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RESUMO

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DO LEITE DE
OVELHA E ATIVIDADE ANTAGONISTA DE SUA MICROBIOTA LATICA

Anna Carolina da Costa Kochl, Mircia de Aguiar Ferreira'*
"Faculdade de Agronomia e Veterindria - UnB, DF, 2 Laboratério de Analise de Leite
e Derivados - UnB.

A presente pesquisa avaliou a qualidade do leite de ovelhas criadas no Distrito Federal com o
objetivo de determinar a sua qualidade e potencial tecnolégico. Foram coletadas 126 amostras
de leite cru diretamente da glandula mamadria de ovelhas, das racas Santa In€s, Dorper e ovelhas
leiteiras East Friesian e suas mesticas (EF x SI) em 15 propriedades rurais, que foram
submetidas a andlises das caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez Dornic, densidade,
crioscopia, gordura, sélidos ndo gordurosos, proteina e lactose), microbioldgica por meio da
enumeracdo de aerébios mesofilos (AM), coliformes totais (CT) e Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e detecc¢do de Listeria monocytogenes e Salmonella spp.. A avaliacdo da
atividade antimicrobiana das amostras de leite foi realizada pela enumeracao, identificagcdo e
caracterizacdo da atividade antimicrobiana de BAL. No total 78 isolados foi testado quanto ao
potencial antagonista frente a quatro cepas de L. monocytogenes, quatro cepas S. aureus € uma
cepa de Lactobacillus sakei; em seguida, com base nos perfis dos produtos de reacdo de Rep-
PCR esses isolados foram submetidos ao sequenciamento genético. Adicionalmente foi avaliada
a atividade bacteriocinogénica dos isolados. Foram verificados valores médios de pH, densidade
e acidez Dornic, respectivamente de 6,69; 1,039 g/mL e 21,16 °D, e o indice crioscépico médio
foi de -0,567 °H. Quanto aos principais componentes os teores médios obtidos foram: de 5,41%
de gordura; 11,17% de s6lidos ndo gordurosos; 5,04% de proteina e 5,25% de lactose. Em
relacdo ao perfil microbiolégico observou-se média de 5,6 x 10* UFC/mL para AM, 1,15 x 10
UFC/mL para CT; de 14,5 UFC/mL para E. coli e de 11,5 UFC/mL para S. aureus. Nao foi
observado Salmonella spp. e L. monocytogenes nas amostras analisadas. Os resultados
demonstraram ainda desenvolvimento de BAL em 80,2% (101/126) das amostras analisadas,
com contagem média de 2,25 x 10° UEC/mL de leite. O perfil antagonista dos isolados testados
demonstrou ampla atividade contra S. aureus ATCC 25923 e ATCC 12598 e L. monocytogenes
ATCC 7644 e 537. O género Lactococcus apresentou maior atividade antimicrobiana contra S.
aureus comparada a L. monocytogenes. O sequenciamento do gene 16S rRNA identificou 32
isolados como Enterococcus spp.; 33 L. lactis e um L. garvieae; 10 isolados como
Pediococcus pentosaceus e dois isolados de Streptococcus salivarius. Nenhum isolado
apresentou producdo de bacteriocinas, sugerindo que a atividade antagonista possa estar



ix

relacionada a producao de outras substancias. A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir
que o leite de ovelhas criadas no DF, mesmo quando proveniente de animais de ragas ndo
especializadas, apresenta caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e diversidade de
BAL, que conferem ao produto qualidade para o seu aproveitamento tecnoldgico na produgdo
de queijos e outros derivados.

Palavras-chave: antagonismo, bactérias 4cido ldticas, composicdo do leite, micro-
organismos, Petrifilm™



ABASTRACT

PHYSICO-CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF
SHEEP MILK AND ANTAGONIST ACTIVITY OF ITS LACTIC MICROBIOTA

Anna Carolina da Costa Kochl, Miarcia de Aguiar Ferreira'”
'School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB, DF, : Laboratory of Milk and Dairy
Products Analysis - UnB.

This research evaluated the quality of the sheep milk raised on the Distrito Federal. One
hundred and twenty-six (126) samples of raw milk directly from mammary glands of sheep
were collected in fifteen different properties, of the following sheep breeds: Santa Inés (SI),
Dorper, and the East Friesian dairy sheeps and its mixes. Their physico-chemical
characteristics were analyzed (pH, Dornic acidity, density, freezing point, fat levels, non-fatty
solids, protein, and lactose). The microbiological quality of the product was evaluated by
enumeration of the microorganisms that indicate safety, by counting of aerobic mesophiles
(AM), total coliforms (CT), Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and also Listeria
monocytogenes and Salmonella spp.. The microbial activity of the milk was measured by
enumeration, identification and characterization of the antimicrobial LAB activity. 78 isolated
LAB was tested for its antagonist potential against four strains of L. monocytogenes, four
strains of S. aureus and one strain of Lactobacillus sakei; then, based on the profiles of the
reaction products of Rep-PCR, these isolated were submitted to genetic sequencing. The
bacteriocinogenic activity of these isolated was also analyzed. The average results of physico-
chemical characteristics were: pH of 6.69; density of 1.039 g/mL, Dornic acidity of 21.16°D,
and freezing point of -0.567°H. For the main components the average levels were 5.41% for
fat, 11.17% non-fat solids, 5.04% protein and 5.25% for lactose. Regarding the microbiologic
profile was observed average values of 5.6 x 10* CFU/mL to AM, 11.5 x 10> CFU/mL to CT;
14.5 CFU/mL to E. coli and 11.5 CFU/mL to S. aureus. L. monocytogenes and Salmonella
spp. were not detected in any sample. The results also identified BAL development in 80.2%
(101/126) of the analysed samples, with a count of 2.25 x 103> UFC/mL of milk. The
antagonist profile of the samples was confirmed with wide activity against S. aureus ATCC
25923 and ATCC 12598 and L. monocytogenes ATCC 7644 and 537. Lactococcus spp.
showed the higher microbial activity against S. aureus compared to L. monocytogenes. The
genetic sequencing identified 32 isolated as Enterococcus spp.; 33 Latococcus lactis and one
Lactococcus garvieae; 10 isolated as Pediococcus pentosaceus and two isolated
Streptococcus salivarius. No i1solated showed production of bacteriocins, suggesting that the
antagonist activity might be related to the production of other substances. Considering the
results, the conclusion is that the sheep milk in the DF, even when originated from non-
specialized races, presents physico-chemical and microbiological characteristics wich gives to
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the product enough quality and technological potential for the its technological use in the
production of cheese and other dairy products.

Keywords: antagonism, lactic acid bacteria, milk composition, microorganisms, Petrifilm
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

A ovinocultura € vista mundialmente, e particularmente no Brasil, como
atividade fornecedora, tradicionalmente, de 13 e de carne. Em virtude da intensificacdo da
ovinocultura de corte, com mudancas no sistema de criacdo de extensivo para intensivo,
observou-se aumento no interesse de pesquisas sobre a producdo e composi¢do do leite de
ovelha. Além de ser a principal fonte de nutrientes para os cordeiros durante as primeiras
semanas de vida, o leite de ovelha e, principalmente, os seus derivados, encontram ampla
oportunidade de mercado (Ferreira, 2007).

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations,
Statistics Division (FAOSTAT, 2012) o rebanho ovino situa-se em quarto lugar entre as
espécies produtoras de leite do mundo, com producdo anual aproximada de 10 milhdes de
toneladas, o que representa 1,3% da producao total de leite.

Atualmente, ainda verifica-se oferta relativamente baixa de leite ovino na
producdo total de leites no Brasil, entretanto constata-se perspectiva de crescimento do
consumo de queijos, o que estimula o seu incremento (Rohenkohl et al., 2011). A criagao de
ovelhas de aptidao leiteira tem ganhado cada vez mais espaco entre os ovinocultores, por este
leite apresentar valor nutricional e comercial superior, com elevados teores de sdlidos totais
(ST) quando comparados ao leite de vaca e de cabra, resultando em melhor rendimento na
producdo de queijos e de outros derivados lacteos. Os ST representam a soma dos
macronutrientes de maior interesse econdmico como as proteinas e as gorduras, além da lactose
e sais minerais (Boyazoglu & Morand-Fehr, 2001).

A alta demanda para produtos lacteos tradicionais e/ou artesanais cria
excelentes oportunidades para pequenos e médios produtores, que podem se beneficiar das
caracteristicas especificas do leite de ovelha para produzir queijos especiais, iogurtes e outros

derivados lacteos (Pandya & Ghodke, 2007; Pellegrini, 2012). Ovinocultores da regido Sul e



Sudeste estdo se especializando no setor leiteiro para atender a esse promissor nicho de
mercado, os queijos de origem ovina. Entretanto, a producdo de derivados do leite,
independentemente da espécie de origem, somente se configura em atividade lucrativa quando
a busca pela qualidade € constante.

A qualidade do leite se define sobre os parametros de composi¢do, uma mistura
complexa, nutritiva e estdvel de gordura, proteinas e outros elementos sélidos, que se
encontram suspensos em agua. Além destes parametros, tem-se o aspecto higi€nico, o status
sanitario do rebanho, a presenga de micro-organismos e residuos contaminantes quimicos ou
fisicos, entre outros fatores.

Neste contexto, pesquisas devem ser desenvolvidas para caracterizar a
qualidade e seguranca microbioldgica do leite de ovelha, bem como a avaliagdo do potencial
tecnoldgico deste leite. A identificacdo da microbiota latica natural e sua atividade
antimicrobiana contribuem para elucidar o conhecimento sobre o leite ovino e incrementar a

producdo e a industrializacao desse tipo de leite no Brasil.



1.1 Problematica e Relevancia

Ao considerar que o leite de ovelha apresenta em sua composicdo fisico-
quimica valores superiores para macro € micronutrientes em relacao aos leites de vaca e de
cabra, faz-se necessdrio, gerar mais resultados de pesquisas a respeito deste tipo de leite, que
fornecam indicadores, capazes de ampliar a seguranca microbioldgica, ja que no Brasil existe
um potencial latente para a produgao e processamento do leite ovino.

Existe a necessidade de estabelecer o perfil de qualidade e de manter um
controle rigoroso na produgdo, particularmente em termos microbioldgicos, de forma a
garantir a inocuidade do produto. A principal forma de identificar esses problemas € pela
pesquisa de micro-organismos indicadores de higiene, que permitem a caracterizacdo das
condi¢des de producdo e a averiguagdo dos efeitos de procedimentos corretivos. Em
associacdo, a pesquisa de patdgenos no leite de origem ovina tem uma importancia
significativa para garantia da seguranca desse produto e de seus derivados.

Em complementa¢do ao estudo de qualidade e seguranga microbiolégica do
leite de ovelha, a presente proposta visa também a caracteriza¢do do potencial antimicrobiano
de bactérias 4cido laticas (BAL) naturalmente presentes nesse produto contra micro-
organismos patogénicos. A caracterizagdo e identificacdo de culturas de BAL com esse
potencial t€m um apresenta especial interesse na industria de alimentos para serem utilizadas
como ferramentas de seguranga alimentar e bioconservacdo, uma vez que, dependendo das
espécies identificadas, podem apresentar efeito antimicrobiano amplo contra patégenos e
micro-organismos deteriorantes. A utilizagdo dessas culturas em leite de ovelha e seus
derivados atende as expectativas do consumidor em adquirir alimentos saudédveis e naturais.

Tendo em vista poucos trabalhos sobre este tema, essa pesquisa busca gerar
dados que possam contribuir para o estabelecimento de uma base dos padrdes de qualidade

microbioldgica do leite ovino.



1.2 Objetivos

Objetivo Geral
Avaliar o perfil fisico-quimico e microbioldgico e caracterizar a microbiota

latica autoctone do leite de ovelhas de rebanhos do Distrito Federal.

Objetivos especificos

- Caracterizar a composicao fisico-quimica do leite de ovelha da regido;

- Avaliar a presenca de micro-organismos indicadores da qualidade higi€nica e
sanitéria do leite ovino;

- Detectar a presenca de micro-organismos patogénicos Salmonella spp. e
Listeria monocytogenes em leite ovino;

- Determinar a diversidade genética da microbiota latica autdctone;

- Identificar o potencial antagonista da microbiota ltica em relagdo aos micro-
organismos Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus;

- Avaliar a atividade bacteriocinogénica das culturas de bactérias dcido laticas

antagonistas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Contexto atual

A producdo de leite de ovelhas tem sido vista como uma alternativa
sustentdvel, destacando-se como fatores favordveis ao desenvolvimento da ovinocultura
leiteira, o baixo investimento inicial e de ficil ado¢do pela mao de obra familiar, podendo
melhorar a qualidade de vida dos pequenos e médios produtores rurais, assim como a
existéncia de mercados crescentes para os produtos oriundos da ovinocultura (Souza et al.,
2005; Pandya & Ghodke, 2007; Pellegrini, 2012).

Mais concentrado que os leites de vaca e de cabra, o leite de ovelha € indicado
para a fabricacdo de queijos com aromas e sabores especiais, famosos e de alto valor
comercial no mundo inteiro (Park et al., 2007). Raramente é consumido in natura, sendo a
maior parte do leite ovino transformada em queijos e, em menor escala, em iogurte (Haenlein
& Wendorff, 2006). A utilizacdo desta valiosa matéria prima para a fabricagdo de derivados do
leite pode aumentar o retorno financeiro do ovinocultor (Souza et al., 2005; Pandya &
Ghodke, 2007; Pellegrini, 2012).

Segundo Rohenkohl et al. (2011) a fabricacdo de produtos lacteos de ovinos e
de caprinos € incipiente no Brasil, no entanto, hd uma oportunidade de expansdo do sistema
de mercado desse tipo de leite atrelada ao potencial de ampliacdo do consumo de queijos.
Celia et al. (2012) destacaram que o consumo de produtos derivados de leites ndo bovinos no
Brasil, em especial na regido Sul, estd relacionado, principalmente, ao consumo de diferentes
tipos de queijos e seus consumidores estdo dispostos a investir mais em produtos de
qualidade, saborosos e nutritivos.

De acordo com os relatos de Novello & Preis (2012) a ovinocultura leiteira, nos
estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, estd em crescimento nos ultimos anos, sendo que a

exploracdo de leite para a fabricacdo de queijos finos e iogurte tornou-se negdcio promissor.



2.2 Composicao do leite ovino

Campos (2011) relatou que os teores de proteina, gordura, cdlcio e outros
minerais no leite de ovelha sdo superiores quando comparados aos de outros animais como
vaca, bufala, cabra e, inclusive, ao leite humano. Apresenta composi¢do de nutrientes
diferenciada dos demais leites, com valores que o tornam altamente nutritivo e propicio a
transformac¢ao industrial, garantindo caracteristicas bastante peculiares, com sabor suave e
ligeiramente adocicado.

Em relacdo a composicdo do leite de ovelhas, notam-se grandes variagdes na
composi¢do quimica de acordo com a época do ano, em virtude da sazonalidade na
concentracdo dos partos (Haenlein & Wendorff, 2006). No inicio da lactacdo os teores de
gordura, proteina e sélidos totais sao mais elevados, assim como no final da lactagdo. Durante

o pico de producgio, no entanto, o teor desses componentes diminui (Bencini, 2001).

Sélidos totais

Denomina-se por matéria seca total ou sdlidos totais (ST), todos os
componentes do leite exceto a 4gua. Assim, quanto maiores os teores destes, maiores serao os
valores para ST (Tronco, 2003). Guerra et al. (2008) relataram que quanto maior a quantidade
de solidos totais, melhor serd o rendimento deste leite para a industria de laticinios.

Estudos recentes demonstram que valores médios de ST de leite de ovelha
variam de 15,23% (Zafalon et al., 2010b) até 19,34% (Fava, 2012). Pellegrini et al. (2012)
determinaram que as médias das caracteristicas composicionais do leite de ovelhas sdo
significativamente maiores que o de leite de vaca ou de cabra, com teores de ST,
respectivamente, 16,79%; 12,02% e 11,63%. As diferencas das propriedades fisico-quimicas

do leite das diferentes espécies sao apresentadas na Tabela 1.



Tabela 1. Composi¢do média e caracteristicas fisicas dos leites caprino, ovino e bovino.

Parimetros Tipo de leite

Leite de cabra Leite de ovelha Leite de vaca
Gordura (%) 3,8 7,9 3,6
Sélidos nido gordurosos (%) 8.9 12,0 9,0
Lactose (%) 4,1 4,9 4,7
Proteina (%) 3,4 6,2 3,2
Caseina (%) 2.4 6,2 2,6
Albumina, globulina (%) 0,6 1,0 0,6
Cinzas 0,6 0,9 0,7
Densidade (g/cm?) 1,029 -1,039 1,034 -1,038 1,023 -1,039
Indice crioscépico (- °C) 0,540 - 0,573 0,570 0,530-0,570
Acidez em °D' 14 - 23 22 -25 15-18
pH 6,50 - 6,80 6,51 - 6,85 6,65 - 6,71

"°D: graus Dornic
Fonte: Park et al. (2007) adaptado.

Proteinas

A proteina da fracdo coaguldvel do leite é denominada de caseina e se
apresenta na forma de um complexo micelar de sal de cdlcio coloidal, sendo considerada a
mais importante proteina do leite, principalmente do ponto de vista nutricional e tecnolégico.
O complexo micelar de caseina € constituido por submicelas de aS; caseina, aS;, caseina, 3
caseina e Kk-caseina, e compdem cerca de 80% de todas as proteinas do leite de ovelhas
saudaveis (Haenlein & Wendorff, 2006).

Outro grupo € o das proteinas do soro, responsaveis por aproximadamente 17%
a 22% do total de proteinas, sendo as principais a B-lactoglobulina e a a-lactalbumina. Em
menores concentragdes estdo presentes as imunoglobulinas, a albumina sérica, a lactoferrina e
peptideos de baixo peso molecular (Park et al., 2007). As formas proteicas encontradas no
soro de leite sdo facilmente digestiveis, e o leite de ovelha € mais rico nestas proteinas que o
leite de vaca ou de cabra, tornando-o de mais fécil digestao (Campos, 2011).

O teor médio de proteina no leite de ovelha é 6,2%, maior do que no leite de
cabra e de vaca, que apresentam teores médios de 3,4% e 3,2%, respectivamente (Park et al.,

2007). O teor de proteina pode variar amplamente entre as espécies sendo influenciado pela



9

raca, estdgio de lactacdo, alimentacdo, clima, época de pari¢do e saide do Ubere (Haenlein &
Wendorff, 2006; Fava, 2012).

Além do valor de proteina do leite de ovelha ser superior aos de outras
espécies, € um elemento considerado de alto valor biolégico, sendo superior ao leite de vaca
no fornecimento de todos os aminodcidos essenciais. Dois copos de leite de ovelha (500 g)
pode fornecer os requisitos didrios de dieta de oito dos 10 aminodcidos essenciais (Haenlein
& Wendorff, 2006).

A condi¢ao de melhor rendimento queijeiro estd intimamente relacionada com
o teor proteico original, fazendo com que este nutriente seja o de maior interesse econdmico

na industria de laticinios (Albuquerque, 2012).

Gordura

A gordura é responsavel por boa parte da consisténcia, do valor nutritivo e
econdmico do leite. O componente lipidico do leite é formado por uma complexa mistura,
composta por vdrias classes, incluindo monoglicerideos, diglicerideos, triglicerideos, acidos
graxos livres, fosfolipideos e esteroides. A gordura € produzida nas células epiteliais
secretoras da glandula mamaéria, predominando os triglicerideos (98%), que consistem em trés
moléculas de 4dcidos graxos ligadas por uma de glicerol (Cunningham, 2004).

O teor médio de gordura no leite de ovelha € superior ao leite de vaca ou de
cabra, apresentando médias internacionais de 7,9%; 3,6% e 3,8%, respectivamente (Park et
al., 2007) e no Brasil, de 7,21%; 3,65% e 3,94% (Pellegrini et al., 2012). Contudo, segundo
Furtado (2003), ha diferengas na distribuicdo dos seus constituintes lipidicos, apresentando
maior quantidade de determinados dcidos graxos de cadeia média, como o caproico (C6:0),
caprilico (C8:0) e cdprico (C10:0) que auxilia na diminui¢do dos niveis de triglicerideos e
colesterol LDL, refletindo diretamente em beneficios a satide humana (Campos, 2011).

O leite de ovelha ndo possui caroteno em sua gordura, o que lhe proporciona
uma brancura tipica (Furtado, 2003). Os lipideos se apresentam em glébulos de pequeno
diametro, com média menor que 3 pum, inferior ao tamanho dos glébulos no leite de vaca, que
apresentam, em média, didmetro de 4 um (Haenlein & Wendorff, 2006; Park et al., 2007;
Costa et al., 2009). Considerado naturalmente homogeneizado, o que facilita o processo de
digestdo e aumenta a efici€éncia no metabolismo de lipidios, quando comparado com a gordura
do leite de vaca. Pode ser congelado sem que ocorra separacao de dleo e fases por quebra dos
glébulos de gordura. Possui maior teor de 4cido linoleico conjugado (CLA), que é um &cido

graxo amplamente pesquisado por suas propriedades anticarcinogénicas e capacidade de
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reduzir a gordura corporal enquanto aumenta, concomitantemente, a massa muscular. Outros
efeitos benéficos atribuidos ao consumo do CLA sdo a protecdo contra a aterosclerose, a
caquexia e o desenvolvimento de diabetes (Albuquerque, 2012).

Fava (2012) analisou a composicao do leite de ovelhas da ragca Lacaune,
criadas na regido Sul do pais, e também comprovou o seu alto teor de gordura, observando
porcentagem média de 8,10%. E, conforme Haenlein & Wendorff (2006), o sabor dos
queijos € muito influenciado pela hidrélise da gordura durante a maturagdo, o leite de

ovelha por conter altos teores deste componente, resulta em queijos mais saborosos.

Lactose

A lactose € o principal agicar do leite e importante fonte de energia para os
neonatos, e também, é o principal substrato para as bactérias dcido laticas que participam da
transformacgdo do leite em derivados, como queijos e leites fermentados (Brito, 2004). A
lactose é considerada um importante constituinte do leite por ser responsavel pela manutengao
da pressdao osmoética na glandula mamaéria e pelo volume de leite produzido pelas células
alveolares. Apresenta variagdes em seus teores nos diferentes estdgios de lactacdo, ocorrendo
aumento no pico em relacio ao inicio e ao final da lactacdo (Hurley, 2002).

Comparado com o leite de vaca, o conteido de lactose no leite de ovelha
apresenta-se praticamente nos mesmos niveis. Isto faz com que o teor de lactose no leite
dessa espécie represente menor propor¢cao dentro dos sélidos totais, constituindo 22-27%
desses, sendo 33-40% no leite de vaca (Raynal-Ljutovac et al., 2008). Mayer & Fiechter
(2012) encontraram teores semelhantes de lactose em leite de ovelha (4,64%) e cabra
(4,32%). Zimmermann et al. (2009), estudando ovelhas Suffolk encontraram valor médio
de 4,15% de lactose, enquanto Corréa (2004) avaliando ovelhas Corriedale, obteve média
de 5,3%. Esse valores enquadram-se dentro dos valores médios encontrados por Cordero
et al. (2002), que determinaram variagdo de 4,4 a 5,5% de lactose para animais de

diferentes racas e ambientes.

Minerais

Os minerais sdo importantes para o crescimento, o desenvolvimento e a
manutencdo da satide dos tecidos corporais (Morgano et al., 2005), pois desempenham
funcdes essenciais para o organismo dos animais e do homem. Participam como componentes
estruturais dos tecidos corporais, atuam nos tecidos e fluidos corporais como eletrélitos para

manuten¢cdo do equilibrio 4cido-bdsico, da pressdo osmoética e da permeabilidade das
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membranas celulares e funcionam como ativadores de processos enzimdticos ou como
integrantes da estrutura de vitaminas (Tokarnia et al., 2000).

O perfil de minerais do leite de ovelha pode ser uma ferramenta apropriada
para avaliar o status nutricional dos minerais do leite, estando intimamente relacionado com a
fabricacdo de produtos lacteos de elevada composi¢ao nutricional (Pellegrini, 2012).

De acordo com Mahaut et al. (2000) o leite de ovelha é mais rico em sais
minerais que o leite de vaca, contendo aproximadamente 0,9% de minerais totais ou cinzas,
teor superior quando comparados aos 0,7% no leite de vaca. Os niveis de cdlcio, fosforo,
magnésio, zinco e cobre sdo maiores no leite ovino que no bovino, € menores em relacao aos
niveis de potéssio e sodio.

O teor de minerais do leite ovino pode ser influenciado por varios fatores como
estagio da lactacdo, estado nutricional do animal, fatores genéticos e do ambiente devido as
diferengas em alimentacdo e variacOes sazonais (Park et al., 2007). Pellegrini (2012) relatou
que Ca, S, P, Mg, K e Na, presentes no leite de ovelha, ndo apresentaram um padrdo de
variacdo entre a 1* e 10" semana de lactagdo em ovelhas Y2 sangue Lacaune e ovelhas cruza Ile
de France x Texel.

Ivanova et al. (2011) obtiveram teores de Ca e P no leite de ovelhas da raca East-
Friesian. Os valores médios foram 150 mg de célcio e 125,78 mg de f6sforo/100g de leite, com
relacdo Ca: P de 1,19:1,05. Nos resultados de Pellegrini (2012), a propor¢ao média de Ca:P foi
de 1,44:1, descrita como proporcao ideal para o crescimento e formacao dos 0ssos.

De forma geral, o leite de ovelha apresenta quase todos os minerais necessarios
ao ser humano, considerados importantes para a nutricdo. Grande parte destes nutrientes
encontra-se ligados aos solidos do leite, que quando transformados em queijos ou outros

produtos mantém seu valor nutricional conservado (Mwaura & Akinsoyinu, 2010).

Vitaminas

As vitaminas exercem func¢do importante na producdo de energia, sintese da
hemoglobina, manutencdo da estrutura dssea, funcdo imune adequada e protegem o
organismo contra danos oxidativos (Guerra, 2004).

Os teores de vitaminas em leite de ovelha sdo na sua maioria mais elevados do
que em vaca e leite de cabra, exceto para vitamina D e biotina (B7). Possui alto teor de
vitaminas essenciais: tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), 4cido pantoténico (BS5),
acido folico (B9), vitaminas A, B12 e C. O leite ovino contém entre 33% a 50% mais

vitaminas do complexo B que o leite de cabra, sendo que a maior diferenca nutricional entre
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os dois leites € o nivel de vitamina B12. O leite de ovelha contém 0,712 ug de vitamina B12

por 100 g, em comparacao com 0,065 pg no leite de cabra (Park et al., 2007).

2.3 Producao do leite ovino no Brasil e no mundo

Atualmente, o rebanho ovino mundial apresenta mais de um bilhdo de animais,
sendo que a cadeia produtiva do leite de ovelha ultrapassou 10,122 milhdes de toneladas, o
que corresponde cerca 1,34% da producao mundial, compreendendo um pequeno percentual
do mercado total de leite. A Asia lidera a producido com 4,7 milhdes de toneladas de leite de
ovelha na China, Turquia, Ird, Siria, Afeganistdo e Iraque. A Europa apresenta a segunda
maior producdo mundial de leite de ovelha, com 3,0 milhdes de toneladas, principalmente na
Grécia, Roménia, Itdlia, Espanha e Franca (FAOSTAT, 2012).

A aptiddo leiteira ovina e caprina € tradicionalmente explorada e considerada
parte vital da economia nacional, em muitos paises, em especial no Mediterraneo e regido do
Oriente Médio, para o processamento de produtos nas préprias propriedades rurais ou em
pequenos estabelecimentos artesanais (Boyazoglu & Morand-Fehr, 2001; Rohenkohl et al.,
2011). A producdo leiteira, industrialmente organizada, concentra-se na Franca, Italia,
Espanha e Grécia (Haenlein & Wendorff, 2006) e estd crescendo na Austrdlia e em Israel,
tendo em vista a producdo de queijos e de outros produtos licteos, sendo insignificante o
consumo do leite in natura (Mayer & Fiechter, 2012).

A producao e o processamento industrial de leite de ovelha ainda sdo
considerados baixos no Brasil, e Rohenkohl et al. (2011) ao compilarem dados sobre esta
atividade no pais, estimaram processamento nacional de leite ovino de aproximadamente
509.000 litros por ano. O panorama nacional da ovinocultura demonstra que o efetivo de ovinos
em 2012 foi de 16,789 milhdes de cabegas, sendo que a regido Nordeste apresentou o maior
rebanho (55,5%) representado por mais de nove milhdes de cabecas, seguido da regido Sul, com
cinco milhdes de cabecas (30,0%), destacando-se o Rio Grande do Sul com um rebanho
composto por quatro milhdes de animais, representando 24,4% do efetivo nacional. A regiao
Centro-Oeste apresentou o terceiro maior rebanho com 1.078.316 milhdes de cabegas, seguida
da regido Sudeste, com 768.210 cabecas e da regido Norte com 627.563 cabegas (IBGE, 2012).

Apesar de ser pouca explorada no Brasil, a habilidade leiteira das ovelhas é
largamente conhecida. Em outras partes do mundo, esses animais sdo os principais produtores de
leite, devido a longa tradi¢do na criacdo de ovinos aliada as condic¢des topograficas e climéticas

favoraveis a criacao desta espécie (Haenlein & Wendortf, 2006; Pandya & Ghodke; 2007).
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Os primeiros ovinos com aptiddo leiteira foram trazidos ao Brasil somente em
1992, com a introdugdo da racga especializada Lacaune, origindria da Fran¢a, no municipio de
Viamao, no estado do Rio Grande do Sul. A raca Lacaune, adaptou-se as condicdes de clima e
alimentacdo do estado, e conforme demonstrado por Brito (2004) a duracdo média da lactac@o
desta raca na Serra Gaucha, foi de 160 dias, com producdo média de 1,3 litros/ovelha/dia.
Essa baixa producdo é compensada pelo excelente rendimento no beneficiamento do leite,
pois com base no rendimento econdomico, Gajo (2010) observou um elevado aproveitamento
na elaboracdo de queijo Minas Padrao, utilizando leite ovino, em que para cada quilo de
queijo produzido com leite de ovelhas Santa Inés (SI), Bergamdcia e mesticas (SI x Lacaune),
foram necessdrios menores volumes (4,6; 4,4 e 4,3 litros de leite, respectivamente) comparado
com a utilizacdo de leite de outras espécies. Silveira & Abreu (2003) observaram rendimento
variando de 8,4 a 9,5 litros para um quilo de queijo prato elaborado com leite de vaca,
enquanto Katili et al. (2006) descreveram rendimento de quejo maturado de 7,6 a 8,14 g/100g
produzido a partir de leite de cabra.

De acordo com a tendéncia mundial, a demanda pelo leite de ovelha no Brasil
também esta direcionada para a produgdo de queijos e produtos fermentados, e praticamente
nao existe o consumo de leite fluido. O crescente aumento da entrada de produtos lacteos de
ovelha, cabra e bufala de outros paises para atender o interesse de consumidores, vem
consolidando em algumas regides a criacao de ovinos leiteiros (Haenlein & Wendorff, 2006).

Entretanto, em virtude dos elevados precos dos animais e das barreiras
sanitdrias, tornou-se necessario conhecer o potencial leiteiro de ragas nativas do Brasil, como
a Santa Inés, especializada em carne ou que apresenta dupla aptiddo, mas com vantagem

quanto a disponibilidade e adaptagdo a regido (Ribeiro et al., 2007).

2.4 Potencial tecnolégico do leite ovino

A producdo de leite de ovelhas € a principal fonte de nutrientes para os
cordeiros durante as primeiras semanas de vida (Godfrey et al., 1997) e também, € importante
para o mercado de leite para a producdo de queijos finos e outros derivados (Peeters et al.,
1992; Pellegrini, 2012).

Para Pellegrini (2012) o leite de ovelha pode contribuir com o fornecimento
considerdvel de macro e micro-elementos na dieta, e a partir do conhecimento da composi¢cao
mineral, o leite de ovelha e seus derivados podem ser valorizados e representarem alternativa

lucrativa para os produtores destes pequenos ruminantes. De maneira geral, o autor destacou
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que o alto teor de sélidos totais, proteinas e gordura do leite ovino sdo ideais para a fabricagcdo
de derivados lacteos, e a alta demanda para produtos lacteos tradicionais e/ou artesanais criam
excelentes oportunidades para pequenos e médios produtores que podem, desta forma
aumentar a renda proveniente do processamento em pequena escala, beneficiando-se das
caracteristicas especificas do leite ovino para produzir queijos especiais, iogurtes € outros
derivados lacteos.

A qualidade do leite ovino estd relacionada a sua capacidade de ser
transformado em produtos lacteos de alta qualidade e a producdo com altos rendimentos por
litro de leite, pois a maior parte do leite de ovelha produzido em todo mundo € transformada
em queijo e, em menor propor¢do, em iogurte (Bencini & Pulina, 1997).

A coalhada formada a partir do leite de ovelha € muito mais firme que a obtida
de leite de vaca (Luquet, 1985), em consequéncia das diferengas de composi¢ao em nivel de
riqueza em matéria coaguldvel, essencialmente proteina e matéria gorda, e também devido a
composi¢do e caracteristicas da fracdo proteica, mais precisamente a fracdo caseinica,
determinante na producao de queijo.

Novello & Preis (2012) ao pesquisarem o desenvolvimento e caracterizacao
de queijo minas curado elaborado com leite de ovelha, comprovaram que a produgdo deste
queijo mostrou ser vidvel, principalmente, devido ao bom rendimento obtido e devido as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas, além ser um produto com alto valor

agregado.

2.5 Fatores que interferem na composicao do leite ovino

Muitos fatores que contribuem para as variagcdes na producao e na qualidade do
leite tém sido descritos na espécia ovina, tais como, o ambiente e época do ano (Park et al.,
2007), o gendtipo e idade da ovelha (Corréa et al., 2006 e 2008), estdgio da lactacdo (Souza et
al., 2005; Brito et al., 2006, Blagitz et al., 2013), estado sanitério e infec¢cdes de tibere (Gomes
et al., 2008; Onni et al., 2010; Guarana et al., 2011), manejo do rebanho e nivel nutricional
durante a gestacdo e lactagdo (Hubner et al., 2007; Pradieé, 2008; Nudda et al., 2013) e partos
gemelares (Pires et al., 2012).

Considerando aspectos ambientais e genéticos, estudos considerando periodo de
lactacdo demonstram que matrizes cruzadas produzem mais leite que as racas maternas, € que o
aumento da luminosidade, de forma artificial, durante o inverno aumenta a producdo e os valores

dos constituintes do leite (Corréa et al., 2006; Morrissey et al., 2008; Ferreira et al., 2011).
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Raca
Gajo (2010) analisando a composicao fisico-quimica do leite de ovelhas das
racas Santa Inés, Bergamdcia e mesticas (SI x Lacaune), utilizado na elaboracdao do queijo
tipo Minas Padrdo, demonstrou que nao houve diferenca (p < 0,05) nos parametros de
composi¢do, conforme apresentado na Tabela 2 e que o rendimento do leite na fabricagao de

queijos apresentou média de 4,4 litros para cada kilo.

Tabela 2. Composicao fisico-quimica do leite de ovelhas das racas Santa Inés, Bergamadcia e
mestigas (Santa Iné€s x Lacaune).

Parametros determinados

Racas Gordura! Proteina! *EST! Cinzas! AT? Densidade
Santa Inés 5,58+0,9a 7,740,960  16,38+0,0c  0,75+0,3d 27+2,5¢f 1,037+0,02e
Bergamacia  5,56+0,3a 8,01+0,1b  15,64+0,0c  0,62+0,1d 28+2,1f 1,036+0,01e
Mestica 6,14+1,3a 7,94+0,7b  16,96£0,0c  0,56+0,0d 24+1,6f 1,034+0,01e

* EST: Extrato seco total

! Gramas/100ml; >AT: Acidez tituldvel (° Dornic)

Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentam diferenca significativa pelo teste
de Tukey (p < 0,05)

Fonte: Gajo (2010)

Kondyli et al. (2012) também ndo observaram diferencas para gordura,
proteina, lactose, caseina e conteidos soélidos ndo gordurosos de leite de ovelha das ragas

nativas Boutsiko e Karamaniko, ovelhas criadas no norte da Grécia Ocidental.

Estagio de lactaciao

Souza et al. (2005) e Zimmermann et al. (2009) comprovaram que existe um
efeito significativo do estdgio lactacdo na producdo de leite. A curva de lactacdo dos animais
estudados obteve pico de producdo na 3* e 4* semanas e decréscimo nas semanas
subsequentes, caindo drasticamente a partir da 7* semana (45 dias) de lactacao.

De acordo com Bencini & Pulina (1997) hd uma correlacdo negativa entre a
producdo e a composi¢do do leite, portanto, quando as ovelhas produzem mais leite, a
concentracao de gordura e proteina diminui. De acordo com Brito et al. (2006) o maior teor de
lactose foi observado aos 30 dias de lactacdo, coincidindo com o pico de producao.

Blagitz et al. (2013) determinaram que a fase final da lactacao de ovelhas da raca
Santa Inés foi responsével por elevacdo nos teores de gordura e proteina e redug@o no teor de

lactose, embora nao tenha sido observada alteragao no teor de extrato seco total no leite.
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Epoca do ano

S4a et al. (2005) avaliaram a influéncia do fotoperiodo na produgdo e
composi¢ao do leite de ovelhas Bergamdcia, e constataram que o maior nimero de horas de
luz (18 horas) estimula a producao de leite no primeiro més de lactagdo, e as porcentagens de
gordura e solidos totais sdo menores nos periodos de maior producdo de leite, mesmo que o
consumo alimentar nao seja influenciado pela luminosidade.

Fava (2012) relatou que a lactose e a proteina variaram de acordo com as épocas
do ano, observando-se aumento significativo da lactose durante o outono e queda da proteina
neste mesmo periodo. Demonstrou ainda em seu estudo que a gordura ndo apresentou variacao
sazonal significativa, contrariando observagdes de outros autores que descreveram que este € o

componente que sofre maiores variacdes (Assenat, 1991; Park et al., 2007).

Presenca de infec¢des intramamarias

A mastite € a denominacao do processo inflamatério na glandula mamaria, que
pode ter vdrias origens: infecciosa, térmica, traumatica ou fisioldgica (Costa, 1998). Dentre
estas, a infecciosa apresenta maior importancia, sendo as bactérias as maiores indutoras deste
processo inflamatoério. A reagdo inflamatéria € um mecanismo de defesa para eliminar o
agente agressor, neutralizar suas toxinas e auxiliar no reparo dos tecidos produtores de leite
(Philpot & Nickerson, 2002), interfere na qualidade e reduz a quantidade de leite secretada
pelo animal (Zafalon et al., 2010b).

As alteragdes provocadas no tecido mamadrio refletem nao somente na
producdo, como também nas caracteristicas fisico-quimicas do leite, cujos principais
componentes podem estar alterados, diminuindo a concentracdo de gorduras e proteinas
(Santos & Fonseca, 2007), comprometendo a qualidade nutricional deste para a alimentacao
dos borregos (Moroni et al., 2007; Santos et al., 2007) e para a elaboragao de produtos lacteos
(Alexopoulos et al., 2011). O California Mastitis Test (CMT) € considerado um teste util
como triagem para identificacdo de mastite subclinica, sendo empregado como preditor de
infec¢des mastiticas, apresentando correlagcdo positiva com a contagem de células somaticas e
o isolamento bacteriano (McDougall et al., 2001) embora a utilizacao deste teste nos rebanhos
ovinos € limitado.

Entretanto, Guarand et al. (2009) afirmaram que a mastite subclinica
diagnosticada durante a lactacdo comprometeu de forma branda a qualidade fisico-quimica do
leite, provavelmente em decorréncia da baixa patogenicidade do Staphylococcus coagulase

positivo isolado em 79,2% das amostras de leite de ovelhas Santa Inés.
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O género com maior frequéncia de isolamento encontrado por Almeida et al.
(2009), Bolsanello et al. (2009), Dorneles (2010) e Tejada et al. (2012) também foi
Staphylococcus (S. coagulase negativo e S. aureus). Para Almeida et al. (2009) os agentes
bacterianos isolados dos casos de mastite subclinica, acarretaram em alteragdes nos valores da
acidez Dornic, densidade, teor de cloretos e pH do leite, representando um sério problema de
ordem econdmica nesta espécie animal.

Além dos agentes bacterianos, segundo Dorneles (2010), as leveduras sdo
consideradas saprotréficas, fazendo parte da microbiota residente, embora, em alguns casos,
elas possam provocar infec¢des na glandula mamaria. No experimento realizado pela autora,
do total de amostras de leite ovino analisadas, 27,04% foram positivas no exame micoldgico e
68,36% positivas no exame bacteriolégico. No cultivo micolégico foram isolados
principalmente micro-organimos do género Candida spp. € Rhodotorula spp.

Deste modo, observa-se a importancia da realizacdo concomitante de exames
micoldgicos e bacteriologicos para o correto diagndstico e monitoramento dos casos de

mastite em ovinos.

2.6 Caracteristicas fisicas do leite ovino

Acidez

A acidez € normalmente utilizada como indicador do estado de conservacao do
leite em funcdo da relacdo entre disponibilidade de lactose e producao de acido latico por agao
microbiana. A acidez média em graus Dornic (°D) estd diretamente relacionada com a
concentracdo do didxido de carbono, proteina, fosfatos e citratos do leite. O teste de acidez é
um dos mais comumente utilizados pela industria leiteira e tem grande valor, uma vez que
indica se o leite foi mantido em boas condi¢des de controle do desenvolvimento dos micro-
organismos mesofilicos (Fonseca & Santos, 2000).

De acordo com Guerra et al. (2008) esse parametro possui valores semelhantes
em leite ovino, caprino e bovino, contudo Brito (2004) e Pellegrini et al. (2012) encontraram

valores médios de acidez mais elevados em leite de ovelha.

pH
Segundo Pellegrini et al. (2012) o leite ovino diferiu estatisticamente dos leites
bovino e caprino em relacdo ao pH, apresentando valores superiores. Entretanto, Assenat

(1991), Brito (2004), Souza et al. (2005) determinaram o valor médio do pH de leite fresco de
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ovelha, respectivamente 6,65; 6,53 e 6,7, semelhante ao do leite de vaca. Ainda, para
Gutiérrez (1991), a maior quantidade de caseina, fosfatos e demais componentes dcidos da
matéria seca deste tipo de leite faz com que o pH oscile entre 6,3 e 6,6, um pouco mais acido

que os leites de cabra e vaca.

Densidade

A densidade do leite é obtida relacionando seu peso e volume. A densidade do
leite de vaca varia entre 1,028 a 1,034 g/mL, a de leite de cabra entre 1,026 a 1,042 g/mL e a
densidade média determinada em leite de ovelha foi de 1,036 g/mL (Souza et al., 2005), com
variacdo entre 1,034 a 1,038 g/mL (Park et al., 2007).

Considerada maior que dos demais leites (Brito, 2004; Souza et al., 2005;
Pellegrini et al., 2012), com tendéncia de aumento até a metade da lactacdo e que depois

diminua no final, quando a quantidade de gordura aumenta (Assenat, 1991).

Indice Crioscépico

O indice crioscopico ou ponto de congelamento € definido como a temperatura
de congelamento do leite, usualmente utilizado para detectar fraudes causadas por adi¢ao de
dgua, sendo um dos parametros analiticos de precisdo empregados para determinar a
qualidade fisico-quimica do leite. Embora a crioscopia seja uma das caracteristicas mais
estaveis do leite, pode apresentar variacdo (Santos & Arcari, 2012). Este parametro esta
diretamente ligado ao extrato seco total (EST) do leite, mais precisamente relacionado aos
teores de lactose e cloretos (Tronco, 2003).

O 1indice crioscépico do leite ovino apresenta-se com valores menores que o
leite de vaca (Park et al., 2007), com médias de -0,570 °C e -0,530 °H, respectivamente. Esta
diferenca se deve a elevada quantidade de s6lidos que o leite ovino contém, fazendo aumentar

o EST, diminuindo o indice crioscépico (Tronco, 2003; Pellegrini et al., 2012).

2.7 Microbiota do leite

Pesquisas demonstram que a microbiota presente no queijo serd
tendencialmente a presente no leite que lhe deu origem ao lado das culturas starters
adicionadas, ai quais serdo responsaveis pelas caracteristicas sensoriais que o caracterizam.
Por outro lado, a carga microbiana do leite cru também pode ser potencialmente patogénica

para o consumidor, sendo de extrema importancia na qualidade final dos produtos lacteos,
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especialmente na fabricacdo de queijos artesanais (Barreira, 2008; Alexopoulos et al., 2011).

Sabe-se que a microbiota do leite € constituida por micro-organismos
desejaveis para o desenvolvimento do queijo e por aqueles que eventualmente, podem ser
patogénicos para o consumidor, incorporados por contaminagdes cruzadas apds a ordenha ou
mesmo antes, na presenga de mastite, sendo a composicao especifica desta microbiota sempre
uma incégnita (Barreira, 2008).

E, portanto, h4 anos, alguns micro-organismos sdo utilizados como indicadores
da qualidade higiénica do processo de produgdo de alimentos, sendo os principais grupos os

aerobios mesdfilos e os coliformes (Franco & Landgraf, 2005).

Micro-organismos aer6bios mesoéfilos

Micro-organismos aerdébios mesofilos (AM) sdo todos aqueles capazes de
desenvolverem em temperaturas de 35 a 37°C em condicdes de aerobiose. Esses micro-
organismos indicam a qualidade com que o alimento foi obtido ou processado, e sua
presenca em altas contagens € indicativa de procedimentos higiénicos inadequados na
producdo, no beneficiamento ou na conservacdo, dependendo da origem da amostra
(Franco & Landgraf, 2005).

Considera-se também que todos os micro-organismos potencialmente
patogénicos de origem alimentar em humanos sdo meso6filos. Embora com limitagdes, a
contagem dos micro-organismos AM tem uma especial importdncia na microbiologia
alimentar, podendo ser utilizada para aferir a qualidade higi€nica, determinar a aceitabilidade
organoléptica, verificar a aplicagdo de boas praticas de fabricacdo e ainda, como indicador de

seguranca alimentar (Ponciano, 2010).

Coliformes totais e coliformes termotolerantes

Coliformes totais €é um grupo composto por bactérias da familia
Enterobacteriaceae, capazes de fermentar a lactose com produgdo de gas, quando incubados a
35-37°C, por 24-48 horas. Sao bacilos Gram-negativos, aerdbios ou anaerébios facultativos e
nao formadores de esporos (Franco, 2003).

Os géneros pertencentes a esse grupo de micro-organismos incluem:
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella e Escherichia coli. Essas bactérias podem ser
encontradas nas fezes e outros ambientes como vegetais e solo, onde persistem por tempo
superior ao de bactérias patogénicas de origem intestinal. Consequentemente, a presenca de

coliformes totais no alimento ndo indica, necessariamente, contaminacio fecal recente ou
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ocorréncia de enteropatégenos, sendo importantes indicadores de condi¢des higiénicas
insatisfatorias, com provavel contaminacdo pds-processamento, deficiéncia nos processos de
limpeza, sanitizacdo e tratamento térmico, ou multiplicacdo durante o processamento ou
estocagem (Franco & Landgraf, 2005).

Entre os coliformes, existe um grupo que apresenta a capacidade de continuar
fermentando lactose com produ¢do de gés, quando incubadas a temperaturas de 44-45°C em 24
horas (Franco, 2003), sdo denominados coliformes termotolerantes. O principal componente
deste grupo € Escherichia coli, considerado como um micro-organismo comensal dos intestinos
dos animais e humanos, mas a sua recuperacdo nos alimentos pode ser uma preocupacio de
saide publica devido a possivel presenca de estirpes enteropatogénicas e/ou toxicas. Sua
pesquisa € de extrema importancia para a saide publica, pois além de ser considerado o
contaminante mais comum do leite cru e processado, possui cepas enteropatogénicas, que
podem causar diarreia e vOmito em criancas e cepas toxigénicas, como a E. coli O157:H7, que

podem causar sindrome urémica hemolitica (Jay, 2005; Mhone et al., 2011).

Bolores e leveduras

O leite € considerado um bom substrato para o desenvolvimento de diversos
micro-organismos, dentre os quais, uma variada gama de leveduras com distintas
caracteristicas bioldgicas. Em geral, as leveduras sdo consideradas saprotréficas, fazendo
parte da microbiota residente, entretanto, em alguns casos, elas podem provocar infeccoes na
glandula mamaria (Dorneles, 2010).

Os bolores, quando em altas contagens, podem representar perigo a sadde
devido a producdo de micotoxinas, € ainda provocarem a deterioracio dos alimentos,
tornando-os impréprios para o consumo, causando significativo prejuizo econdmico (Franco

& Landgraf, 2005).

Staphylococcus aureus

S. aureus € uma bactéria que se apresenta em forma de cocos Gram-positivos,
sdo coagulase positivos, maltose e manitol positivos (Jay, 1994). Destaca-se como um dos
micro-organismos mais importantes que podem ser transmitidos através dos alimentos
causando doenc¢as em humanos (Perillo et al., 2012). Existem varios relatos de ocorréncias de
gastroenterite, pelo consumo de leite cru contaminado, bem como, pela ingestio de
enterotoxinas termoestdveis contidos em leites ou derivados lacteos tratados termicamente

(Zecconi & Hahn, 2000; Cunha & Cunha, 2007; Borges et al., 2008).
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E o patégeno predominante em casos de mastite em ruminantes leiteiros,
responsavel pela manifestacdo clinica e subclinica e isso o torna um contaminante comum do

leite cru (Mhone et al., 2011; Bonnefont et al., 2012).

Listeria monocytogenes

Listeria spp. € um cocobacilo Gram-positivo, ndo esporulado, ndo produtor de
acidos, anaerdébio facultativo, com caracteristicas psicrotréficas, amplamente distribuido no
ambiente. Tem sido isolado de dguas superficiais, de esgotos domésticos, dguas residudrias de
industrias de laticinios e de abatedouros, de solos, de insetos, de adubo orgéanico e em fezes de
animais e de humanos, podendo ser isolada em diversos produtos alimenticios sejam crus ou
apods tratamentos térmicos ou quimicos (Ryser & Marth, 1991; Koneman, et al., 1997; Franco
& Landgraf, 2005).

Nos dltimos anos, a presenga de Listeria spp. vem sendo estudada na
microbiologia de alimentos, pois dentre as seis espécies do género Listeria, a Ginica patogénica
transmitida por alimentos € Listeria monocytogenes. Com dose infectante desconhecida, é
causador de doenca severa com altas taxas de mortalidade em individuos pertencentes aos
grupos de risco como gestantes, recém-nascidos, idosos € imunocomprometidos (Catdo &
Ceballos, 2001, Hofer et al., 2006; Montville & Matthews, 2008).

Apesar de muitos alimentos poderem veicular L. monocytogenes, a listeriose
estd principalmente associada a ingestdo de alimentos como os frutos do mar, produtos
lacteos, com destaque para o leite cru, queijos e produtos a base de carne vermelha e aves,
contaminados (Montville & Matthews, 2008).

Pesquisas de Duarte et al. (2005) revelaram a presenca de Listeria spp. em
9,5% e L. monocytogenes em 5,5% de amostras de queijo coalho no estado de
Pernambuco. Em contraste, Catdo & Ceballos (2001) observaram maior nimero de
amostras de leite cru positivas para Listeria spp. (73,3%) e L. monocytogenes (51,5%) no
estado da Paraiba, com a identificacdo de grande diversidade de espécies de Listeria, com
predominancia de L. monocytogenes, seguida por L. innocua, € em menores porcentagens,

L. ivanovii e L. grayi.

Salmonella spp.
Bactérias do género Salmonella sao bacilos, Gram negativos, nao esporulados,
anaerdbicos facultativos, pertencentes a familia Enterobacteriaceae. As espécies desse género

sdo mesofilas com desenvolvimento entre 30 a 40°C, mas alguns sorotipos sdo psicrotréficos,
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com desenvolvimento entre 5 a 30°C. Crescem em ampla faixa de pH (4,5 a 8,0), com 6timo
entre 6,0 a 7,5 (D’ Aoust et al., 2001; Bopp et al., 2003).

Salmonella tem sido relatada como o agente etioldégico mais frequente em
surtos de doencgas transmitidas por alimentos (DTA), associadas principalmente por
veiculacdo por leite e produtos lacteos. No Brasil, relatos da ocorréncia de Salmonella spp. em
queijo coalho foram registrados por Feitosa et al. (2003), Duarte et al. (2005), Santana et al.
(2008) e Machado et al. (2011). A contaminagdo dos queijos por esse patdogeno tem sido
atribuida, principalmente, ao leite usado na fabricagdo (cru ou pasteurizado inadequadamente)

ou a contaminac¢do pés-pasteurizagdo (Borges et al., 2010).

Bactérias acido laticas

Bactérias 4cido laticas (BAL) sdo um grupo de micro-organismos Gram-
positivos, catalase negativos, ndo formadores de esporos e que geralmente desenvolvem sob
condi¢des microaerdfilas ou estritamente anaerdbicas (Kondyli et al., 2012). Os mais
importantes géneros de BAL sdo Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e Bifidobacterium.
Sao classificados em homofermentativas e heterofermentativas, sendo caracteristica dos
primeiros a producdo de 4cido latico enquanto que as heterofermentativas produzem, além de
acido latico, substiancias como didéxido de carbono, acido acético, etanol, aldeido e diacetil
(Klein et al., 1998; Holzapfel et al., 2001; Bruno & Carvalho, 2009).

Representantes das  primeiras incluem  Lactococcus,  Pediococcus,
Enterococcus, Streptococcus e alguns lactobacilos, enquanto as udltimas apresentam como
membros importantes Leuconostoc, Weissela e também alguns lactobacilos (Jay et al., 2005).

BAL sao amplamente utilizadas na tecnologia de fabricacdo de diversos
produtos licteos como iogurtes, cremes, queijos frescos e maturados, por exemplo, pois, o
seu metabolismo gera a produgdo de diversas substincias que conferem sabores, odores e
texturas especificas. Pesquisas comprovam o potencial probidtico de diversas BAL e
alimentos que propdem melhorias a saide do consumidor, principalmente contendo micro-
organismos ditos probidticos, sdo amplamente comercializados Os probidticos sao
alimentos suplementados com micro-organismos vivos (Lactobacillus e/ou Bifidobacterium)
e que, consumidos regularmente em quantidades suficientes, devem produzir efeitos
benéficos a saide e ao bem estar; além dos efeitos nutricionais habituais que beneficiam o
hospedeiro por meio da melhoria no equilibrio da microbiota intestinal (Varavallo et al.,

2008; Costa et al., 2013).
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Sdo também, conhecidas pela producdo de varias substancias antimicrobianas,
potencialmente utilizadas na bioconservacao de alimentos (Delavenne et al., 2012). Ortolani et
al. (2010) detectaram BAL naturalmente presentes em amostras de leite de vaca e queijo minas
frescal produzidos no estado de MG, com atividade antagonista em rela¢do a L. monocytogenes,
S. aureus e Lactobacillus sakei, mas ndo contra Salmonella spp.. Costa et al. (2013)
confirmaram atividade inibitéria de Lactobacillus spp. isolados de queijo artesanal em relagao
as amostras patogénicas Salmonella spp. e E. coli.

Com a exigéncia dos consumidores por produtos minimamente
processados, com menos conservantes quimicos, pesquisas buscam caracterizar BAL que
possuam atividade antimicrobiana e potencial de uso como bioconservador. Assim, uma
vez caracterizado o potencial de inibicdo de BAL, estas poderdo ser aproveitadas de
forma adequada pela indistria de alimentos, podendo representar uma excelente
alternativa para usar em combinacdo com outros conservantes naturais € serem
exploradas comercialmente na preservacdo e extensao da vida util dos alimentos a fim
de garantir seguranca alimentar em leite e derivados e diversos outros produtos (Guedes
Neto et al., 2005; Deegan et al., 2006; Ortolani, 2009; Ortolani et al., 2010; Delavenne
et al., 2012; Costa et al., 2013).

Para Widyastut et al. (2014) BAL podem ser amplamente utilizadas no
desenvolvimento de novos produtos lacteos fermentados, considerando os relatdrios
existentes sobre vdrias propriedades de promocdo da saide, como produgdo de bacteriocinas
que possuem o status de seguranca GRAS (reconhecido como seguro) para o consumo

humano, ndo ocasionando enfermidades aos consumidores (Castellano et al., 2008).

2.8 Qualidade do leite ovino

A qualidade de produtos lacteos prontos € inteiramente dependente da
qualidade microbioldgica do leite cru e saneamento adequado nos processos de fabricacgdo,
principalmente quando o produto é um queijo de leite cru (Hayes & Boor, 2001).

Diversos estudos tém sido realizados objetivando a avaliacdo da qualidade
fisico-quimica e microbioldgica de leites de diversas espécies, em especial a bovina (Ribas et
al., 2004; Gonzalez et al., 2004; Bueno et al., 2005; Arcuri et al., 2006; Martins et al., 2008;
Alves et al., 2009; Andrade et al., 2009 e Vallin et al., 2009). As caracteristicas da microbiota
e composicdo do leite de bufalas e cabras também t€m despertado o interesse dos

pesquisadores (Kapronezai et al., 2005; Coelho et al., 2004; Figueiredo et al., 2010; Vittori et
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al., 2008; Ceballos et al., 2009; Goetsch et al., 2011; Giirler et al., 2013; Yamazi et al., 2013),
no entanto pesquisas com leite de ovelha no Brasil ainda sdo escassas.

Na Grécia, Kondyli et al. (2012) relataram que a qualidade microbiolégica do
leite cru de ovelhas, foi em geral, melhor do que o do leite de cabras, com base na contagem
bacteriana total e contagens de enterobactérias e psicrotréficos presentes nas amostras, essas
diferencas poderiam estar relacionadas a fatores como estidgio de lactacdo, condig¢des
higiénicas de producao de leite, manejo e procedimentos de coleta.

Com relacdo a microbiota latica, Medina et al. (2011) ao isolarem BAL do leite
cru de ovelhas na Argentina, verificaram a predominancia de espécies do género Enterococcus
(48%), seguido por Lactobacillus casei e Lactobacillus plantarum (30%), Lactococcus spp.
(14%) e Leuconostoc spp. (8%), podendo ser provenientes de varias fontes, como diretamente
do leite. Acurcio (2011) em Minas Gerais (MG), também observou a presenca do género
Enterococcus no leite de ovelhas das racas Lacaune, Santa Inés e mesticas, com predominio
de E. faecium, E. durans e E. casseliflavus nao sendo identificado desenvolvimento dos
géneros Lactobacillus, Lactococcus ou Streptococcus. Meira et al. (2012) em pesquisa
realizada no Sul do Brasil, descreveram agdo antagonista de BAL isoladas de leite e queijo de
ovelha, contra agentes patogé€nicos L. monocytogenes, S. aureus, Bacillus cereus, E. coli e
Salmonella spp. associando a producdo de dcidos organicos a este efeito.

No Brasil, os estudos sobre este leite sdo principalmente referentes a ocorréncia
de infec¢des intramamarias (Bergonier & Berthelot, 2003; Coutinho et al., 2006; Bolsanello et
al., 2009; Peixoto et al., 2010; Zafalon et al., 2010a; Guarana et al. 2011) e trabalhos que
avaliam sua producdo e composi¢cdo (Corréa et al., 2006; Zeppenfeld et al., 2007; Pradieé et
al., 2012; Mayer & Fiechter, 2012; Pellegrini, 2012). Na literatura consultada ndo foram

encontrados dados relativos a este tema, de rebanhos ovinos criados na regido Centro-Oeste.
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RESUMO

O presente trabalho foi realizado em 15 propriedades com exploragdo da ovinocultura,
localizadas no Distrito Federal. Com o objetivo de caracterizar a microbiota do leite de ovelha
e avaliar a sua composi¢ao fisico-quimica, foram analisadas 126 amostras de leite de ovelhas
das racgas Santa Inés (SI), Dorper (DP) e ovelhas leiteiras East Friesian e suas mesticas (EF x
SI). Foram realizadas contagens de micro-organismos aerobios mesoéfilos (AM), coliformes
totais (CT), Escherichia coli e Staphylococcus aureus e deteccao de Salmonella spp. e
Listeria monocytogenes. Os dados obtidos nas contagens foram analisados utilizando-se
estatistica descritiva e comparados as informagdes disponiveis na literatura. Foram verificados
valores médios de pH, densidade e acidez Dornic, respectivamente de 6,69; 1,039 g/mL e
21,16 °D, e o indice crioscépico foi de -0,567 °H. A composi¢do do leite ovino apresentou
teores de 5,41% de gordura, 11,17% de s6lidos ndao gordurosos, 5,04% de proteina e 5,25% de
lactose. Em relacdo ao perfil microbioldgico, foi encontrada média de 5,6 x 10* UFC/mL para
AM, presenca de CT em 31,7% das amostras e contagem média 1,15 X 10 UFC/mL, ¢ E. coli
em apenas 9,5%, com baixas contagens, média de 14,5 UFC/mL. Observou-se
desenvolvimento de S. aureus em 39,2% das amostras de leite ovino, com contagens que
variaram de 1,0 UFC/mL a 4,2 x 10? UFC/mL, e média de 11,5 UFC/mL. Nao foi observado
desenvolvimento de Salmonella spp. e L. monocytogenes nas amostras analisadas. A partir dos
resultados obtidos € possivel concluir que o leite de ovelhas da regido do Distrito Federal,
mesmo quando proveniente de animais de racas ndo especializadas, apresenta caracteristicas
fisico-quimicas e microbiologicas que conferem ao produto qualidade para o seu
aproveitamento tecnoldgico na producao de queijos e outros derivados.

Palavras-chave: leite de ovelha, Listeria, micro-organismos indicadores, qualidade do leite,
Salmonella.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF THE PHYSICO-CHEMICAL AND
MICROBIOLOGICAL PROFILE OF SHEEP MILK

This research was made in fifteen different rural properties located in the Distrito Federal with
sheep production. Aiming for the characterization of the sheep milk microbiota, and the
evaluation of its physico-chemical composition, 126 sheep milk samples of the following
breeds were analyzed: Santa Inés (SI), Dorper (DP) and East Friesian dairy sheeps and its
mixes (EF x SI). The method used was the count of mesophilic aerobic microorganisms
(AM), total coliforms (CT), Escherichia coli, Staphylococcus aureus and detection of
Salmonella spp. and Listeria monocytogenes. The results obtained in the counting were
analyzed by the use of descriptive statistics and compared to the data found in the literature.
The average levels of pH, density, and Dornic acidity were respectively 6.69; 1.039 g/mL and
21.16°D, with freezing point in -0.567°H. The sheep milk composition presented levels of
5.41% of fat, 11.17% of non-fatty solids, 5.04% protein, and 5.25% lactose. Regarding the
microbiological profile, an average of 5.6 x 10" UFC/mL to AM, presence of CT in 31.7% of
the samples and average count of 1.15 x 102 UFC/mL and E. coli in only 9.5% of the samples,
with an average of 14.5 UFC/mL. It was observed the development of S. aureus in 39.2% of
the sheep milk samples with counts that ranged from 1.0 UFC/mL to 4.2 x 102 UFC/mL, with
an average of 11.5 UFC/mL. No Salmonella spp. or L. monocytogenes were found in the
analyzed samples. Based on the results obtained, it can be concluded that the sheep milk of
the DF region, even when obtained from non-specialized races, presents microbiological and
physico-chemical characteristics that grants the product the necessary quality to its use the
dairy industry and technological potential.

Keywords: sheep milk, Listeria, indicator microorganisms, milk quality, Salmonella.
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1 INTRODUCAO

O leite de ovelha possui caracteristicas peculiares em relacdo ao sabor,
aroma, e composicdo de gordura, proteina, aminodcido, lactose e dacidos graxos
(Boyazoglu & Morand-Fehr, 2001; Haenlein & Wendorff, 2006). Considerado como
importante alimento para o homem por apresentar teores médios de soélidos totais
significativamente superiores quando comparado ao leite de vaca ou de cabra (Yuksel et
al., 2012), o leite de ovelha € ideal para a fabricacdo de derivados lacteos, conferindo
melhor rendimento para a industria de laticinios (Guerra et al., 2008; Gajo 2010).

No Brasil, nota-se que o investimento na ovinocultura leiteira e a produg¢ao
de derivados lacteos, estdo em expansdo na regido Sul e Sudeste, especialmente pelo
potencial de ampliacdo do consumo de queijos conforme descrito por Rohenkohl et al.
(2011) e Novello & Preis (2012). Esse aumento da demanda por produtos lacteos, em
especial os artesanais, criam excelentes oportunidades para pequenos e médios
produtores que podem desta maneira, aumentar a renda proveniente do processamento
em pequena escala, beneficiando-se das caracteristicas especificas do leite ovino para
produzir queijos especiais, iogurtes e outros derivados lacteos (Bencini & Pulina, 1997;
Pellegrini, 2012). A exploracdo deste tipo de leite para a fabricacdo de queijos finos e
fermentados tornou-se negdcio promissor, € pesquisas demonstram que os consumidores
brasileiros estdo dispostos a investir mais em produtos de qualidade, saborosos e
nutritivos (Celia et al., 2012).

Sabendo deste potencial tecnolégico para a produgcdo de queijos e
fermentados, surge a necessidade de mais pesquisas a fim de se obter conhecimento
sobre a composi¢do do leite ovino, bem como melhorar os aspectos de producdo e a
qualidade dos produtos. As informacdes contribuirdo para a criacdo de padroes
regulamentares de qualidade, devido a falta de uma legislacdo especifica para este leite

no Brasil (Pandya & Ghodke, 2007).
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Dessa forma e tendo em vista a caréncia de estudos sobre a qualidade do
leite ovino da regido, este trabalho objetivou a caracterizacdo da qualidade fisico-quimica

e microbiolégica do leite de ovelhas pertencentes a rebanhos do Distrito Federal (DF).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e coleta de amostras

A selecdo das propriedades que participaram do estudo foi realizada a partir do
banco de dados de ovinocultures da regido disponibilizado pela Empresa de Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural do DF (EMATER-DF, 2012) e Sindicato dos criadores de ovinos €
caprinos do DF. Os estabelecimentos rurais foram categorizados considerando: tamanho do
rebanho (até 200 animais), racas (Santa Inés (SI), Dorper (DP), East Friesian (EF) e seus
cruzamentos), tipo de explorag@o (corte ou leite) e sistema de criagdo (animais em regime de
pastejo e mantidos presos durante parte do dia para o consumo de concentrado comercial
balanceado para a espécie). Foram selecionadas 15 propriedades que representassem as
caracteristicas de producdo do DF, sendo majoritariamente a exploracdo de ovinos de corte e
um unico estabelecimento rural com atividade leiteira.

Sete fémeas paridas foram selecionadas ao acaso de cada propriedade. Para os
rebanhos de corte (das ragas SI pura e DP pura) foi realizado apenas uma unica visita em 14
propriedades, perfazendo 98 amostras. E as coletas de leite das ovelhas leiteiras (3/4 EF x 1/4
SIe ¥2 EF x %2 SI) foram realizadas em quatro visitas perfazendo 28 amostras.

Todas as fémeas que participaram do estudo estavam entre a 2* e 10* semana de
lactac@o, sem manifestacdo de mastite clinica e de diferentes idades. As coletas do leite foram
realizadas diretamente da glindula mamadria por ordenha manual, apés o descarte dos trés
primeiros jatos, e em seguida, foi realizada a higieniza¢do dos tetos com dlcool 70° GL. As
fémeas foram apartadas dos borregos por no minimo seis horas

As amostras (aproximadamente 200 mL) foram coletadas assepticamente em
frascos de vidros previamente esterilizados, e encaminhadas refrigeradas para o Laboratério
de Andlises de Leite e Derivados (LABLEITE), da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria (FAV), da Universidade de Brasilia (UnB). As coletas foram realizadas durante o

periodo de janeiro a novembro de 2013.
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2.2 Analises fisico-quimicas

Para as andlises fisico-quimicas foi utilizado o aparelho Ekomilk Total (EON
trading) para avaliacdo dos teores de gordura, sélidos ndo gordurosos, proteina, lactose,
densidade e pH. O indice crioscépico foi medido por aparelho Crioscopio M-90 (LAKTRON)
e para a avaliacdo da acidez, foi utilizado o método titulométrico Dornic com solucdo de

NaOH 0,1N (Brasil, 2006).

2.3 Enumeracio de micro-organismos indicadores de higiene

Todas as amostras foram homogeneizadas e submetidas a dilui¢des decimais
seriadas utilizando solu¢ao de NaCl (0,85%). A amostra integral e duas diluicoes (1:10; 1:100)
foram semeadas para enumeracdo de aerdbios mesoéfilos (AM), coliformes totais (CT) e
Escherichia coli, utilizando-se o sistema Petrifilm™ AC e EC (3M Microbiology, St. Paul,
MN, USA), respectivamente, conforme orientagdes do fabricante e com base na metodologia
proposta por Souza (2013).

Ap6s incubagdo a 35°C por 48h, as colonias formadas foram enumeradas,
sendo que nas placas Petrifilm™ AC foram contadas as colonias com coloracdo vermelha. No
Petrifilm™ EC todas as coldnias vermelhas e azuis com formacao de géds foram enumeradas
como CT, e E. coli somente as colonias azuis. O valor final obtido de acordo com a dilui¢cao
considerada na contagem foi expresso em Unidade Formadora de Colonia (UFC/mL).

Para enumeracdo de Staphylococcus aureus, foi semeado 1,0 mL da amostra
integral e da dilui¢do 1:10 em Petrifilm™ Staph Express STX (3M Microbiology). Apds
incubacdo a 35°C por 24 h, quando observado desenvolvimento de colOnias violetas essas
foram contadas como S. aureus; quando observado desenvolvimento de colonias verdes ou
negras, utilizou-se o disco Petrifilm™ Staph Express, com reincubacio a 35°C por até 3 h.
Apo6s esse periodo as coldnias com desenvolvimento de halo rosado, foram contadas e

somadas ao valor da primeira contagem. Os resultados foram expressos em UFC/mL.

2.4 Pesquisa de micro-organismos patogénicos

Para pesquisa de Listeria monocytogenes, empregou-se metodologia descrita

por Wehr & Frank (2004), com modifica¢des. Realizou-se a homogeneizag¢ao de 5,0 mL de

cada amostra em 45 mL de caldo de enriquecimento para Listeria (Oxoid), com incubagdo a
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35°C. Ap6s 24 horas, aliquotas da cultura obtida foram estriadas em placas contendo Agar
Oxford (Oxoid) e Palcam (Oxoid), e incubadas a 35°C por 24 horas, em duplicata. Quando
presentes, as colonias suspeitas de Listeria spp. foram semeadas em placas de Agar Tripticase
de Soja com 0,6% de extrato de levedura (TSA-YE) e incubadas a 35°C por 24-48h para
andlises bioquimicas especificas, de acordo com Pagotto et al. (2001).

A investigacdo da presenca de Salmonella spp. foi realizada homogeneizando-
se 10 mL da amostra em 90 mL de caldo lactosado (Oxoid), com incubacdo a 35°C por 24
horas. Em seguida, aliquotas de 1,0 e 0,1 mL foram transferidas respectivamente para caldo
Tetrationato (Oxoid) (35°C por 24 horas) e Rappapport-Vassiliadis (Oxoid) (42°C por 24
horas). Apds a incubacdo, aliquotas dos dois caldos foram estriadas, em duplicatas, em placas
contendo Agar MLCB (Oxoid) e Xilose Lisina Desoxicolato (Oxoid), e incubadas a 35°C por
24 horas. Quando presentes, colonias suspeitas de Salmonella spp. foram repicadas em tubos
contendo Agar Triplice Actcar Ferro (BD Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD,
USA) e Lisina Ferro (BD), incubadas a 35°C por 24 horas para posterior andlises bioquimicas
especificas, com a confirmacdo por testes soroldgicos utilizando antisoros polivalentes

somatico e flagelar (Probac) (Wehr & Frank, 2004, modificado).

2.5 Analise dos dados

Realizou-se a comparacdo das médias das caracteristicas fisico-quimicas do
leite de ovelhas de rebanhos de corte e ovelhas leiteiras, considerando que a maioria das
varidveis nao apresentou normalidade e homogeneidade de variincia, utilizou-se andlise ndo-
paramétrica, o teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). As andlises foram realizadas utilizando-se o
software free R (R Development Core Team, 2014).

Os dados obtidos nas contagens microbiolégicas foram ajustados de acordo
com as dilui¢des e analisados utilizando-se estatistica descritiva e comparados as informagdes

disponiveis na literatura (Sampaio, 1998).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas andlises para determinagdo do perfil fisico-quimico

de leite de ovelha (n=126) estdao contidos na Tabela 1 e representados pelos valores médios.

Tabela 1. Valores obtidos nas anélises das caracteristicas fisico-quimicas de leite de ovelhas
de rebanhos do Distrito Federal.

Parametros Média + Desvio Padrio (n=126)
Gordura (%) 541 +252
Sélidos nao gordurosos (%) 11,17 £ 1,12
Proteina (%) 5,04 £ 0,98
Lactose (%) 5,25 +0,18
Densidade (g/cm”) 1,039 + 0,006
pH 6,69 + 1,40
Acidez (°D) 21,16 £3,45
Indice crioscopico ("H)2 -0,567 +0,013

"°D: graus Dornic; > °H: graus Hortvet

O teor médio de gordura determinado foi 5,41% % 2,52, sendo superior ao
reportado por Penna (2011) que relatou teor médio de 5,0% em rebanhos ovinos leiteiros de
Minas Gerais (MG). Quando comparado a outras pesquisas, este valor € semelhante ao
descrito por Zimmermann et al. (2009), que encontraram valor médio de 5,42% em leite de
ovelhas da raca Suffolk, no estado de Mato Grosso do Sul (MS), e ao descrito por Gajo (2010)
com leite de ovelhas Santa Inés (5,58%) em MG. Entretanto, ficou abaixo dos encontrados em
pesquisas realizadas no Rio Grande do Sul (RS), por Brito (2004), Fava (2012) e Pellegrini et
al. (2012) que encontraram valores médios de 5,79%, 8,10% e 7,21% respectivamente, na
avaliacdo de animais de racgas especializadas em produc¢ao de leite e adaptados ao manejo da
ordenha. Em comparagdo com estudos realizados em outros paises foi menor que o
apresentado por Park et al. (2007) em trabalho de revisdo (7,9%), Alexopoulos et al. (2011)
em pesquisa com ovelhas na Grécia (6,17%) e Mayer & Fiechter (2012) na Austria (5,75%).
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Para SNG o teor médio de foi de 11,17% + 1,12, e comparado a literatura é
superior aos relatos de Brito (2004) e Penna (2011) que descreveram 10,43% e 10,49%
respectivamente, em ovelhas leiteiras criadas no RS e de Alexopoulos et al. (2011) que
relataram média de 10,95%, em leite ovino produzido na Grécia.

A média dos teores de proteina foi de 5,04% % 0,98, estando préximo aos
encontrados por Alexopoulos et al. (2011) de 5,28% e por Mayer & Fiechter (2012) de 5,21%.
Contudo, esta abaixo dos valores descritos por Park et al. (2007) de 6,2% e por Zimmermann
et al. (2009) e Penna (2011) (5,80% e 5,41%, respectivamente) em ragas nao especializadas
em producdo de leite. Gajo (2010) determinou teores mais elevados (7,74%) e a explicacdo do
autor se baseia no fato de serem amostras de leite de periodo final de lactacdo, que elevaria o
teor de proteina e de SNG devido a diminui¢cdo do volume. Na presente pesquisa, as amostras
foram provenientes de ovelhas em diferentes estagios de lactacdo e de diferentes idades.

Para lactose o teor médio foi de 5,25% = 0,18, valor acima do descrito por Park
et al. (2007) (4,9%) e observado nas pesquisas realizadas por Brito (2004) no estado do RS,
Penna (2011) no estado de MG e por Zimmermann et al. (2009) no MS, que avaliaram amostras
de leite de ovelhas Lacaune (4,76%), Santa Inés (4,61%) e Suffolk (4,15%), respectivamente.

A densidade média observada foi de 1,039 + 0,006, préximo aos estudos
realizados por Brito (2004) que descreveu valor médio de densidade para leite de ovelha
de 1,036 g/cm3 e por Gajo (2010) que relatou valor de 1,037 g/cmS. Esse alto valor médio
de densidade encontrada se deve por este leite ser rico e concentrado, justificado pelos
maiores teores de sélidos dissolvidos.

A acidez apresentou resultado médio de 21,56 °D + 3,45. De acordo com Park
et al. (2007) os valores de acidez para o leite ovino estdo entre 22 e 25 °D. Pellegrini (2012)
avaliou amostras de leite de ovelhas meio sangue Lacaune e de ovelhas cruza Ile de France x
Texel, no estado do RS, e observou valores médios de 21,53 e 20,79 °D, respectivamente.
Penna (2011) encontrou valores de acidez que variaram de 20,42 a 23,35 °D em amostras de
leite de ovelhas Lacaune, SI e mesticas. Brito (2004) e Gajo (2010) observaram média de
acidez mais elevada, de 25,13 °D e 27 °D para ovelhas SI e ambos, relataram aumento
significativo de acidez no final da lactagdo, o que poderia estar relacionado com maiores
teores de proteina nesse periodo, em especial a caseina que € a principal proteina do leite, é
uma fosfoproteina com caracteristicas dcidas. Os resultados confirmam que o leite de ovelha
naturalmente, apresenta valores de acidez mais elevados quando comparado ao leite de vaca,
que apresenta uma faixa de variacdo entre 16 e 18 °D (Fonseca & Santos, 2000), o que pode

estar relacionado com os teores mais elevados de proteinas.
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O valor médio do pH do leite das ovelhas analisadas foi de 6,69 + 1,40,
semelhante ao relatado por Souza et al. (2005) que encontraram média de pH de 6,7 em
amostras de leite de animais da raga Corriedale, no estado do RS e condizente com o intervalo
descrito por Park et al. (2007) (6,51 a 6,85). Mayer & Fiechter (2012) determinaram o pH do
leite de ovelha de 6,59 e Gajo (2010) observou pH de 6,52, ambos descreveram que ndo houve
diferenca entre as médias durante a lactacdo, independentemente de raca, idade do animal e
outros parametros que comumente estao associados a alteracdes na composi¢ao do leite.

Os resultados observados para o IC apresentaram média de -0,567 °H. Este
valor foi maior que o descrito por Park et al. (2007) que descreveram média de -0,570 °C (-
0,590 °H) em trabalho de revisdo, e por Penna (2011), que encontrou variagdo entre -0,575 °H
a -0,580 °H em leite de ovelha de diferentes gendtipos Lacaune, SI e mesticas dessas ragas,
porém, mais baixos do que encontrado por Mayer & Fiechter (2012) que foi de -0,544 °H.

Apesar de ndo ser o foco desta pesquisa avaliar diferencas entre ragas, os
resultados obtidos demonstraram que as médias variaram significativamente entre os grupos
genéticos estudados conforme Tabela 2. Os teores de gordura e lactose foram inferiores em leite
de ovelhas de corte (SI e Dorper), enquanto SNG, proteina e densidade foram superiores
quando comparados as ovelhas leiteiras (EF e suas mesticas). Em geral, as ovelhas de aptidao
leiteira e as matrizes dos rebanhos de corte apresentaram 6timos valores de composic¢ao do leite,

indicando uma grande adequagdo deste para a produ¢do de derivados lacteos.

Tabela 2. Valores médios obtidos nas andlises fisico-quimicas de amostras de leite de ovelhas
de acordo com o tipo de exploracao.

Parametros Média = DP Média = DP

Corte* (98) Leite** (28)

Gordura (%) 3,89" +2.379 6,03" + 1,788
SNG (%)’ 11,58 + 1,002 10,96° + 1,090
Proteina (%) 5,44% +0,873 4,83% + 0,954
Lactose (%) 521% +0,228 5,285 + 0,126
Densidade (g/cm3) 1,042* + 0,005 1,038" + 0,005
pH 7,03* + 0,659 6,40° + 1,637
Acidez (°D)* 21,29 +3.414 21,80% + 2,931
Indice crioscopico ("H)3 -0,564 + 0,0167 -0,568 = 0,0107

"SNG: Sélidos ndo gordurosos; ~ °D: graus Dornic; * °H: graus Hortvet; DP: Desvio padrio
* Corte: Ovelhas de rebanhos de corte — Santa Inés (SI) e Dorper
** Leite: Ovelhas de rebanhos leiteiros — East Friesian (EF) e seus cruzamentos (EF x SI)

*#*k* Médias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis

(p < 0,05).
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Os resultados médios das contagens dos micro-organismos indicadores da
qualidade higi€nica e sanitdria foram categorizados de acordo com os niveis de contamina¢do

e estdo contidos na Tabela 3.

Tabela 3. Enumeragdo de micro-organismos indicadores da qualidade higi€nica e sanitdria em
amostras de leite de ovelhas de rebanhos do Distrito Federal.

Niveis de contaminacio A}erébios Coli.formes Eschert:chia Staphylococcus
UFC/mL mesofilos (AM) totais (CT) coli aureus
n (%) n (%) n (%) n (%)
<1,0 0 86 (68,3) 114 (90,5) 73 (60,8)
1,1-10 6 (4,8) 27 (21,4) 10 (7,9) 23 (19,2)
1,1 x 10— 107 28 (22,2) 7 (5,6) 1(0,8) 22 (18,3)
1,1 x 10— 10° 51 (40,5) 2 (1,6) 0 2 (1,7)
1,1 x 10° - 10* 25 (19,8) 4 (3,2) 1(0,8) 0
1,1 x 10 - 10° 8 (6,3) 0 0 0
> 10° 8 (6,3) 0 0 0
Total 126 (100) 126 (100) 126 (100) 120 (100)

A enumeracdo de AM se apresentou bastante varidvel com contagens de 1,0
UFC/mL a 2,5 x 10° UFC/mL, resultando em contagem média de 5,6 x 10* UFC/mL, sendo
que a maior frequéncia observada (40,5%) foi de contagens entre 1,1 x 10> UFC/mL e 1,0 x
10’ UFC/mL.

A contagem de AM € um indicador util para monitorar as condi¢des
sanitdrias e determinar a qualidade microbiolégica inicial do leite, podendo variar
significativamente, durante a producao, a coleta e o armazenamento. Contagens acima de
1,0 x 10° UFC/mL podem indicar deficiéncias de higiene na producdo e, valores abaixo de
2,0 x10* UFC/mL refletem boas préticas sanitdrias (Chambers, 2002).

No Brasil, ndo existe regulamentacdo para o leite cru de ovelha, contudo, na
comparagdo com o padrao do estado americano de Wisconsin, o qual preconiza para leite de
conjunto, o maximo de 3,0 x 10° UFC/mL para o leite grade B e, 1,0 x 10° UFC/mL para o leite
grade A de ovelha (Wisconsin Department of Agriculture, Trade and Consumer Protection, 2008)
constatou-se média inferior de AM no leite de ovelhas criadas no DF, e alta frequéncia (87,3%) de
amostras com contagens menores ou iguais a 1,0 x 10* UEC/mL.

Penna (2011) relata médias de contagens bacterianas totais (CBT) maiores, em
pesquisa com leite coletado diretamente do dbere de ovelhas Lacaune puras (7,12 x 10° UFC/mL),

15 Lacaune x ¥2 SI (8,82 x 10° UFC/mL), % Lacaune x Y SI (3,83 x 10° UFC/mL) e SI puras (1,19
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x 10° UFC/mL). O autor concluiu que os resultados das elevadas médias de CBT podem estar
associados as condi¢des de criagdo das ovelhas em confinamento e pelo fato da ordenha ter
sido realizada no aprisco, e nao em uma sala adequada e exclusiva para este fim. Nesse
trabalho as condi¢des foram semelhantes, entretanto as contagens de AM foram menores,
demonstrando qualidade microbioldgica do leite pesquisado.

Na pesquisa de CT, 68,3% (86/126) das amostras apresentaram contagens < 1,0
UFC/mL; 21,4% contagens entre 1,1 e 10 UFC/mL; 5,6% contagens entre 11 ¢ 100 UFC/mL
e 4,8% entre 110 e 10* UFC/mL, resultando em média de 1,15 X 10> UFC/mL. Contagens
acima de 10 UFC/mL sdo consideradas indicativas de praticas de produgdo inadequadas e
contaminacdo ambiental (Chambers, 2002). Para a coleta das amostras efetuou-se apenas
higieniza¢do dos tetos com alcool 70°, secagem com papel toalha e eliminagdo dos trés
primeiros jatos, ndo sendo necessario realizar a lavagem dos tetos com 4gua.

Em 90,5% das amostras ndo ocorreu desenvolvimento de colonias de E. coli. Nas
demais, a contagem variou de 1,0 a 10,0 UFC/mL (7,9%) e de 1,1 x 10 a 10* UFC/mL (0,8%),
resultando em contagem média de 1,45 x 10 UFC/mL. Segundo Franco & Landgraf (2005) essa
bactéria € um micro-organismo comensal cujo habitat primdrio é a microbiota intestinal de
mamiferos e animais de sangue quente. A sua presenca em alimentos, indica defici€ncias na
higiene da producdo e fabricacdo, além de representar perigo a sadde, pois E. coli apresenta
estirpes enteropatog€nicas e/ou toxigénicas como E. coli O157: H7 responsdvel pela sindrome
urémica hemolitica (Jay, 2005; Mhone et al., 2011).

Com relag@o a pesquisa de S. aureus, observou-se desenvolvimento em 39,2% das
amostras (47/120), com contagens que variaram de 1,0 UFC/mL a 4,2 x 10 UFC/mL, e média de
1,15 x 10 UFC/mL. Isolamento de Staphylococcus coagulase positivo frequentemente € relacionado
como agentes de mastite clinica e subclinica em ruminantes leiteiros, tornando esse micro-
organismo um contaminante comum do leite cru (Guarand et al., 2009; Mhone et al., 2011;
Bonnefont et al., 2012).

S. aureus quando em contagens acima de 10° UFC/mL/ g pode representar um
perigo a saide no caso de serem enterotoxigé€nicos, j4 que as toxinas produzidas sao
termoresistentes, permanecendo ativas nos produtos beneficiados (Jay, 2005). As baixas
contagens de S. aureus encontradas indicam auséncia de perigo microbiolégico relacionado.

Salmonella spp. e L. monocytogenes nao foram detectadas em nenhuma das
amostras analisadas, indicando auséncia de perigo microbioldgico relacionado. Estudos no Brasil
relatam a auséncia desses micro-organimos também em amostras de leite cru de origem bovina

(Nero et al., 2004; Nero, 2005; Arcuri et al., 2006; Camargo, 2010; Tamanini et al., 2012).
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As baixas contagens encontradas nesse estudo evidenciam a importincia da
adoc¢do de boas praticas de ordenha ja que a metodologia de coleta das amostras seguiu um

protocolo de higieniza¢do adequado para evitar a incorporagao de contaminagdo ambiental.
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4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que o leite de ovelhas da
regido do Distrito Federal, mesmo quando proveniente de animais de rebanhos nao
especializados, apresenta caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas que conferem ao
produto qualidade para o seu aproveitamento tecnoldgico na industrializacdo desse leite,

como producgdo de queijos e outros derivados.
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CAPITULO 3

IDENTIFICACAO MOLECULAR E POTENCIAL ANTAGONISTA DA MICROBIOTA
LATICAAUTOCTONE DE LEITE DE OVELHA
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RESUMO

Com a exigéncia dos consumidores por produtos minimamente processados €, com menos
conservantes quimicos, diversas pesquisas buscam caracterizar bactérias dcido ldticas que
possuam atividade antimicrobiana e potencial de uso como bioconservador. O leite de ovelhas
apresenta alto valor nutricional e comercial e possui maiores teores de sélidos totais quando
comparado ao leite de vaca e cabra, resultando em melhor rendimento na producao de queijos e
de outros derivados l4cteos. Este estudo objetivou a enumeracio, a identificacio molecular, a
caracterizacdo do potencial antagonista e a atividade bacteriocinogénica da microbiota latica
autéctone presente no leite de ovelhas de rebanhos do Distrito Federal. Foram coletadas 126
amostras de leite cru de ovelhas e 78 isolados de BAL foram testados quanto ao potencial
antagonista frente a quatro cepas de Listeria monocytogenes, quatro cepas Staphylococcus
aureus € uma cepa de Lactobacillus sakei; em seguida, com base nos perfis dos produtos de
reacdo de Rep-PCR esses isolados foram submetidos ao sequenciamento genético. Também foi
avaliada a atividade bacteriocinogénica desses isolados. Observou-se desenvolvimento de BAL
em 80,2% (101/126) das amostras analisadas, com contagem média de 2,25 x 10’ UFC/mL. Os
resultados mostraram que os isolados apresentaram reacdo de antagonismo contra os micro-
organismos testados e o sequenciamento do gene 16S rRNA identificou 33 Lactococcus lactis e
um Lactococcus garvieae; 32 isolados como Enterococcus spp.; 10 isolados como Pediococcus
pentosaceus e dois isolados de Streptococcus salivarius. Lactococcus lactis. apresentou maior
frequéncia de inibicdo contra S. aureus comparado a L. monocytogenes. Nenhum isolado
apresentou producdo de bacteriocinas, sugerindo que a atividade antagonista possa estar
relacionada a producdo de outras substancias. A diversidade de BAL encontrada indica que o
leite de origem ovina da regido, mesmo quando proveniente de racas ndo especializadas,
apresenta potencial tecnoldgico e antagonista sendo que mais pesquisas sdo necessdrias a fim de
investigar, mais detalhadamente, essa microbiota.

Palavras-chave: acdo inibitéria, bactérias ldticas, leite de ovelha, L. monocytogenes,
sequenciamento genético
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ABSTRACT

MOLECULAR IDENTIFICATION AND ANTAGONIST POTENTIAL OF
AUTOCHTHONOUS LACTIC MICROBIOTA OF SHEEP MILK

With the growing demand for minimally processed products and with less chemical
preservatives, several researches aim for the characterization of acid lactic bacteria with
antimicrobial activity, and its potential as a biopreservative. Sheep milk presents high nutritional
and commercial value, and highest levels of total solids if compared to goat milk and cow milk,
allowing a better income in the dairy production. This research focused on the enumeration,
molecular identification, characterization of the antagonist potential and the bacteriocinogenic
activity of the autochtonous lactic microbiota in the sheep milk of the DF. One-hundred and
twenty-six samples of raw sheep milk were collected and 78 isolated LAB were tested to its
antagonist potential against four strains of Listeria monocytogenes, four strains of Staphyococcus
aureus, and one strain of Lactobacillus sakei; then, based on the Rep-PCR reaction profiles of
the products, these isolated were submitted to genetic sequencing. Their bacteriocinogenic
activity was also analyzed. Analysis showed development of LAB in 80.2% (101/126) of the
samples, with an average count of 2.25 x 103 UFC/mL. The results also showed that the isolated
showed reaction of antagonism against the tested microorganisms, and the sequencing of the
gene 16S rRNA identified 33 Lactococcus lactis and one Lactococcus garviae, 32 isolated as
Enterococcus spp., 10 isolated as Pediococcus pentosaceus and two isolated of Streptococcus
salivarius. Lactococcus lactis showed the higher microbial activity against S. aureus compared
to L. monocytogenes. No isolated showed production of bacteriocins, suggesting that the
antagonist activity might be related to the production of other substances. The diversity of LAB
found indicates that the regional sheep milk, even when originated from non-specialized herds,
has technological and antagonist potential, being that more research is necessary to investigate,
with more details, this microbiota.

Keywords: inhibitory action, lactic bacteria, sheep milk, L. monocytogenes, genetic sequencing
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1 INTRODUCAO

No Brasil existe um potencial latente para a produgdo e processamento do leite de
ovelha, principalmente na fabrica¢io de produtos lacteos, em fun¢ao do seu alto valor nutricional
e comercial (Rohenkohl et al., 2011). A ampliagdao do consumo de queijos no pais e a expansao
do sistema de mercado desse tipo de leite t€ém gerado um negdcio promissor, principalmente nos
estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Boyazoglu & Morand-Fehr, 2001; Celia et al.,
2012; Novello & Preis, 2012).

Bactérias 4cido laticas (BAL) sdo amplamente utilizadas na tecnologia de
fabricacdo de diversos produtos lacteos como iogurtes, cremes, queijos frescos e maturados,
pois, o0 seu metabolismo gera a producdo de diversas substancias que conferem sabores, odores e
texturas especificas. Esses micro-organismos apresentam a capacidade de produzir dcido ldtico a
partir dos acucares do leite pelo processo de fermentacdo e sdo constantemente isoladas de
diferentes alimentos, buscando o isolamento de cepas que podem ser usadas como potenciais
culturas starters em alimentos fermentados (Axelsson, 2004).

Estudos comprovam o potencial probidtico de diversas BAL que propdem
melhorias a saide do consumidor, conhecidas pela producdo de varias substancias
antimicrobianas (Holzapfel et al., 2001; Deegan et al., 2006; Pfeiler & Klaenhammer, 2007).
Também sdo utilizadas como agentes de conservacdo de alimentos, geradores de aromas e
formacdo da textura nos produtos lacteos fermentados (Franciosi et al., 2009; Medina et al.,
2011; Delavenne et al., 2012; Widyastuti et al., 2014), razao pela qual, a industria de alimentos
tem demonstrado interesse em pesquisas de caracterizagao de BAL.

A produgdo de derivados, como queijos e fermentados, estd diretamente relacionada
com a acdo desses micro-organismos (Delavenne et al., 2012), pois sdo consideradas como base
bioldgica para a producdo de um grande nimero de alimentos fermentados (Lasagno et al., 2002; Dal
Bello et al., 2010). BAL sao um grupo de micro-organismos Gram-positivos, catalase negativos, nao

formadores de esporos e que geralmente crescem sob condi¢des microaerdfilas ou estritamente
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anaerébicas. Os mais importantes gé€neros sdo Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e
Bifidobacterium (Axelsson, 2004; Kondyli et al., 2012).

O metabolismo natural de BAL resulta na produgao de diversas substancias com
potencial antimicrobiano como 4cidos organicos (principalmente ldtico, acético e propidnico),
além de per6xido de hidrogénio, diacetil, di6xido de carbono e bacteriocinas (Naidu et al., 1999).
Essas substancias produzidas e diversos mecanismos como competicao por oxigénio, nutrientes e
sitios de ligacdo, sensibilidade as interagdes microbianas, que exercem agdo inibitéria ao
desenvolvimento de micro-organismos patogénicos e deteriorantes, € conhecida como atividade
antagonista (Nero et al., 2008a; Ortolani et al., 2010).

Atualmente os consumidores exigem cada vez mais produtos naturais, com menos
conservantes quimicos, assim estudos estdo sendo continuamente conduzidos para identificar e
caracterizar novas BAL com este potencial de uso bioconservador. Assim, uma vez caracterizado
o potencial de inibi¢do das BAL estas poderdo ser aproveitadas de forma adequada pela industria
de alimentos, exploradas comercialmente na preservagao e extensao da vida util dos alimentos a
fim de garantir seguranga microbioldgica em leite e derivados, além de outros produtos (Deegan
et al., 2006; Ortolani, 2009).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo enumerar e caracterizar a
microbiota latica autdctone presente no leite de ovelha de rebanhos do Distrito Federal, com
vistas a avaliar o seu potencial para a exploragdo tecnoldgica em produtos lacteos, assim como

verificar as atividades antagonista e bacteriocinogénica desta microbiota.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de amostras

Amostras de leite cru de ovelhas foram coletadas em condi¢Ges assépticas em 15
propriedades com exploracdo de ovinos localizadas no Distrito Federal, totalizando 126 amostras,
em 18 coletas.

Fémeas paridas foram selecionadas ao acaso das ragas Santa Inés (SI) pura,
Dorper pura, East Friesian (EF) pura e cruzas EF x SI (3/4 EF x 1/4 SI e ¥2 EF x 2 SI) de
diferentes idades, entre a 2° e 10* semana de lactacao.

As coletas foram realizadas nas dreas destinadas ao manejo dos animais e as
fémeas apartadas dos borregos por no minimo seis horas. As amostras de leite foram coletadas
em frascos esterilizados e identificados, diretamente do ubere das fémeas e de acordo com as
boas praticas, que consistiram: desprezar os trés primeiros jatos, higieniza¢do dos tetos das
ovelhas com dlcool 70°GL e secagem dos tetos com papel toalha. As amostras foram mantidas
refrigeradas e encaminhadas ao Laboratério de Andlises de Leite e Derivados, da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterindria, da Universidade de Brasilia, onde foram realizadas as
andlises de enumeracdo e caracterizacdo fenotipica das bactérias &acido ldticas (BAL)

autdctones do leite.

2.2 Enumeracao e isolamento de bactérias acido laticas

A partir de cada amostra integral de leite e apds completa homogeneizacao, foram
realizadas diluicdes decimais seriadas (1:10; 1:100) utilizando caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS)
(HiMedia, Mumbai, India), sendo 65 amostras semeadas no sistema Petrifilm™ AC (3M

Microbiology, St. Paul, MN, USA) conforme Nero et al. (2006) e, 61 amostras semeadas em
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profundidade em 4gar MRS em duplicata. Todas as placas foram acondicionadas em jarras com
geradores de anaerobiose (GasPak™ EZ Anaerobe Container System, BD) e incubadas a 35°C
por 72 horas (Nero et al., 2008b; Souza, 2013). Apds o periodo de incubacdo, as coldnias
formadas foram enumeradas e o valor final corrigido de acordo com a dilui¢do considerada e os
resultados expressos em Unidade Formadora de Colonia (UFC/mL).

Colodnias foram retiradas das placas contendo meio MRS, e purificadas neste
mesmo 4gar. Apds desenvolvimento foram submetidas ao teste de catalase e de coloracdo de
Gram; ao todo 78 culturas caracteristicas de BAL — cocos ou bacilos Gram positivos e catalase
negativa — foram repicadas em agar MRS, incubadas a 35°C por 24 a 48 horas e mantidas em

estoques a 4°C (Downes & Ito 2001; Salminen et al., 2004).

2.3 Identificacao genotipica

2.3.1. Extracao de DNA e Rep-PCR

Essa etapa do experimento foi realizada no Laboratério de Inspecao de Produtos
de Origem Animal (InsPOA) e Laboratério de Biologia Molecular (BIOMOL) do Departamento
de Veterindria da Universidade Federal de Vigosa (UFV). 78 isolados foram recuperados em 4,0
mL de caldo MRS com incubagdo a 35°C overnight. Aliquotas de 1,0 mL foram transferidas para
tubos tipo eppendorf e centrifugadas a 15.000 x g por 3 minutos. Apds esta etapa, o sobrenadante
foi descartado e o DNA de cada cultura foi extraido de acordo com o protocolo do Kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega Corp., Madison, W1, EUA).

O Rep-PCR fingerprinting foi realizado com primer (GTG)5 (5°-
GTGGTGGTGGTGGTG - 3’) (Versalovic et al., 1994; Gevers et al., 2001). As reacdes de PCR
continham 12,5uL. Mix PCR (Go Taq Green Master Mix 2x, Promega), 1uL do primer na
concentracdo de 50 pMol, 2uLL de DNA e dgua livre de DNA (Promega) até completar o volume
de 25uL. A amplificagdo da reacdo foi realizada em termociclador nas seguintes condigdes:
desnaturacio inicial a 95°C durante 30s, seguidos de 30 ciclos de 40°C durante 30s e 65°C
durante 8 minutos, e extensdo final a 65°C por 16 minutos (Dal Bello et al., 2010).

Os produtos da reacdo de Rep-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% durante duas horas em uma voltagem constante de 110 V em tampao 0.5 x
Tris/Borato/EDTA (TBE), utilizando 1 Kb DNA como marcador de peso molecular
(Invitrogen) e corados utilizando GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA). Os perfis de

Rep-PCR foram visualizados sob luz ultravioleta, e a imagem capturada utilizando o
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transiluminator LPIX (Loccus Biotecnlogia, Sao Paulo, SP, Brasil). As imagens foram
analisadas pelo software BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). Os isolados
foram agrupados para identificacdo, a similaridade entre os perfis foi determinada usando a
correlacdo de Pearson e o dendrograma construido utilizando Unweighted Pair Group

Method with Arithmetic Mean (UPGMA).

2.3.2 Sequenciamento

Baseado nos perfis gerados pela técnica de Rep-PCR, foram selecionados 19
1solados para pesquisa do gene 16S rRNA, por PCR utilizando os primers P1V1 e P4V3; as
reacoes de PCR continham 25uL. de GoTaq Green Master Mix 2x (Promega), 1uL de cada
primer 10 pMol, 2 uL de DNA e 4gua livre de DNA até completar o volume final de 50 uL e
processadas conforme descrito por Klijn et al. (1991).

Os produtos de PCR foram enviados para sequenciamento na Macrogen Inc.
(Seoul, Korea) e as sequéncias de nucleotideos obtidas foram comparadas na base de dados do
National Center for Biotechnology Information (GenBank) (NCBI, http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/) utilizando o Basic AlignmentSearch Tool (BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi).

2.4 Atividade antimicrobiana
2.4.1 Micro-organismos utilizados

Os testes de antagonismos foram realizados com os 78 isolados no INSPOA-UFV,
conforme metodologia preconizada por Ortolani (2009) e Moraes et al. (2010), sendo utilizado
como indicadores nos testes cepas patogé€nicas de referéncia e isolados de campo, conforme
Tabela 1. Em todas as placas, uma aliquota de 1,0 pL da cultura de Lactobacillus sakei 2a foi

semeada como controle positivo de BAL bacteriocinogénica (de Martinis & Franco, 1998).

Tabela 1. Micro-organismos alvo utilizados na avaliacdo da atividade antimicrobiana de
bactérias dcido laticas isoladas de leite de ovelhas.

Micro-organismos alvo Testes realizados Procedéncia

L. monocytogenes Potencial antagonista e ensaio ATCC 7644
bacteriocinogénico

L. monocytogenes Potencial antagonista ATCC 15313

L. monocytogenes “Scott A” Potencial antagonista ATCC 49594

L. monocytogenes 537 - Potencial antagonista e ensaio InsPOA/UFV*#*

isolado de carcaca bovina bacteriocinogénico
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L. monocytogenes 211 - Ensaio bacteriocinogénico InsPOA/UFV*#*
isolado de campo de carcaca

de frango

L. monocytogenes 409 - Ensaio bacteriocinogénico InsPOA/UFV#*#%*

isolado de carcaca de frango

L. monocytogenes Lm 60

Ensaio bacteriocinogénico

Barros et al. (2007)

Listeria inoccua 1176

Ensaio bacteriocinogénico

Barros et al. (2007)

Staphylococcus aureus Potencial antagonista e ensaio ATCC 25293
bacteriocinogénico

Staphylococcus aureus Potencial antagonista e ensaio ATCC 12598
bacteriocinogénico

Staphylococcus aureus Potencial antagonista ATCC 12600

S. aureus 26BP6 - isolado de Potencial antagonista e ensaio InsPOA/UFV*#%*

queijo bacteriocinogénico

Lactobacillus sakei * Potencial antagonista e ensaio ATCC 15521
bacteriocinogénico

Lactobacillus sakei ** Potencial antagonista 2a

Enterococcus 3M4 Ensaio bacteriocinogénico InsPOA/UFV#**

Lactococcus lactis 13L.c2 Ensaio bacteriocinogénico InsPOA/UFV##*

* L. sakei ATCC 15521: conhecida como cepa sensivel a substancias antagonistas.

** L. sakei 2a: controle positivo de BAL bacteriocinogénica.

*t% InsPOA/UFV — Colecdo de culturas do Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal do
Departamento de Veterindria da Universidade Federal de Vicosa.

2.4.2 Potencial antagonista

Para as culturas de BAL a recuperacdo foi realizada em caldo MRS, para os
isolados de Listeria em caldo Tripticase de Soja (TSB) e para S. aureus utilizou-se caldo Infusao
de Cérebro e Coracao (BHI), com incubacdo a 35°C por 24 h. As culturas foram submetidas ao
protocolo spot-on-the-lawn para avaliacdo do perfil antagonista, que consistiu em inocular 1,0
uL da cultura recuperada em placas contendo 4gar MRS modificado com 0,5% de dextrose com
incubacdo a 25°C por 24 h em anaerobiose. Depois deste periodo cada placa recebeu uma
sobrecamada de 8,0 mL de MRS, BHI ou TSB em meio semi-sélido (contendo agar a 0,8%), de
acordo com o micro-organismo indicador utilizado, respectivamente, L. sakei ATCC 15521, S.
aureus ¢ L. monocytogenes, inoculados na concentragio aproximada de 10° UFC/mL conforme
escala de Mac Farland dos micro-organismos alvos. L. sakei ATCC 15521 foi utilizada como
controle positivo de sensibilidade as substancias antagonistas produzidas por BAL.

Ap6s a solidificagdo, as placas foram incubadas a 35°C por 24h, e avaliadas
quanto a formagdo de halos de inibicdo ao redor das colonias de BAL semeadas. Os
diametros dos halos de inibicdo foram mensurados com auxilio de paquimetro e expressos
em milimetros (mm). A presenca de halos de inibicao foi registrada como atividade

antimicrobiana do isolado testado.
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2.4.3 Avaliacao da atividade bacteriocinogénica de isolados do leite ovino

Isolados de BAL que apresentaram inibicdo no teste spot-on-the-lawn foram
avaliados quanto a produ¢do de bacteriocinas. Os isolados selecionados foram cultivados em
caldo MRS a 37°C por 18 h e o sobrenadante livre de células foi obtido por centrifugacdo da
suspensdo celular (6.800 g por 20 min a 4°C). Os sobrenadantes tiveram o pH corrigido a 6.0
com NaOH IM e foram aquecidos a 80°C por 10 min, para inativacdo de proteases
extracelulares e peroxido de hidrogénio. Em seguida, foram esterilizadas por filtragdo (0.22 um
pore size filter-units, Merck Millipore Ltd., Cork, Ireland) e os extratos obtidos foram
submetidos ao método de diluicdo critica (Mayr-Harting et al., 1972; Bromberg et al., 2006) em
Tampao Fosfato de Sédio 10 mM, pH 6.5. O perfil bacteriocinogénico foi avaliado contra os
micro-organismos listados na Tabela 1. A atividade foi testada utilizando o teste agar-spot
(Todorov, 2008) e expressa como Unidades Arbitrarias (UA/mL), calculada como a’x100, em

que “a” corresponde ao fator de diluicao e “b”, corresponde a ultima dilui¢do que produz zonas

de inibi¢do maiores que dois mm de diametro (Schirru et al., 2012).

2.5 Analise dos dados

As frequéncias de isolados de BAL com atividade antagonista foram calculadas
considerando a sensibilidade as substancias produzidas pelas culturas de BAL e a atividade
inibitoria sobre os micro-organismos alvos. Os resultados foram submetidos a andlise estatistica

descritiva e ndo paramétrica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram desenvolvimento de BAL em 80,2%
(101/126) das amostras analisadas, com contagens que variaram de zero a 7,8 x 10* UFC/mL,
resultando em média de 2,25 x 10° UFC/mL. Observou-se que 41,2% das amostras apresentaram
contagens entre 1,1 x 10? e 10° (Tabela 2), indicando que o leite ovino da regido apresenta uma
microbiota de grande importancia para indudstria de laticinios com possibilidades de exploracao
tecnoldgica em produtos lacteos.

Os achados desse estudo foram superiores aos relatos de Aziz et al. (2009), que
verificaram presenca de BAL em 55% (22/40) de amostras de leite de origem ovina no Paquistio

e de Souza (2013), que observou frequéncia de 36,6% (11/30) no Distrito Federal.

Tabela 2. Resultados da enumeracao de bactérias dcido laticas em amostras de leite ovino cru,
coletadas de ovelhas de rebanhos do Distrito Federal.

Enumeracao de bactérias acido laticas

UFC/mL
<1,0 1,1-10  1,1x10-10* 1,1x10*-10° 1,1x10*°-10*° 1,1x10*-10°
n(%) 250198 16(12,7) 33(26,2) 31 (24,6) 13 (10,3) 8 (6,3)

n: numero de amostras com desenvolvimento de BAL.

A contagem média de BAL foi superior se comparada as médias relatadas por
Acurcio (2011) em leite cru de ovelhas Santa Inés (2,0 x 10 UFC/mL), e inferior ao leite de
ovelhas mesticas (Y2 Lacaune e Y2 SI) (4,42 x 10* UFC/mL) e amostras do leite de ovelhas
Lacaune (4,6 x 10° UFC/mL) criadas em Minas Gerais, demonstrando que o leite de ovelhas de
aptiddo leiteira e suas mesticas tém maior predominancia de BAL que o de ovelhas da raca SI. O
autor concluiu que a maior tradicao leiteira da raca Lacaune provavelmente estd associada a
maiores contagens de bactérias ldticas no seu leite € no de suas mesticas. Contudo, nesta

pesquisa avaliou-se a microbiota latica autéctone de animais ndo especializados em producdo de
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leite e ovelhas mesticas constatando alta frequéncia e contagem média de BAL confirmando o
potencial tecnoldgico deste leite.

A partir da etapa de enumeracdo, 78 colonias coletadas aleatoriamente,
apresentaram resultados negativos para o teste da catalase e foram identificadas como cocos
Gram positivos. Ortolani (2009) em Minas Gerais e Franciosi et al. (2009) na Itdlia, verificaram
predominincia de cocos sobre bacilos de isolados de BAL em amostras de leite bovino.
Enquanto, Meira et al. (2010) isolaram e identificaram apenas bacilos em amostras de leite ovino
cru e de queijo de ovelha no Rio Grande do Sul.

Por meio de técnica de Rep-PCR esses isolados foram agrupados em 12 padrdes
distintos, considerando silimaridade acima de 80% (Figura 1). Apds, BAL representativas de
cada grupo foram submetidas a reacao de PCR, com base na regido conservada do gene 16S
rRNA, confirmando como pertencentes ao grupo de BAL conforme preconizado por Dal Bello et

al. (2010) (Figura 2).
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Identificagiio genotipica
§.8 % 8

Ac02En Enferococcus faecium
Ac27lc Lactococcus garvieae
AcdSle Lactococcus lactis
Ac56Le Lactococcus lactis
Acddlc lLactococcus lactis
Acd3le Lactococcus lactis
Ac30Lc Lactococcus lactis
Ac3llc Lactococcus lactis
Ac57Le Lactococcus lactis
Ac59Lc Lactococcus lactis
Aclalc Lactococcus lachis
Ac52lc Lactococcus lactis
Ac53Lc Lactococcus lactis
Acd5lc Lactococcus laclis
Acbile Lactococcus lactis
Ac69lc Lactococeus lactis
AcBblc Lactococcus lactis subsp. lactis
Ac68Lc Lactococcus lactis
Ac80Lc Lactococcus lactis
Ac72le Lactococcus lactis
Ac8llc Lactococcus lactis
Ac36Lc Lactococcus lactis
Ac37le Lactococcus lactis
Ac38Le Lactococcus lactis
Ac34le Lactococcus lachis
Ac35Le Lactococcus lachis
Ac32le Lactococcus lactis
Ac33le Lactococcus lactis
Ac58Le lLactococcus lactis
ActAle Lactococcus lactis
Acbllc Lactococcus lactis
Acb3lc Lactococcus lactis
Acd9lc Lactococeus lactis
Ac65Lc Lactococcus lactis
Acble Lactacoccus lactis
AcllEn Enferococcus faecium
Ac28En Enterococcus faecium
Ac12En Enterococcus faecium
Ac78En Enterococcus faecium
Ac09En Enferococcus faecium
Ac26En Enterococcus faecium
Acl5En Enterococcus faecium
Ac16En Enterococcus faecium
Acl7En Enterococcus faecium
Ac20En Enterococcus faecium
Ac24En Enterococcus faecium
Ac29En Enterococcus faecium
Ac13En Enterococcus faecium
Ac21En Enterococcus faecium
Ac23En Enferococcus faecium
Ac73st Streptococcus salivarius
Ac7ast Streptococcus salivarius
Acl8En Enterococcus casseliflavus
Acl19En Enferococcus casseliflavus
Ac0ard Pediococcus penfosaceus
Ac22pPd Pediococcus penfosaceus
Ac03Pd Pediococcus penfosaceus
Ac05Pd Pediococcus penfosaceus
Ac08Pd Pediococcus penfosaceus
AcO1Pd Pediococcus penfosaceus
AcO7Pd Pediococcus penfosaceus
Ac25Pd Pediococcus penfosaceus
Ac50Pd Pediococcus penfosaceus
Ac75Pd Pediococcus penfosaceus
Ac51En Enterococcus faecalis
Ac62En Enterococcus faecalis
Ac79En Enterococcus faecalls
Ac70En Enterococcus faecalis
Ac71En Enterococcus faecalis
Ac40En Enterococcus faecalis
Ac39En Enteracoccus faecalls
Acd6En Enteracoccus faecalls
Ac4lEn Enferococcus faecalis
Ac55En Enterococcus faecalis
AcB0En Enterococcus faecalis
AcHEn Enferococcus faecalis
Ac42En Enterococcus faecalls
Ac77En Enterococcus faecalis

12

Figura 1. Dendrograma gerado apds a andlise de impressdes Rep-PCR das culturas de BAL
isoladas de amostras de leite ovino cru e sua identificagdo genotipica.
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Figura 2. Produto de PCR do gene 16S rRNA evidenciados por eletroforese em gel de agarose a
2% utilizando-se primers P1V1 e P4V3 (M: marcador de 100 pb; N: controle
negativo).

O sequenciamento genético identificou os isolados como: Lactococcus lactis,
Lactococcus garvieae, Enterococcus spp., Pediococcus pentosaceus e Streptococcus salivarius

(Tabela 3).
Tabela 3. Identificacdo dos isolados de BAL (n=78) por sequenciamento do gene 16STRNA.

Bactéria latica isolada N° de isolados Frequéncia (%)
Lactococcus lactis 32 41,0
Lactococcus lactis subp. lactis 1 1,3
Lactococcus garvieae 1 1,3
Enterococcus faecium 16 20,5
Enterococcus faecalis 14 17,9
Enterococcus casseliflavus 2 2,6
Pediococcus pentosaceus 10 12,8
Streptococcus salivarius 2 2,6
Total 78 100

n: nimero de amostras
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Lactococcus lactis foi identificado com maior frequéncia (42,3%) entre os isolados.
Consiste em um micro-organismo relevante para a industria laticinista, utilizado na fabricacdo de
leites fermentados, bebidas lacteas fermentadas e queijos, devido a produciao de écido latico e
outros 4cidos organicos responsdveis por conferir caracteristicas especificas, de sabor e aroma,
nesses produtos (Saarela & Mattila-Sandholm, 2007). Lactococcus também foi relatado como o
género predominante em amostras de leite cru de ovelhas (68%) em pesquisas conduzidas por Aziz
et al. (2009) no Paquistdo e, em amostras de leite de vaca e de queijos de diferentes estagios de
maturacao, por Dolci et al. (2008) na Itdlia e por Rodriguez et al. (2000) na Espanha. Terzic-
Vidojevic et al. (2014) identificaram 36,7% de Lactococcus spp. em produtos lacteos. Entre os
lactococos foram identificados L. lactis subp. lactis (1,3%) e L. garvieae (1,3%).

Enterococcus spp. foi identificado como o segundo género mais frequente (41%).
A predominancia dos géneros Lactococcus e Enterococcus também foi relatada em isolados de
leite cru, produtos derivados de leite cru e queijos artesanais produzidos a partir de leite de
ovelhas e cabras na Argentina (Medina et al., 2011). Em pesquisas realizadas em MG, Moraes et
al. (2013) observaram Enterococcus spp. como o género mais frequente de culturas
bacteriocinogénicas isoladas de amostras de leite e queijo de origem bovina e Acurcio et al.
(2014) isolaram apenas o gé€nero Enterococcus em amostras de leite ovino, ndo identificando
nenhuma outra espécie de BAL, como Lactobacillus spp.

Ao considerar a figura do dendograma observou-se a presenca de isolados com
caracteristicas genéticas similares, porém distribuidos em agrupamentos distintos (grupos 1, 4, 5
e 6) e todos identificados como E. faecium, demonstrando que o sequenciamento genético
determinou uma grande variabilidade entre os isolados (Figura 1).

Propriedades tecnoldgicas de E. faecium e E. faecalis como culturas iniciadores
de produtos lacteos fermentados e na fabricacdo de queijos, foram relatadas por Giraffa (2007);
as propriedades probidticas foram avaliadas por Acurcio et al. (2014).

Dois isolados (2,6%) foram identificados como E. casseliflavus. Acurcio et al.
(2014) descreveram que este micro-organismo isolado a partir de leite de ovelha apresentou
propriedades probidticas, tais como resisténcia ao suco gastrico, aos sais biliares e
antagonismo contra patogenos de referéncia, sendo considerado "positivo" para a tecnologia de
alimentos. Por outro lado, isolados de E. casseliflavus emergiram como patdgenos
oportunistas, resultando em bacteremia em humanos, geralmente associada com doencga do
trato biliar e baixo risco de mortalidade (Choi et al., 2004).

Dez isolados (12,8%) foram confirmados pelo sequenciamento como

Pediococcus pentosaceus. Micro-organismos desse género podem ser isolados a partir de
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varias fontes como o solo, plantas, embutidos, picles, vinhos e queijos (Gurira & Buys, 2005;
Todorov & Dicks, 2005; Di Cagno et al., 2009; Huang et al., 2009; Nieto-Lozano et al., 2009;
Patel & Goyal, 2010). Possuem grande importidncia econdmica na industria de alimentos
fermentados e como culturas starter em processos de fermentacdo de leite, carne, produtos
vegetais e embutidos (Nassu et al., 2002; Giraffa, 2007; Shukla & Goyal, 2014).

O potencial tecnolégico desse micro-organismo foi descrito por Semjonovs &
Zikmanis (2008), demonstrando que esta BAL pode ser utilizada como uma cultura starter, para
conferir mais atributos funcionais para alimentos fermentados. Shukla & Goyal (2014)
descreveram o potencial probidtico de P. pentasaceus, a partir da resisténcia contra lisozima,
suco gastrico, sais biliares, hibrofobicidade, autoagregacdo e atividade antibacteriana, sendo uma
BAL com papel potencial para aplicacdes em alimentos funcionais. P. pentasaceus, também ¢é
considerado um patégeno oportunista, e tem sido implicado em raros casos de bacteremia em
pacientes imunocomprometidos (Barros et al., 2001; Ludlow & Pasikhova, 2013).

Streptococcus salivarius foi confirmado em apenas duas amostras (2,6%) e,
bactérias deste género sao muito utilizadas como inéculos na elaboracdo de produtos lacteos
fermentados (Aquarone, 2001). O papel protetor de S. salivarius na inibi¢do dos principais
patégenos que podem acometer a orofaringe foi sugerido por Junior & Pignatari (2014).

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus sdo utilizados na fermentacdao do
iogurte e descritos por acompanhar, de forma complementar, outras bactérias laticas,
contribuindo para a determinacdo das caracteristicas do produto final (Brasil, 1998) e preservar o
balanco entre a acidez, sabor e aroma (Davis, 1970).

Na tabela 4 estio contidos os resultados das frequéncias de inibicdo de BAL isoladas
de leite ovino, com atividade antagonista contra Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes €
Lactobacillus sakei.

A partir da formacdo de halos de inibicdo, verificou-se que: 37 isolados (47,4%)
apresentaram acdo antagonista contra S. aureus ATCC 25923; 33 (42,3%) para S. aureus ATCC
12598; nove (11,5%) para S. aureus ATCC 12600; oito (10,3%) para S. aureus 26BP6; 23 (29,5%)
contra L. monocytogenes ATCC 7644; 18 (23,1%) para L. monocytogenes 537; nove (11,5%) para L.
monocytogenes ATCC 49594; nove (11,5%) para L. monocytogenes ATCC 15313 e 71 (91%)
produziram halo de inibi¢do para Lactobacillus sakei ATCC 15521 (Tabela 4), sendo verificado que
um mesmo isolado manifestou antagonismo frente mais de um micro-organismo indicador. Lb. sakei
ATCC 15521 conhecido como sensivel as substancias produzidas por BAL foi o género que

apresentou maior sensibilidade como era esperado, seguido por Staphylococcus spp. (Tabela 4).
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Tabela 4. Frequéncias de inibicdo dos diferentes géneros de BAL isoladas de leite ovino com
atividade antagonista contra Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e
Lactobacillus sakei.

Lc. lactis  Lc.garvieae E. faecium  E. faecalis  E. casseliflavus P. pentasaceus S. salivarius  Frequéncia

Micro-olrganismo (n=33) (n=1) (n=16) (n=14) (n=2) (n=10) (n=2) de inibicgio
alvo

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
f;;f KEATCC 50 38.5) 0 15(192)  12(154) 22.6) 10 (12.8) 226) 71 910)
S. aureus ATCC
12600 368 0 46D 0 0 2 (2,6) 0 9(11,5)
S. aureus ATCC 20 (25.6) 0 5 64) 46.0) 0 46D o B
12598
;.Sgggeus ATCC sa79 10 12 (15.4) 5(6.4) 2(2,6) 2(2,6) 1(1,3) 37 (47,4)
S. aureus 26BP6* 3 (3,8) 0 4(5,1) 0 0 1(1,3) 0 8(10,3)
L. monocytogenes
ATCC 7644 5(64) 1(1,3) 8(10,3) 2(2,6) 0 7(9,0) 0 23 (29,5)
L. monocytogenes
Scott A ATCC 6 (7,7) 0 1(1,3) 2 (2,6) 0 0 0 9(11,5)
49594
L. monocytogenes
ATCC 15313 46D 0 1(1.3) 338 0 1(1,3) 0 9(11,5)
;;n*(;nocymgenes 45,1 0 9(11.,5) 0 2(2,6) 3(3,8) 0 18 (23,1)

*S. aureus 26BP6 — isolado de quejo
**[.. monocytogenes 537 — isolado de carcaga bovina

Meira et al. (2012) verificaram a inibicdo dos patdgenos L. monocytogenes, S.
aureus, Bacillus cereus, E. coli e S. typhimurium quando utilizadas culturas de BAL isoladas de
leite e queijo de ovelha. Essas observacdes indicam interessante perspectiva tecnoldgica de
utilizacdo de culturas de BAL para o controle de patdgenos em produtos lacteos.

Observou-se que 71 isolados (91,0%) de BAL testados apresentaram antagonismo
frente a Lb. sakei ATCC 15521, e trés (3/33) isolados de Lactococcus lactis nao apresentaram
acdo antagonista contra essa bactéria. Para Guedes Neto et al. (2005), embora ocorra
antagonismo entre BAL, estas podem ser utilizadas com a finalidade de melhorar a qualidade
sanitdria do produto. Costa et al. (2013) pesquisando o antagonismo de BAL isoladas de queijo-
de-minas artesanal apresentaram médias de halos de inibi¢cdo maiores frente a patégenos em
comparacdo as BAL isoladas dos mesmos queijos, demonstrando baixa atividade inibitéria
contra outras bactérias laticas e possibilitando sua utilizagdo e ampliagdo da acdo inibitéria
contra outros micro-organismos.

Para o grupo de Lactococcus lactis, 25,6% (20) dos isolados apresentaram halos
de inibi¢do para S. aureus ATCC 12598 e 17,9% (14) para S. aureus ATCC 25923. Verificou-se

que L. lactis apresentou maior capacidade de inibicdo contra S. aureus comparado a L.
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monocytogenes. A inibicdo de L. monocytogenes por bactérias do género Lactococcus em leite
bovino também ja foi descrita por Nero (2005). Perin (2011) descreveu melhor desempenho da
atividade antimicrobiana de Lactococcus spp. € Lactobacillus spp. isolados a partir de leite cru e
queijos, contra cepas de Listeria spp., Staphylococcus spp. e outras BAL, quando comparados a
Enterococcus spp.

Entre os isolados do género Enterococos, E. faecium apresentou maior frequéncia
de inibi¢do: 12 (15,4%) contra S. aureus ATCC 25923, oito (10,3%) contra L. monocytogenes
ATCC 7644 e nove (11,5%) contra L. monocytogenes 537 isolado de carcaca bovina. Acurcio et
al. (2014) avaliaram os halos de inibicdo de Enterococcus spp. isolado de leite de ovelha e
observaram que a inibicdo frente a E. coli e L. monocytogenes foram superiores a inibi¢do sobre
os demais micro-organismos (E. faecalis, S. aureus, S. enterica var. Typhimurium e E.durans
isolados do préprio leite de ovelha utilizado no estudo), indicando a maior capacidade desses
enterococos em inibir in vitro esses dois patdgenos.

Nove (11,5%) BAL isoladas apresentaram antagonismo contra cepa de referéncia
L. monocytogenes ATCC 49594 conhecida como “Scott A”, enquanto Guerra & Bernardo (2001),
em Portugal, em ensaios de inibi¢do contra esse patégeno relataram que 39,2% (208/531) da
microbiota de maturacdo natural de queijos alentejanos apresentaram efeitos antagdnicos diretos
com este micro-organismo.

Para os isolados da espécie P. pentosaceus a frequéncia foi de 5,1% (4) para S.
aureus ATCC 12598 e 9,0% (7) contra L. monocytogenes ATCC 7644. A atividade antibacteriana
também foi relatada por Shukla & Goyal (2014) contra E. coli e S. aureus, indicando que esta
BAL possui potencial para aplicacdes em alimentos funcionais.

Streptococcus  salivarius nio apresentou inibicdo frente aos patdgenos
pesquisados, com excec¢do de sensibilidade contra a cepa S. aureus ATCC 25923. No entanto,
Wescombe et al. (2006) descreveram seu potencial de uso como probidtico, prevenindo a
colonizagdo e infec¢do da cavidade oral por Strep. pyogenes, causador de infec¢des de garganta,
e pela producao de lantibidtico chamado salivaricina produzida por esta BAL.

Culturas de BAL autéctones com capacidade de produzir substancias antagonistas
foram identificadas por meio da técnica utilizada, demonstrando o potencial antagonista,
principalmente contra Lb. sakei ATCC 15521, seguido de S. aureus ATCC 25923 e ATCC 12598
e L. monocytogenes ATCC 7644 e 537.

As BAL que se apresentaram positivas no teste de antangonismo foram
submetidas ao teste bacteriocinogé€nico para determinar a natureza das substancias produzidas

pelas culturas, porém essa atividade bacteriocinogénica nao foi confirmada. Verificou-se que nio
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houve atividade inibitéria em nenhuma das cepas de referéncia e isolados de campo utilizados
nas andlises, indicando a produgcdo de outras substancias antimicrobianas que nao sao
bacteriocinas, por esses isolados.

Em outros estudos com acdo microbiana de BAL, Guerra & Bernardo (2001)
também ndo constataram a produgdo de bacteriocinas e, segundo os autores, a inibicao de L.
monocytogenes “Scott A” foi atribuida a produgcdo de &cidos organicos e de perdxido de
hidrogénio. Assim, esse resultado indica que a atividade antimicrobiana ocorreu devido ao
contato célula a célula, de BAL e micro-organismo indicador; a producdo de substancias
inibidoras difundidas no 4gar, como 4cidos organicos ou di6xido de carbono (Naidu et al., 1999),
o que nao foi alvo de estudo da pesquisa.

Furtado (2010) trabalhando com leite de cabra cru, constatou que de 60
colonias de BAL capazes de inibir a multiplicacdo de L. monocytogenes, seis cepas foram
produtoras de bacteriocinas, confirmadas pelo teste de enzimas proteoliticas, e identificadas
pelo sequenciamento do 16S rRNA como Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc lactis
e Lactobacillus paracasei subsp. paracasei.

Produtos lacteos fabricados artesanalmente com leite cru de orgiem ovina sem
adicao de culturas iniciadoras sdo caracterizados pelo aroma e sabores tipicos, 0 que implica a
presenca de uma microbiota autdctone, altamente varidvel na composi¢ido e responsavel pelas
atividades metabdlicas (Medina et al., 2011). Deste modo, mesmo nao sendo identificada a
producdo de bacteriocinas em nosso estudo, a diversidade de bactérias laticas e o perfil de
inibicao apresentado pelos isolados aos micro-organismos testados, confirma a importancia de
BAL na atividade antimicrobiana, assim o leite de ovelhas criadas na regido precisa ser melhor

investigado quanto ao seu potencial tecnoldégico.
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4 CONCLUSOES

Os resultados demonstraram alta frequéncia de bactérias acido ldticas nas
amostras analisadas e uma microbiota diversificada composta por micro-organismos de interesse
para a industria laticinista como Lactococcus lactis e Streptococcus salivarus, assim como outros
que, atualmente, sdo focos de diversas pesquisas como Pediococcus pentasaceus e Enterococcus
spp. As culturas de BAL isoladas, apesar de ndo serem bacteriocinogénicas, apresentaram reagao
de antagonismo contra os micro-organismos patogénicos testados L. monocytogenes e

Staphylococcus aureus, sugerindo a atividade antagonista relacionada a producdo de outras

substancias.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que o leite de ovelhas criadas na regido do Distrito
Federal, apresenta caracteristicas fisico-quimicas e, qualidade e seguranca microbioldgica que
conferem ao produto condi¢des para o seu aproveitamento tecnolégico na produgdo de queijos e
outros derivados. As amostras analisadas apresentaram baixas contagens de micro-organismos
indicadores de qualidade higiénico sanitiria como aerdbios mesoéfilos, coliformes totais,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, além de auséncia dos patégenos Listeria
monocytogenes e Salmonella spp.

Essa qualidade garante a manuteng¢do das propriedades nutricionais do leite de
ovelha e pode representar uma excelente oportunidade de fonte de renda para os produtores da
regido ja que os derivados, em especial os queijos, alcancam valores bem maiores no mercado
em relac@o aos elaborados com leite de vaca e no DF existe uma demanda crescente por queijos
especiais com sabores diferenciados.

Na caracterizacdo da microbiota latica autéctone comprovou-se alta frequéncia e
diversidade que apresentou ampla atividade antagonista frente a micro-organismos patogénicos
apesar de nao produzir bacteriocinas.

Considera-se importante ressaltar que o leite de origem ovina da regidao do Distrito
Federal, mesmo quando ndo proveniente de racas especializados, apresenta potencial tecnolégico
a ser explorado comercialmente, principalmente na produgdo de queijos e fermentados e sdo
necessarios mais estudos a fim de investigar, mais detalhadamente, a microbiota ldtica, em

especial quanto ao potencial probidtico desses isolados.
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Tabela 1. Resultados obtidos nas andlises para determinacdo do perfil fisico-quimico de leite
ovino de rebanhos do Distrito Federal.

Amostra Gordura SNG Densidade Proteina Lactose pH Acidez Crioscopia

1 5,74 11,8 1,041 5,70 5,15 6,75 16 586
2 3,22 8,22 1,029 2,68 491 6,66 22 584
3 6,89 11,7 1,039 5,63 5,13 6,73 28 571
4 7,78 11,9 1,039 5,80 5,12 6,70 24 581
5 5,05 11,8 1,042 5,68 5,17 6,87 20 569
6 4,58 11,4 1,040 5,32 5,14 6,73 20 570
7 7,74 9,41 1,029 3,76 4,91 6,62 28 591
8 3,83 11,2 1,042 5,12 5,19 6,94 20 560
9 1,92 11,0 1,042 4,93 5,18 6,98 20 565
10 3,21 12,2 1,047 5,96 5,26 7,05 18 580
11 3,61 13,2 1,049 6,83 5,29 7,03 22 574
12 4,00 11,5 1,048 5,44 5,17 7,03 22 562
13 13,7 13,5 1,041 7,24 5,11 8,15 14 560
14 4,16 12,2 1,045 6,05 5,21 7,86 28 577
15 1,38 11,4 1,043 5,25 5,21 7,26 22 574
16 3,01 9,26 1,035 3,49 5,06 7,83 16 578
17 10,3 10,7 1,032 4,86 4,96 7,42 18 568
18 7,44 9,18 1,029 3,56 4,90 7,35 16 561
19 3,98 12,1 1,043 5,82 5,30 7,35 20 568
20 2,99 11,21 1,041 5,24 5,10 6,50 22 572
21 3,02 10,6 1,040 4,00 5,84 7,28 20 586
22 3,22 12,1 1,044 5,89 5,22 741 22 569
23 3,43 11,2 1,040 5,17 5,16 7,42 22 562
24 3,60 11,2 1,040 5,12 5,15 7,26 16 566
25 4,10 12,0 1,043 5,83 5,19 7,22 24 576
26 3,60 13,0 1,048 6,65 5,28 7,45 22 568
27 2,82 12,0 1,044 5,84 5,22 7,39 24 575
28 3,41 12,0 1,045 6,07 5,23 7,06 22 569
29 6,11 12,0 1,041 5,84 5,15 7,30 20 575
30 3,97 11,9 1,043 5,77 5,20 7,35 20 568
31 5,59 11,8 1,041 5,66 5,15 6,96 24 565
32 7,11 9,38 1,030 3,72 4,92 7,13 22 550
33 5,59 11,8 1,041 5,66 5,15 6,96 24 565
34 8,07 11,9 1,039 5,83 5,11 7,09 24 565
35 8,30 11,2 1,036 5,22 5,05 7,11 22 582
36 5,88 11,0 1,037 5,01 5,08 7,09 20 552
37 5,75 11,8 1,041 5,84 5,16 6,72 16 585
38 5,17 11,0 1,038 5,06 5,11 7,27 24 541
39 1,47 10,3 1,039 4,33 5,13 6,83 22 587
40 1,21 11,5 1,044 5,39 5,22 7,00 20 575
41 2,71 11,9 1,044 5,74 5,22 7,05 24 556
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42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

3,09
2,02
1,92
2,85
2,83
3,38
1,56
2,29
2,64
2,99
2,89
1,62
2,35
7,13
7,95
3,53
8,79
9,19
12,9
6,55
13,8
6,92
3,20
8,58
7,31
5,25
5,37
7,08
7,46
7,04
3,18
8,81
5,24
6,45
4,21
5,22
3,41
3,83
3,28
3,60
6,73
4,01
3,57
3,71

12,9
11,5
11,8
11,7
11,7
11,9
12,3
12,4
12,0
12,6
11,8
12,2
11,3
9,78
8,71
11,9
11,5
11,2
11,4
11,8
10,2
9,74
12,6
8,6
10,1
11,5
11,0
12,6
12,5
11,4
11,3
10,8
11,4
11,7
10,7
11,8
8,77
9,10
9,47
9,84
9,67
10,3
9,60
9,43

1,048
1,043
1,045
1,043
1,043
1,044
1,047
1,047
1,045
1,047
1,044
1,047
1,042
1,032
1,027
1,044
1,037
1,036
1,033
1,040
1,028
1,032
1,047
1,026
1,032
1,040
1,038
1,043
1,042
1,039
1,041
1,034
1,040
1,040
1,038
1,042
1,031
1,032
1,034
1,035
1,031
1,037
1,034
1,033

6,60
5,40
5,65
5,54
524
5,75
6,07
6,13
5,81
6,30
5,65
5,98
522
3,83
2,97
5,53
531
5,04
5,33
5,47
4,33
3,79
6,10
2,90
3,91
5,25
4,77
6,18
6,09
541
5,04
4,75
5,26
545
4,53
5,44
2,92
3,20
3,49
3,80
3,73
423
3,60
347

5,27
5,21
5,23
5,21
5,20
5,20
5,27
5,26
5,23
5,26
5,20
5,26
5,18
5,18
5,06
5,43
5,29
5,25
5,18
5,36
5,05
5,48
5,48
5,03
5,29
5,36
5,32
5,40
5,38
5,34
5,39
5,23
5,35
5,35
5,32
5,38
5,17
5,19
5,24
5,27
5,18
5,30
5,25
5,23

3,42
6,76
6,91
6,74
6,67
6,90
6,78
6,80
7,05
7,04
6,92
7,97
6,82
8,70
8,90
6,27
6,12
7,57
2,04
5,68
6,67
8,66
7,03
7,24
8,40
8,40
5,65
7,67
6,06
7,90
5,04
6,64
7,40
11,70
6,10
9,12
12,8
8,11
5,51
5,00
4,81
5,24
5,19
5,53

20
14
20
24
22
22
28
26
18
24
18
22
22
20
15
18
20
12
22
14
20
10
18
16
20
22
22
24
20
22
22
20
22
26
22
22
18
16
16
18
20
20
20
18

556
585
568
570
572
564
571
568
549
570
574
575
572
570
566
561
560
577
ND
562
ND
591
562
ND
ND
539
572
570
569
565
576
584
538
568
572
575
ND
522
548
548
556
560
532
ND
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86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

432
4,43
6,46
6,52
8,68
6,95
7,77
4,77
7,35
6,36
4,57
6,53
6,93
1,78
9,86
10,1
9,92
7,03
3,76
7,93
8,42
531
6,89
4,49
4,94
4,67
4,75
4,89
4,09
4,13
4,42
7,08
4,92
3,81
8,68
6,95
777
8,10
7,10
6,37
6,90

10,5

10,3

12,3

10,8

12,6

12,0

11,7

11,0

11,2

11,7

11,2

11,6

13,0

11,8

10,6

12,0

12,0

12,1

9,87

8,90
11,00
10,6

10,8

10,1

10,2

9,37

10,7

10,9

11,0

9,22

9,24

12,36
10,06
9,02

12,64
12,17
11,9

12,29
12,19
11,34
10,02

1,037
1,036
1,042
1,036
1,042
1,041
1,039
1,038
1,037
1,040
1,039
1,040
1,045
1,045
1,032
1,038
1,038
1,041
1,035
1,027
1,035
1,037
1,036
1,035
1,035
1,032
1,037
1,038
1,039
1,032
1,032
1,043
1,035
1,033
1,042
1,041
1,039
1,038
1,043
1,070
1,036

4,39
4,20
5,91
3,40
6,19
5,67
5,44
4,77
4,99
5,37
4,92
5,34
6,53
4,41
4,56
5,77
5,76
5,78
3,83
3,13
4,86
4,50
4,67
5,53
4,14
3,44
4,56
4,72
4,75
3,30
3,33
6,19
421
3,73
6,07
5,98
5,66
5,74
6,20
527
3,60

5,31
5,29
5,39
5,32
5,37
5,37
5,32
5,33
5,29
5,35
5,35
5,34
5,44
6,47
5,19
5,30
5,30
5,38
5,27
5,07
5,26
5,29
5,28
5,27
5,27
5,20
5,32
5,32
5,35
5,20
5,19
5,30
5,22
5,29
5,86
5,21
5,36
5,40
5,10
5,35
5,48

5,11
5,36
5,62
5,18
5,18
5,06
6,16
2,87
3,95
5,35
4,09
7,67
3,73
8,04
6.6
6,62
6,65
6,71
6.6
6,9
2,53
6,88
6,94
6,98
6,82
7,15
7,12
7,07
6,97
7,11
7,15
7,67
6,72
5,13
5,18
5,06
6,16
6,61
7,67
5,31
5,78

32
22
22
24
24
22
20
18
22
22
20
22
26
24
24
26
26
24
26
20
26
22
24
22
22
20
20
20
20
16
18
24
21
18
24
22
20
26
24
22
24

562
563
575
555
577
571
571
552
567
575
563
561
567
ND
574
ND
ND
599
573
568
565
562
545
578
560
576
590
599
599
529
525
570
ND
ND
575
571
571
571
570
575
555
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de Staphylococcus aureus, aerébios mesoéfilos, coliformes totais,

UFC/mL

Amostra Aerdbios Coliformes  Escherichia

S. aureus . . . BAL

mesofilos totais coli

1 0 260 0 0 ND
2 0 320 0 0 140
3 0 8 0 0 0
4 0 14 0 0 0
5 61 900 0 0 300
6 188 1800 0 0 17
7 0 910 0 0 26
8 0 35 0 0 0
9 21 3000 0 0 440
10 0 124 0 0 0
11 3 124 0 0 50
12 7 27 0 0 0
13 5 4100 0 0 1700
14 32 120 0 0 0
15 0 1 0 0 0
16 0 13 0 0 0
17 50 450 0 0 0
18 24 1380 0 0 1230
19 17 90 0 0 710
20 55 120 0 0 80
21 2 1170 1 0 1060
22 3 124 9 3 70
23 0 151 0 0 67
24 0 110 0 0 87
25 0 36 0 0 13
26 0 150 0 0 50
27 1 3380 0 0 230
28 52 141 1 1 110
29 4 290 130 13 147
30 0 83 4 1 109
31 3 570 0 0 230
32 0 24 0 0 0
33 0 6 0 0 18
34 0 29 0 0 0
35 2 56 0 0 0
36 0 2640 0 0 550
37 4 53 0 0 0
38 0 5 1 0 0
39 15 2850 0 0 650
40 0 1240 0 0 340
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47
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140
12300
30
40
6900
23
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60
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300
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12000
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80
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40

80
550
360
220
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267
369
274
9000
70
25300

29000
48
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91
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93
94
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96
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240
210
110
110
630
890
80
140
230
40
170
190
50
460
460
4300
40
330
100
510
10
280
500
10000
1160
250000
350
650
750
78
140
13
730000
38000
54000
13000
2500000
32
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260000
120000
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17000
26
61
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10
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300
18
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46
10000
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Tabela 3. Diametros dos halos de inibi¢do (mm) verificados no teste de antagonismo das culturas de bactérias dcido l4ticas isoladas de leite ovino
contra Lactobacillus sakei, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.

MICRO-ORGANISMOS INDICADORES TESTADOS

Amostra BAL identificada L. sakei S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus L. L. L. L.

ATCC ATCC ATCC ATCC 26BP6* monocytogenes monocytogenes  monocytogenes  monocytogenes Morfologia Catalase

15521 12600 12598 25923 ATCC 7644 ATCC 49594 ATCC 15313 537
1 Pediococcus pentosaeus 8 6 2 0 0 8 0 0 8 Coco Gram+ negativa
2 Enterococcus faecium 4 0 4 0 4 6 4 0 4 Coco Gram+ negativa
3 Pediococcus pentosaeus 4 4 0 0 0 6 0 0 14 Coco Gram+ negativa
4 Pediococcus pentosaeus 12 0 0 0 0 4 0 0 0 Coco Gram+ negativa
5 Pediococcus pentosaeus 6 0 2 0 0 4 0 0 0 Coco Gram+ negativa
7 Pediococcus pentosaeus 6 0 2 0 0 4 0 0 0 Coco Gram+ negativa
8 Enterococcus faecium 8 0 0 4 0 6 0 4 2 Coco Gram+ negativa
9 Enterococcus faecium 4 4 0 0 0 6 0 0 4 Coco Gram+ negativa
11 Enterococcus faecium 8 0 0 6 4 4 0 0 0 Coco Gram+ negativa
12 Enterococcus faecium 8 0 0 2 0 6 0 0 0 Coco Gram+ negativa
13 Lactococcus lactis 8 0 0 4 0 8 0 0 0 Coco Gram+ negativa
14 Enterococcus faecium 4 0 0 6 4 6 0 0 0 Coco Gram+ negativa
15 Enterococcus faecium 2 0 0 2 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
16 Enterococcus casseliflavus 4 0 0 4 0 0 0 0 4 Coco Gram+ negativa
17 Enterococcus casseliflavus 6 0 0 4 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
18 Enterococcus faecium 10 0 0 4 0 0 0 0 6 Coco Gram+ negativa
19 Enterococcus faecium 2 0 0 2 0 0 0 0 6 Coco Gram+ negativa
20 Pediococcus pentosaeus 6 0 0 4 4 0 0 0 8 Coco Gram+ negativa
21 Enterococcus faecium 4 4 6 6 4 2 0 0 6 Coco Gram+ negativa
22 Pediococcus pentosaeus 8 0 0 6 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
23 Enterococcus faecium 4 0 0 2 0 0 0 0 6 Coco Gram+ negativa
24 Lactococcus garvieae 4 0 2 4 0 0 0 0 4 Coco Gram+ negativa
25 Enterococcus faecium 6 0 0 0 0 2 0 0 0 Coco Gram+ negativa
26 Enterococcus faecium 2 0 4 2 0 0 0 0 4 Coco Gram+ negativa
27 Lactococcus lactis 0 0 0 2 0 4 0 0 0 Coco Gram+ negativa
28 Lactococcus lactis 4 4 2 0 0 6 0 2 0 Coco Gram+ negativa
29 Lactococcus lactis 0 6 0 4 0 6 0 0 4 Coco Gram+ negativa
30 Lactococcus lactis 6 0 2 4 0 8 0 0 2 Coco Gram+ negativa
31 L actococcus lactis 6 0 4 0 0 4 0 0 2 Coco Gram+ negativa
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32 Lactococcus lactis 6 6 2 8 4 8 2 0 4 Coco Gram+ negativa
33 Lactococcus lactis 14 0 4 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
34 Enterococcus faecalis 12 2 2 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
35 Enterococcus faecalis 10 0 4 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
36 Enterococcus faecalis 10 0 4 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
37 Enterococcus faecalis 8 0 0 4 2 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
38 Lactococcus lactis 10 0 4 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
39 Lactococcus lactis 8 0 0 4 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
40 Enterococcus faecalis 6 0 0 0 0 0 2 2 0 Coco Gram+ negativa
41 Lactococcus lactis 6 0 2 6 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
42 Lactococcus lactis 8 0 2 0 0 0 0 2 0 Coco Gram+ negativa
43 Pediococcus pentosaeus 8 0 2 0 0 0 2 6 0 Coco Gram+ negativa
44 Enterococcus faecalis 8 0 2 6 0 0 8 0 0 Coco Gram+ negativa
45 Lactococcus lactis 10 0 0 6 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
46 Enterococcus faecalis 6 0 0 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
48 Enterococcus faecalis 8 0 2 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
49 Lactococcus lactis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
50 Lactococcus lactis 10 0 2 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
51 Lactococcus lactis 10 0 0 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
52 Enterococcus faecalis 12 0 0 4 0 0 0 2 0 Coco Gram+ negativa
53 Lactococcus lactis 6 0 0 4 0 0 0 4 0 Coco Gram+ negativa
54 Enterococcus faecalis 6 0 4 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
55 Lactococcus lactis 4 0 0 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
56 Lactococcus lactis 6 0 4 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
57 Lactococcus lactis 8 0 4 4 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
58 Lactococcus lactis 10 0 0 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
59 Lactococcus lactis 8 2 4 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
60 Lactococcus lactis 4 0 0 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
61 Enterococcus faecalis 14 0 0 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
62 Enterococcus faecalis 6 0 4 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
63 Lactococcus lactis 8 0 2 0 0 0 0 0 2 Coco Gram+ negativa
64 Streptococcus salivarius 14 0 0 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
65 Pediococcus pentosaeus 10 0 4 2 0 0 4 0 0 Coco Gram+ negativa
66 Lactococcus lactis 8 0 0 0 0 0 0 0 0 Coco Gram+ negativa
67 Enterococcus faecalis 10 0 4 6 0 0 0 4 0 Coco Gram+ negativa
68 Enterococcus faecium 8 0 4 4 0 0 2 0 0 Coco Gram+ negativa
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Enterococcus faecalis
Lactococcus lactis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Lactococcus lactis
Streptococcus salivarius
Streptococcus salivarius
Pediococcus pentosaeus
Lactococcus lactis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Lactococcus lactis
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Coco Gram+
Coco Gram+
Coco Gram+
Coco Gram+
Coco Gram+
Coco Gram+
Coco Gram+
Coco Gram+
Coco Gram+
Coco Gram+
Coco Gram+
Coco Gram+
Coco Gram+

negativa
negativa
negativa
negativa
negativa
negativa
negativa
negativa
negativa
negativa
negativa
negativa
negativa

*S. aureus 26BP6 — isolado de quejo

**L. monocytogenes 537 — isolado de carcaca bovina

Figura 1. Perfis de reacdo de Rep-PCR evidenciados em eletroforese em gel de agarose a 2%, das culturas de bactérias 4cido léticas isoladas do

leite ovino cru (M: marcador de 1 Kb DNA).
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Figura 2. Perfis de reacdo de Rep-PCR evidenciados em eletroforese em gel de agarose a 2%, das culturas de bact

leite ovino cru (M: marcador de 1 Kb DNA).



