencial alergénico e digestibilidade no leite em pd, produto
gerado por tratamento térmico, concentracdo e desidratacdo por atomizacdo. Amostras de leite
submetido a spray dryer e leite concentrado obtiveram maior quantidade de proteinas de soro
qguando comparadas ao leite apenas pasteurizado (LIU et al., 2020).

A homogeneizagdo faz com que as principais proteinas sejam adsorvidas nos glébulos de
gordura diminuindo a quantidade das proteinas de membrana desses globulos e tornando-se mais
vulneraveis a hidrolise enziméatica. Quando esse processo é associado ao tratamento térmico ha
maior eficiéncia na dispersdo dos acidos graxos livres na fase entérica da digestdo in vitro (YE et
al., 2017; DUPONT; TOME, 2020).

A avaliacdo da digestdo das proteinas do leite é de suma importancia no que diz respeito
as possiveis reagdes alérgicas, ja que reacGes imediatas ocorrem no inicio da digestdo, em até
duas horas. Em geral, independente da origem das enzimas, a reatividade a imunoglobulina E
decai exponencialmente ao final da fase entérica da digestdo in vitro, isto é, as condicBes
encontradas nessa fase intensificam a possivel reducdo de alergenicidade conferido pelo
tratamento ao qual o leite foi submetido (BENEDE et al., 2014 VILLA et al., 2018).

A relacéo dos processamentos empregados no leite, especialmente ultra alta temperatura e
desidratacdo por atomizacdo, com a alergenicidade e digestibilidade ainda nao foi bem
estabelecida, portanto sdo necessarios mais estudos nessa tematica, especialmente no processo
como um todo, em que as operacdes unitarias sao realizadas em sequéncia, no ambiente industrial
(LIU et al., 2020; VILLA et al., 2018).

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar a digestibilidade e alergenicidade das proteinas do leite de vaca em leites
comerciais processados por diferentes tecnologias.

4.2 Objetivos Especificos
- Digerir os leites em estudo pelo método de simulacdo da digestdo humana;
- Testar a alergenicidade dos leites em estudo por ensaio imunoenzimatico;
- Analisar quimicamente as proteinas dos leites digeridos.

5 METODOLOGIA

5.1 Material

Diferentes leites integrais, comercialmente disponiveis, tratados por pasteurizacdo, ultra
alta temperatura (UHT) e desidratado, ambos homogeneizados, foram selecionados. O leite
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desidratado foi reconstituido segundo orientacéo do fabricante. Também foi utilizado leite cru de

produtores locais de leite, para fins comparativos.

O desenho experimental compreende 4 replicatas experimentais, tendo sido cada uma
delas analisadas em 3 replicatas técnicas (analiticas). Dessa forma, cada tipo de leite compreende

um total de 12 amostras.

A fim de obter amostras mais homogéneas no que diz respeito as variacOes
edafoclimaticas da producdo leiteira, foram selecionados leites da bacia leiteira da regido Sudeste
do pais, mais especificamente do Rio de Janeiro e de Minas Gerais, com lotes de producéo nas

estacOes outono, inverno e primavera (entre 26/05/2019 e 25/11/2019).

5.2 Métodos
A Figura 17 mostra a estratégia analitica do estudo.

Amostragem
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Simulacio do
processode digestio
Caracterizacio Alergenicidade
quimica das |
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Composicio quimica
\
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|
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w e

Anailise final
dos resultados

Figura 14. Fluxograma da metodologia do estudo.
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521 Determinagdo de proteinas e gorduras dos leites crus

A determinacdo de proteinas e gorduras totais das amostras de leite cru foi realizada de
acordo com os métodos oficiais da AOAC (2010). A determinacdo de proteinas foi realizada
pelo método de Kjedahl. As amostras foram submetidas a digestdo com acido sulfdrico para que
0 nitrogénio das proteinas fosse transformado em sulfato de aménio, posteriormente & destilacéo
com a finalidade de liberar a aménia e, finalmente a titulacdo para quantificar nitrogénio presente
em cada amostra. O fator de conversdo da relacdo entre nitrogénio e proteina utilizado foi de
6,38. A quantificacdo de gordura deu-se atraves do extrator automatico (Am 5-04) de acordo com
a técnica de hidrolise acida, na qual as amostras tem sua porcdo lipidica extraida com solventes,
evaporada e posteriormente pesada.

5.2.2  Simulacdo do processo de digestdo

A simulagdo da digestdo foi realizada de acordo com o consenso mundial do método de
digestdo estéatica in vitro, Infogest (MINEKUS, et al., 2014; BRODKORB et al., 2019).

Durante o processo, a fase salivar ndo foi realizada por se tratar de um alimento liquido,
como ja preconizado no método. Portanto, foi adicionado aos diferentes leites estudados o fluido
gastrico simulado contendo pepsina suina (423 U.mg*, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e a
digestdo gastrica ocorreu por 2h, sob branda agitacdo, a 37 °C (Banho Dubnoff, NT 232,
Novatecnica, Piracicaba, SP, Brasil). Rapidamente, o pH foi ajustado para 7, a solucdo foi
misturada ao fluido intestinal simulado contendo pancreatina suina (7,05 U.mg?,Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) e bile de origem bovina e ovina (1,00 mmol.g%, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) e permaneceu em incubacéo por 2h, nas condigdes citadas anteriormente.

As amostras foram coletadas antes de serem submetidas ao processo de digestdo (tempo
de 0 hora), nas fases gastrica e entérica da digestdo, apos 2 e 4h, respectivamente e congeladas
para as analises de quantificacdo de proteinas sollveis e aminoacidos aromaticos, eletroforeses e
de alergenicidade.

52.3 Monitoramento da digestdo in vitro

O monitoramento do processo de digestdo foi conduzido por meio das analises de
quantificacdo de proteinas sollveis e dosagem de aminodcidos aromaticos a fim de que as
proteinas pudessem ser quantificadas em seus diferentes pesos moleculares durante a digestéo,
sejam como peptideos maiores ou menores.

Quantificacdo de proteinas soluveis

A quantificacdo de proteinas sollveis foi realizada pelo método de Bradford (1976), que
permite quantificar cadeias polipeptidicas com peso molecular superior a 3.000 Da, baseando-se
na mudanca de coloragdo do reagente Comassie Blue G250. As amostras foram adicionadas ao
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reagente, homogeneizadas, e permaneceram assim por 15 minutos antes da leitura no
espectrofotémetro digital SP-220 (Biospectro, Curitiba, PR, Brasil).

Para as leituras espectrofotométricas utilizou-se cubeta de vidro, lampada de tungsténio,
curva de calibragdo de albumina e comprimento de onda em 595 nm. A curva de calibracdo foi
realizada em 5 pontos, com padrdes nas concentragdes de 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,4
mg/ml e 0,5 mg/ml.

Dosagem de aminoacidos aromaticos

A dosagem espectrofotométrica de aminoacidos aromaticos foi conduzida, conforme o
método proposto por Goodwin e Morton (1946). Foi utilizada uma curva-padréo de tirosina e as
leituras foram realizadas em 280 nm, em cubeta de quartzo, com lampada de deutério.

524 Eletroforese unidimensional de proteinas

A eletroforese unidimensional foi realizada por meio das técnicas desnaturante e nativa,
em gel de poliacrilamida, segundo Laemmli (1970) e Monti et al. (2012).

Eletroforese desnaturante

Os géis de empilhamento e corrida foram preparados com solucfes de acrilamida a 8% e
12%, respectivamente e as amostras foram diluidas em tampao contendo Tris-HCI 0,5M pH 6,8,
glicerol, SDS a 10%, mercaptoetanol e azul de bromofenol. No gel foram aplicados também
marcadores moleculares de ampla distribuicdo de massa molecular (Bio-Rad Laboratories, Inc,
EUA). As corridas eletroforéticas ocorreram em cuba Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad
Laboratories, Inc, EUA), a 100 Volts por aproximadamente 2,5 horas. Ap6s o término das
corridas os géis foram fixados e corados em solucdo contendo acido acético, metanol e
Coomassie Brillant Blue R 250 por 12 horas e descorados em uma solucdo de metanol e acido
acético.

Eletroforese nativa

Os géis de empilhamento e separacdo foram preparados com solucdes de acrilamida a 4%
e 10%, respectivamente. As amostras foram diluidas em tampdo de amostra contendo tampéo
Tris 62,5 mM pH 6,8, glicerol a 25% e azul de bromofenol. Antes de iniciar a corrida as cubas
foram preenchidas com o tampé&o de corrida com pH de 8,3 para que as amostras e marcadores
moleculares de ampla distribuicdo de massa molecular (Bio-Rad Laboratories, Inc, EUA) fossem
aplicados nos geis.

Assim como no método desnaturante, as corridas ocorreram em cuba Mini PROTEAN®
Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc, EUA), a 100 Volts por aproximadamente 2,5 horas. A
coloracéo dos géis foi realizada com solugdo contendo TCA, acido acético, metanol e Coomassie
Brillant Blue R 250 durante uma hora sob agitacdo. Para a revelacdo uma solucéo descorante com
etanol e &cido aceético foi adicionada aos géis que permaneceram sob agitacao.
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525 Alergenicidade in vitro das proteinas do leite por ELISA

A alergenicidade dos leites e dos produtos digeridos foi determinada por meio do
imunoensaio enzimético utilizando kits ELISA sanduiche para caseinas e B-Lg (RIDACREEN
FAST Milk, R-Biopharm AG, Darmstadt, Alemanha). A leitura da reacdo foi realizada em
Multiskan FC (ThermoScentific, Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 450 nm,
cujas absorbancias foram inseridas no software RIDA®SOFT Win.net (R-Biopharm AG,
Darmstadt, Alemanha) para a realizacdo do célculo de concentracdo de caseinas e B-Lg.

5.26 Andlise estatistica

Os dados foram analisados por one-way ANOVA e posteriormente submetidos ao teste t
de Tukey utilizando o software Microsoft Excel 2019 e nivel de significancia adotado foi de o =
0,05.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Teor de proteinas e gorduras dos Leites Estudados

As amostras de leite usadas para a realizacdo desse estudo compreenderam leites
comerciais e crus. As amostras comerciais, processadas e comercializadas de diferentes formas,
apresentavam a composicao centesimal na rotulagem. Ja as amostras de leite cru, foram obtidas
de produtores locais na bacia da regido Sudeste (Rio de Janeiro) e analisadas quanto ao teor de
proteina e gordura, tendo em vista que esses macronutrientes sdo os que mais influenciam na
formacdo das micelas de caseina e sua conformacdo, de modo a observar a homogeneidade das
amostras para o estudo.

Analisando os dados da Tabela 7, percebe-se que todas as amostras de leite cru e
termicamente tratados, por diferentes fabricantes, da mesma bacia leiteira do pais, apresentaram
alto grau de similaridade, especialmente para o nutriente-chave do estudo, que séo as proteinas. O
teor médio de proteinas nas amostras foi de 3,2%, com variacdo méxima de 19%, observado em
apenas uma das amostras. Para as demais, a variacdo maxima foi de 9%.

O conteldo de gorduras totais também foi similar, com excecdo para as amostras de leite
cru. A média total observada foi de 3,3%. Esses dados demonstram que as amostras selecionadas
para o estudo apresentam alta similaridade.
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Tabela 7. Composicdo quimica (g/100g) das amostras de leite usadas no estudo.

Processamento / Proteinas : Gordura
Amostra Total ?
1 3,0 3,0
2 3,0 3,0
UHT 3 35 33
4 3,0 3,3
1 35 3,5
2 35 35
Pasteurizado 3 3,0 3,0
4 32 35
1 33 35
2 33 35
Em p6 3 33 35
4 33 3,5
1 2,6 16
2 3.2 5,6
Cru 3 3,4 3,3
4 34 3,0

@ A composi¢do das amostras dos leites UHT, pasteurizado e em pé foram obtidas dos rétulos dos produtos, obtidos
comercialmente. Os dados para as amostras de leite cru foram analisadas no estudo.

!Método: Kjeldahl, POP LFQ 012, rev. 4. F = 6,38

2Método: 922.06 (Hidrolise acida), 18 ed., 32 rev. 2010, AOAC — Association of Official Analytical Chemists.

6.2 Digestdo Proteica

Todos os leites estudados foram, primeiramente, submetidos a simulacdo de digestdo
humana in vitro por meio do consenso inernacional do processo de digestdo humana:
INFOGEST. Para observar a eficiéncia da digestdo proteica, as amostras, em todas as fases da
digestdo, foram analisadas no que diz respeito a quantidade de proteinas sollveis e de
amino&cidos aromaticos (Figura 18).

Antes da digestdo, os leites apresentaram, em média, 17,80 mg de proteina por mL de
leite e em torno de 1 mg/ml nas fases gastrica e entérica, demonstrando que, em todas as
amostras, houve intensa hidrolise ja na fase gastrica da digestdo. Foi observado ainda pequeno
aumento da digestibilidade entre as fases gastrica e intestinal, especialmente nos leites em pé e
cru, entretanto, cabe salientar que a técnica empregada apresenta limitacdo quanto a quantificacao
de peptideos menores, que constituem maior parte dos digeridos intestinais. Em ambas as fases
de digestdo notou-se reducgédo acima de 90% de proteinas com pesos moleculares a partir de 3.000
Da em todos os tipos de leite analisados.

No que diz respeito aos aminoacidos aromaticos, entre amostra ndo digerida e fase
gastrica em todos os leites, ndo foi obeservado aumento significativo dos aminoacidos
quantificados em virtude do limite de deteccdo do método relacionado ao peso molecular dos
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peptideos no qual esses aminoécidos sdo encontrados. Os leites ndo digeridos tinham, em média,
0,3 mg de aminoacidos aromaticos por mL de leite e os digeridos no estbmago, entre 0,37 e 0,49
mg/ml. J& para os leites digeridos no intestino delgado houve diferencga sigificativa do leite cru,
contando com aproximadamente 0,9 mg/ml, para os leites UHT, em pd e pasteurizado, que
apresentaram em torno de 1,6, 1,6 e 2,0 mg/ml de aminoédcidos livres ou pequenos peptideos,
respectivamente. Tendo em vista os resultados, foi possivel revelar que o aumento de
digestibilidade relacionado ao fim da fase géstrica foi em torno de 1,25 vezes em todos os leites,
enquanto no fim da fase entérica foi de aproximadamente 5,5 vezes nos leites UHT e
pasteurizado, 4,8 vezes no leite em po e de 2,6 vezes no leite cru.
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Figura 15. Quantificacdo de proteinas soltveis pelo método de Bradford (A) e de aminoacidos
aromaticos (B) dos leites UHT, pasteurizado, em p0 e cru nos estados nao digerido (0h), digerido
na fase gastrica (2h) e digerido na fase entérica (4h).

n=4;p<0,05
Letras maiUsculas diferentes: diferenca significativa entre os leites no mesmo tempo de digestéo.

Letras minusculas diferentes: diferenca significativa entre os tempos de digestdo no mesmo tipo de leite.

Sabendo que as analises de quantificacdo de proteinas sollveis e de aminoacidos
aromaticos sdo complementares quando se trata de digestibilidade, pode-se afirmar que, por meio
da acdo da pepsina, as proteinas foram transformadas em peptideos de alto peso molecular e na
fase intestinal da digestdo, por meio da pancreatina, esses peptideos foram enfim degradados a
peptideos menores e aminoacidos livres. Além disso, foi constatado que ao final da fase entérica,
o perfil de degradacdo proteica foi semelhante entre os leites estudados com excec¢éo do leite cru.

Ao utilizarem outro método de digestdo in vitro, consistindo em 30 minutos de duracédo da
fase géstrica e uma hora da intestinal, Wada e Lonnerdal (2014) constataram que a digestibilidade
de proteinas de leites cru, pasteurizado e UHT ficou, em média, acima de 75%. Embora
estatisticamente ndo tenha sido apontada uma diferenca significativa, uma ordem clara de maior
digestibilidade é observada em funcdo das médias, sendo UHT, pasteurizado e, por fim, o leite
cru.

Kopf-Bolanz e colaboradores (2014) realizaram a simulacdo da digestdo in vitro e
quantificaram as proteinas ao final da digestdo, que resultou em aproximadamente 0,321 mg/ml,
0,305 mg/ml e 0,302 mg/ml para os leites cru, pasteurizado e UHT, respectivamente.
Diferentemente do presente estudo, ndo houve diferenca significativa entre o teor proteico do
leite cru para os demais, contudo, esse leite foi 0 que apresentou, aparentemente, menor
susceptibilidade a digestdo dentre os leites mencionados.

Sabe-se que aproximadamente 77% das caséinas do leite sdo degradadas antes de 30
minutos de digestdo pela pepsina e apés a fase entérica da digestdo elas ndo sdo mais
encontradas, seja in vivo ou in vitro. Portanto, como se trata das proteinas mais abundantes no
leite, um alto nivel de digestibilidade, como observado nesse estudo e nos trabalhos supracitados,
ja era esperado (BOUZERZOUR et al., 2012; BARBE et al., 2013; SANCHON et al., 2018).

Por fim, apesar das diferencas entre os parametros fisicos do processamento dos
diferentes leites, os dados mostram que nao houve diferenca significativa para a digestdo proteica
dos mesmos, no entanto, observa-se uma leve tendéncia de resisténcia do leite cru a atuacdo das
enzimas digestivas humanas. Este dado esta de acordo com a literatura e pode ser justificado pela
auséncia de aplicacdo de calor ou cisalhamento, ndo gerando alteragdes conformacionais nas
proteinas lacteas, deixando-as preservadas no meio em que se encontram.

6.3 Perfil Proteico por Eletroforese Desnaturante e Nativa
Apos verificar que a digestdo proteica foi bem sucedida, o perfil proteico de cada fase de
digestdo dos leites estudados foi analisado por meio de eletroforese SDS-PAGE (Figura 19), que
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permite calcular, de forma semi-quantitativa, cada proteina presente no leite, nas diferentes fases
da digestdo, por meio do peso molecular das proteinas do padrdo molecular utilizado,
possibilitando a identificagdo. Ao observar o perfil proteico das amostras nota-se que os leites
néo digeridos apresentaram o mesmo perfil, contendo imunoglobulinas, lactoferrina, BSA, a-, B-
e k-caseinas, B-Lg e a-La, ou seja, as principais proteinas lacteas.

Ap0s as duas horas que compreenderam a fase géastrica da digestdo, nota-se que a B-Lg
ainda ndo tinha sido degradada nos leites pasteurizado, cru e em pé e, sendo parcialmente
degradada no leite UHT estudado. J& as demais proteinas, foram todas amplamente digeridas,
uma vez que as bandas ndo aparecem no gel de eletroforese.

Ap0s quatro horas que compreendeu a digestdo gastrica (2h), seguida da fase entérica
(2h), pode-se observar que a f-Lg j& ndo aparece mais no gel, indicando a digestdo dessa proteina
no intestino. Esses dados estdo de acordo com os dados observados nas quantificacfes
colorimétricas, apresentadas na Figura 15.
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Figura 16. Eletroforese SDS-PAGE dos leites UHT, pasteurizado, em p6 e cru durante a
digestéo.

MW: peso molecular; 1: leite ndo digerido; 2: leite digerido no estbmago; 3: leite digerido no intestino delgado; Igs:
imunoglobulinas; Lf: lactoferrina; BSA: albumina de soro bovino; a, B, k CN: alfa, beta e capa caseina; p-Lg: beta-
lactoglobulina; a-La: alfa-lactoalbumina.

O método de eletroforese é amplamente utilizado para complementar a avaliacdo de
digestibilidade para proteinas de leite que, apds a fase gastrica, comumente é vista apenas uma
proteina remanescente — B-lactoglobulina —, cuja intensidade e incidéncia sdo maiores nos leites
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pasteurizado, cru e emB-Lg em po, liofilizada (BOSSIOS et al., 2011; KOPF-BOLANZ et al.,
2014; BRODKORSB et al., 2019).

Nos digeridos da fase entérica foi notado o surgimento de diversas bandas que
sabidamente ndo séo originarias dos leites em questdo. Tal problematica pode ser compreendida
ao relacionar os dados obtidos com o estudo de Kopf-Bolanz e colaboradores (2014), trabalhando
com leites UHT, pasteurizado e cru, foram também submetidos a SDS-PAGE (Anexo A)
juntamente com um controle de cada fase da digestdo que consistiam em: saliva e suco gastrico
para a fase gastrica e saliva, suco gastrico, pancreatina e bile para a entérica. Controles de cada
fase resultam em proteinas provenientes dos fluidos utilizados na digestéo.

Fato também observado em cremes a base de leites cru e pasteurizado digeridos por ratos
(GALLIER et al., 2013), no qual as proteinas foram totalmente hidrolisadas no intestino delgado
(Anexo B).

Relacionando os diferentes processamentos adotados nos leites analisados, sabe-se que as
caseinas sdo digeridas mais rapidamente em leites termicamente tratados se comparados ao cru,
fato que néo foi observado nesse trabalho devido ao tempo da digestdo no qual as amostras foram
recolhidas. Devido a parcial desmobilizacdo proteica causada por tratamentos térmicos houve
maior exposicao das porcOes peptidicas especificas de ligacdo das enzimas digestivas, tornando-
as mais sensiveis a digestdo ainda no inicio da fase gastrica (YE; ROY; SINGH, 2020).

Ye e colaboradores (2017) demonstraram que, na digestdo géastrica, o leite UHT
homegeneizado foi mais facilmente digerido que o pasteurizado e cru, fato também observado na
eletroforese das proteinas dessa fase da digestdo (Figura 18), em que a B-Lg foi quase
completamente degradada no leite UHT. Lin e colaboradores (2010) observaram que as proteinas
do soro foram mais degradadas em leite UHT quando comparado aos leites cru e outros
pasteurizados em diferentes combinacdes de temperatura e tempo.

Outro fator que vem sido estudado é a influéncia da homogeneizacdo na digestdo das
proteinas lacteas, ja que elas facilitam a interacdo entre os sistemas aquoso e lipidico do leite —
uma vez que o leite passa a apresentar uma reorganizacdo desses sistemas em goticulas menores
— gerando mais uniformidade. Nesse contexto, B-Lg e B-CN tornam-se mais disponiveis para
hidrélise pela pepsina. Quando a homogeneizacdo e altas temperaturas sdo associadas no
tratamento do leite, hd maior agregacdo das proteinas e goticulas de gordura que geram mais
poros no coagulo. Os poros formados, por sua vez, facilitam a entrada e consequentemente, a
acdo das enzimas digestivas (YE et al., 2017; DUPONT; TOME, 2020).

Considerando os dados obtidos por meio de quantificacbes de proteinas soluveis,
aminoacidos aromaticos, perfil eletroforético além dos resultados de outras pesquisas € possivel
afirmar que a intensidade do tratamento UHT aliada @ homogeneizagdo é capaz de aumentar a
digestibilidade das proteinas de leite de vaca, especialmente no estbmago.

A fim de observar o comportamento das proteinas dos leites estudados sem desnatura-las,
realizou-se a eletroforese nativa (Figura 20) que preserva as caracteristicas conformacionais das
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proteinas, como grau de enovelamento, formacdo de multimeros e interagdes fisico-quimicas.
Nos leites ndo digeridos os perfis eletroforéticos consistiram de, no maximo, 4 bandas, refletindo
dessa forma a presenca de aglomeragOes proteicas e, especialmente, a estrutura das micelas de
caseina, como ja referenciado na literatura.

Notavelmente, os perfis proteicos nativos revelaram grande similaridade entre os leites
UHT e em p0, assim como pasteurizado e cru, tanto nos ndo digeridos como nos digeridos apés a
fase géstrica. Nessa etapa da digestdo, uma banda difusa e de fraca intensidade foi observada no
gel, referente aos leites UHT e desidratado. Em contrapartida, duas bandas bem proximas entre si
e de forte intensidade foram observadas nos leites pasteurizado e cru, sendo correspondentes as
variantes A e B da B-Lg (LIN et al., 2010). Ao final da digestdo, todos os perfis foram
semelhantes, tendo em vista que a digestdo foi intensa tanto para a degradacdo das caseinas
guanto das proteinas do soro.
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Figura 17. Eletroforese nativa dos leites UHT, pasteurizado, em poé e cru durante a digestao.

MW: peso molecular; 1: leite ndo digerido; 2: leite digerido no estdmago; 3: leite digerido no intestino delgado; B-
LgB: B-Lg variante B; B-LgA: B-Lg variante A.

Lin e colaboradores (2010) também analisaram leites pasteurizado, UHT -
comercialmente disponiveis na China (Anexo C) — e cru e conduziram a eletroforese nativa para
avaliar os perfis proteicos in natura e possiveis diferencas entre eles. Ha similaridades com os
dados obtidos nesse estudo no que diz respeito a presenca das bandas referentes as variantes da -
Lg e na intensidade mais fraca dessas mesmas proteinas na amostra de leite UHT, corroborando
também com o exposto no SDS-PAGE. Nesse trabalho publicado em 2010 também foi registrado
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que, ao submeter o0 mesmo leite cru a tratamentos térmicos (variando a temperatura de 65 a 100
°C por 5 ou 10 minutos) a incidéncia das proteinas do soro, e especialmente da B-Lg, diminuiu
conforme 0 aumento das duas varidveis estudadas (tempo e temperatura).

6.4 Alergenicidade in vitro

Para analisar o potencial alergénico in vitro dos leites de vaca em suas diferentes fases da
digestdo, todas as amostras foram submetidas ao ensaio imunoenzimatico (Figura 21), no qual os
antigenos contidos na amostra se ligam aos anticorpos especificos para caseina e B-Lg, que
revestem a placa usada nos kits analiticos. Anticorpos conjugados a peroxidase sdo adicionados,
interagem com o0s complexos antigeno-anticorpo previamente formados e sdo expostos a um
cromadgeno, que ao reagir com o conjugado enzimatico sofre alteragdo colorimétrica podendo ser
medido por sua absortividade. Dessa forma, somente as proteinas ou fragmentos peptidicos que
possuem seus epitopos especificos preservados ao longo do processo digestivo sdo reconhecidos
pelas imunoglobulinas presentes do kit de ELISA, mimetizando assim a especificidade de
reconhecimento que ocorre no sistema imunolégico do organismo humano.

Ao analisar a concentracdo de caseinas e B-Lg nos leites ndo digeridos percebe-se que ndo
houve diferenga significativa entre eles, independente de terem sido ou ndo submetidos a um
processamento térmico. Considerando a relacdo entre os leites ndo digeridos e apds a fase
gastrica, foi observada uma tendéncia de reducdo no reconhecimento imunogénico em todos 0s
tipos de leites testados.

O reconhecimento imunoenzimatico dos digeridos gastricos revelou que,
comparativamente, os leites UHT e em pé — com 52 e 53% de reducdo respectivamente —,
apresentaram maior tendéncia de reducdo da resposta alergénica quando comparados aos leites
pasteurizado (7%) e cru (21%). Essa tendéncia, apesar de corroborar com os dados de digestdo e
eletroforese previamente apresentados nesse estudo, ndo foi comprovada estatisticamente por
consequéncia da grande variacdo dos dados brutos entre os experimentos por se tratar de um teste
extremamente sensivel gerando respostas na grandeza de parte por milhéo.

Relacionando os digeridos da fase entérica com as fases anteriores da digestdo, nota-se
uma reducdo significativa da concentracdo de caseinas e B-Lg reativos aos anticorpos do kit em
todos os leites, ou seja, houve uma diminuicdo acentuada da alergenicidade in vitro, com reducéo
minima de 96% para todos os tipos de leite analisados. Adicionalmente, ndo foi demonstrada
qualquer distin¢cdo significativa entre os leites analisados apos a fase entérica da digestdo, fato
que se deve a destruicdo dos epitopos responsaveis por desencadear respostas alergénicas as
caseinas e B-Lg pelo processo digestivo humano.
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Figura 18. Alergenicidade in vitro a caseina e B-Lg nos leites UHT, pasteurizado, em po e cru
nos estagios nao digeridos (0h), digeridos no estdmago (2h) e digeridos no intestino delgado (4h).

n=4;p<0,05
Letras mailsculas diferentes: diferenca significativa entre os leites no mesmo tempo de digest&o.

Letras minusculas diferentes: diferenca significativa entre os tempos de digestdo no mesmo tipo de leite.

A sensibilidade de um individuo a um alérgeno alimentar € muito particular, o que
justifica a falta de concordancia em relacdo a concentracdo segura para ingestdo de um
determinado alérgeno em um alimento ou a ingestdo minima recomendada para ndo causar
reacOes alérgicas. Uma vez que as respostas imunogéncias as proteinas do leite, quando mediadas
por IgE, podem causar sintomas geralmente logo ap6s a ingestdo ou nas 2h seguintes, todos os
tipos de leite podem gerar reacGes imediatas em pessoas alérgicas, uma vez que todas as amostras
ndo digeridas apresentaram alta imunorreatividade (BROZEK et al., 2012; FLOM; SICHERER,
2019).

Quando a faixa de temperatura de 50 a 90 °C é empregada no processamento de leite pode
ocorrer aumento da antigenicidade das proteinas do soro possivelmente em decorréncia da
exposicdo de epitopos alergénicos antes escondidos no interior da conformacdo nativa das
proteinas devido ao seu desenovelamento. Foi descrito em ratos (RY TKONEN et al., 2002) que a
B-Lg aquecida a 90 ° C por 30 min, portanto desnaturada, intensificou a resposta imune local no
trato gastrointestinal se comparada a pB-Lg ndo tratada por calor. Em contrapartida, Ehn e
colaboradores (2004) relataram diminuicéo significativa da capacidade de ligagdo entre IgE e -
Lg quando a matriz foi exposta a temperatura de 90 °C (BU et al., 2013).

Estudos demonstram que leites, especialmente no que diz respeito as proteinas do soro,
apresentam reducéo na alergenicidade quando submetidos a altas temperaturas (acima de 90 °C),
fato explicado pela destruicdo ou inacessibilidade de epitopos anteriormente expostos na
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superficie da molécula. O oposto acontece com as caseinas que praticamente ndo sdo afetadas
nessa faixa de temperatura (KLEBER; HINRICHS, 2007; BU et al., 2009; BU et al., 2013
BOGAHAWATHTHA; CHANDRAPALA; VASILJEVIC, 2017).

Sabe-se que a caseina, mesmo submetida a processamentos com elevadas temperaturas,
ndo tem a antigenicidade consideravelmente alterada. Em grande parte, isso se deve a maior
quantidade de epitopos lineares em detrimento dos conformacionais, fenémeno que nédo € visto
para B-Lg, que possuem ambos os tipos de epitopos (BOGAHAWATHTHA; CHANDRAPALA,
VASILJEVIC, 2017; VILLA et al., 2018).

Durante uma hora de fase géstrica da digestdo em individuos adultos relata-se em torno de
95% de imunorreatividade para -Lg e uma reducdo drastica de 100% a 0% para 3-CN em menos
de 20 minutos, devido a eficiéncia de sua degradacdo no estdbmago. Em 30 minutos da digestdo
entérica ainda se observa de 80 a 60% de residual de imunorreatividade para B-Lg enquanto a
taxa para B-CN permanece nula. Também foi descrito que o processamento térmico junto com
hidrdlise enzimatica diminui satisfatoriamente a alergenicidade ao leite (MICINSKI et al., 2013;
DUPONT; TOME, 2020).

Considerando todos os resultados, pode-se observar que houve intensa degradacdo
proteica ap0s as fases gastrica e entérica, com destaque para menor grau de digestibilidade no
leite cru ao final do processo digestivo simulado, fato corroborado pelo perfil eletroforético. Ao
analisar as proteinas de forma mais especifca, notou-se a presenca apenas da p-Lg mesmo apos 2
horas de digestdo, tendo maior concentracdo nos leites pasteurizado e cru e menor nos leites em
p6 e UHT. Consequentemente, os leites com menor concentracdo dessa proteina apresentaram
tendéncia de reducdo de alergenicidade quando comparados aos outros dois. Apds o término da
digestdo, o perfil proteico torna-se similar em todas as amostras, assim como a redugdo de
alergenicidade que ficou em torno de 96% para todos os leites analisados.

Cabe ressaltar que muitos estudos avaliam a resposta das proteinas em sistemas isolados e
em diferentes condicdes de digestdo. No presente estudo, em contrapartida, optou-se por observar
essas mesmas respostas em leites comerciais, inclusive com a presenca de gordura, que é alterada
nos processos térmicos. Assim, o diferencial foi demonstrar em produtos comerciais, 0S
comportamentos proteicos no que diz respeito a digestibilidade e alergenicidade.

7 CONCLUSOES

Considerando os resultados referentes a digestibilidade das proteinas do leite de vaca, foi
demonstrada alta resisténcia térmica da B-Lg permanecendo integra até o fim da digestdo
gastrica, apenas quando submetidas a temperaturas abaixo de 80 °C, como no caso da
pasteurizacdo. No entanto, ao final da digestdo gastrointestinal, as proteinas de todos os leites
testados foram amplamente digeridas.

Devido a auséncia da B-Lg apds duas horas de digestdo, os leites tratados por ultra alta
temperatura (UHT) e o desidratado (em pd) evidenciaram tendéncia de reducédo de alergenicidade
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quando comparadas ao leite pasteurizado. Dada a alta eficiéncia da digestdo intestinal, ndo houve
diferenca entre os leites estudados.

No contexto de paises emergentes como o Brasil, ou subdesenvolvidos, sdo noticias
animadoras, pois leites que sdo mais amplamente distribuidos em consequéncia da vida util
estendida e, em geral, com menor custo, ndo representam prejuizos na digestao proteica e além de
ndo impactar negativamente o sistema imunoldgico, podem servir como tema de muitos estudos
visando uma possivel atenuacdo alergénica e futuras aplica¢Bes na industria lactea.
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ANEXOS

ANEXO A — SDS- PAGE dos leites pasteurizado, UHT e cru ndo digeridos e digeridos do estudo
de Kopf-Bolanz e colaboradores (2014).
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SDS-PAGE de diferentes leites por Kopf-Bolanz e colaboradores: (a) ndo digeridos; (b) apds a
fase gastrica; (c) depois da digestdo completa. M: marcador molecular; 1: leite cru; 2:
pasteurizado integral; 3: UHT integral; 4: controle; Std: padréo da respectiva fase.

Adaptado de KOPF-BOLANZ et al., 2014.
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ANEXO B - Eletroforese desnaturante de proteinas de cremes a base de leites cru e pasteurizado
digeridos por ratos (GALLIER et al., 2013).
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SDS-PAGE de creme preparado a partir de leites cru (RC), pasteurizado (PC) e pasteurizado e
homogeneizado (PHC) e digerido intestinal de ratos apOs receberem, cada um, uma das
preparacdes de creme (GALLIER et al., 2013).

1: padrdes de proteinas; 2: RC (leite cru); 3: conteido do intestino delgado superior dos ratos que receberam RC; 4:
contelido do intestino delgado menor dos ratos que receberam RC; 5: PC (leite pasteurizado); 6: contelido do
intestino delgado superior dos ratos que receberam PC; 7: conteldo do intestino delgado menor dos ratos que
receberam PC; 8: PHC (leite pasteurizado e homogeneizado); 9: contetido do intestino delgado superior dos ratos que
receberam PHC; 10: conteido do intestino delgado inferior dos ratos que receberam PHC. MFGM: membrana de

glébulos gordurosos do leite, MUCL: mucina 1; XO: xantina oxidase; PAS: acido periédico Schiff; CD36:
agrupamento de diferenciacdo 36; BTN: butirofilina.
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ANEXO C - Eletroforese nativa de proteinas do soro de leites cru, pasteurizado e UHT (Lin et
al., 2010).

PAGE nativo de proteinas de soro de leite cru, cinco leites bovinos comerciais e trés individuais.

1: leite bovino cru como controle; 2-3: dois leites bovinos pasteurizados comerciais; 4-6: trés leites bovinos UHT
comerciais; 7-9: trés leites bovinos individuais.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate whether thermal
processes applied in milk, such as pasteurization and UHT
affect the protein digestibility leading to changes in the
allergenic responses. Samples were subjected to a simulation
of the human digestion and subsequently evaluated regarding
protein cleavages and enzyme immunoassay for caseins and f3-
lactoglobulin immunogenicity. Among the different samples,
protein digestibility was mainly affected in the gastric phase.
a-lactaloumin and caseins showed high susceptibility to
gastrointestinal enzymes, while a partial p-lactoglobulin
resistance to pepsin was observed. Concerning in vitro
allergenicity, a tendency of reduction was demonstrated in
UHT and powdered milk samples after digestion in the
stomach. Following the intestinal digestion, all milk samples
presented low allergenicity, over 96% reduction of antibody
binding. These data corroborates to the understanding of the
effects of the world’s most used heat treatments in cow's milk
protein digestibility and allergenicity.
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1.Introduction

Bovine milk is an important source of
proteins, lactose, calcium, vitamins and
bioactive peptides (Villa et al., 2018). In
Western diets cow’s milk consumption is
also a habit among humans and its regular
intake is associated with the prevention of
several  chronic  diseases, including
cardiovascular, diabetes, obesity and
osteoporosis (Willett and Ludwig 2020).
Despite its nutritional relevance and its
whole on health preservation, bovine milk is
on the list of the eight most allergenic foods
(FAO and WHO, 2018). Currently, several
allergenic epitopes have already been
identified within the structure of the main
milk proteins — caseins, alpha lactalbumin
(0O-La), beta-lactoglobulin (B-Lg). Cow’s
milk allergy affects 4% of children and 0.5%
of adults worldwide, causing symptoms such
as atopic dermatitis, acute urticaria, rhinitis,
asthma exacerbation, vomiting, diarrhea and
abdominal pain (Villa et al., 2018, Willett
and Ludwig, 2020). It is known that some
food processes, including pasteurization and
UHT process can modify the structure of
proteins, either by glycosylation, Maillard
reaction, aggregation or unfolding. These
processes may alter the allergenic epitopes
of proteins, influencing their binding to
immunoglobulins, consequently modulating
the immunological response (Bogahawaththa
et al.,, 2017, Bu et al., 2013; Villa et al.,
2018). Different thermal processes such as
pasteurization, ultra-high temperature (UHT)
and UHT followed by atomization (milk
powder) are used by milk industries to
reduce  microbiological  contamination.
However, the relation between these
processes, especially UHT and atomization,
with  milk protein allergenicity and
digestibility is not fully understood,

requiring further investigation
(Bogahawaththa et al., 2017, Bu et al., 2013,
Villa et al., 2018). Milk caseins are stable
proteins when milk is treated by thermal
processing, which generates a small
attenuation of allergenicity and a slight
increase in its digestibility. In contrast, the
main whey proteins (o-La and B-Lg) are
more susceptible to heat, especially when
temperatures over 90 °C are applied as
conformational changes leads to epitopes
exposition and further destruction by the
gastrointestinal enzymes (Rahaman et al.,
2016, Villa et al., 2018). During protein
digestion several chemical and enzymatic
reactions occur, generating changes in the
structure of proteins, which can either lower
or increase their allergenicity. Not all
proteins are fully cleaved in amino acids
during digestion. Some of them are cleaved
into larger peptides preserving allergenic
epitopes, which may intensify certain
immune system stimulations, such as IgE
binding (Benede et al., 2014, Villa et al.,
2018). Considering all mentioned above, the
present study aimed to investigate different
types of bovine milk processing —
pasteurized, UHT and powdered (UHT
followed by spray-drying atomization) —
regarding the digestibility and allergenicity
of milk proteins.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Different commercially bovine milk,
processed by pasteurization, UHT associated
with homogenization and powder were
selected. Samples of raw milk from local
milk producers were also wused for
comparative purposes. The milk samples
were selected from the dairy basin in the
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Southeast of Brazil, more specifically from
Rio de Janeiro and Minas Gerais.
2.2. In vitro gastrointestinal digestion of
milk samples

Digestion simulation was carried out in
accordance to the international consensus on
static in vitro digestion, Infogest (Brodkorb
et al., 2019, Minekus et al., 2014). As
recommended by the method for liquid
foods, the salivary phase of the digestion
was not performed. Therefore, simulated
gastric fluid containing porcine pepsin (423
U.mg-1, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) was added to the different milk
samples. Gastric digestion occurred for 2
hours in a water bath (Banho Dubnoff NT
232, Novatecnica, Piracicaba, SP, Brazil)
under constant agitation. To stop the
reaction, the pH was adjusted to 7 with
hydrochloric acid. Following to the intestinal
phase, the solution was mixed with a
simulated intestinal fluid containing porcine
pancreatin (7.05 U.mg-1, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) and bile (1.00 mmol.g-1,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The
reaction occurred for 2 hours and it was
stopped with ice bath. Samples were kept at
-20°C until further analysis.
2.3. Degree of hydrolysis

The soluble protein content was
quantified according to Bradford (1976), in a
digital spectrophotometer SP-220
(Biospectro, Curitiba, PR, Brazil). The
spectrophotometric measurement of
aromatic amino acids was carried out
according Goodwin and Morton (1946). A
tyrosine standard curve was used and
samples were read at 280nm. Results were
analyzed by one-way ANOVA and
submitted to the Tukey t-test in Microsoft
Excel 2019 software with a significance
level of p = 0.05.

2.4. Protein electrophoresis

One-dimensional protein electrophoresis
was performed (Laemmli, 1970) using
polyacrylamide gel. The stacking and
running gels were prepared with 8% and
12% acrylamide solutions, respectively.
Undigested and digested milk samples, as
well as a wide molecular weight standard
(Bio-Rad Laboratories, Inc, United States)
were applied to the gels. The electrophoretic
run was carried out in the Mini PROTEAN®
Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc,
United States) at 100V for 2.5 hours. After
running, the electrophoretic gels were fixed
and stained in a solution containing acetic
acid (10%), methanol (40%) and Coomassie
Brillant Blue R 250 (1%) overnight.
2.5. Allergenicity of Milk Proteins

The allergenicity of milk samples and
their digested products was determined by
enzymatic immunoassay using sandwich
ELISA kits for caseins and f-Lg
(RIDACREEN FAST Milk, R-Biopharm
AG, Darmstadt, Germany). The reaction was
read in Multiskan FC (ThermoScentific,
Waltham, MA, USA) at a wavelength of 450
nm. Casein and B-Lg concentrations were
calculated by the RIDA®SOFT Win.net
software (R-Biopharm AG, Darmstadt,
Germany). The results correspond to the
average of 4 experiments that were
submitted to statistical analysis using
Tukey's t-test in Microsoft Excel 2019
software with a significance level of p = 0.05
to compare the results.

3.Results and discussions
3.1. Milk Proteins Hydrolysis

Protein digestion began in the stomach
by the activity of pepsin under acidic pH
conditions.  Pancreatic and intestinal
proteases followed the digestion process,
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hydrolyzing the remaining protein fragments
(Sah et al., 2016). In the present study, the
soluble protein content dramatically reduced
after the simulated gastric digestion
achieving reductions of 24.3-, 19.5-, 25.7-
and 27.3-times fold for raw, UHT,
pasteurized and  powdered  samples,
respectively (Figure 1A). After enteric
digestion the soluble protein content of all
bovine milk samples remained stable as the
method is able to quantify proteins and
peptides with molecular weight higher than
3 kDa. In contrast, no significant increase in
the concentration of aromatic amino acids
was observed from the undigested to gastric
digested samples, showing that the peptic
digestion was able to convert part of the
protein into higher molecular weight
peptides. Meanwhile, intestinal enzymes
were able to release small peptides and
amino acids and increments of 2.6-, 6.1-,
5.3- and 4.8-times fold for raw, UHT,
pasteurized, and powdered milk samples,
respectively, were observed after enteric
digestion (Figure 1B).
3.2. Electrophoretic Profile

The Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE) (Figure 2) revealed that all cow’s
milk samples presented similar protein
profiles, indicating that the different thermal
processes applied did not affect their protein
composition. According to Bouzerzour et al.
(2012), approximately 77% of milk caseins
are degraded before 30 minutes of digestion
by pepsin and after the enteric phase of
digestion they could no longer be found.
Corroborating with this statement, in the
present study the electrophoretic profile
showed an intense reduction in casein bands
for all milk samples after the gastric phase of
digestion. Regarding whey proteins, the

second most abundant protein in whey ([1-
La) was rapidly hydrolyzed by pepsin after
the simulated gastric digestion for all milk
treatments. Kopf-Bolanz et al. (2014) found
similar results for raw, pasteurized and UHT
whole milk and Mellinger-Silva et al. (2015)
in pepsin hydrolysates of whey protein
isolate. The susceptibility of o-La to pepsin
can be attributed to conformational
alterations occurred in a-La structure at low
pH, exposing its hydrophobic interior and
increasing its proteolysis by pepsin (Kamau
et al., 2010, Nik et al., 2010). The major
whey protein (B-Lg) presents a strong
globular conformation at low pH, hiding
pepsin’s target amino acids (Ozorio et al.,
2020). Bateman et al. (2010) and Ozorio et
al. (2020) also reported a B-Lg resistance to
simulated gastric digestion. In Figure 2 is
possible to observe that in milk types treated
with severe heat — UHT and powder — B-Lg
was susceptible to pepsin, which is probably
related to the thermal sensitivity of the B-Lg
structure to high temperatures (Villa et al.,
2018), exposing pepsin target  sites.
However, in milk samples that received mild
or no heat treatment — pasteurized and raw
milk, respectively — p-Lg was further
hydrolyzed by intestinal enzymes. The
susceptibility of B-Lg to enteric digestion
can be associated to conformational
alterations at pH above 7, uncovering amino
acid residues that are sensitive to intestinal
enzymes (Ozorio et al., 2020).
3.3. Allergenicity of caseins and -Lg

The sensitivity of an individual to a food
allergen is very particular, explaining the
lack of agreement regarding safe
concentration for ingestion or minimum
intake recommended to avoid allergic
reactions (Villa et al., 2018). Figure 3 shows
that prior in vitro digestion, all milk samples
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presented similar immunoreactivities to
casein and B-Lg through ELISA tests. If IgE-
mediated responses to milk proteins may
cause symptoms usually right after ingestion
or within the following 2h (Villa et al.,
2018), all types of milk may generate
immediate reactions in allergic people, since
undigested  samples  presented  high
immunoreactivity. After gastric digestion,
milk  powder achieved the lowest
allergenicity, followed by UHT, while
pasteurized and raw milk showed similar
profiles. Once B-Lg was completely and
partially hydrolyzed in UHT and powdered
milk (Figure 2), respectively, the most
prominent reduction in the allergenicity of
these both milk types may be related to a
combination of severe heat treatment with
pepsin digestion, as reported by Rahaman et
al. (2016) and Villa et al. (2018). When
compared to the intestinal digested, milk
gastric digested samples presented higher
allergenicity, which may be attributed to the
preservation of allergenic epitopes in
proteins and polypeptides not digested in
this phase. Although in the present study the
combination of alkali pH and intestinal
enzymes had been able to drastically reduce
the allergenicity in all cow’s milk samples,
some non-lgE-mediated allergic late
reactions may still occur (Villa et al., 2018).

4. Conclusions

Considering the results presented,
undigested and in vitro digested milk
samples evaluated showed similar degrees of
hydrolysis. Through the electrophoretic gel
it was possible to confirm the high
susceptibility of cow’s milk caseins to
gastrointestinal digestion. The p-Lg of
bovine milk types treated with intense heat
(UHT and powder) showed more sensitivity

to pepsin digestion than in raw and
pasteurized ones. This can also be related to
the tendential lower allergenicity of both
UHT and powder milk gastric digests in
comparison to pasteurized and raw gastric
samples. Enteric enzymes could hydrolyze
the remaining proteins in all intestinal
digested milk samples, which can be related
to the small allergenicity observed for them.
In this sense, the different thermal processes
applied by industries to allow milk
distribution worldwide besides providing a
safe product, regarding microbiological
contamination, also demonstrated small
influence on the digestibility and
allergenicity of the main milk proteins.
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Figure 1. Soluble protein content (A) and
aromatic amino acids (B) quantification of
UHT, pasteurized (PAS), powdered (PO)
and raw undigested and in vitro digested
milk samples. Capital letters: significant
difference between milk samples at the same
time of digestion, p <0.05; Lower-case
letters:  significant  difference  between
digestion times in the same type of milk, p

<0.05.

Figure 2. SDS-PAGE electrophoretic gel of
UHT, pasteurized (PAS), powdered (PO)
and raw milk during simulated digestion.
MW: molecular weight; 1: undigested; 2:

Figure 1.

digested in the stomach; 3: digested in the
small intestine; Igs: immunoglobulins; Lf:

lactoferrin; BSA: bovine serum albumin.

Figure 3. Concentration of casein and -Lg
in undigested and in vitro digested milk
samples as an indicative of milk
allergenicity. PAS — pasteurized milk; PO —
powdered milk. Different capital letters:
significant difference between milk samples
at the same time of digestion; p <0.05
Different lower-case letters: significant
difference between digestion times in the

same type of milk; p <0.05.
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Figure 2.
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