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RESUMO

VASCONCELLOS, A. N. Quantificacdo de glicomacropeptideo em leite
proveniente de vacas com alelos A1 e A2 para p-caseina, experimentalmente
contaminado com Bacillus cereus s.s. e Pseudomonas fluorescens. 2022. 57f.
Dissertagdo de Mestrado (Mestrado em Zootecnia) — Faculdade de Zootecnia e

Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2022.

Pouco se sabe sobre a acdo de proteases microbianas no leite proveniente de vacas com
genotipos contrastantes para f-caseina e, visto que a demanda do consumidor vem
crescendo por produtos inovadores e de qualidade, e os beneficios que o leite A2 pode
trazer para a saude e bem-estar seguem em discussdo na literatura. Destaca-se também
que a quantificagdo de GMP em relacdo a agdo de proteases microbianas também pode
trazer discussdes relevantes para a cadeia produtiva leiteira atual. O objetivo do estudo
foi contaminar experimentalmente o leite proveniente de vacas com os gendtipos
Al1Al, AT1A2 e A2A2 para PB-caseina com Bacillus cereus s.s. e Pseudomonas
fluorescens e posteriormente quantificar o glicomacropeptideo (GMP) a fim de verificar
se existe influéncia dos trés genotipos na degradagdo microbiana ou ndo da Kappa
caseina (k-CN) em diferentes tempos de incubagdo. Ao longo do tempo, houve
aumento da concentragdo de GMP independentemente do gendtipo ou contaminagao.
Comparando genotipos, foi possivel perceber menores taxas de degradagdo da x-CN
para o leite proveniente de gendtipo A1A1 para B-CN, seguido do A2A2 e por fim,
A1A2. Desse modo, ¢ importante manter a qualidade de um produto de valor agregado
como o leite proveniente de vacas com genotipo A2A2 para B-CN que apresenta maior

sensibilidade na degradac¢ao da k-CN.

Palavras-chave: leite A2, hidrdlise enzimdtica, protease microbiana.



ABSTRACT

VASCONCELLOS, A. N. Quantification of glycomacropeptide in milk from cows with
Al and A2 alleles for B-CN, experimentally contaminated with Bacillus cereus s.s. and
Pseudomonas fluorescens. 2022. 57p. Master’s dissertation (Animal Science) — Faculty
of Animal Science and Food Engeenering, University of Sao Paulo, Pirassununga,

2022.

Little is known about the action of microbial proteases in milk from cows with
contrasting genotypes for B-casein and, given that consumer demand has been growing
for innovative and quality products, and the benefits that A2 milk can bring to health
and well-being are still under discussion in the literature. It is also noteworthy that the
quantification of GMP in relation to the action of microbial proteases can also bring
relevant discussions to the current dairy production chain. The aim of the study was to
experimental contamination of milk from cows with genotypes A1A1, A1A2 and A2A2
for B-casein with Bacillus cereus s.s. and Pseudomonas fluorescens and later to quantify
the glycomacropeptide (GMP) in order to verify if there is an influence of the three
genotypes on the microbial degradation of Kappa casein (k-CN), at different incubation
times. Over time, there was an increase in GMP concentration regardless of genotype or
contamination. Comparing genotypes, it was possible to notice lower degradation rates
of k-CN for milk from genotype A1A1 to B-CN, followed by A2A2 and finally, A1A2.
Thus, it is important to maintain the quality of a value-added product such as milk from
cows with the A2A2 genotype for B-CN, which is more sensitive to k-CN degradation.

Key-words: A2 milk, enzymatic hydrolysis, microbial protease.
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1. Revisao de literatura

1.1 Leite proveniente de vacas com alelos Al e A2 para B-CN

O consumo de leite e derivados ¢ cada vez mais protagonista na vida do
brasileiro, uma vez que sdo considerados essenciais para o desenvolvimento e o bem-
estar dos seres humanos, como também um alimento com grande contribuicdo ao
fornecimento de calcio, fosforo, vitamina A, D, E e B12, proteina, potéssio, zinco,
colina, magnésio e selénio, sendo incluidos nos indices de alimentacdo saudavel
(BASIOTIS et al., 2004; BRASIL, 2014; USDA, 2020).

Segundo o IBGE, a quantidade de leite cru adquirido e industrializado em 2020
foi de aproximadamente 18 bilhdes de litros (IBGE, 2020). Desde 2017, a produgdo de
leite, sob inspe¢do, voltou a crescer depois de dois anos consecutivos em queda
(EMBRAPA, 2019). Estes dados revelam andlises do cendrio atual do Brasil, levando
em consideracdo as novas tendéncias de mercado, onde pode-se destacar o leite
proveniente de vacas com genotipo A2A2.

Além do mercado leiteiro ter grande impacto na economia, trata-se da compra e
venda, producdo e industrializacdo de um alimento altamente nutritivo. O leite ¢ fonte
de proteina, gordura, minerais e vitaminas de alta qualidade, sendo considerado um
alimento completo devido sua composi¢ao rica em nutrientes (CALLEFE et al., 2015;
NAGPAL et al.,, 2011; SGARBIERI, 2005). Dentre as proteinas lacteas, pode-se
destacar a caseina do leite, que possuem excelente valor nutricional, com 9 aminoacidos
essenciais que ajudam no crescimento e desenvolvimento e sdo encontradas em maior
abundancia dentre as proteinas, sendo classificadas em asi-caseina (as1-CN), as2-
caseina (as2-CN), B-caseina (B-CN) e kappa-caseina (k-CN), sendo a B-caseina a maior
constituinte dessa classe (BRAUN et al., 2016; MADRIGAL et al., 2021).

As caseinas as1-CN, as2-CN e B-CN se combinam por interacdes hidrofobicas e
eletrostaticas entre si, e interagem com minerais de fosfato de calcio (CCP), e em menor
quantidade magnésio, citrato e fosforo; na superficie da estrutura da micela também
encontra-se a k-CN, com caracteristica hidrofilica que contribui para a estabilidade
micelar. Em cada micela formam-se sub-micelas e a jungao dessas sub-micelas formam
o grupo caseina (BIJL et al., 2021).

Além da caseina, o leite contém as proteinas séricas que fazem parte das
principais proteinas, destacando-se a P-lactoglobulina e a-lactoalbumina, encontradas
no soro (KAMINSKI et al., 2007). As demais proteinas séricas sao: imunoglobulinas,

enzimas, glicomacropeptideos, lactoferrina, albumina sérica e fatores de crescimento,
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que atuam na fun¢do imunolégica e desenvolvimento do trato digestorio (DEMIREL;
CAK, 2018; VARGAS-BELLO-PEREZ et al., 2019).

Os genes da caseina, regido localizada no cromossomo 6 (BTA6q31), sdo
estudados extensivamente em bovinos. Para que ocorram as variagdes genéticas das
subunidades, asi, os2, B € k-CN pelos genes CSNIS1, CSNIS2, CSN2 e CSN3,
respectivamente, ¢ necessario ocorrer a codificagdo no cromossomo 6. No mais, tais
caracteristicas genéticas apresentam altas taxas de mutacdo, principalmente na
codificacdo da B-CN (CHEN et al., 2021; JANN et al., 2004).

A B-caseina do leite ¢ uma proteina constituida de 209 aminoacidos que
apresentam 13 variantes genéticas, sendo elas Al, A2, A3, A4, B, C, D, E, F, HI, H2, |
e G (CAROLI; CHESSA; ERHARDT, 2009; GALLINAT et al., 2013; KAMINSKI et
al., 2007), que diferem pela posicdo dos aminoacidos. Essas variagdes genéticas
apresentam caracteristicas de codominancia, ou seja, os alelos podem estar presentes em
heterozigoto entre as variagdes, sendo que um animal pode carregar no seu genotipo
uma copia de cada um dos alelos (DANILOSKI et al., 2021).

Os genoétipos A1A1, A1A2 e A2A2 sdo mais frequentes no rebanho leiteiro,
enquanto as outras variantes estdo distribuidas dentro da variacdo alélica A1 (B, C, D, F
e G) e A2 (A3, E, HI, H2 e I), por possuirem caracteristicas genéticas semelhantes,
sendo que alelos Al e A2 sdo as variantes mais comuns (DANILOSKI et al., 2021).

O alelo Al ¢ uma mutagdo do alelo A2 e ¢ encontrado com maior frequéncia em
animais de racas taurinas, como a Holandesa. Acredita-se que, historicamente, o
homozigoto A2A2 era predominante em todo o rebanho bovino, porém ao longo do
tempo, ocorreu uma mutacao no gene da B-CN originando outras variantes além do
fenotipo alélico A2 (DANILOSKI et al., 2021).

E importante que seja feita a genotipagem do rebanho e a identificagdo do gene
em questdo. Para identificacdo das variagdes génicas de B-CN a informagdo ¢ extraida
do DNA gendmico em amostras de espermatozoide, leite, em pélos ou sangue
(DANILOSKI et al., 2021). Pode ser realizada por diferentes métodos analiticos, como
PCR para amplificacdo de DNA, HPLC (cromatografia liquida de alto desempenho
acoplada a espectrofotometria de massa), gel de eletroforese para focalizagao isoelétrica
e espectroscopia de infravermelho (DANILOSKI et al., 2021; MAYER et al., 2021;
NGUYEN et al., 2018).

Para a identificagdo do gene CSN2, o mais comum ¢ que seja realizada a
genotipagem animal. No entanto, com o aprofundamento de estudos e altos

investimentos da industria, novos métodos de identificacdo em relagcdo as variantes da
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B-CN e deteccao dos alelos Al e A2 da B-CN vém sendo descritos, por exemplo, no
leite. Um estudo recente de Giglioti et al. (2020), foi realizado o método de rhAmp para
genotipagem utilizando leite, proporcionando uma opc¢ado de andlise com otimizagdo de
tempo, praticidade e facilidade na coleta, além de ser um método ndo invasivo que ndo
causa estresse aos animais.

O maior diferencial entre as variantes Al e A2 para B-CN ¢ o polimorfismo do
nucleotideo de citosina (CCT) convertido em adenina (CAT) no gene CSN2, na sua
cadeia de 209 aminodcidos. Dessa forma, ocorre a troca do aminoécido prolina na
posi¢do do cédon 67 (Pro®”) de p-CN A2 pelo aminoacido histidina (His®”) na p-CN A1l
(KAILASH et al., 2014; LIMA, 2015; MAYER et al., 2021; NGUYEN et al., 2018).

A presenca da His®’ facilita a clivagem nessa posi¢do apos atuagio de proteases
digestivas. Desse modo, libera um peptideo bioativo de 7 aminoacidos (Tyr®’-Pro®!-
Phe®2-Pro%-Gly®*-Pro%-11e*®)  denominado de p-Casomorfina-7 (BCM-7) com
caracteristicas opioides (KAMINSKI et al., 2007).

As B-casomorfinas (BCMs) sao produto da hidrélise da B-caseina, classificadas
como um grupo de peptideos bioativos com propriedades opidides que apresentam uma
estrutura que envolve de 4 a 11 aminodcidos sendo a mesma sequéncia para os trés
primeiros aminoacidos: tirosina, prolina e fenilalanina (DE NONI; CATTANEOQ, 2010;
KAMINSKI et al., 2007; MUEHLENKAMP; WARTHESEN, 1996). Essa reagdo de
hidrélise ocorre durante a digestdo por proteases intestinais como a tripsina, envolvidas
na digestdo do leite, também podem acontecer pela acdo de proteases enddgenas do
leite, proteases microbianas e durante os processamentos térmicos € enzimaticos na
producao de leite e derivados (NGUYEN et al., 2015).

A BCM-7 pode ser produzida em até quatro vezes mais no leite com a variante
Al da B-caseina em relagdo a variante A2 (HARTWIG et al., 1997; KAMINSKI et al.,
2007; YOSHIKAWA, 1999). Este peptideo bioativo pode causar desconforto e
inflamacao gastrointestinal (HE et al., 2017; XIAOYANG et al., 2019) e ¢ absorvido
por regides cerebrais relevantes para a esquizofrenia e o autismo (SUN; CADE, 1999),
que também sdo promotoras ou integrantes de vias dopaminérgicas, serotoninérgicas e
gabaérgicas, além de interagir com receptores de serotonina 5-HT2, podendo afetar
todos esses sistemas (SOKOLOV et al., 2005). A BCM-7 também pode levar ao
aumento do risco de doencas cronicas (CIESLINSKA et al., 2007; CIESLINSKA et al.,
2012), doenga cardiaca isquémica humana, arteriosclerose, diabetes tipo 1 e sindrome

da morte subita do lactente (BIRGISDOTTIR et al.,, 2002; ELLIOTT et al., 1999;
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TAILFORD et al., 2003; McLACHLAN, 2001; SUN et al., 1999; THORSDOTTIR et
al., 2000).

O motivo do crescimento da popularidade do leite proveniente de vacas com
gendtipo A2A2 para B-CN esta relacionado ao seu potencial de facil digestibilidade e
diminui¢do dos problemas intestinais em comparagdo ao leite que contém o alelo Al
para B-CN. Conhecido até mesmo como alimento com propriedades funcionais, o “leite
A2” vem sendo escolha prioritaria entre os consumidores com sensibilidade digestiva
(OLIVEIRA MENDES et al., 2019). Recentemente no Brasil, foi publicada a Resolugao
3.980 (20.10.2021), onde os rotulos poderdo conter a frase “Leite produzido a partir de
vacas com gendtipo A2A2”. A Anvisa também autorizou, a alegagao de funcionalidade
com a frase: “O leite A2 nao promove a formacao de BCM-7 (beta-casomorfina-7), que
pode causar desconforto digestivo” (BRASIL, 2021).

Desse modo, o consumo do leite proveniente de vacas com genotipo A2A2 para
B-CN ¢ uma alternativa para individuos especificos com sensibilidade digestiva ou
ainda para outros individuos com outras condigdes que se encaixam nas descritas acima.

Estudos levantam a possibilidade do leite proveniente de vacas com gendtipo
A2A2 para B-CN possuir uma composicdo diferente, com porcentagens diferentes de
proteina, gordura e outros compostos (MCLEAN et al., 2009). Dessa maneira, a agao de
enzimas que degradam o leite, como proteases microbianas, podem agir diferentemente
nos leites provenientes de gendtipos contrastantes para a [-CN. Segundo Cadark
(2005), ¢ possivel notar que para os genes da B-CN, o homozigoto A1A1 possui maior
teor de proteina e gordura em relacdo aos gendtipos A1A2 e A2A2. Em uma pesquisa
mais recente, Cendron et al. (2021) apresenta dados significativos de maior percentual
de proteina e gordura para o gendtipo A2A2.

Em termos de rendimento industrial, Nguyen et al. (2018) demonstraram que na
producdo de derivados, como no iogurte, o genotipo A2A2 apresentou um maior tempo
de geleificacdo, com uma estrutura mais porosa, devido a maior quantidade de célcio
livre na micela de caseina, levantando a discussao de que a estrutura micelar desse

gendtipo pode ser mais fragil (DANILOSKI et al. 2021).

1.2 Glicomacropeptideo (GMP)
Outro peptideo derivado da caseina ¢ o glicomacropeptideo (GMP). A micela de

caseina ¢ uma particula coloidal, que ¢ a responsével pela estabilidade térmica do leite

(FOX; BRODKORB, 2008). A estrutura interna da micela de caseina ¢ constituida
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predominantemente por asi, os2 B-CN e de fosfato de cdlcio, enquanto a x-CN esta
localizada na superficie da micela (DALGLEISH, 2011).

Existem varios estudos divergentes em relagdo a estrutura da micela de caseina,
mas ainda sim ha um consenso quanto a estabilidade, que se deve pela presenca de
ligacdes i0nicas e interagdes hidrofobicas (HOLT et al, 2003). A x-CN ¢ uma
glicoproteina, estavel na presenga de ions de calcio e assumindo importante papel na
estabilidade da micela. J& a B-CN, por ser mais fosforilada que a x-CN, ¢ mais sensivel
a altas concentragdes de sais de célcio, mesmo que seja menos sensivel a precipitagdo
com cdlcio do que as caseinas o (WALSTRA, 1999).

Apesar das caseinas apresentarem alta estabilidade, alguns fatores como agao de
proteases, hidrolise enzimatica, extremas temperaturas e outros fatores podem alterar a
estrutura micelar. A hidrélise enzimatica ocorre pela acdo de endopeptidases, assim
também como de proteases, que agem semelhante & renina: hidrolisam a cadeia
peptidica da k-CN (169 aminodcidos) na ligacdo entre a fenilalanina (posicao 105 na
cadeia) e a metionina (posicao 106 na cadeia), acarretando na falta de estabilidade e
liberando produtos, em uma porcao hidrofébica (para-kappa-caseina, cadeia de 1 a 105
aminoacidos) e uma hidrofilica (glicomacropeptideo - GMP, cadeia de 106 a 169
aminoacidos), causando a precipitacdo da caseina e expondo as asi, as2 € as B-CN
(BRASIL et al., 2015; ORDONEZ, 2005).

Tal reacdo ¢ utilizada na industria de laticinios na producdo de queijo e outros
derivados lacteos. Por isso, quando hd degradacdo da micela de caseina por agdo de
enzimas externas por conta da qualidade do leite e mal armazenamento, ocorre
diminui¢do do rendimento industrial, tornando esse fator agravante para a lucratividade
das industrias (SILVA, 2015).

Enzimas degradantes atuam nas fracdes kappa, a e B das micelas de caseina, sem
degradar as proteinas do soro (BURGER, 2015). Essa reagdo é preocupante pois afeta a
vida de prateleira do leite e derivados, visto que a acdao degradante das
metalloproteinases nao ¢ interrompida apos tratamento térmico, fazendo com que ocorra
mudangas no sabor e textura do produto, por conta de derivados de peptideos que
possuem caracteristicas de amargor, causando rejeicdo no paladar do consumidor
(MARCHAND et al., 2017). Apesar de tais defeitos tecnoldgicos nao oferecerem risco a
saude do consumidor, promovem grandes perdas econdmicas para a industria, limitando

o prazo de validade dos lacteos no comércio por conta de alteragdes sensoriais

(MONTANHINI, 2018).
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Importante ressaltar que as metalloproteinases, enzimas produzidas por
microrganismos importantes na cadeia produtiva leiteira, possuem resisténcia térmica,
mantendo-se ativas mesmo apos o tratamento térmico, perdurando o periodo de validade
do produto (IZIDORO et al., 2003). Alguns estudos demonstram que existe aumento da
protedlise no decorrer da vida de prateleira, relacionada com a quebra da caseina pela
acdo dessas enzimas, provenientes principalmente de bactérias psicrotroficas que
contaminam o leite cru (SANTOS, 2006)

No mais, ndo ¢ toda protedlise do leite que ocorre por conta apenas de
contaminagdo microbiologica. Existe agdo de proteases naturais que degradam o leite,
como a acao de plasmina, assim como de proteinase alcalina nativa (WALSTRA, 1990).
Essa degradacdo natural pode desestabilizar a caseina, resultando no aumento de
viscosidade do produto e geleificagdo do leite, principalmente em derivados com maior
vida de prateleira (VIDAL-MARTINS et al., 2005).

A acdo das proteases em geral ocorre entre os aminoacidos fenilalanina e
metionina da sequéncia da x-CN, sendo o local semelhante ao utilizado pela renina,
como mencionado anteriormente, na coagulacdo do leite para fabricacdo de queijo e
derivados (GARCIA-ROMERO; MAYORGA-LLERENA, 2015) ¢ resultando em
glicomacropeptideo (GMP) e na para-kappa-caseina (HARAGUCHI et al., 2006).

Portanto, a quantificagdo de GMP esta relacionada com a ocorréncia do processo
de degradacao do leite, assim como também pode ser utilizada para verificar a adigdo
fraudulenta do soro no leite (PRATA; PRATA, 2012). Para mensurar o teor de GMP
existem algumas metodologias validadas que foram desenvolvidas para detectar fraudes
e a atividade proteolitica no produto, como por exemplo a polarografia, a determinagao
do teor de fosfatideos e de aminoacidos sulfurados, a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e a metodologia de ninidrina dcida, com utilizagdo da curva de acido
sialico como base (OANCEA, 2009; PRATA; PRATA, 2012).

O método da ninidrina 4cida (determinacdo quantitativa de &cido sidlico por
espectrofotometria na regido visivel) quantifica, indiretamente, a liberacdo de
glicomacropeptideo (GMP). Na fabricacdo de queijos, a fracdo GMP, liberada com o
soro do queijo, ¢ resultante da hidrélise da k-CN pela agcdo do coalho (quimosina) e
processo idéntico ocorre em caso de protedlise do leite cru, pasteurizado ou esterilizado
promovido pelas proteases (FUKUDA et al., 2003). De acordo com Hogenboom et al.
(2019), a presenga de GMP ¢ um indicador util de suscetibilidade do leite a gelificagao,

independentemente da espécie responsavel pela produgdo da enzima.
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Além das caracteristicas relacionadas ao rendimento e degradagdo do leite, ¢
interessante ressaltar que o GMP ¢ também objeto de estudo ha algum tempo, por ser
responsavel por varias fungdes como a estimulacdao de bifidobactérias, ou seja, bactérias
com potencial probiotico, ser fonte de acido sidlico que atua no desenvolvimento
cerebral, e atua como modulador da secrecdo gastrica. Ainda quando novamente
digerido, pode agir com atividade antitrombotica (SANTIN, 2005).

Além disso, o GMP tem grande potencial alimenticio. Ha evidéncias de que esse
peptideo possui propriedades como elemento nutricional, aditivo alimentar e alimento
com propriedade funcional. Muitas pesquisas evidenciam as propriedades
antibacterianas, prebioticas, remineralizantes, modulares dos processos digestivo,

metabolico e imunoldgico (SALINAS et al., 2019).

Figura 1. Propriedades biologicas do GMP.

Fonte: SALINAS et al., 2019 - adaptado.

Devido a tais bioatividades descritas na figura 1 e sua abundancia em derivados
lacteos, a industria de alimentos tém grande interesse na pesquisa e desenvolvimento de
produtos funcionais baseados em GMP. No entanto, ¢ importante ressaltar que ¢ um
produto de uma degradacdo de outro componente e por conta disso, pode variar por ndo
ser uma estrutura unica (DALLAS et al., 2021). De tal forma, a acao das proteases sobre
a molécula de sua origem pode estar relacionada com a quantificagdao desse peptideo no
leite, uma vez que sofre agdo de degradacdo, inclusive de microrganismos de grande

importancia na cadeia produtiva leiteira.
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1.3 Microrganismos de relevancia na cadeia leiteira

Por se tratar de um produto de rica composi¢do nutricional, perecivel e com
significativo percentual de proteina, as Instru¢des Normativas que se referem a
qualidade de leite vém preconizando héd anos a importancia da obtencdo, transporte e
armazenamento de forma que a matéria-prima se mantenha integra. Ou seja, ¢
imprescindivel que a obtencao do leite seja feita de maneira higiénica, seu transporte
seja feito em condi¢cdes adequadas e seu armazenamento seja prioritariamente sob
refrigeragdo, respeitando o tempo e temperatura estabelecidos em legislacdo (BRASIL,
2018).

A recomendagdo, segundo a IN 76 (BRASIL, 2018), atualizada pela IN 55 de
2020 (BRASIL, 2020), ¢ que o leite seja armazenado a 5°C na industria de
beneficiamento antes de sua pasteurizagdo. Desse modo, fica limitada a multiplicacao
de microrganismos mesofilos que consomem os componentes do leite como substrato.
No entanto, ainda ¢ possivel que microrganismos psicrotréficos que contaminam a
matéria-prima possam se multiplicar a essa temperatura, uma vez que sua temperatura
otima de multiplicagdo ¢ a temperatura de refrigeracdo, além de durante o resfriamento,
ocorrer o fendmeno de resfriamento marginal do leite, com oscilagdo de temperatura,
que também colabora para a multiplicagdo de microrganismos psicrotroficos
(FONSECA; SANTOS, 2019).

Ou seja, a refrigeracdo do leite proporciona uma redu¢do no processo de
deterioragdo pelos microrganismos mesofilos, entretanto, esse procedimento pode
proporcionar alguns problemas tecnoldgicos associados a selecdo de microrganismos
psicrotroficos. Desse modo, ¢ importante que seja feito o dimensionamento do tanque
de expansao de forma correta, correspondendo as necessidades do local de acordo com
dados referentes ao numero de ordenhas, volume a ser armazenado, temperatura ideal de
armazenamento, com o intuito de alcancar o melhor método de conservagdo do leite
(ARCURI et al., 2006).

Os microrganismos psicrotroficos de impacto na cadeia leiteira englobam as
espécies Gram-negativas dos gé€neros Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas,
Serratia, Alcaligenes, Chromobacterium e Flavobacterium; e espécies Gram-positivas
dos géneros Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Lactobacillus e Microbacterium spp. (PINTO et al., 2013).

As principais fontes de contaminacdo do leite cru com bactérias psicrotroficas
podem ser agua residual de ordenhadeiras, tubulagdes e/ou tanques de resfriamento, na

ordenha com tetos mal higienizados, de superficies de utensilios e equipamentos ou
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ainda durante o transporte e armazenamento do leite, também ¢ importante ressaltar a
possibilidade de existir a formagdo de biofilme nessa cadeia (SIMOES et al., 2010).

Os microrganismos psicrotroficos sao uma classe de microrganismos capazes de
manter sua atividade mesmo em baixas temperaturas. Além de manter sua taxa de
multiplicagdo crescente, eles possuem a capacidade de produzir enzimas que degradam
proteinas e lipidios, que sao termorresistentes. No entanto, ndo ¢ sé pelo fato de ter a
presenca destes microrganismos no leite, mas ocorrer a producdo de enzimas que
diminuem a qualidade e a vida de prateleira do leite termicamente tratado e de derivados
fabricados com esta matéria-prima contaminada (SORHAUG et al., 1997). Dentre os
principais microrganismos contaminantes do leite, destacam-se o Bacillus cereus sensu
strictu (s.s.) € Pseudomonas fluorescens.

O género Bacillus ¢ um grupo de bactérias gram-positivas em forma de
bastonete, variam no tamanho de 1.0-1.2um a 3.0-5.0um, moéveis, mesofilas com
comportamento psicrotrofico, aerdbias ou anaerdbias facultativas, formadoras de
esporos, capazes de resistir ao processamento térmico mantendo sua a capacidade de
germinagdo (WATANUKI; GALLO, 2008) e producdo de enzimas toxinas e biofilmes
(VIDAL-MARTINS et al., 2005).

Existem espécies de Bacillus que nao sao patogénicas € que sdo, por exemplo,
utilizadas pela induastria como probioticos e na fermentagdo de alimentos
(ELSHAGHABEE et al., 2017; TAMANG; WATANABE; HOLZAPFEL, 2016). Mas
existem também cepas altamente patogénicas, conhecidas como arma bioldgica, como o
Bacillus anthracis, que produz a toxina antraz (HELGASON et al., 2004).

Dentre as espécies de Bacillus com importancia alimenticia, destaca-se o
Bacillus cereus s. s.. Trata-se de uma espécie relevante na cadeia produtiva leiteira nao
s6 por conta de seu potencial proteolitico que causa problemas nos laticinios, mas
também por estar relacionada a doengas transmitidas por alimentos, causando sindrome
gastrointestinal por conta da producao de toxinas com perfil enterotoxigénico, podendo
causar duas vias de sindrome: diarreica e emética, ou até mesmo, as duas sindromes
juntas (MAZIERO; BERSOT, 2011; OH et al., 2012).

A sindrome diarreica ocorre pela produgdo e liberacdo de enterotoxinas (Hbl,
Nhe e CytK) pelo B. cereus s.s. no intestino delgado, sendo que € preciso ingerir
quantidade o suficiente de esporos ou células viaveis para que ocorra a enfermidade
(EHLING-SCHULZ et al., 2004; FOSSI et al., 2016; WANG et al., 2014). Ja quanto a

sindrome emética, uma unica toxina ¢ responsavel (cereulide) pela enfermidade, sendo
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que ela ¢ pré-formada no alimento durante a esporulacdo do microrganismo (LUCKING
etal., 2015).

Dentro dos parametros de qualidade do leite, o B. cereus s.s. tem grande
importancia. Pois trata-se de um microrganismo que tem uma temperatura Otima de
multiplicac@o entre 28 a 35°C, porém pode ter atividade mesmo entre temperaturas de 4
a 48°C, fazendo com que seja facil contaminar e sobreviver em condigdes mais
adversas, inclusive dentro da faixa de pH de 4,9 a 9,3 (NOTERMANS; BATT, 1998).
Por ser um microrganismo esporulado e resistente a tratamentos térmicos, a acdo de
proteases pode perdurar durante todo a vida de prateleira, fazendo com que o teor de
proteina e gordura do leite seja consumido como substrato para essa bactéria, além de
sofrer degradacao enzimatica por suas enzimas.

Dessa forma, ressalta-se a importdncia de priorizar a obten¢do higiénico-
sanitaria do leite, uma vez que ao ocorrer a contamina¢do da matéria-prima com B.
cereus s.s., fica dificil reverter a situacdo. Tal microrganismo, ainda possui a capacidade
de formar biofilme (CHMIELEWSKI; FRANK, 2003), ou seja, seus esporos, que sao
de natureza hidrofobica, se aderem ao material comumente utilizado nas industrias de
laticinios, como o ago inoxidavel e podem contaminar a matéria-prima que passa pela
tubulagdo. E importante ressaltar que a presenca de biofilme na industria é uma
condi¢do extremamente dificil de reverter, pois ha grande resisténcia de limpeza e
desinfecc¢do por produtos de limpeza (ROSSI et al., 2018).

Quanto a producdo de enzimas, tais microrganismos sintetizam lipases,
metalloproteinases, lecitinases e fosfolipases (KUMARI; SARKAR, 2016; SIMOES et
al., 2010). O metabolismo da a¢do das metalloproteinases ocorre por meio da hidrolise
da caseina, podendo causar a coagulacdo do leite. Enquanto para as lecitinases,
fosfolipases e lipases, ocorre a hidrélise dos triglicerideos resultando em uma maior
concentragdo de acidos graxos livres e degradacao de lipidios (JONGHE et al., 2010).

Portanto, para evitar perdas econdmicas para a industria, ¢ importante evitar a
contaminagdo por Bacillus cereus s.s.. O prejuizo ocasionado pela deterioracdo de
produtos através de enzimas proteoliticas e lipoliticas ¢ um dos principais desafios da
indtstria de laticinios, principalmente em produtos cuja vida de prateleira ¢ maior
(SAMARZIJA et al., 2012).

Outro microrganismo de grande importancia ¢ a Pseudomonas fluorescens, que
sdo bactérias psicrotroficas e gram-negativas, termolabeis, aerdbias, com alta atividade

metabdlica e que produzem pigmentos fluorescentes como a pioverdina (MIRANDA et
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al., 2016). Produzem enzimas proteoliticas capazes de resistir inclusive ao tratamento
por ultra alta temperatura (UAT) (MATEOS et al., 2015).

As proteases destas bactérias resistem a temperaturas utilizadas em tratamentos
térmicos aplicados na producdo de leite pasteurizado e de derivados (ALVES et al.,
2016; CALDERA et al., 2016), causando instabilidade e coagulagdo indesejada no leite,
ao longo da vida de prateleira do produto (ALVES et al., 2016; KUMARI; SARKAR,
2016; SIMOES et al., 2010).

Existem algumas cepas de Pseudomonas spp. que produzem diferentes enzimas
hidroliticas, como proteases, lipases e fosfolipases (ERCOLINI et al., 2009). As
proteases provenientes desse microrganismo sao estaveis a altas temperaturas, podendo
ser inativadas em tratamento térmico a 72°C, por quatro a cinco horas ou, a 120°C, por
sete minutos. No entanto, ¢ invidvel que seja realizado qualquer um destes processos,
uma vez que, sdo de enorme prejuizo para as propriedades sensoriais e fisico-quimicas
do leite (SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

Desse modo, as enzimas produzidas pelas Pseudomonas spp., durante o
armazenamento do leite cru sob refrigeracdo, mantém sua atividade hidrolitica méxima.
E ainda assim, varias destas enzimas possuem a capacidade de manter atividade
hidrolitica entre 60 a 70% apo6s a pasteurizacdo, ¢ 30 a 40% apds o processo de
esterilizagdo comercial do leite (SAMARZIJA et al., 2012.).

Por conta de seu papel relevante na deterioracdo do leite, a Pseudomonas
fluorescens ¢ uma excelente classe de microrganismos que serve para relacionar a taxa
de multiplicagdo, atividade proteolitica e ocorréncia de instabilidade em diferentes
substratos lacteos (PINHO et al., 2015). Ainda ¢ importante ressaltar que a P.
fluorescens pode produzir uma metalloprotease alcalina termoestdvel denominada
AprX, que desempenha um papel predominante na deterioragdo de derivados lacteos
(COLANTUONO et al., 2020).

Por conta da atividade de proteases bacterianas sobre o leite, ocorre um processo
de geleificagdo/coagulagdo, afetando as propriedades fisico-quimicas do produto. Além
disso, ocorre a formacdo de compostos que conferem sabor e odor desagradaveis ao
consumidor, além da perda de rendimento na produ¢do de derivados, isto devido a agdo
sobre a B-CN e a k-CN, que produzem peptideos hidroéfobos e a desestabilizacdo da
micela de caseina (COLANTUONO et al., 2020; FAIRBAIRN; LAW, 1986; RECIO et
al., 2000).

A especificidade das proteases produzidas por bactérias tanto gram-positivas

quanto gram-negativas diferem em relacdo as caseinas, atuando preferencialmente sobre
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a k-CN por conta de sua localizagdo na superficie da micela (GLUCK et al., 2016;
MATEOS et al., 2015). Ainda assim, supde-se que ndo ha preferéncia de sitio de
clivagem, o que traz a oportunidade de levantar diferengas entre a acdo das proteases e
os gendtipos para a B-CN, uma vez que ndo ha conhecimento especifico sobre a agcdo da
degradagdo microbiana no leite proveniente de vacas com gendtipo A2A2

(COLANTUONO et al., 2020).

2. Objetivo

O objetivo do estudo foi contaminar experimentalmente o leite proveniente de
vacas com os gendtipos A1A1, A1A2 e A2A2 para B-caseina com Bacillus cereus s.s. e
Pseudomonas fluorescens e posteriormente quantificar o GMP (glicomacropeptideo) em
diferentes tempos de incubac¢do, afim de verificar se existe influéncia dos trés genodtipos

na degradac¢ao microbiana ou nao da k-CN.

3. Material e métodos

3.1 Delineamento experimental

Para a realizagdo do projeto, foram aplicados 4 tratamentos diferentes em leite
proveniente de vacas com alelos contrastantes para [-caseina, totalizando 12
tratamentos, com analise de 6 tempos crescentes de incubagdo. Os 3 genotipos foram
Al1Al, A1A2 e A2A2 para a P-caseina, com contaminacdo experimental e sem
contaminagdo experimental (grupos controle), sendo que para a contaminagao
experimental foram utilizados microrganismos de relevancia na cadeia produtiva
leiteira: Bacillus cereus s.s. € Pseudomonas fluorescens. As andlises aconteceram nos
tempos, em horas: Oh (1), 1h30 (2), 3h (3), 4h30 (4), 6h (5) e 12h (6), todo experimento

foi realizado em triplicata, conforme descrito na tabela 1.
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Tabela 1. Delineamento experimental do estudo realizado.

Tratamentos do Tempo/hs de incubacio do

Genétipo das

Analises realizadas

leite

vacas leite
Leite contaminado
com B cereus s.s.
(CBO)
Leite contrple - 0 (1)
sem contaminagao
1:30 (2)
com B cereus s.s. 303)
(SBO) Determinagdo do teor de )
AlAl Leite contaminado GMP livre 4.63(()5()4 )
com P. fluorescens 12 (6)
(CPF)
Leite controle —
sem contaminacao
com P. fluorescens
(SPF)
Leite contaminado
com B cereus s.s.
(CBO)
Leite controle —
o 0(1)
sem contaminagao
1:30 (2)
com B cereus s.s. 303)
(SBO) Determinagdo do teor de )
AlA2 Leite contaminado GMP livre 4.63(()5()4 )
com P. fluorescens 12 (6)
(CPF)
Leite controle —
sem contaminacao
com P. fluorescens
(SPF)
Leite contaminado
com B cereus s.s.
(CBO)
Leite controle —
b 0(1)
sem contaminacao
1:30 (2)
com B cereus s.s. 303)
(SBO) Determinagao do teor de ;
A2A2 Leite contaminado GMP livre 4.63(()5()4 )
com P. fluorescens 12 (6)

(CPF)

Leite controle —
sem contaminagao

com P. fluorescens
(SPF)

3.2 Obtencao do leite

Foram utilizados 5 litros de leite, do pool do leite de vacas genotipadas para a [3-
caseina, sendo 10 animais de cada grupo com os diferentes gendtipos (A1A1, A1A2 e
A2A?2). Foi realizada a coleta de leite do setor de Bovinocultura de Leite do campus
USP Fernando Costa e em uma fazenda comercial, que também tem os animais

genotipados para B-caseina. Em seguida, o leite foi autoclavado a 121°C por 15 minutos
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para garantir que ndo houvesse a presenga de microrganismos que pudessem interferir

na contaminacao experimental.

3.3 Microrganismos utilizados para os in6culos

Para a contaminacdo experimental do leite, foram utilizados microrganismos
isolados com conhecido potencial proteolitico, sendo eles: Bacillus cereus s.s.
SAMNO07414939 (Bio Project PRINA390851) (SILVA et al., 2018) e Pseudomonas
Sfluorescens: ATCC 13525.

3.4 Contaminagao experimental

No leite obtido e previamente autoclavado, foi adicionado 1 mL do ino6culo em
concentracdo de 10° UFC de cada microrganismo (Bacillus cereus s.s. ¢ Pseudomonas
fluorescens) (BRUZAROSKI et al., 2017). Para chegar na concentragio desejada de 10°
UFC/mL, foi feita a diluicdo até 10~ do indculo e adicionado 0,1 mL do contetido da
diluicao em 100 mL de leite, que foi incubado a 35°C e 25°C, respectivamente, por 12
horas. Foi realizado um controle negativo para equiparacdo dos resultados a partir da

quantificagdo de GMP em amostra de leite autoclavado sem contaminacao.

3.5 Determinacao do teor de GMP livre

A determinagcdo do teor de GMP livre foi realizada pela metodologia da
Ninidrina dcida (FUKUDA; ROIG; PRATA, 2004). Para o preparo da amostra, foram
pipetados 20 mL de leite, previamente homogeneizado, em um becker e adicionados 20
mL de acido tricloroacético 24% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 30
minutos, filtrada em filtro qualitativo (papel filtro Whatman n° 40) e, 10 mL do filtrado
foi recolhido em um tubo conico de 15 mL, e adicionado de 1 mL de acido
fosfotiingstico. Apos a centrifugagdo a 3500 rpm, por 11 minutos, o sobrenadante foi
descartado e 6 mL de alcool etilico absoluto foram adicionados ao precipitado. A
amostra foi homogeneizada e novamente centrifugada. O precipitado foi adicionado de
2 mL de 4cido acético glacial e I mL de ninidrina. Os tubos foram colocados em banho-
maria (100°C) por 10 minutos, seguido de choque térmico em banho de gelo. A leitura
da absorbancia foi realizada em espectrofotometro, 470 nm. Para a determinagdo da
concentracdo (mg de acido sialico/mL), foi utilizada uma curva padrao de acido siélico

puro.
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3.6 Andlise estatistica

ApoOs a verificacdo da normalidade dos residuos e a homogeneidade das
variancias, os resultados foram analisados pelo programa estatistico Statistical Analysis
System®, versdo 9.4 (SAS, 2018). Com a distribuicdo normal dos dados, o
procedimento estatistico adotado foi de acordo com os efeitos principais dos
tratamentos, pelo comando Proc-GLIMMIX adotando-se nivel de significancia de 5%.

Os dados de tratamentos (sem contaminagdo € com contaminacao) € o0s
diferentes genotipos (A1Al, AlA2, A2A2) foram analisados como varidveis
classificatorias e os teores de Glicomacropeptideo (GMP em mg de 4cido sidlico/mL de
leite) como varidveis resposta. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 2 % 3 (dois tratamentos e trés gendtipos) totalizando 6 tratamentos, de

acordo com o modelo estatistico abaixo:
Yij =p + Ti+Dj + Ei x Dj + eij,

onde Yij = ¢ o valor observado para o teor de GMP; n = média geral; Ti = efeito
fixo do tratamento 1; Gj = efeito fixo de genotipo j; Ti x Gj= efeito fixo da interagao
entre o tratamento e o gendtipo; e eijk = erro aleatorio associado a cada observagdo. Os
teores de GMP foram medidos em seis diferentes tempos de incubacdo (0 horas, 1:30
horas, 3 horas, 4:30 horas, 6 horas e 12 horas), analisados como medidas repetidas no

tempo, segundo o modelo estatistico abaixo:

Yijk = p + Ti +Gj + Ti x Gj +Tk + Tk x Ti + Tk x Gj + Tk x Gj x Ti + eijk,

onde Yijk = ¢ o valor observado para o teor de GMP; n = média geral; Ti =
efeito fixo do tratamento i; Gj = efeito fixo de genotipo j; Ti x Gj= efeito fixo da
interacdo entre o tratamento e o genotipo; Hk = efeito fixo de hora k; Hk x Ti = efeito
fixo da interagdo entre hora e tratamento; Hk % Gj = efeito fixo da interagdo entre hora e
genotipo; Hk x Gj x Ti = efeito fixo da interagdo hora, genotipo e tratamento; eijk =

erro aleatorio associado a cada observacgao.
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4. Resultados

4.2 Quantificacdo de GMP

4.2.1 Bacillus cereus s.s.

Na tabela 2, estdo apresentados os resultados do efeito dos tratamentos, sem
contaminagdo com Bacillus cereus s.s. € com contaminagcdo com Bacillus cereus s.s.,
nas amostras de leite proveniente de vacas com gendtipo A1Al da B-CN, e nos
diferentes tempos de incubagdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6) sobre o teor de Glicomacropeptideo
(GMP em mg de acido sialico/mL de leite), em que ¢ possivel observar efeito
estatisticamente significativo para tratamento (p_valor 0,0011) e tempo de incubagdo
(p_valor 0,0007) e nao significativo para interagao dos fatores (p_valor 0,2282), sendo
as maiores médias observadas no leite contaminado e nos tempos finais de incubagao.
Para o leite, sem contaminagdo com Bacillus cereus s.s. € proveniente de vacas com
genotipo A1A1, a menor média do teor de acido sialico foi de 4,75 mg/mL, e no tempo
de incubacao 1, e a maior média do teor de acido sidlico foi de 5,86 mg/mL no tempo de
incubac¢do 6. Para o leite com contaminagdo com Bacillus cereus s.s. a menor média do
teor de acido sialico foi de 5,18 mg/mL no tempo de incubacdo 1 e a maior média do
teor de acido sidlico foi de 7,73 mg/mL no tempo de incubagdo 6, como pode ser

observado na tabela 2.

Tabela 2. Efeito dos tratamentos, sem contaminacao com Bacillus cereus s.s. € com
contaminagdo com Bacillus cereus s.s., nas amostras de leite proveniente de
vacas com gendtipo A1A1 da B-CN, e nos diferentes tempos de incubacao (1,
2, 3,4, 5 e 6) sobre o teor de Glicomacropeptideo (GMP em mg de acido
sidlico/mL de leite).

de A P valor
mg de Ac.
Tratamento  Tempo Sialico / mL EPM Trat.® Tempo!® Trat*Tempo!’
13 475bF
24 5,01bD
3° 5,52bC
1 P
SBC 48 4 87bE
57 5,71bB
6" 5,86bA
E 5. 18aF 0,3080 0,0011 0,0007 0,2282
24 5,61aD
3° 5,92aC
2 )
che 48 5,45aE
57 6,38aB

68 7,73aA
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! Leite controle — sem contaminacdo com B cereus s.s.; > Leite contaminado com B cereus s.s. ;> 0 horas
de incubagdo; 4 1:30 horas de incubacdo; > 3 horas de incubagdo; © 4:30 horas de incubagdo; 7 6 horas de
incubagdo; ® 12 horas de incubacdo; ° Diferentes tratamentos (sem contaminag¢do e contaminado); '
Diferentes tempos de incubacdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6); !! Interacdo entre os diferentes tratamentos € 0s
diferentes tempos. Letras iguais correspondem as médias que ndo diferem estatisticamente entre si, ao
nivel de significancia de 5% (p > 0,05). Letras diferentes correspondem as médias que diferem
estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Letras minusculas correspondem a
comparacdo das médias para variavel tratamento. Letras maitsculas correspondem a comparagdo das
médias para variavel tempo.

EPM - erro padrdo da média.

Na tabela 3, estdo apresentados os resultados do efeito dos tratamentos, sem
contaminagdo com Bacillus cereus s.s. € com contaminagdo com Bacillus cereus s.s.,
nas amostras de leite proveniente de vacas com gendtipo A1A2 da B-CN, e nos
diferentes tempos de incubacao (1, 2, 3, 4, 5 e 6) sobre o teor de Glicomacropeptideo
(GMP em mg de acido sialico/mL de leite), em que € possivel observar efeito
estatisticamente significativo para tratamento (p_valor < 0,0001), tempo de incubagao
(p_valor < 0,0001) e para interacdo entre os fatores (p_valor < 0,0001), sendo a maior
média observada no leite contaminado no tempo final de incubagdo. Para o leite, sem
contaminagdo Bacillus cereus s.s. e proveniente de vacas com gendtipo A1A2, a menor
média do teor de acido sialico foi de 7,48 mg/mL no tempo 3 e a maior média do teor de
acido sidlico foi de 9,58 no tempo 5. Para o leite com contaminagdo Bacillus cereus s.s.
a menor média do teor de acido sialico foi de 7,94 mg/mL no tempo de incubagdo 1 e a
maior média do teor de acido sialico foi de 28,03 mg/mL no tempo de incubagao 6,

como pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3. Efeito dos tratamentos, sem contaminagdo com Bacillus cereus s.s. € com
contaminagdo com Bacillus cereus s.s., nas amostras de leite proveniente de
vacas com gendtipo A1A2 da B-CN, e nos diferentes tempos de incubacao (1,
2, 3,4, 5 e 6) sobre o teor de Glicomacropeptideo (GMP em mg de acido
sidlico/mL de leite).

de A P_valor
mg de Ac.
Tratamento Tempo Sialico / mL EPM Trat. Tempo Trat*Tempo
1 7,65a
2 8,26a
3 7,48b
1 )
SBC 4 9,14a
5 9,58a
6 8,78b 0,4669 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1 7,94a
2 9,08a
3 9.41a
2 )
CBC 4 9,6la
5 9,84a
6 28,03a
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! Leite controle — sem contaminacdo com B cereus s.s.; > Leite contaminado com B cereus s.s. ;> 0 horas
de incubagdo; 4 1:30 horas de incubacdo; > 3 horas de incubagdo; © 4:30 horas de incubagdo; 7 6 horas de
incubagdo; ® 12 horas de incubacdo; ° Diferentes tratamentos (sem contaminag¢do e contaminado); '
Diferentes tempos de incubacdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6); !! Interacdo entre os diferentes tratamentos € 0s
diferentes tempos. Letras iguais correspondem as médias que ndo diferem estatisticamente entre si, ao
nivel de significancia de 5% (p > 0,05). Letras diferentes correspondem as médias que diferem
estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Letras mintsculas correspondem a
comparacdo das médias para variavel tratamento. Letras maitsculas correspondem a comparacdo das
médias para variavel tempo.

EPM - erro padrdo da média.

Na tabela 4, estdo apresentados os resultados do efeito dos tratamentos, sem
contaminagdo com Bacillus cereus s.s. € com contaminagdo com Bacillus cereus s.s.,
nas amostras de leite proveniente de vacas com gendtipo A2A2 da B-CN, e nos
diferentes tempos de incubagdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6) sobre o teor de Glicomacropeptideo
(GMP em mg de acido sialico/mL de leite), em que € possivel observar efeito
estatisticamente significativo para tratamento (p_valor < 0,0001), tempo de incubagao
(p_valor < 0,0001) e para interacdo entre os fatores (p_valor < 0,0001), sendo a maior
média observada no leite contaminado no tempo final de incubagdo. Para o leite, sem
contaminagdo Bacillus cereus s.s. € proveniente de vacas com gendtipo A2A2, a menor
média do teor de acido sidlico foi de 5,78 mg/mL no tempo 6 € a maior média do teor de
acido sidlico foi de 7,55 no tempo 5. Para o leite com contaminagao Bacillus cereus s.s.
a menor média do teor de acido sialico foi de 6,03 mg/mL no tempo de incubagdo 1 e a
maior média do teor de acido sialico foi de 29,79 mg/mL no tempo de incubagao 6,

como pode ser observado na tabela 4.

Tabela 4. Efeito dos tratamentos, sem contaminagdo com Bacillus cereus s.s. € com
contaminagdo com Bacillus cereus s.s., nas amostras de leite proveniente de
vacas com genotipo A2A2 da B-CN, e nos diferentes tempos de incubagao (1,
2,3,4,5 ¢ 6) sobre o teor de Glicomacropeptideo (GMP em mg de acido
sidlico/mL de leite).

de A P_valor
mg de Ac.
Tratamento Tempo Sidlico / mL EPM Trat. Tempo Trat*Tempo
1 5,79a
2 6,27b
3 6,20b
1 >
SBC 4 6,60b
5 7,55a
6 5,78b 0,3741 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1 6,03a
2 7,64a
3 7,62a
2 )
CBC 4 9,56a
5 7,77a
6 29,79a
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! Leite controle — sem contaminacdo com B cereus s.s.; > Leite contaminado com B cereus s.s. ;> 0 horas
de incubagdo; 4 1:30 horas de incubacdo; > 3 horas de incubagdo; © 4:30 horas de incubagdo; 7 6 horas de
incubagdo; ® 12 horas de incubacdo; ° Diferentes tratamentos (sem contaminag¢do e contaminado); '
Diferentes tempos de incubacdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6); !! Interacdo entre os diferentes tratamentos € 0s
diferentes tempos. Letras iguais correspondem as médias que ndo diferem estatisticamente entre si, ao
nivel de significancia de 5% (p > 0,05). Letras diferentes correspondem as médias que diferem
estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Letras mintsculas correspondem a
comparacdo das médias dentro da mesma variavel tratamento. Letras maiusculas correspondem a
comparacao das médias dentro da mesma variavel tempo.

EPM - erro padrdo da média.

Na tabela 5, estdo apresentados os resultados do efeito dos trés diferentes
genotipos (A1A1, A1A2, A2A2) e dos tratamentos, sem contaminacdo com Bacillus
cereus s.s. € com contaminacdo com Bacillus cereus s.s., sobre o teor de
Glicomacropeptideo (GMP em mg de acido sidlico/mL de leite) nas amostras de leite.
Para o tempo 1 (0 horas) de incubagdo, foi observado apenas efeito de gendtipo (p_valor
0,0001), porém nao foi observado efeito de tratamento (p valor 0,2103) ¢ nem a
interagdo entre os fatores (p_valor 0,9359), em que as maiores médias estatisticamente
significativas para o teor de GMP foram nas amostras de leite proveniente de vacas com
genotipo A1A2, , seguida do gendtipo A2A2 e do gendtipo A1AL.

Para o tempo 2 (1:30 horas) de incubagdo, foi observado efeito de genotipo (
p_valor 0,0004) e efeito de tratamento (p_valor 0,025), porém nao foi observado a
interagdo entre os fatores (p_valor 0,6124), em que as maiores médias estatisticamente
significativas para o efeito genotipo sobre o teor de GMP foram nas amostras de leite
proveniente de vacas com genotipo A1A2, seguida do gendtipo A2A2 e do gendtipo
AT1AL1 e para o efeito tratamento foram observadas maiores médias significativas para as
amostras dos tratamentos CBC e menores para os tratamentos SBC nos trés diferentes
genotipos.

Para o tempo 3 (3 horas) de incubacao, foi observado efeito de gendtipo (p_valor
0,0002) e efeito de tratamento (p_valor 0,0014), porém nao foi observado a interagdo
entre os fatores (p_valor 0,077), em que as maiores médias significativas para o efeito
genotipo sobre o teor de GMP foram nas amostras de leite proveniente de vacas com
genotipo A1A2, seguida do genodtipo A2A2 e do genotipo A1Al e para o efeito
tratamento foram observadas maiores médias significativas para as amostras dos
tratamentos CBC e menores para os tratamentos SBC nos trés diferentes gendtipos.

Para o tempo 4 (4:30 horas) de incubacdo, foi observado efeito de genotipo
(p_valor <0,0001), efeito de tratamento (p valor 0,0042) e para interagdo entre os
fatores (p 0,0241), em que as maiores médias significativas do teor de GMP foram nas

amostras de leite proveniente de vacas com gendtipo A1A2, 9,14 mg/mL (SBC) e 9,61
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mg/mL (CBC), com gendtipo A2A2 com média de 9,56 mg/mL (CBC) e as menores
médias significativas do gendtipo A1A1 com médias de 4,87 mg/mL (SBC) e 5,45
mg/mL (CBC) e para genotipo A2A2 6,60 mg/mL (SBC).

Para o tempo 5 (6 horas) de incubagao, foi observado efeito de genotipo (p_valor
< 0,0001) e efeito de tratamento (p_valor 0,0047), porém nao foi observado a interacio
entre os fatores (p_valor 0,1515), em que as maiores médias significativas para o efeito
genotipo sobre o teor de GMP foram nas amostras de leite proveniente de vacas com
gendtipo A1A2, , seguida do genotipo A2A2 e do gendtipo A1A1 e para o efeito
tratamento foram observadas maiores médias significativas para as amostras dos
tratamentos CBC e menores para os tratamentos SBC nos trés diferentes genotipos.

Para o tempo 6 (12 horas) de incubagdo, foi observado efeito de genotipo
(p_valor <0,0001), efeito de tratamento (p_valor <0,0001) e para interacdo entre os
fatores (p_valor <0,0001), em que as maiores médias significativas do teor de GMP
foram nas amostras de leite proveniente de vacas com genotipo A1A2, 8,80 mg/mL
(SBC) e 28,03 mg/mL (CBC), com gendtipo A2A2 com média de 29,79 mg/mL (CBC)
e as menores médias significativas do gendtipo A1Al com médias de 5,86 mg/mL

(SBC) e 7,73 mg/mL (CBC) e para gendtipo A2A2 5,78 mg/mL (SBC).

Tabela 5. Efeito dos trés diferentes genotipos (A1A1, A1A2, A2A2) e dos tratamentos,
sem contaminac¢ao com Bacillus cereus s.s. € com contaminacdo com Bacillus
cereus s.s., sobre o teor de Glicomacropeptideo (GMP em mg de acido
sidlico/mL de leite) nas amostras de leite.

mg de P_valor
Ac.
Tempo Genoétipo Tratamento EPM
P P Sidlico / Genot? Trat.!® Genot*Trat!!

mL
7

ALAL SBC 4,75¢

CBC? 5,18¢
7

1! Al1A2 SBC 7,65 0,2761 0,0001 0,2103 0,9359

CBC? 7,94%
7

A2A2 SBC 5,79b

CBC? 6,03b
7

AlA] SBC 5,01cB

CBC?® 5,61cA
7

22 Al1A2 SBC 8,26aB 0,3822 0,0004 0,025 0,6124

CBC?® 9,08aA
7

AIAD SBC 6,27bB

CBC? 7,64bA
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ALAL SBC’ 5,52¢B
CBC? 5,92cA
7
33 A1A2 SBC 7488 5740 00002 0,0014 0,077
CBC? 9,42aA
7
AdAD SBC 6,20bB
CBC? 7,62bA
7
ALAL SBC 4,87b
CBC? 5,45b
7
44 AlA2 SBC 9,142 0,366  <0,0001  0,0042 0,0241
CBC? 9,61a
7
DA SBC 6,60b
CBC? 9,56a
7
ALAL SBC 5,71cB
CBC? 6,38cA
7
55 A1A2 SBC 9588 (1067  <0,0001  0,0047 0,1515
CBC? 9,84aA
7
AIAD SBC 7,55bB
CBC? 7,77bA
7
ALAL SBC 5,86a
CBC? 7,73a
7
6° AlA2 SBC 8,8b 0,6802  <0,0001 <0,0001  <0,0001
CBC? 28,03a
7
DA SBC 5,78b
CBC? 29,79a

10 horas de incubacdo; % 1:30 horas de incubagdo; * 3 horas de incubagdo; # 4:30 horas de incubagdo; > 6
horas de incubacdo; ® 12 horas de incubacdo; 7 Leite controle — sem contaminag¢do com B cereus s.s.; 8
Leite contaminado com B cereus s.s.;° Diferentes gendtipos (A1Al, A1A2, A2A2); '° Diferentes
tratamentos (Leite controle — sem contaminagdo com B cereus s.s.; Leite contaminado com B cereus s.5.);
! Interagdo entre os diferentes gendtipos e os diferentes tratamentos. Letras iguais correspondem as
médias que ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% (p > 0,05). Letras
diferentes correspondem as médias que diferem estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5%
(p < 0,05). Letras mintsculas correspondem & comparagdo das médias para variavel genoétipo. Letras
maiusculas correspondem a comparagdo das médias para variavel tratamento.

EPM - erro padrdao da média.

Na figura 2, pode-se observar um grafico de comparagao entre a concentragao de
GMP/mL para cada amostra de leite proveniente de vacas com genotipos A1A1, A1A2
e A2A2 para B-caseina em relacdo ao tempo de incubagdo, seja com contaminagao

experimental com Bacillus cereus s.s. ou ndo contaminado.
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Figura 2. Comparagdo entre a concentragdo de GMP/mL para cada gendtipo e
tratamento em relagcdo ao tempo para contaminagdo experimental de Bacillus
cereus s.s. € seu controle.

Onde: O eixo X representa os tempos de incubagdo, sendo o tempo 1 (Oh), tempo 2 (1h30), tempo 3 (3h), tempo 4
(4h30), tempo 5 (6h), tempo 6 (12h) e o eixo Y representa o nivel de concentragio de GMP/mL. As amostras
contaminadas experimentalmente com Bacillus cereus s.s. sio A1A1, A1A2 e A2A2 e as amostras sem contaminacao
sdo A1AIC, A1A2 C e A2A2C, sendo que “C” representa “controle”.

E possivel observar que houve um aumento da concentragao nos tempos finais
de incubacao, com um grande aumento dos niveis para os gendtipos A1A2 e A2A2 com

contaminagdo experimental.

4.2.2 Pseudomonas fluorescens

Na tabela 6, estdo apresentados os resultados do efeito dos tratamentos, sem
contaminagdo com Pseudomonas fluorescens € com contaminacdo com Pseudomonas
fluorescens, nas amostras de leite proveniente de vacas com genotipo A1A1 da B-CN, e
nos diferentes tempos de incubagdao (1, 2, 3, 4, 5 e 6) sobre o teor de
Glicomacropeptideo (GMP em mg de acido sialico/mL de leite), em que ¢ possivel
observar efeito estatisticamente significativo para tratamento (p_valor 0,0178), tempo
de incubagdo (p_valor 0,0017) e para interacdo entre os fatores (p_valor 0,0309), sendo
as maiores médias observadas no leite contaminado. Para o leite, sem contaminagdo
com Pseudomonas fluorescens e proveniente de vacas com genotipo AI1Al, a menor
média do teor de acido sialico foi de 4,51 mg/mL no tempo de incubagdo 5 e, a maior
média do teor de acido sialico foi de 8,13 mg/mL no tempo de incubacdo 1. Para o leite

com contaminacdo com Pseudomonas fluorescens a menor média do teor de acido
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sidlico foi de 5,44 mg/mL no tempo de incubacdo 2 e a maior média do teor de acido
sialico foi de 6,85 mg/mL no tempo de incubacao 6, como pode ser observado na tabela
6.

Tabela 6. Efeito dos tratamentos, sem contaminagdo com Pseudomonas fluorescens e
com contaminagdo com Pseudomonas fluorescens, nas amostras de leite
proveniente de vacas com genotipo A1A1 da B-CN, e nos diferentes tempos de
incubacgao (1, 2, 3, 4, 5 e 6) sobre o teor de Glicomacropeptideo (GMP em mg
de 4cido sidlico/mL de leite).

de A P valor
mg de Ac.
Tratamento  Tempo Sialico / mL EPM Trat.’ Tempo!’ Trat*Tempo!!
3 8,13a
24 5,29
35 4,63b
1 P
SPF 46 6,02a
57 4.51b
68 4,85b
E 6.67a 0,4359 0,0178 0,0017 0,0309
24 5.44a
35 5,98a
2 P
CPF 46 6,23a
57 6,11a
68 6,85a

! Leite controle — sem contaminagdo com Pseudomonas fluorescens; * Leite contaminado com
Pseudomonas fluorescens ;> 0 horas de incubacdo; * 1:30 horas de incubagdo; * 3 horas de incubagio; °
4:30 horas de incubagdo; 7 6 horas de incubagdo; ® 12 horas de incubagdo; ° Diferentes tratamentos (sem
contaminacdo e contaminado); !° Diferentes tempos de incubagdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6); '! Interacdo entre os
diferentes tratamentos e os diferentes tempos. Letras diferentes correspondem as médias que diferem
estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Letras mintsculas correspondem as
médias do efeito de interagdo entre os fatores.

EPM - erro padrdao da média.

Na tabela 7, estdo apresentados os resultados do efeito dos tratamentos, sem
contaminagdo com Pseudomonas fluorescens € com contaminacdo com Pseudomonas
fluorescens., nas amostras de leite proveniente de vacas com gen6tipo A1A2 da B-CN, e
nos diferentes tempos de incubagdao (1, 2, 3, 4, 5 e 6) sobre o teor de
Glicomacropeptideo (GMP em mg de acido sidlico/mL de leite), em que ¢ possivel
observar efeito estatisticamente significativo para tratamento (p_valor < 0,0001), tempo
de incubacao (p valor < 0,0001) e para interagdo entre os fatores (p_valor 0,0209),
sendo a maior média observada no leite contaminado no tempo 3 de incubacdo. Para o
leite, sem contaminacdo Pseudomonas fluorescens e proveniente de vacas com genotipo
A1A2, a menor média do teor de acido sidlico foi de 7,67 mg/mL no tempo 1 e a maior
média do teor de acido sialico foi de 9,74 no tempo 4. Para o leite com contaminacao

Pseudomonas fluorescens a menor média do teor de &cido sialico foi de 7,89 mg/mL no
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tempo de incubagdo 1 e a maior média do teor de 4cido sialico foi de 10,46 mg/mL no

tempo de incubacgdo 3, como pode ser observado na tabela 7.

Tabela 7. Efeito dos tratamentos, sem contaminagdo com Pseudomonas fluorescens e
com contamina¢do com Pseudomonas fluorescens, nas amostras de leite
proveniente de vacas com gendtipo A1A2 da B-CN, e nos diferentes tempos de
incubacdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6) sobre o teor de Glicomacropeptideo (GMP em mg
de 4cido sialico/mL de leite).

de A P valor
mg de Ac.
Tratamento  Tempo Sialico / mL EPM Trat.} Tempo'’ Trat*Tempo!!
3 7.67a
24 7,87b
35 9,10b
1 5
SPF 46 9.74a
57 8,51a
68 9,70a
B 7.89 0,2174 <0,0001 <0,0001 0,0209
24 9.42a
35 10,46a
2 5
CPF 46 9,76a
57 9,18a
68 10,29a

! Leite controle — sem contaminagdo com Pseudomonas fluorescens; * Leite contaminado com
Pseudomonas fluorescens ;* 0 horas de incubagdo; # 1:30 horas de incubagdo; > 3 horas de incubagio; ¢
4:30 horas de incubagio; 7 6 horas de incubagdo; ® 12 horas de incubagdo; ° Diferentes tratamentos (sem
contaminacdo e contaminado); !° Diferentes tempos de incubagdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6); '! Interacdo entre os
diferentes tratamentos e os diferentes tempos. Letras iguais correspondem as médias que ndo diferem
estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% (p > 0,05). Letras mintsculas correspondem as
médias do efeito de interagdo entre os fatores.

EPM - erro padrao da média.

Na tabela 8, estdo apresentados os resultados do efeito dos tratamentos, sem
contaminagdo com Pseudomonas fluorescens € com contaminagdo com Pseudomonas
fluorescens., nas amostras de leite proveniente de vacas com gen6tipo A2A2 da B-CN, e
nos diferentes tempos de incubagdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6) sobre o teor de
Glicomacropeptideo (GMP em mg de acido sidlico/mL de leite), em que ¢ possivel
observar efeito estatisticamente significativo para tratamento (p_valor < 0,0001), tempo
de incubacao (p_valor < 0,0001) e para interacdo entre os fatores (p_valor < 0,0001),
sendo a maior média observada no leite contaminado no tempo 4 de incubacdo. Para o
leite, sem contaminacdo Pseudomonas fluorescens e proveniente de vacas com genotipo
A2A2, a menor média do teor de acido sidlico foi de 2,44 mg/mL no tempo 1 e a maior
média do teor de acido sialico foi de 7,50 no tempo 4. Para o leite com contaminacao
Pseudomonas fluorescens a menor média do teor de &cido sialico foi de 6,46 mg/mL no
tempo de incubagdo 1 e a maior média do teor de acido sidlico foi de 8,33 mg/mL no

tempo de incubagdo 4, como pode ser observado na tabela 8.
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Tabela 8. Efeito dos tratamentos, sem contaminagao com Pseudomonas fluorescens e
com contaminagdo com Pseudomonas fluorescens, nas amostras de leite
proveniente de vacas com genotipo A2A2 da B-CN, e nos diferentes tempos de
incubacdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6) sobre o teor de Glicomacropeptideo (GMP em mg
de 4cido sialico/mL de leite).

de A P valor
mg de Ac.
Tratamento  Tempo Sialico / mL EPM Trat? Tempo!® Trat*Tempo!
1} 2,44b
24 6,51a
3° 7,11a
1 bl
SPE 45 7,50b
57 6,57a
6* 6,98a
13 6.46a 0,1710 <0,0001 <0,0001 <0,0001
24 6,61a
3° 7,48a
2 bl
CPF 45 8,33a
57 6,70a
6* 7,19a

! Leite controle — sem contaminagdo com Pseudomonas fluorescens; > Leite contaminado com
Pseudomonas fluorescens ;> 0 horas de incubacdo; # 1:30 horas de incubagdo; * 3 horas de incubagio; °
4:30 horas de incubagdo; 7 6 horas de incubagdo; ® 12 horas de incubagdo; ° Diferentes tratamentos (sem
contaminagio e contaminado); '° Diferentes tempos de incubagdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6); ! Interagdo entre os
diferentes tratamentos e os diferentes tempos. Letras iguais correspondem as médias que ndo diferem
estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% (p > 0,05). Letras mintisculas correspondem as
médias do efeito de interagdo entre os fatores.

EPM - erro padrdao da média.

Na tabela 9, estdo apresentados os resultados do efeito dos trés diferentes
genotipos (A1A1, AlA2, A2A2) e dos tratamentos, sem contaminacdo com
Pseudomonas fluorescens e com contaminag¢do com Pseudomonas fluorescens, sobre o
teor de Glicomacropeptideo (GMP em mg de &cido sidlico/mL de leite) nas amostras de
leite. Para o tempo 1 (0 horas) de incubagdo, foi observado efeito de genotipo (p_valor
0,0004), efeito de tratamento (p_valor 0,0273) e na interagdo entre os fatores (p_valor
0,00025), em que na amostra de leite proveniente de vacas com genotipo A2A2 ocorreu
0 Unico efeito estatisticamente significativo, com diferenga entre os tratamentos, onde
observa-se maior média para CPF e menor média SPF.

Para o tempo 2 (1:30 horas) de incubacgao, foi observado efeito de gendtipo
(p_valor < 0,0001), efeito de tratamento (p_valor 0,0387) e efeito de interagdo entre os
fatores (p_valor 0,0640), em que as maiores médias significativas do teor de GMP
foram nas amostras de leite proveniente de vacas com genotipo A1A2, seguido pelo
genotipo A2A2, e enfim as menores médias significativas do genotipo A1A1 e, para o

efeito tratamento foram observadas maiores médias significativas para as amostras dos

tratamentos CPF e menores para os tratamentos SPF nos trés diferentes gendtipos.
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Para o tempo 3 (3 horas) de incubagao, foi observado efeito de gendtipo (p_valor
<0,0001) e efeito de tratamento (p_valor 0,0387), porém nao foi observado a interacao
entre os fatores (p valor 0,4349), em que as maiores médias estatisticamente
significativas para o efeito gendtipo sobre o teor de GMP foram nas amostras de leite
proveniente de vacas com genotipo A1A2, seguida do genotipo A2A2 e do genotipo
A1A1 e para o efeito tratamento foram observadas maiores médias significativas para as
amostras dos tratamentos CPF e menores para os tratamentos SPF nos trés diferentes
genotipos.

Para o tempo 4 (4:30 horas) de incubagdo, foi observado efeito de genotipo
(p_valor <0,0001) e efeito de tratamento (p_valor 0,0345), porém nao foi observado a
interacdo entre os fatores (p_valor 0,0706), em que as maiores médias estatisticamente
significativas para o efeito gendtipo sobre o teor de GMP foram nas amostras de leite
proveniente de vacas com genotipo A1A2, seguida do genotipo A2A2 e do genotipo
A1A1 e para o efeito tratamento foram observadas maiores médias significativas para as
amostras dos tratamentos CPF e menores para os tratamentos SPF nos trés diferentes
genotipos.

Para o tempo 5 (6 horas) de incubagao, foi observado efeito de gendtipo (p_valor
< 0,0001), efeito de tratamento (p_valor 0,0020), e para interacdo entre os fatores
(p_valor 0,0061), em que as maiores médias significativas do teor de GMP foram nas
amostras de leite proveniente de vacas com gendtipo A1A2, 9,18 mg/mL (CPF), com
gendtipo A1A1 com média de 6,11 mg/mL (CPF) e com gen6tipo A2A2 com média de
6,70 mg/mL (SPF) e 6,57 mg/mL (CPF) e as menores médias significativas do gendtipo
A1A1 com média de 4,51 mg/mL (SPF) e para genotipo AIA2 com média de 8,51
mg/mL (SBC).

Para o tempo 6 (12 horas) de incubagdo, foi observado efeito de gendtipo
(p_valor <0,0001), efeito de tratamento (p_valor 0,0016) e para interacdo entre os
fatores (p_valor 0,0122), em que a maior média estatisticamente significativa do teor de
GMP foi na amostra de leite proveniente de vacas com genotipo A1Al para o
tratamento CPF, com média de 6,85, enquanto para o genotipo A1A1 para amostra de

SPF observou-se a menor média estatisticamente significativa, com média de 4,85.

Tabela 9. Efeito dos trés diferentes genotipos (A1A1, A1A2, A2A2) e dos tratamentos,
sem contamina¢do com Pseudomonas fluorescens e com contamina¢do com
Pseudomonas fluorescens, sobre o teor de Glicomacropeptideo (GMP em
mg de 4cido sialico/mL de leite) nas amostras de leite.
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Tempo genétipos Tratamento mg de /AI;LSiélico EPM Genot. Tfat‘j'?lorGenot “Trat:
AL 6o
r A1A2 21211:: ;ggz 0,04349  0,0004 0,0273  0,0025
PF 2,44
A2A2 cS:PFs 6:462
AAL Caten
2 A1A2 21211:: ;j;:i 0,0276  <0,0001 0,0387  0,0640
PF 1bB
AAL < osen
3 AIA2 21;1; 190’,14063; 04141  <0,0001 0,0230  0,4349
SPF- 7,11bB
A2A2 CPE: 7.48bA
AAL e 2sen
4 A1A2 (S:l:; g:;g:i 0,150 <0,0001 0,0345  0,0706
SPF- 7,50bB
A2A2 CPF: 8.33bA
AL ohie
5 A1A2 (S;}; 89511;’ 0,1667 o,o<001 0,0020 0,061
SPF- 6,70°
A2A2 CPF: 6,57°
AAL 055
6 A1A2 21211:: 196720933 02106 <0,0001 0,0016  0,0122
PF
T

10 horas de incubacfo; 2 1:30 horas de incubagdo; > 3 horas de incubagio; *4:30 horas de incubacio; ° 6
horas de incubagdo; ¢ 12 horas de incubacdo; 7 Leite controle — sem contaminacdo com Pseudomonas
fluorescens; 8 Leite contaminado com Pseudomonas fluorescens,® Diferentes genotipos (A1A1, A1A2,
A2A2); 'O Diferentes tratamentos (Leite controle — sem contaminagdio com B cereus s.s.; Leite
contaminado com B cereus s.s.); '! Interagdo entre os diferentes genotipos e os diferentes tratamentos.
Letras iguais correspondem as médias que ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de significancia
de 5% (p > 0,05). Letras diferentes correspondem as médias que diferem estatisticamente entre si, ao
nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Letras minusculas correspondem a comparagdo das médias para
variavel genétipo. Letras maitsculas correspondem a comparagao das médias para variavel tratamento.
EPM - erro padrao da média.

Na figura 3, pode-se observar um grafico de comparagao entre a concentragao de
GMP/mL para cada amostra de leite proveniente de vacas com genotipos A1A1, A1A2
e A2A2 para B-caseina em relacdo ao tempo de incubagdo, seja com contaminacao

experimental com Pseudomonas fluorescens ou ndo contaminado.
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Figura 3. Comparag¢do entre a concentragdo de GMP/mL para cada gendtipo e
tratamento em relagdo ao tempo para contaminagdo experimental de
Pseudomonas fluorescens e seu controle.

Onde: O eixo X representa os tempos de incubagdo, sendo o tempo 1 (Oh), tempo 2 (1h30), tempo 3 (3h), tempo 4
(4h30), tempo 5 (6h), tempo 6 (12h) e o eixo Y representa o nivel de concentragdo de GMP/mL. As amostras
contaminadas experimentalmente com Pseudomonas fluorescens sdo A1Al, A1A2 e A2A2 e as amostras sem

contaminacdo sdo A1A1C, A1A2 C e A2A2C, sendo que “C” representa “controle”.

E possivel observar que houve um aumento da concentragao nos tempos finais

de incubacdo, com oscilagdes entre os gendtipos € amostras com ou sem contaminacao.

5. Discussao

De acordo com a analise estatistica, foi possivel observar que independente do
gendtipo ou microrganismo analisado durante o experimento, houve um aumento do
teor de GMP nas amostras de leite ao longo do periodo de incubagdo para os trés
genotipos. Ou seja, ocorre a degradacao da k-CN, liberando glicomacropeptideo, que
pode ser mensurado através do método da Ninidrina acida, possibilitando inferir qual ¢
o nivel de degradacao do leite, seja por proteases microbianas ou nao, em relagao ao
tempo de incubacdo. Essa constatacdo foi observada também por Biirger et al. (2015),
ao analisar vida de prateleira leite e bebida lactea UAT.

Analisando a variavel tempo, houve um aumento do teor de GMP desde o tempo
de Oh até o tempo de 12h. Ou seja, a incubacdo, seja ela em temperatura de 25°C
(Pseudomonas fluorescens / sem contaminacdo) ou 35°C (Bacillus cereus s.s. / sem
contaminag¢do) permitiu que ao longo do tempo, proteases agissem sobre as caseinas do

leite, degradando a k-CN. Tais proteases podem ser endogenas ou entdo podem ser
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provenientes de microrganismos, que resistiram ao tratamento térmico aplicado ao leite
cru € em um momento posterior, agiram sobre a caseina. Esse fendmeno foi verificado
por Yang et al. (2021), que demonstraram que proteases microbianas foram capazes de
manter a estabilidade apds tratamento térmico e inclusive, foram capazes de hidrolisar a
caseina em suas diferentes por¢des, com maior degradagdo da k-CN.

Analisando as amostras de leite nos tratamentos com e sem contaminacao
experimental com Bacillus cereus s.s., pode-se verificar que para o leite proveniente de
vacas com genotipo A1A1, ndo houve interagdo entre tratamento e tempo, porém houve
efeito entre os tratamentos e entre os tempos, ou seja, os teores de GMP foram maiores
para as amostras de leite contaminadas experimentalmente, assim como foram maiores
nos ultimos tempos, demonstrando que houve maior degradagdo de caseina nas
amostras de leite contaminado e nos maiores tempos. Isso foi descrito por Prata e Prata
(2012), uma vez que trata-se de um microrganismo que utiliza como via metabdlica a
degradacao da caseina por metalloproteinases e desse modo, ¢ possivel que, em
temperatura o6tima de multiplicacdo, essa degradacdo aumente com o tempo. Esse
fendomeno também foi observado em Vidal-Martins et al. (2005), ja4 que houve aumento
da proteolise mesmo apos tratamento térmico, mostrando que as proteases microbianas
resistiram ¢ atuaram em outras condi¢des, assim como ocorreu em no trabalho realizado
por Aguilar (2018), com niveis de degradacao da k-CN representados pela quantificacao
de GMP.

Para as amostras de leite proveniente de vacas com gendtipo A1A2, houve efeito
de interagdo entre tratamento e tempo. Nos tempos de 3h e 6h, ha efeito significativo da
interacdo, sendo que as amostras de leite contaminadas experimentalmente
apresentaram taxas significativas de aumento de teor de GMP nos tempos de 3h e 12h.
Ainda assim, nos demais tempos, independentemente da interacdo, foi possivel observar
aumento dos teores de GMP tanto para amostras de leite contaminadas quanto para
amostras de leite sem contaminagdo. O aumento da concentragao de GMP em relagdo ao
tempo ocorreu também em um estudo feito por Vidal-Martins et al. (2005),
demonstrando que a proteodlise ocorre mesmo apds tratamento térmico, ou seja, nao
necessariamente ha presenga de microrganismo, mas uma vez que o leite cru apresentou
contaminagdo por microrganismos proteoliticos, as proteases resistem ao tratamento
térmico e continuam agindo durante a vida de prateleira do produto, seja em
temperatura ambiente apds um maior tempo de agdo ou apds incubacdo em maiores

temperaturas, em um menor tempo.
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Foi possivel observar que também houve efeito de interagdo entre tratamento e
tempo para as amostras de leite proveniente de vacas com genotipo A2A2, sendo que
nos tempos de 1h30, 3h, 4h30 e 12h, houve um aumento significativo dos teores de
GMP em comparagdo entre as amostras de leite contaminadas experimentalmente e as
amostras de leite sem contaminagao.

Desse modo, quando observou-se a interacdo entre os genotipos e tratamento em
relagdo ao tempo, € possivel inferir que ha um padrao em relagdo ao aumento do teor de
GMP e o tempo. Analisando individualmente, no tempo de Oh, ndo houve efeito
significativo de interacdo entre genotipo e tratamento, apenas efeito significativo de
genotipo. O leite proveniente de vacas heterozigotas (A1A2) apresentou as maiores
médias de GMP, seguido do A2A2 e por ultimo, o AI1Al apresentou as menores
médias, sugerindo entdo que houve menor degradacdo nesse genotipo, sendo as
amostras de leite contaminadas experimentalmente ou ndo. Fato que pode ser explicado
por Daniloski (2021), uma vez que a caracteristica estrutural ¢ baseada na variante
genética de B-CN em diferentes formagdes estruturais na micela de caseina, sendo que
em suas analises foi possivel inferir que para amostras de leite, a variante A1A1 B-CN
separa-se claramente da variante A2A2 B-CN, enquanto a variante A1A2 B-CN mostrou
similaridade com a variante A2A2 B-CN indicando que o alelo A2 B-CN domina na
organizagao estrutural da proteina.

No tempo de 1h30, houve efeito de gendtipo e de tratamento, sendo que as
amostras de leite proveniente de vacas heterozigotas também apresentaram os maiores
teores de GMP, seguido do homozigoto A2A2 e, enfim, o A1Al. Para tratamento, as
médias de GMP dos grupos contaminados experimentalmente foram maiores do que as
amostras sem contaminagao para todos os gendtipos. Desse modo, ¢ possivel levantar a
hipotese de que o leite proveniente de vacas com gendtipo A2A2 sofreu uma maior
degradacdo da k-CN por conta da agdo de proteases microbianas sintetizadas pelo
Bacillus cereus s.s. em relagdo aos outros gendtipos. Essa observacdo pode ser
constatada também para o tempo de 3h.

Para o tempo de 4h30, houve efeito de interagdo entre gendtipo e tratamento,
onde foi possivel observar que as amostras de leite proveniente de vacas heterozigotas
apresentaram as maiores médias de GMP tanto com contaminacdo quanto sem
contaminagdo, seguido do homozigoto A2A2 com uma maior média para o
contaminado experimentalmente e por fim, o A1A1, que apresentou as menores médias

tanto para contaminado quanto para o sem contaminagao.
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No tempo de 6h ndo houve efeito de interagdo, assim como nos tempos de 1h30
e 3h. Ja no tempo de 12h, houve efeito de interacdo. Foram observadas menores médias
nas amostras de leite proveniente de vacas com gendtipo A1A2, sem contaminagao, €
no A2A2, com diferenga entre os tratamentos. Ja para as amostras de leite proveniente
de vacas com genotipo A1A1 ndo houve diferenga entre os tratamentos.

Analisando as amostras de leite para tratamento com e sem contaminagao
experimental por Pseudomonas fluorescens, pode-se verificar que, referente ao leite
proveniente de vacas com gendtipo A1A1, houve efeito de interagdo entre tratamento e
tempo. E possivel constatar que nos tempos finais, as médias dos teores de GMP foram
maiores, reiterando que houve maior degradacao de k-CN, seja por acao de proteases
naturais ou por proteases sintetizadas pelo microrganismo.

E esperado que a concentragdo de GMP seja mais perceptivel nos tempos finais,
uma vez que a Pseudomonas fluorescens ¢ uma bactéria mais seletiva, que necessita de
condigdes ideais (temperatura ideal, maior tempo de adaptacdo e velocidade de
multiplicagdo mais lenta), assim como Gaspar et al. (2009) verificou que as proteases
sintetizadas por Pseudomonas spp. t€m ac¢do mais lenta em relagdo as sintetizadas por
Bacillus cereus s.s., o que pode ser preocupante também para a vida de prateleira do
produto, uma vez que no final do periodo de incubagao ¢ que a degradagao foi evidente.

Para o leite proveniente de vacas com gen6tipo A1A2, também houve interagao
entre tratamento e tempo, com maiores médias de concentragdo de GMP para as
amostras com contaminagdo experimental nos tempos de 1h30 e de 3h, sendo que nos
tempos finais, a diferenca de média de GMP nao foi significativa, demonstrando que
para o leite desse genotipo, mesmo que tenha acdo de proteases microbianas, as médias
de degradacdo ficam préximas as médias de uma degradacdo natural por proteases
enddgenas, por se tratar de um microrganismo que tem via metabdlica lenta, assim
como verificado por Stanborough (2018), que levantou a caracterizagdo gendmica e
metabolica de Pseudomonas spp. associadas a deterioragao.

Desse mesmo modo, foi possivel observar que para o leite proveniente de vacas
com gendtipo A2A2, também houve efeito de interagdo para tratamento e tempo, com
maiores médias de concentragdo de GMP para as amostras de leite com contaminagdo
experimental nos tempos de Oh e 4h.

Para a interacdo entre os genotipos e tratamento (com e sem contaminacao por
Pseudomonas fluorescens) em relagao ao tempo, foi possivel inferir que, também ha um
padrdo em relagcdo ao aumento do teor de GMP e o tempo, assim como ocorreu para o

leite contaminado com Bacillus cereus s.s..
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Analisando individualmente, para o tempo de Oh houve efeito de interagdo,
apresentando maiores médias de GMP para o leite proveniente de vacas heterozigotas,
seja com contaminagdo experimental ou sem contaminagdo, seguido pelo leite
proveniente de vacas com genotipo A2A2 e por fim, A1Al. Para o tempo de 1h30,
também ndo houve efeito de interacdo significativa, apenas efeito de gendtipo e
tratamento. O leite proveniente de vacas heterozigotas apresentou maiores médias de
concentracdo de GMP, seguido pelo A2A2 e, por fim, A1Al apresentou as menores
médias. Isso ocorreu também para os tempos de 3h e 4h30. Para o tempo de 6h e de
12h, houve efeito de interacdo, com maiores médias no leite proveniente de vacas
A1A2, seja com contaminagcdo ou sem contaminagdo, seguido por A2A2 e AlAI,
mostrando que houve menor degradagao de caseina para esse ultimo. Esse fato pode ser
explicado por Montanhini e Bersot (2013) uma vez que quanto maior o tempo em
temperatura de incuba¢do do microrganismo, maior a degradacdo sofrida pela agdo de
suas proteases.

E possivel verificar que para o leite proveniente de vacas heterozigotas A1A2,
ocorreram as maiores médias de GMP, independentemente do tratamento ser com
contaminagdo experimental ou sem contamina¢do. Em seguida, o leite proveniente de
vacas com genotipo A2A2 apresentou as maiores médias, seguido do A1A1.

Portanto, ¢ possivel constatar que o leite proveniente de vacas com genotipo
ATA1 sofre uma menor degrada¢do da k-CN em rela¢do a acdo das proteases, sejam
elas microbianas ou naturais, uma vez que nao houve diferenca entre os tratamentos.
Desse modo, ¢ possivel levantar a discussdo de que o alelo A2 tem uma maior
influéncia sobre o heterozigoto, pois de acordo com os resultados analisados, os leites
provenientes de vacas com genotipos A1A2 e A2A2 apresentaram uma maior
concentragdo de GMP, demonstrando uma maior fragilidade da k-CN. Esse fato pode
estar relacionado com uma menor interagdo entre os compostos da molécula de caseina,
pois segundo Nguyen (2018), a estrutura micelar para o genotipo A2A2 tende a ser mais
fragil, por conta de sua composicao apresentar maior quantidade de fosforo e menor
quantidade de célcio (DANILOSKI, 2021) sofrendo assim uma maior degradagdo por
proteases.

Ainda em relagdo a alelo, ¢ possivel inferir que o alelo A2 para o gene da B-CN
tenha uma maior influéncia no heterozigoto, por isso os gendtipos A1A2 e A2A2
apresentaram uma maior concentragdo de GMP. Desse modo, pode-se levantar

hipoteses sobre genomica e protedmica, podendo haver uma diferenga estrutural da
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caseina, uma vez que o gene muda para B-CN, porém a acdo das proteases normalmente
¢ sobre a k-CN.

Em relacdo a acdo de proteases microbiana, a degradagdo por Pseudomonas
fluorescens mostrou-se mais lenta do que por Bacillus cereus s.s., que demonstrou ser
mais intensa e mais rapida, com diferenca em todos os tempos. Com essa informagao,
pode-se levantar hipdteses do porqué nem todo leite chega instavel no laticinio, j& que a
contaminag¢do do leite cru por Pseudomonas fluorescens apesar de ser comum, muitas
vezes nao ¢ perceptivel no inicio da degradagdo, mesmo que esteja em sua temperatura
ideal. Quando o leite ¢ mantido em refrigeracdo, ha o controle da multiplicacdo desse
microrganismo, dificultando inclusive a acdo de suas proteases que vao degradar a «-
CN, assim como mostra Miguel (2019), em um estudo do controle de temperatura de
refrigeragdo para Pseudomonas fluorescens, demonstrando que menores temperaturas
diminuem o potencial proteolitico desse microrganismo. No entanto, existe a
possibilidade desse microrganismo produzir enzimas deteriorantes mesmo em
temperaturas mais baixas, mesmo que menos do que em maiores temperaturas, assim
como afirma Meng et al. (2017).

Para o Bacillus cereus s.s., ¢ esperado que a percepcao da degradagdo seja mais
rapida e intensa em relacdo a Pseudomonas fluorescens, acarretando na redugdo de vida
de prateleira e inclusive pode interferir nos processos térmicos € na producao de
derivados. Além disso, ¢ um microrganismo que € patogénico e os niveis de degradacao
de GMP indicam a presenca deste microrganismo, alertando o perigo para a saude
publica, assim como indicou Rossi et al. (2018). De Jonghe et al. (2010) verificaram
que as enzimas do Bacillus cereus s.s. sdo altamente proteoliticas, reiterando a
importancia de evitar a contaminacao por esse microrganismo devido aos problemas
tecnologicos, que suas enzimas termorresistentes podem causar.

E importante ressaltar que a legislagdo (BRASIL, 2006) preconiza que os niveis
de GMP nao devem ser maiores do que 75 mg/mL, uma vez que ultrapassando esse
limite o leite ¢ considerado improprio para o consumo humano, devendo ser destinado
para alimentacdo animal ou industria quimica. Diante dos resultados obtidos, pode-se
considerar que as amostras contaminadas com Bacillus cereus s.s. ap6s 12 horas de
incubagdo, para o leite proveniente de vacas com genotipo A1A2 e A2A2 para B-CN,
mesmo que apresentem os maiores niveis de GMP/mL em relagdo as demais amostras,
ndo alcanca os niveis previstos em legislacdo que apontam que essa amostra esteja

impropria para consumo.
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Do mesmo modo, partindo do principio de que o leite que apresenta
concentracdo de acido sidlico maior do que 20 pg/mL sofre alteracdes sensoriais e
nutritivas (DATTA; DEETH, 2003), Vidal-Martins et al. (2005) quantificaram GMP
para leite UAT/UHT no tempo de validade (120 dias), encontrando concentra¢des de
24,7 pg de acido sidlico/mL, valor ainda maior do que encontrado nas concentragdes
obtidas para tais amostras de leite proveniente de vacas com genotipo A1A2 e A2A2
para B-CN, experimentalmente contaminadas com Bacillus cereus s.s. € incubadas por

12 horas.
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6. Conclusao

As médias de concentracdo de glicomacropeptideo nas amostras de leite
proveniente de vacas com alelos contrastantes para -caseina foram maiores nos tempos
finais de incubagdo, seja para amostra apos contaminacdo experimental padronizada ou
amostra controle, tanto para Bacillus cereus s.s. ou Pseudomonas fluorescens. Ou seja,
foi possivel observar que houve degradagao da k-CN ao decorrer do tempo, seja ela por
proteases naturais ou microbianas, independentemente do gendtipo da f-CN.

Além disso, as amostras de leite proveniente de vacas com genodtipo A1A1 para
B-CN apresentaram menores teores de GMP em relagdo aos genodtipos A1A2 e A2A2,
demonstrando que houve uma menor degradacao da x-CN. Desse modo, ¢ importante
ressaltar que o leite proveniente de vacas com genotipo A2A2 para B-CN, que ja ¢ um
produto de valor agregado por conta de sua condi¢do de digestibilidade facilitada, venha
a ser um produto de alta sensibilidade por conta de sua maior probabilidade de

degradacao pela acdo de proteases que podem prejudicar sua composicao.
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