
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

ESCOLA DE VETERINÁRIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA ANIMAL 
 

 

 

 

 

 

Potencial probiótico in vitro e in vivo de Lactobacillus plantarum B7 e 

Lactobacillus rhamnosus D1 contra Listeria monocytogenes na infecção 

experimental e produção de leite fermentado de cabra  

Gustavo Lucas Costa Valente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BELO HORIZONTE - MG 

2018 



 

Gustavo Lucas Costa Valente 

 

 

 

 

Potencial probiótico in vitro e in vivo de Lactobacillus plantarum B7 e 

Lactobacillus rhamnosus D1 contra Listeria monocytogenes na infecção 

experimental e produção de leite fermentado de cabra  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BELO HORIZONTE - MG 

2018 

Dissertação apresentada à Escola de 

Veterinária da Universidade 

Federal de Minas Gerais – UFMG, 

como requisito para obtenção do 

grau de Mestre em Ciência Animal. 

 

Área de concentração: Tecnologia e 

Inspeção de Produtos de Origem 

Animal 

 

Orientadora: Cláudia Freire de 

Andrade Morais Penna 

 

Co-orientadores: Marcelo Resende 

de Souza e Andréia Marçal da Silva 

 



 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus pelo dom da vida e sabedoria. 

Aos meus pais, Sandra e Fernando, pela base, incentivo e orientação fornecida. À minha irmã, Stefânia, 

por todo o apoio. À Laila e Olívia pelos momentos de descontração.    

À Ursula por estar sempre ao meu lado em todos os momentos, me ajudando e apoiando em todas as 

decisões, e a toda sua família. 

À professora Cláudia pela orientação e disponibilidade em sempre ajudar. 

Ao professor Marcelo pela orientação, conhecimentos compartilhados e por ter aberto as portas para 

que eu seguisse uma carreira acadêmica. 

À professora Andréia pela orientação e por sempre demonstrar interesse em contribuir com o projeto. 

Ao Leonardo Acurcio pela paciência e ajuda fundamental em todas as etapas desse trabalho. 

Aos professores do Departamento de Tecnologia e Inspeção de Produtos de Origem Animal (DTIPOA) 

por todos os ensinamentos. Aos funcionários do DTIPOA pelos auxílios prestados, em especial ao 

Marco Antonio, Maura, César, Miltinho e Cosme. 

À equipe do LabUFMG pela cooperação da realização de análises de composição e de contagem 

bacteriana no leite cru de cabra. 

Aos colegas de laboratório e mestrado, Carla, Gabriela, Letícia, Naiara, Ana, Cláudia, Érica, Sarah, 

Victor, Viviane, e em especial ao Felipe, Ranier e Marcela pela ajuda indispensável nas análises 

sensoriais. Aos alunos de IC, Luigi Freitas e Bárbara Couto pelo auxílio e dedicação. 

Aos professores Jacques e Elisabeth por disponibilizarem todas as condições para a experimentação 

animal. A todo grupo do Laboratório de Ecologia e Fisiologia de Micro-organismos (LEFM) pelo 

auxílio. 

Ao colegiado de pós-graduação e a CAPES, pela bolsa concedida. 

Aos animais utilizados no experimento, todo meu respeito. 

 

 

 

 

 

 

 



 

SUMÁRIO 

 RESUMO............................................................................................................................. 7 

 ABSTRACT......................................................................................................................... 8 

1. INTRODUÇÃO................................................................................................................... 9 

2. OBJETIVO.......................................................................................................................... 10 

2.1. Objetivos geral...................................................................................................................... 10 

2.2. Objetivos específicos............................................................................................................ 10 

3. REVISÃO DE LITERATURA.......................................................................................... 11 

3.1. Queijo Minas artesanal.......................................................................................................... 11 

3.2. Bactérias ácido-lácticas......................................................................................................... 12 

3.3. Lactobacillus spp.................................................................................................................. 13 

3.4. Probióticos.............................................................................. .............................................. 13 

3.4.1. Definição...............................................................................................................................  13 

3.4.2. Histórico............................................................................................................ .................... 14 

3.4.3. Utilizações.............................................................................................................................  15 

3.4.4. Mecanismos de ação............................................................................................................. 16 

3.4.4.1. Produção de substâncias inibidoras....................................................................................... 16 

3.4.4.2. Proteção da barreira epitelial................................................................................................. 18 

3.4.4.3. Modulação da resposta imune do hospedeiro....................................................................... 18 

3.5. Listeria monocytogenes........................................................................................................ 19 

3.5.1. Características do agente........................................................................ ............................... 19 

3.5.2. Listeriose e sua importância epidemiológica........................................................................ 19 

3.5.3. Antagonismo de bal contra l. monocytogenes....................................................................... 21 

3.6. Leites fermentados................................................................................................ ................ 22 

3.6.1. Leite fermentado de cabra............................................................................... ...................... 23 

4. MATERIAL E MÉTODOS............................................................................................... 24 

4.1. Micro-organismos utilizados................................................................................................ 24 

4.1.1. Amostras de bactérias ácido-lácticas.................................................................................... 24 

4.1.2. Amostra de Listeria monocytogenes..................................................................................... 25 

4.2. Avaliação do potencial probiótico in vitro............................................................................ 25 

4.2.1. Resistência a antimicrobianos............................................................................................... 25 

4.2.2. Resistência in vitro ao ácido gástrico artificial..................................................................... 27 

4.2.3. Resistência in vitro aos sais biliares...................................................................................... 27 

4.2.4. Teste de antagonismo in vitro – “spot on the lawn”............................................................. 28 

4.3. Teste de proteção in vivo....................................................................................... ................ 29 

4.3.1. Animais................................................................................................................................. 29 

4.3.2. Determinação de modelo de infecção experimental............................................................. 29 

4.3.3. Curva de sobrevida e desenvolvimento ponderal................................................................. 30 

4.4. Elaboração de leite fermentado de cabra por L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1............. 30 

4.4.1. Obtenção e avaliação da qualidade do leite de cabra cru...................................................... 30 

4.4.2. Determinação da curva de fermentação das culturas testadas.............................................. 31 

4.4.3. Elaboração do leite fermentado de cabra para os testes de aceitação................................... 31 

4.4.4. Análises físico-químicas dos leites fermentados.................................................................. 31 

4.4.5. Análises microbiológicas dos leites fermentados................................................................. 32 

4.4.6. Teste de análise sensorial dos leites fermentados................................................................. 32 

4.5. Análises estatísticas.............................................................................................................. 33 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO........................................................................................ 33 

5.1. Potencial probiótico in vitro de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1.................................. 33 

5.1.1. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos.......................................................................... 33 

5.1.2. Resistência ao ácido gástrico artificial e sais biliares........................................................... 36 

5.1.3. Antagonismo in vitro............................................................................................................ 37 

5.1.3.1. Lactobacillus spp. contra L. monocytogenes........................................................................ 37 

5.1.3.2. Lactobacillus plantarum B7 contra Lactobacillus rhamnosus D1....................................... 39 



 

5.2. Teste de proteção in vivo....................................................................................................... 39 

5.2.1. Modelo de infeção experimental........................................................................................... 39 

5.2.2. Curva de sobrevida............................................................................................................... 41 

5.2.3. Desenvolvimento ponderal................................................................................................... 43 

5.3. Leite fermentado de cabra com Lactobacillus spp................................................................ 45 

5.3.1. Avaliação do leite de cabra cru.................................................................. ........................... 45 

5.3.2. Curva de fermentação do leite de cabra pelos lactobacilos.................................................. 46 

5.3.3. Parâmetros físico-químicos antes e durante a estocagem..................................................... 48 

5.3.4. Parâmetros microbiológicos durante a estocagem................................................................ 50 

5.3.5. Análise sensorial dos leites fermentados.............................................................................. 55 

6. CONCLUSÃO........................................................................................................ ............. 59 

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS.............................................................................. 59 

8. ANEXOS..................................................................................... ......................................... 82 

 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1. Classes e propriedades de bacteriocinas produzidas por probióticos 17 

Tabela 2. Incidência de L. monocytogenes em produtos lácteos 20 

Tabela 3. Distribuição de casos de listeriose de 1998 a 2016 nos EUA 21 

Tabela 4. Distribuição do rebanho caprino no Brasil em 2016 23 

Tabela 5. Discos de antimicrobianos utilizados no antibiograma 26 

Tabela 6. Níveis de sensibilidade de Lactobacillus spp. à antimicrobianos de acordo com as 

médias dos diâmetros dos halos de inibição (mm) no teste de antibiograma 
26 

Tabela 7. Probióticos comerciais utilizados para comparação de antagonismo in vitro de L. 

plantarum B7 e L. rhamnosus D1 contra Listeria monocytogenes 
28 

Tabela 8. Vias de inoculação e doses de L. monocytogenes para estabelecimento de um modelo 

murino de infecção experimental 
29 

Tabela 9. Sensibilidade de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 isolados de QMA da Serra da 

Canastra –MG à antimicrobianos 
34 

Tabela 10. Sensibilidade de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 isolados de QMA da Serra da 

Canastra –MG à antimicrobianos segundo Costa et al. (2013) 

 

35 

Tabela 11. Percentual de inibição e classificação quanto ao nível de tolerância (tolerante – T, 

moderadamente tolerante – MT, sensível – S), ao ácido gástrico artificial (pH 2,0) e 

aos sais biliares de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1, isolados de queijo Minas 

artesanal da Serra da Canastra – MG 

36 

Tabela 12. Progressão clínica de listeriose em camundongos BALB/c após infecção intravenosa 

experimental (veia caudal) 
40 

Tabela 13. DL50 apresentada por amostras de L. monocytogenes após infecção experimental 

intraperitoneal em camundongos A/J 
43 

Tabela 14. Médias e desvios-padrão de resultados de análises de composição química, CCS e 

CBT do leite de cabra cru, considerando três repetições – lotes distintos 
45 

Tabela 15. Parâmetros físico-químicos e microbiológicos de leite fermentado de cabra por L. 

plantarum B7, L. rhamnosus D1 e ambos (M) em diferentes tempos de fermentação 

 

49 

Tabela 16. Acidez titulável dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus 

D1, ambos (M) e L. casei YA em diferentes dias de estocagem a 7°C 
50 

Tabela 17. pH dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, ambos 

(M) e L. casei YA em diferentes dias de estocagem a 7°C 
51 

Tabela 18. Teor de ácidos graxos livres dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. 

rhamnosus D1, ambos (M) e L. casei YA em diferentes dias de estocagem a 7°C 
52 

Tabela 19. Teor de gordura dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus 

D1, ambos (M) e L. casei YA em diferentes dias de estocagem a 7°C 
52 



 

Tabela 20. Teor de proteína dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus 

D1, ambos (M) e L. casei YA em diferentes dias de estocagem a 7°C 
53 

Tabela 21. Teor de extrato seco total dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. 

rhamnosus D1, ambos (M) e L. casei YA em diferentes dias de estocagem a 7°C 
54 

Tabela 22. Teor de cinzas dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus 

D1, ambos (M) e L. casei YA em diferentes dias de estocagem a 7°C 
54 

Tabela 23. Aceitação de leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, 

ambos (M) e L. casei YA em diferentes dias de estocagem a 7°C 
56 

Tabela 24. Intenção de compra dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. 

rhamnosus D1, ambos (M) e L. casei YA em diferentes dias de estocagem a 7°C 
58 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Média dos halos de inibição (mm) e desvios-padrão do teste de antagonismo in vitro de 

Lactobacillus spp. contra L. monocytogenes. Legenda: B7 – L. plantarum; D1 – L. 

rhamnosus; AC, EL, IT, PA, VI, YA – L. casei; CH – L. paracasei; LGG – L. 

rhamnosus GG; CH – L. paracasei. 

38 

Figura 2. Sobrevida (%) de camundongos BALB/c (n=14) tratados com L. plantarum B7 e com 

salina 0,9% (controle) e desafiados com L. monocytogenes (10
6
 UFC) via veia caudal 

41 

Figura 3. Sobrevida (%) de camundongos BALB/c (n=14) tratados com L. rhamnosus D1 e com 

salina 0,9% (controle) e desafiados com L. monocytogenes (10
6
 UFC) via veia caudal 

41 

Figura 4. Peso relativo (%) de camundongos BALB/c (n=14) tratados com L. plantarum B7 e 

com salina 0,9% (controle) e desafiados com L. monocytogenes (10
6
 UFC) via veia 

caudal (dia 11) 

44 

Figura 5. Peso relativo (%) de camundongos BALB/c (n=14) tratados com L. rhamnosus D1 e 

com salina 0,9% (controle) e desafiados com L. monocytogenes (10
6
 UFC) via veia 

caudal (dia 11) 

44 

Figura 6. Médias de pH durante 24 horas de fermentação de leite de cabra por Lactobacillus 

plantarum B7, L. rhamnosus D1 e ambos (M) 
47 

Figura 7. Médias de acidez titulável durante 24 horas de fermentação de leite de cabra por 

Lactobacillus plantarum B7, L. rhamnosus D1 e ambos (M) 
47 

Figura 8. Médias de contagem bacteriana durante 24 horas de fermentação de leite de cabra por 

Lactobacillus plantarum (B7), L. rhamnosus D1 e ambos (M) 
48 

Figura 9. Contagem de L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, ambos (M) e L. casei YA nos leites 

fermentados e armazenados a 7°C por 0, 15 e 30 dias. Teste de Tükey (p<0,05). 
55 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

RESUMO 

 

Lactobacillus spp. são bactérias ácido lácticas com importantes aplicações na indústria alimentícia 

devido a sua capacidade de fermentação. Algumas amostras podem também contribuir para o equilíbrio 

da microbiota intestinal e para a saúde do hospedeiro quando administradas em concentrações 

adequadas, caracterizando um potencial probiótico. Dentre os benefícios à saúde, destaca-se a proteção 

do organismo contra agentes infecciosos devido a mecanismos como: competição por nutrientes e sítios 

de ligação, antagonismo direto, modulação das respostas imune e inflamatória. Por outro lado, Listeria 

monocytogenes é um patógeno frequentemente veiculado por meio da ingestão de produtos de origem 

animal contaminados e relacionado à ocorrência de enteropatia, meningoencefalite, aborto e septicemia. 

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial probiótico in vitro e in vivo de Lactobacillus plantarum 

B7 e Lactobacillus rhamnosus D1 isolados de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra contra L. 

monocytogenes. Pretendeu-se, ainda, elaborar um leite fermentado de cabra potencialmente funcional 

com B7 e D1, avaliando sua qualidade físico-química, microbiológica e sensorial ao longo de 30 dias de 

armazenamento a 7°C. Ambas as amostras apresentaram capacidade de inibir L. monocytogenes in 

vitro, além de demonstrar perfil de susceptibilidade desejável a antimicrobianos e resistência desejável 

a ácidos gástricos e sais biliares. Nos testes in vivo, utilizando camundongos convencionais da linhagem 

BALB/c para determinação de curvas de sobrevida e desenvolvimento ponderal, não foram observadas 

diferenças (p>0,05) entre as taxas de mortalidade dos grupos controle, B7 e D1 após infecção 

experimental por L. monocytogenes, embora o grupo tratado com D1 tenha apresentado um ganho de 

peso maior (p<0,05) que os outros grupos. Os leites de cabra fermentados por B7, D1 ambas e 

Lactobacillus casei YA apresentaram parâmetros físico-químicos adequados às legislações e estudos 

científicos de referência. Os padrões microbiológicos comprovaram a inocuidade do produto e uma 

população adequada de Lactobacillus spp. (> 10
8 

UFC/g) durante todo o período de 30 dias de 

estocagem a 7°C. Na análise sensorial, o leite fermentado por D1 mostrou maior aceitação e intenção de 

compra (p<0,05) pelos provadores, comparado aos demais tratamentos. Esses resultados indicam que 

D1 apresenta potencial probiótico e poderá ser veiculada para consumo por leite fermentado de cabra. 

 

Palavras chave: Lactobacillus, probióticos, BALB/c, Listeria monocytogenes, leite fermentado de cabra  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Lactobacillus spp. are lactic acid bacteria with important implications in food industry due to their 

fermentation capacities. Some strains may also contribute to the balance of the intestinal microbiota and 

to the health of the host when administered in an adequade concentration, characterizing a probiotic 

potential. Among the health benefits, there are protections against infectious agents due to mechanisms 

like: nutrient competition, competitive exclusion, direct antagonism, immuno and inflammatory 

modulation. On the other hand, Listeria monocytogenes is a pathogen often transmitted by foods of 

animal origin and is related to the occurrence of enteropathy, meningoencephalitis, abortion and 

septicemia. The aim of this survey was to evaluate the in vitro and in vivo probiotic potential of 

Lactobacillus plantarum B7 and Lactobacillus rhamnosus D1, isolated from Minas artesanal cheese of 

the Serra da Canastra, against L. monocytogenes. It was still intended to develop a potentially functional 

fermented goat milk with B7 and D1, and to evaluate the physical-chemical, microbiological and 

sensorial quality during 30 days of storage at 7 ° C. Both strains demonstrated in vitro inhibitory 

activity against L. monocytogenes, besides showing sensitivity to antimicrobials and resistance to 

gastric acids and bile salts. In the in vivo assays, using conventional mice of BALB/c strain to 

determination of mortality rate and weight gain, no differences were observed (p>0.05) between the 

mortality rate of the control, B7 and D1 groups after experimental infection by L. monocytogenes. 

However, the group treated with D1 showed a higher weight gain (p<0.05) than other groups. The goat 

fermented milks by B7, D1, both and Lactobacillus casei YA showed physicochemical parameters 

adequate to the legislation and scientific studies of reference. Microbiological standards have 

demonstrated the safety of the product and an adequate population of Lactobacillus spp. (> 10
8
 CFU/g) 

throughout the 30-day storage period at 7 °C. In the sensory analyses, D1 milk fermented demonstred 

higher consumer acceptance and purchase intention (p<0.05) than other treatments. These results 

indicate that D1 showed probiotic potential and may be carried out by fermented goat milk. 

 

Keywords: Lactobacillus, probiotics, BALB/c, Listeria monocytogenes, goat fermented milk 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Segurança alimentar é um dos fatores que mais tem chamado à atenção do mercado consumidor 

mundial. Segundo o artigo 3º da Lei Orgânica de Segurança Alimentar e Nutricional (LOSAN), a 

segurança alimentar e nutricional é um conceito bastante amplo que aborda o direito de todos ao acesso 

regular e permanente a alimentos, em quantidade e qualidade adequadas, sem comprometer o acesso a 

outras necessidades essenciais, tendo como base, práticas alimentares promotoras de saúde que 

respeitem a diversidade cultural e que sejam ambiental, cultural, econômica e socialmente sustentáveis 

(Brasil, 2006a). 

Alguns fatores podem apresentar-se como um risco à integridade dos alimentos que, por sua vez, 

influenciarão o estado de saúde daqueles que os consomem. Nesse sentido, doenças transmitidas por 

alimento (DTA) são manifestações clínicas decorrentes do consumo de alimentos e/ou água 

contaminados por elementos de natureza microbiológica, química ou física. Atualmente, existem cerca 

de 250 tipos de doenças alimentares sendo as principais delas desencadeadas por micro-organismos 

patogênicos (Mousa et al., 2016). 

Um dos principais fatores de risco associado à ocorrência de DTA, de uma forma geral, é a baixa dose 

infectante necessária para desencadear o quadro clínico. Como essa dose é menor que a quantidade de 

micro-organismos necessária para degradar os alimentos, os consumidores têm uma falsa impressão de 

inocuidade do produto em virtude da ausência de alterações sensoriais. Diante desse cenário, a 

prevenção se torna uma etapa fundamental para proteção frente às DTA (Oliveira et al., 2010).  

Por outro lado, alimentos também podem exercer um importante papel na promoção da saúde, sendo 

essa uma grande preocupação de consumidores e pesquisadores nos dias de hoje. Os alimentos 

funcionais, como são denominados, exercem benefícios específicos à saúde, a partir da redução do risco 

de diversas doenças e condução do consumidor ao bem estar físico e mental (Abuajah et al., 2015). 

Nos últimos anos, tem sido observado um grande avanço no desenvolvimento de produtos com apelo 

probiótico, prebiótico e simbiótico, que são capazes de exercer uma série de benefícios à saúde, nos 

quais se incluem: modulação do sistema imune, atividade anticarcinogênica, síntese de vitaminas do 

complexo B, melhora na digestão da lactose em indivíduos intolerantes e modulação dos níveis de 

colesterol sérico (Martinéz et al., 2015). 

Da mesma forma, o leite caprino, embora pouco explorado no contexto brasileiro, é um alimento que 

apresenta diversas propriedades benéficas do ponto de vista nutricional, sendo também uma alternativa 

de consumo aos indivíduos alérgicos ao leite bovino. Além disso, o leite de cabra apresenta 

componentes de maior digestibilidade, comparado ao leite de outras espécies, resultando na maior 

absorção de nutrientes (Yadav et al., 2016). 

Entretanto, o leite de cabra é alvo de diversas depreciações atribuídas por parte do mercado consumidor 

em virtude das características sensoriais típicas referentes ao seu sabor e odor. Tal situação é um dos 

principais fatores que resultam na rejeição do produto, dificultando com que derivados lácteos caprinos 

conquistem mais espaços nas prateleiras de mercados e, consequentemente, na mesa dos consumidores. 

Por outro lado, o processo de fermentação se apresenta como uma interessante ferramenta capaz de 

amenizar os sabores e odores indesejáveis, eliminando assim os aspectos depreciativos que são 

aplicados sobre esse produto. 
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Dessa forma, o desenvolvimento de produtos como leites fermentados de cabra a partir da adição de 

culturas bacterianas que apresentam um potencial probiótico se mostra como uma alternativa 

interessante para introdução de lácteos de origem caprina na mesa dos consumidores brasileiros, ao 

mesmo tempo em que veicula micro-organismos potencialmente capazes de promoverem benefícios à 

saúde dos hospedeiros.   

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 
 

Avaliar o potencial probiótico in vitro e in vivo de Lactobacillus plantarum B7 e L. rhamnosus D1, 

isolados de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra, contra Listeria monocytogenes e elaborar e 

avaliar leites fermentados de cabra com tais lactobacilos. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 
 

 

 Confirmar o potencial probiótico in vitro de Lactobacillus plantarum B7 e L. rhamnosus D1 a 

partir da realização de: 

 

 teste de sensibilidade à antimicrobianos (antibiograma); 

 

 testes de resistência a sais biliares e ao ácido gástrico artificial; 

 

 determinar a capacidade de inibição in vitro (antagonismo) contra Listeria 

monocytogenes. 

 

 Avaliar o potencial probiótico in vivo de Lactobacillus plantarum B7 e L. rhamnosus D1 contra 

Listeria monocytogenes, em camundongos convencionais da linhagem BALB/c, a partir da 

determinação das taxas de mortalidade e avaliação do desenvolvimento ponderal. 

 

 Elaborar leites fermentados de cabra com os mesmos lactobacilos, submetendo-os a análises 

físico-químicas, microbiológicas e sensoriais, ao longo de 30 dias de armazenamento sob 

refrigeração a 7°C. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Queijo Minas artesanal 

 
Queijo Minas artesanal (QMA) é um dos mais antigos e tradicionais queijos produzidos no Brasil. 

Acredita-se que as técnicas de elaboração tenham sido trazidas pelos colonizadores, devido a 

semelhanças entre esse processo e o de produção do queijo da Serra da Estrela em Portugal (Meneses, 

2006). Porém, outra vertente histórica atribui a origem das técnicas aos imigrantes vindos do 

arquipélago de Açores, que se estabeleceram em Minas Gerais no século XVIII (Netto, 2011).  

A produção de QMA, de forma resumida, é caracterizada pela utilização do leite cru adicionado de soro 

fermento endógeno, seguido da coagulação pela ação do coalho. O “pingo”, como popularmente é 

conhecido o fermento, é oriundo do soro resultante da produção de queijos do dia anterior, que é 

coletado e utilizado na elaboração do produto no dia seguinte. Além disso, essa é considerada uma das 

principais matérias primas determinantes da identidade própria do QMA, visto que sua composição 

reflete as condições ambientais das quais se origina (Chalita et al., 2009).  

O tradicional modo de fazer o QMA remete a uma grande importância cultural, pois as técnicas de 

produção têm sido passadas de geração a geração como um símbolo da identidade mineira. Além disso, 

há grande expressividade do ponto de vista econômico, visto que essa atividade está presente em 70% 

dos municípios de Minas Gerais, sendo uma das principais fontes de renda para famílias inseridas na 

agricultura familiar. Estima-se que a produção anual de QMA atinja valores aproximados de 30 mil 

toneladas, englobando 27 mil produtores (Brant et al., 2007; Dores e Ferreira, 2012). Diante desse 

cenário, a forma de elaboração do QMA foi reconhecida pelo Inventário Nacional de Referências 

Culturais do Instituto do Patrimônio Histórico e Artístico Nacional (IPHAN) como patrimônio imaterial 

(IPHAN, 2008).  

Atualmente, sete regiões do estado são legitimamente reconhecidas pelo Instituto Mineiro Agropecuário 

(IMA) como produtoras de QMA: Serro, Serra da Canastra, Cerrado, Araxá, Campo das Vertentes, 

Serra do Salitre e Triângulo Mineiro. Embora alguns registros históricos indiquem que a região da Serra 

da Canastra tenha uma tradição secular quanto à produção de queijos, apenas em 2004 os municípios 

que a compõe (Bambuí, Delfinópolis, Medeiros, Piumhi, São Roque de Minas, Tapiraí, Vargem Bonita, 

São João Batista do Glória) obtiveram o reconhecimento legal como produtores de QMA, sendo que, 

atualmente a região conta com 48 produtores cadastrados no IMA (Minas Gerais, 2004; Minas Gerais, 

2017). 

O QMA também apresenta grande importância do ponto de vista de saúde pública, pois devido ao 

caráter artesanal de sua produção associado com a utilização do leite cru como principal matéria prima, 

há um grande risco de veicular patógenos envolvidos com surtos de origem alimentar (Pinto et al., 

2011). Porém, bactérias do grupo ácido láctico presentes na forragem oferecida aos animais, na água 

utilizada nas queijarias, no leite cru, no soro fermento, nos utensílios utilizados durante elaboração do 

produto e, consequentemente, no queijo, podem contribuir para a eliminação desse risco ao longo do 

processo de maturação devido à capacidade desses micro-organismos antagonizarem o 

desenvolvimento e a sobrevivência de patógenos (Castro et al., 2016).   
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3.2. Bactérias ácido-lácticas 
 
Bactérias ácido-lácticas (BAL) compõem um grupo microbiano que apresenta algumas características 

em comum dos pontos de vista fisiológico, morfológico e metabólico. Elas são bactérias que se coram 

como Gram positivo, sendo encontradas nas formas de bastonetes ou cocos, geralmente não móveis, 

não esporuladas, catalase-negativo e que produzem ácidos orgânicos, principalmente o ácido láctico, a 

partir de fermentação de carboidratos (Poffo e Silva, 2011).   

A maioria das BAL são anaeróbias, porém, algumas amostras têm a capacidade de utilizar o oxigênio 

em seu metabolismo quando expostas a uma condição aeróbia (Sedewitz et al., 1984). De acordo com a 

temperatura de crescimento, esses micro-organismos também podem ser classificados como mesófilos 

(26-41°C), tendo como representantes os gêneros Lactococcus e Leuconostoc, e termófilos (42°C), 

como Streptococcus thermophilus e Lactobacillus spp. (Jay, 2005). 

Treze gêneros bacterianos pertencentes ao filo Firmicutes compõem o grupo das BAL, sendo eles: 

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, 

Paralactobacillus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (Jay, 2005). 

Esses micro-organismos estão amplamente difundidos e adaptados ao ambiente, podendo ser isolados 

do solo, água, plantas (Yanagida et al., 2007; Fhoula et al., 2013) e de alimentos com alto teor nutritivo, 

como leite e derivados, carnes e produtos cárneos, pescado e grãos (Corsetti et al., 2001; Pringsulaka et 

al., 2012; Castro et al., 2016). BAL também estão presentes como componentes da microbiota de 

diferentes mucosas, como nos tratos gastrintestinal, urogenital inferior e respiratório superior e pele de 

seres humanos e outros animais. Nesses ecossistemas, as BAL exercem influências benéficas 

contribuindo para a saúde do organismo (Harzallah e Belhadj, 2013).  

A principal característica metabólica das BAL é a capacidade de fermentação de glicídios. Esse 

processo pode ocorrer por duas vias metabólicas distintas: via das pentoses fosfatos e via Embden-

Meyerhof-Parnas (EMP). A via das pentoses fosfatos, também chamada de 6-

fosfogluconato/fosfocetolase, se caracteriza pela produção de ácidos (láctico e acético), etanol e dióxido 

de carbono a partir da glicose. Devido à síntese de produtos secundários ao ácido láctico, essa via 

também é chamada de heterofermentativa. Na via EMP ou glicolítica há um predomínio na produção do 

ácido láctico ao final do processo, sendo por isso, classificada como via homofermentativa (Salvetti et 

al., 2013; Taskila e Ojamo, 2013). Existem também as BAL classificadas como heterofermentativas 

facultativas, que são capazes de produzir gases a partir de outros substratos além da glicose, como o 

gliconato.  

A partir desses processos, BAL têm sido amplamente utilizadas na indústria alimentícia para elaboração 

de produtos fermentados. Dentre os alimentos produzidos a partir da aplicação tecnológica dessas 

bactérias, destacam-se os produtos cárneos (Ramirez-Chavarin et al., 2013), os derivados lácteos 

(Mani-López et al., 2014; Picon et al., 2016) e conservas vegetais (Pan et al., 2017). O uso desses 

micro-organismos modifica, de forma desejável, as características sensoriais do produto como sabor e 

textura. Porém, a escolha de diferentes amostras de BAL como fermento influencia diretamente na 

determinação desses parâmetros, uma vez que os distintos micro-organismos produzem diferentes 

compostos (Ikeda et al., 2013). 

Além dos aspectos tecnológicos e sensoriais, BAL são responsáveis pela inibição do desenvolvimento 

de outros micro-organismos nos alimentos, incluindo os patógenos. Essa proteção, do ponto de vista da 

segurança alimentar, se deve a produção de substâncias de caráter inibitório, principalmente o ácido 

láctico (Arqués et al., 2015; Siroli et al., 2015). Em um organismo, algumas amostras de BAL também 
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podem exercer diversas atividades que contribuem para a melhor saúde do hospedeiro, sendo dessa 

forma, consideradas probióticos (Choi et al., 2015; Saez-Lara et al., 2015).  

 

3.3. Lactobacillus spp. 
 
O gênero Lactobacillus é composto por cerca de 224 espécies e 29 subespécies, sendo considerado o 

mais numeroso dentro do grupo das BAL. Quanto à taxonomia, esses micro-organismos pertencem ao 

filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales e família Lactobacillaceae. Eles são bactérias que 

se coram como Gram positivo, anaeróbias facultativas ou microaerófilas, encontradas nas formas de 

bastonetes ou cocobacilos em ambientes onde há carboidratos disponíveis para seu metabolismo 

fermentativo, como alimentos e mucosas de animais (Euzéby, 1997; Balashov et al., 2014; Cousin et 

al., 2015).  

Assim como as demais BAL, as espécies de Lactobacillus spp. podem ser divididas em três grupos 

baseados nas características fermentativas (Stiles e Holzapfel, 1997): 

 Homofermentativos: L. acidophilus, L. bulgaricus, L. crispatus, L. delbrueckii, L. gasseri, L. 

helveticus, L. johnsonii, L. salivarius 

 Heterofermentativos obrigatórios: L. brevis, L. bushneri, L. fermentum, L. reuteri, L. 

sanfrancicencis 

 Heterofermentativos facultativos: L. casei, L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, L. sakei 

Lactobacillus spp. são geralmente reconhecidos como seguros (generally recognised as safe  - GRAS) 

por órgãos de pesquisa e saúde pública, como a Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a 

Agricultura (Food and Agriculture Organization of the United Nations – FAO), Food and Drug 

Administration (FDA), Qualified Presumption of Safety (QPS) e European Food Safety Authority 

(EFSA) (Monteagudo-Mera et al., 2012; Bermúdez-Humarán et al., 2013). Associado a isso, diversos 

estudos demonstram a capacidade que amostras de Lactobacillus têm em exercer proteção aos 

organismos hospedeiros (Campo et al., 2014; Savino et al., 2015). Por esses motivos, bactérias desse 

gênero são utilizadas como probióticos e na produção de alimentos fermentados.  

Entre as espécies desse gênero que já apresentaram um potencial probiótico e vem sendo mais 

estudadas cientificamente, podem ser citadas: L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L. fermentum, L. 

gasseri, L. helveticus, L. johnsonii, L. paracasei, L. pentosus, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus, L. 

salivarius e L. vaginalis (Meng et al., 2014; Aiba et al., 2015; Delgado et al., 2015; Presti et al., 2015; 

Garcia et al., 2016; Sañudo et al., 2017). 

 

3.4. Probióticos 
 

3.4.1. Definição 
 
A palavra “probiótico”, do grego, significa “pró-vida”. Na primeira vez que o termo foi utilizado, Lilly 

e Stillwell (1965) o definiram como uma substância produzida por um micro-organismo capaz de 

estimular o crescimento de outros micro-organismos. Posteriormente, com avanço nos estudos, 

surgiram novas definições. Segundo Parker (1974), probióticos poderiam ser caracterizados como 
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micro-organismos ou substâncias que contribuem para o balanço da microbiota intestinal. Já Fuller 

(1989) definia o termo como suplementos alimentares de micro-organismos vivos que beneficiavam o 

equilíbrio da microbiota intestinal do hospedeiro. 

Atualmente, segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), probióticos são micro-organismos vivos 

que promovem benefícios à saúde do hospedeiro quando administrados em concentrações adequadas 

(FAO/WHO, 2002). Seguindo o conceito, é possível estabelecer que, muito antes do conhecimento 

científico sobre o tema, probióticos já eram utilizados, mesmo que de forma empírica, para o tratamento 

de algumas alterações orgânicas. 

 

3.4.2. Histórico 
 
No antigo testamento da Bíblia (Gênesis 18:8) Abraão, que reconhecidamente tinha uma longevidade 

que o destacava entre os demais indivíduos daquela época, relatou o hábito de ingerir derivados lácteos 

fermentados. Da mesma forma, manuscritos da antiga medicina hindu, datados de cerca de 6.000 a.C. 

relatavam os benefícios que o consumo de lácteos fermentados promovia à saúde (Fisberg e Machado, 

2015). Por volta de 76 a.C., o historiador romano Plínio também sugeria a ingestão desses produtos para 

o tratamento de distúrbios do trato gastrintestinal (Costa e Miglioranza, 2012). 

As primeiras evidências científicas sobre o uso de probióticos foram registradas no século XIX. Nesse 

período, cientistas observaram a ocorrência de efeitos benéficos à saúde em função da ingestão de 

lácteos fermentados; porém, ainda não sabiam a razão dessa ocorrência. No mesmo período, Louis 

Pasteur identificou bactérias e leveduras envolvidas com o processo de fermentação, mas esses não 

foram associados aos aparentes efeitos sobre a saúde dos consumidores (Barnett, 2000). 

No início do século seguinte, Henry Tissier isolou Bifidobacterium de fezes de recém-nascidos 

saudáveis e amamentados, e as administrou em recém-nascidos com quadros de diarreia como forma de 

tratamento (Tissier, 1906), enquanto o microbiologista ucraniano Elie Metchnikoff associou a 

longevidade de camponeses búlgaros ao hábito de ingerirem leites fermentados, destacando a 

importância que os lactobacilos presentes nesses produtos exerciam sobre a saúde do hospedeiro, 

principalmente no trato gastrintestinal (Metchnikoff, 1908).  

A partir dessas descobertas, aumentou-se o interesse da comunidade científica em relação aos micro-

organismos capazes de prevenir a ocorrência de doenças, dando início a estudos com humanos que 

mostraram a capacidade que probióticos tinham em exercer efeitos benéficos à saúde gastrintestinal e 

até mesmo à saúde mental (Rettger e Cheplin, 1922; Kopeloff et al., 1932).  

Nas décadas seguintes, enquanto a maior parte dos estudos em microbiologia era centrada na 

identificação de micro-organismos patogênicos, as pesquisas sobre probióticos focavam-se no 

entendimento de seus mecanismos de ação e interação com a microbiota intestinal (McFarland, 2000). 

Os estudos científicos de probióticos começaram a se intensificar a partir do início do século XXI. No 

ano 2000 foram publicados 176 trabalhos sobre o tema. Em 2014, esse número aumentou cerca de 

840%, atingindo a marca de 1476 publicações anuais (McFarland, 2015).  
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3.4.3. Utilizações 
 
Segundo a Organização Mundial de Gastroenterologia, a eficácia na utilização de probióticos depende 

de dois fatores: a amostra e sua dose (Guarner et al., 2012). Dessa forma, cada micro-organismo isolado 

deve ser analisado de forma independente, mesmo que um análogo quanto à espécie, por exemplo, já 

tenha demonstrado certa característica. Além disso, a simples presença do micro-organismo em um 

produto não é suficiente para classificá-lo como funcional, visto a necessidade de uma dose adequada 

para promoção do efeito desejável sobre a saúde do consumidor.  

De acordo com McFarland (2015), para um probiótico ser classificado como viável, ele deve possuir 

cinco propriedades específicas: capacidade de sobrevivência no órgão alvo; capacidade de interagir com 

o organismo do hospedeiro; ter características antipatogênicas; ser de utilização segura; e ser de 

produção viável. Por outro lado, estudos científicos evidenciam que mesmo células inviáveis de 

probióticos são capazes de estimular o sistema imune do hospedeiro, resultando na proteção do 

organismo (Khoder et al., 2016; Lee et al., 2016) 

O principal uso de probióticos está ligado a desordens ocorridas no trato gastrintestinal. Entre essas 

utilizações, podem ser citadas a importância desses micro-organismos na prevenção de casos de 

“diarreia dos viajantes” (DuPont e Ericsson, 1993), e na ocorrência de diarreia concomitante ao uso de 

antimicrobianos (Johnston et al., 2016). 

Da mesma forma, esses micro-organismos têm sido administrados para tratamento de alterações 

gástricas promovidas por Helicobacter pylori não responsivas aos tratamentos convencionais (Pacifico 

et al., 2014) e em casos de infeções dentais (Bakarcic et al., 2017).   

Estudos também demonstraram que probióticos podem exercer um efeito inibitório contra patógenos 

comumente relacionados a quadro de gastroenterites, como Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7, 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, 

Campylobacter jejuni, Shigella spp. e Bacillus cereus (Cean et al., 2015; Montijo-Prieto et al., 2015; 

Srividya et al., 2015; Oliveira, 2016; Pilchová et al., 2016; Ripert et al., 2016; Acurcio et al., 2017; 

Kang et al., 2017; Sengupta et al., 2017).  

Probióticos também têm sido utilizados para tratamento e prevenção de reações alérgicas, nos casos de 

dermatite atópica (Panduru et al., 2015), alergias respiratórias (Gorissen et al., 2014) e alergias e 

intolerâncias de origem alimentar (Fiocchi et al., 2016; Roškar et al., 2017). Metabolicamente, os 

probióticos podem atuar reduzindo os níveis de colesterol (Miremadi et al., 2014), a pressão sanguínea 

(Lollo et al., 2015) e a glicemia em jejum (Nikbakht et al., 2018), além de demonstrarem propriedades 

antiobesidade (Arora et al., 2013). 

Segundo Kumar e Dhanda (2017), esses micro-organismos podem ainda apresentar atividades 

anticancerígenas, atuando beneficamente na prevenção e terapia de neoplasias. Essas atividades 

ocorrem a partir de propriedades anti-proliferativas, anti-inflamatórias e anti-mutagênicas, bem como a 

indução da apoptose e efeitos antioxidativos. Além disso, muitos micro-organismos são capazes de 

prevenir a absorção de agentes mutagênicos e diminuir os níveis de agentes carcinogênicos a partir da 

produção de azoredutase, β-glicuronidade e nitroredutase (Reddy, 1999; Sharifi et al., 2017). 

Outros benefícios potenciais à saúde do hospedeiro incluem a prevenção de infecções no sistema 

geniturinário (Lee et al., 2016; Tachedjian et al., 2017), prevenção de doenças cardíacas (DiRienzo, 

2014), produção de vitaminas (Arena et al., 2014) e, até mesmo, alterações comportamentais 

relacionados ao sistema nervoso central. Diversos estudos têm mostrado como a microbiota presente no 
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lúmen intestinal pode influenciar o funcionamento do cérebro e prevenir alterações relacionadas ao 

estresse, ansiedade e depressão (Foster e Neufeld, 2013; Tillisch et al., 2013). 

 

3.4.4. Mecanismos de ação 

 
As BAL que apresentam características probióticas têm um modo de ação bastante diversificado. Esses 

mecanismos que resultam em benefícios à saúde do hospedeiro podem ser divididos, didaticamente, nas 

seguintes categorias: produção de substâncias inibidoras, proteção da barreira epitelial e modulação da 

resposta imune (Lebeer et al., 2008; Oelschlaeger, 2010). 

 

3.4.4.1. Produção de substâncias inibidoras 
 
Durante o metabolismo, as BAL podem produzir uma série de compostos que são capazes de inibir o 

desenvolvimento de outros micro-organismos, incluindo os patogênicos.  

Dentre as substâncias sintetizadas, os ácidos orgânicos, representados pelo ácido acético e 

principalmente o ácido láctico, são aquelas que desempenham capacidade de inibição com maior 

intensidade. A redução do pH do meio em decorrência da produção de ácidos além de prevenir o 

desenvolvimento de agentes patogênicos, também favorece o desenvolvimento de probióticos adaptados 

a esse tipo de ambiente, como Lactobacillus spp. (Garcia, 2006; Lebeer et al., 2008). 

Quando um micro-organismo é exposto a essa condição, os ácidos orgânicos não dissociados permeiam 

a membrana celular por difusão e liberam prótons no meio intracelular. Esse evento resulta no aumento 

da permeabilidade das membranas e na acidificação do citoplasma, tornando o meio impróprio para a 

atividade de diversas enzimas bacterianas. Como um mecanismo compensatório, a célula bacteriana 

aumenta o consumo de adenosina trifosfato (ATP) para bombear o excesso dos prótons, o que contribui 

ainda mais para a perda de sua viabilidade (Ogawa et al., 2001; Jay, 2005). 

Probióticos podem também produzir bacteriocinas, que são peptídeos ou pequenas proteínas 

sintetizados nos ribossomos. Essas substâncias apresentam uma atividade antagonista contra outros 

micro-organismos, ao mesmo tempo em que o produtor detém uma imunidade específica ao composto 

(Cotter et al., 2005). Bacteriocinas formam um grupo heterogêneo de peptídeos antimicrobianos, 

podendo ser classificadas em diferentes classes de acordo com seus mecanismos de ação, estruturas 

primárias, massas molares, propriedades bioquímicas e características genéticas, conforme demonstrado 

na tabela 1 (Mokoena, 2017). Dentre as bacteriocinas, a nisina é a substância mais estudada 

cientificamente, sendo utilizada de forma regulamentada como conservante de produtos de indústrias 

alimentícias em cerca de 50 países (Gharsallaoui et al., 2016; Campion et al., 2017). 
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Tabela 1: Classes e propriedades de bacteriocinas produzidas por probióticos 

Classe Propriedades Massa Exemplos Amostras produtoras 

I 
Contém um único aminoácido: 

lantionina ou metilantionina  
<5 kDa 

Nisina 

Lactocina 

Mersacidina 

Lactococcus lactis 

Lactobacillus casei 

Bacillus amyloliquefaciens 

IIa 

Estabilidade térmica, peptídeos 

não modificados catiônicos e 

hidrofóbicos  

<10 kDa 

Pediocina PA1 

Sakacina A  

Leucocina A 

Pediococcus pentosaceus 

Lactobacillus sakei 

Leuconostoc gelidum 

IIb 
Sinergia de dois peptídeos 

catiônicos complementares 
<10 kDa 

Lactococina G 

Plantaricina A 

Enterocina X 

Lactococcus lactis  

Lactobacillus plantarum 

Enterococcus faecium 

IIc 

Altera permeabilidade de 

membranas e a formação de 

paredes celulares 

<10 kDa 

Acidocina B 

Enterocina P 

Reuterina 6 

Lactobacillus acidophilus 

Enterococcus faecium 

Lactobacillus reuteri 

III 
Grandes moléculas com 

instabilidade térmica 
>30 kDa 

Lisostafina 

Enterolisina A 

Helveticina J 

Staphylococcus simulans* 

Enterococcus faecium 

Lactobacillus helveticus 

Adaptado de: Mokoena (2017) 

* bactéria sem apelo probiótico 

 

De uma forma geral, os mecanismos de ação das bacteriocinas são baseados na forte tendência desses 

compostos em interagir com lipídios aniônicos presentes, de forma mais abundante, nas membranas de 

bactérias Gram positivo. Essas ligações resultam na formação de poros e aumento da permeabilidade 

das membranas celulares bacterianas (Moll et al., 1999).   

Em um menor grau de importância, outros compostos de caráter antagonista também são produzidos 

durante o metabolismo de probióticos. Entre eles, podem ser citados:  

 

 Peróxido de hidrogênio: um dos principais mecanismos de defesa promovidos por 

Lactobacillus spp. presentes na mucosa do trato urogenital (Mitchell et al., 2015). O peróxido 

de hidrogênio atua tornando o ambiente anaeróbico, além de ser letal às bactérias ao inativar 

biomoléculas essenciais para a reação com o ânion superóxido. Esse composto também é capaz 

de oxidar o tiocianato do sistema lactoperoxidase-tiocianato. Tais mecanismos resultam em 

acúmulo de radicais livres de oxigênio que são tóxicos às células (Fernandes et al., 1987). 

 

 Dióxido de carbono: torna o ambiente anaeróbico e com pH mais baixo, além de inibir a 

descarboxilação enzimática e levar à ruptura da membrana celular devido ao acúmulo 

observado na bicamada lipídica (Mishra e Lambert, 1996). 

 

 Diacetil e acetaldeído: diacetil interfere na utilização da arginina pelas bactérias a partir do 

desencadeamento de uma reação com uma proteína de ligação a esse aminoácido. Já o 

acetaldeído é um composto formado durante o metabolismo de carboidratos, que além de ser 

responsável por características sensoriais em produtos fermentados, também é capaz de inibir o 

desenvolvimento de patógenos (Naidu et al., 1999; Nosova et al., 2000).  
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3.4.4.2. Proteção da barreira epitelial 
 
Um dos mecanismos exercidos por probióticos envolvidos com a proteção epitelial é a exclusão 

competitiva. Nesse processo, um micro-organismo é impedido de colonizar um determinado ambiente 

devido à presença de outros micro-organismos mais adaptados e previamente estabelecidos (Ojala et al., 

2014). A adesão de patógenos em superfícies de mucosas é considerada um dos principais fatores de 

risco relacionados à ocorrência de infecções. Baseados nisso, trabalhos científicos mostraram que 

quando as mucosas estão colonizadas por probióticos, há uma menor possibilidade de haver adesões por 

micro-organismos patogênicos (Dicks et al., 2015).  

Da mesma forma, a presença de probióticos no lúmen intestinal desempenha um importante papel na 

competição por nutrientes. Uma vez consumido por um micro-organismo, os nutrientes tornam-se 

indisponíveis para que patógenos os utilizem para sua manutenção e desenvolvimento (Verschuere et 

al., 2000; Candela et al., 2008). 

No epitélio, probióticos podem ainda aumentar a expressão de células caliciformes que são 

responsáveis pela secreção de muco. A camada de muco é composta por glicoproteínas insolúveis em 

água (mucinas), lisozima e ácidos graxos de baixo peso molecular, que desempenham efeitos 

bactericidas (Mack et al., 1999; Mello et al., 2013). Associado a isso, as mucinas tornam o ambiente 

mais favorável para que probióticos residam e possam promover contato com receptores (Lebeer et al., 

2010). 

A co-agregação também é um mecanismo utilizado por probióticos que impede a ligação de agentes 

patogênicos à superfície intestinal. A partir da afinidade entre proteínas de superfícies celulares, 

probióticos se fixam em outros micro-organismos, impedindo que, fisicamente, eles tenham um contato 

direto com a mucosa. Dessa forma, os patógenos são eliminados pelo trato gastrintestinal sem realizar 

seus mecanismos invasivos (Garriga et al., 2014; Aiba et al., 2017).  

 

3.4.4.3. Modulação da resposta imune do hospedeiro 
 
A imunomodulação desencadeada por probióticos pode ocorrer por vários mecanismos, como a 

ativação de macrófagos, proliferação de células T e aumento da produção de imunoglobulinas e 

citocinas. 

O principal mecanismo de imunomodulação envolve o transporte transepitelial dos probióticos, ou de 

seus fatores solúveis, a partir de células M presentes nas placas de Peyer do intestino. Ao atingirem o 

tecido linfoide, esses micro-organismos ou seus fatores podem estimular a produção de citocinas por 

células apresentadoras de antígenos (CAP), principalmente as células dendríticas e os macrófagos. 

Probióticos podem ainda interagir diretamente com as células dendríticas quando ramificações dessas 

atravessam o epitélio intestinal (Hart et al., 2004; Fong et al., 2016).  

Células como macrófagos, monócitos, células dendríticas, células B, células T e as células epiteliais 

intestinais expressam receptores do tipo Toll, que são responsáveis pelo reconhecimento de probióticos 

como antígenos, resultando em induções de sinais que levam a produção de citocinas (IL-1, IL-6, 

TNFα), quimiocinas e fatores citoprotetores (Kivit et al., 2014). 

Ao internalizar probióticos e seus fatores, CAP degradam antígenos a peptídeos que induzem sua 

maturação. Dessa forma, CAP expressam moléculas coestimuladoras (CD 80 e CD 86) e produzem 

citocinas que vão resultar na diferenciação de células T (T0) em células T auxiliadoras (Th) ou células 
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T regulatórias (Treg), iniciando uma resposta imune adaptativa específica ao antígeno. As 

subpopulações de células T diferenciadas dependem do tipo de citocinas produzidas pelas CAP após o 

contato com o antígeno. A produção de IL-12 e IFNγ promovem a diferenciação em Th1, enquanto que 

IL-4 e IL-2 levam ao aumento da população de Th2. Por outro lado, TGFβ e IL-6 resultam na 

diferenciação em Th17, e TGFβ e IL-12 na diferenciação em Treg. O estímulo à secreção de IL-10 

também pode levar a diferenciação em Th1, Th2, Th17 e Treg. Linfócitos T citotóxicos também são 

ativados e atuam na resposta imune pela indução do processo de fagocitose. Citocinas e células T 

também migram pela corrente sanguínea até o fígado e baço, onde participam da regulação das 

respostas imunes desses órgãos (Fong et al., 2016; Lim et al., 2016).   

 

 

3.5. Listeria monocytogenes 
 

3.5.1. Características do agente 
 
O gênero Listeria pertence à classe Bacilli, ordem Bacillales, família Listeriaceae e apresenta seis 

espécies: L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. grayi e L. monocytogenes. Dentre as 

espécies já identificadas, apenas L. monocytogenes é considerada patogênica, embora alguns relatos 

indiquem a ocorrência de infecções ocasionais causadas por L. innocua, L. seeligeri, L welshimeri e L. 

ivanovii (Garrity et al., 2005; Chambel et al., 2007; Rocourt e Buchrieser, 2007). 

Listeria spp. são bastontes que se coram como Gram positivo, não formadores de esporos ou cápsulas, 

anaeróbios facultativos e móveis devido a presença de flagelos peritríquios. Essas bactérias se 

desenvolvem em uma ampla faixa de temperatura, que varia de -0,4 a 50°C, com crescimento ótimo 

entre 30 e 37°C. Além disso, elas conseguem se multiplicar em pH de 5,6 a 9,6, embora alguns estudos 

demonstrem crescimento em pH abaixo de 4,0. Quanto à concentração de cloreto de sódio do meio, 

Listeria spp. tolera altos teores (10 a 12%) e sobrevive até mesmo em 25,5% desse composto. A 

atividade de água ótima é maior que 0,97, e a mínima varia de 0,90 a 0,93 (Lou e You Sef, 1999; 

Donelly, 2001; Swaminathan, 2001; Bille e Rocourt, 2013; Melo et al., 2015). 

 

3.5.2. Listeriose e sua importância epidemiológica  
 
A ingestão de alimentos contaminados por L. monocytogenes pode ocasionar uma doença chamada 

listeriose, que, baseada na manifestação clínica, pode ser dividida nas formas invasiva e não invasiva. A 

listeriose invasiva é considerada mais grave, com uma taxa de mortalidade que varia de 20 a 30% e 

acomete principalmente indivíduos debilitados como pacientes imunocomprometidos, submetidos a 

longos tratamentos (como hemodiálises e quimioterapias), idosos, gestantes e recém-nascidos. Em 

casos mais graves, essa forma pode levar ao desenvolvimento de aborto, meningite, meningoencefalite, 

encefalite e septicemia. Por outro lado, a forma não invasiva provoca alterações brandas que geralmente 

não levam ao óbito, como gastrenterites, febre, vômitos, dor abdominal e diarreia. Em bovinos, ainda é 

relatado que raramente esse patógeno pode levar ao desenvolvimento de mastite clínica e subclínica 

(Farber e Peterkin, 1991; Donelly, 2001; Swaminathan, 2001; Carrique-Mas et al., 2003; Gahan e Hill, 

2005; Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007; Ryser, 2011).  
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O período de incubação da listeriose varia de horas a semanas e a dose infectante de L. monocytogenes 

capaz de desenvolver a doença tem sido relatada por volta de 10
3
 e 10

6
 UFC/g ou mL, embora alguns 

estudos demonstrem que concentrações menores também possam levar a quadros clínicos (Dalton et al., 

1997; Mead et al., 1999). 

Já foram identificados 13 sorotipos de L. monocytogenes (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4ab, 4c, 

4d, 4e e 7); porém, a maioria das infecções em humanos são causadas pelos sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b, 

sendo os dois primeiros relacionados a casos esporádicos e o último associado à ocorrência de surtos 

(Wiedmann, 2002; Liu, 2006; Thévenot et al., 2006; Cartwright et al., 2013). 

L. monocytogenes é capaz de sobreviver longos períodos em condições ambientais adversas, uma vez 

que possui a capacidade de se aderir a superfícies e produzir biofilmes, o que contribui para sua 

resistência frente a tratamentos com produtos desinfetantes. Devido a essa característica, o agente já foi 

isolado em indústrias de processamento de alimentos, principalmente as de produtos lácteos 

(Gianfranceschi et al., 2003; Lundén et al., 2003; Kabuki et al., 2004; Kells e Gilmour, 2004; Wagner 

et al., 2006; Melo et al., 2015). A incidência do patógeno nesses produtos pode chegar a valores 

elevados como demonstrado na tabela 2.  

 
Tabela 2: Incidência de L. monocytogenes em produtos lácteos 

                                                                                                                   Adaptado de Borges et al. (2009) 

 
Além de laticínios, L. monocytogenes também já foi isolada em indústrias processadoras de carne, em 

frutas e vegetais, pescado e frutos do mar (Martín et al., 2014; Sant‟ana et al., 2014; Ahmed et al., 

2015; Abdollahzadeh et al., 2016).  

Nos Estados Unidos, considerado o país com sistema de notificação de casos e surtos de origem 

alimentar mais eficaz, dados da ferramenta online „Food Tool‟ do Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC), demonstram a importância do patógeno como agente etiológico de DTA, 

principalmente quanto a sua veiculação por meio de derivados lácteos, como queijos frescos. 

De 1998 a 2016, o „Food Tool‟ registrou 68 surtos alimentares envolvendo L. monocytogenes, conforme 

demonstrado na tabela 3. Nesses surtos, foi contabilizada a ocorrência de 860 indivíduos acometidos 

com 615 hospitalizações (71,5%) e 132 mortes (15,3%), destacando a importância que o patógeno tem 

como uma das principais causas de óbitos entre os agentes envolvidos com DTA. 

 
 
 
 

Estudo País Produto Incidência (%) 

Silva et al. (1998) Brasil Queijo Minas frescal 41,1 

Nørrung et al. (1999) Dinamarca Queijo macio 19 

Branco et al. (2003) Brasil Queijo de coalho 19 

Pintado et al. (2004) Portugal Queijo macio 46 

Kis et al. (2006) Hungria Leite e produtos lácteos 3,5 

Abrahão et al. (2008) Brasil Queijos macios/semi-macios 6,7 
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Tabela 3: Distribuição de casos de listeriose de 1998 a 2016 nos EUA 

Ano Surtos Doentes Hospitalizações Mortes 

1998 2 105 101 21 

1999 5 28 7 2 

2000 2 41 29 7 

2001 2 84 1 0 

2002 1 54 0 8 

2003 2 15 12 1 

2004 0 0 0 0 

2005 4 34 34 1 

2006 4 10 3 2 

2007 1 5 5 3 

2008 3 33 29 3 

2009 3 32 15 0 

2010 6 66 61 13 

2011 5 168 150 35 

2012 4 36 34 5 

2013 5 29 25 5 

2014 10 57 53 14 

2015 2 21 19 1 

2016 2 15 14 1 

TOTAL 68 860 615 (71,5%) 132 (15,3%) 

                                                                                                                                  Adaptado de: CDC (2017) 

 

3.5.3. Antagonismo de BAL contra L. monocytogenes 
 
Diversos estudos científicos têm comprovado a capacidade de algumas amostras de probióticos em 

inibir o desenvolvimento e antagonizar a atividade de L. monocytogenes.  

Garriga et al. (2014) observaram que Lactobacillus sakei isolado de embutidos cárneos fermentados era 

capaz de inibir a adesão do patógeno em células do epitélio intestinal in vitro. Além disso, esse mesmo 

micro-organismo tinha a capacidade de produzir sakacina K, uma bacteriocina que exerce atividade 

anti-Listeria durante a fermentação de produtos cárneos. Resultados semelhantes foram encontrados nos 

trabalhos de Bendali et al. (2014)  e Pilchová et al. (2016) com a utilização de Lactobacillus paracasei 

e Carnobacterium spp., respectivamente. Jesus et al. (2016), ao compararem queijos cottage produzidos 

com e sem probióticos e inoculados com L. monocytogenes, observaram ausência na detecção do 

patógeno nos produtos adicionados de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis. 

Alguns estudos também têm demonstrado a capacidade de probióticos exercerem efeitos protetores in 

vivo. No trabalho de Van Zyl et al. (2016), camundongos foram tratados com probióticos por seis dias 

via gavagem intragástrica e em seguida foram infectados experimentalmente, via oral, por amostras 

bioluminescentes de L. monocytogenes. No grupo de animais tratados com Lactobacillus plantarum, 

não foi observada a presença do patógeno no intestino delgado após 4 horas de infecção e no intestino 

grosso após 2 horas. No grupo tratado com Enterococcus mundtii, não foram registradas células 

bioluminescentes em nenhum momento, sugerindo que o crescimento do micro-organismo havia sido 

suprimido.  

No trabalho de Lukic et al. (2017), foi demonstrada a capacidade de Lactococcus lactis e Lactobacillus 

salivarius em modular a resposta imune de ratos, sendo também capazes de diminuir as contagens de L. 

monocytogenes nos baços dos animais infectados pela via oral e melhorar as condições clínicas pós- 

infecção. Da mesma forma, Santos et al. (2011) mostraram que Lactobacillus delbrueckii promove uma 

imunomodulação a partir do aumento da produção de IL-10, TNF-α e IFN-γ em camundongos germ-
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free, resultando na proteção dos animais contra mortes causadas pela infecção por L. monocytogenes. 

Bambirra et al. (2007) também mostraram que L. sakei pode exercer efeitos protetores à saúde de 

gamundongos germ-free, quando administrados por gavagem, frente à infecção via oral por L. 

monocytogenes. 

Estudos cientícos demonstraram também que durante o curso da listeriose em camundongos, é 

evidenciada uma perda significativa de peso dos animais (Maury et al., 2016). Porém, a administração 

de Lactobacillus spp. tem se mostrado como uma potencial opção para minimizar o efeito do baixo 

desenvolvimento ponderal decorrente do desafiados por enteropatógenos (Acurico et al., 2017; Liu et 

al., 2017). A melhora da condição física em virtude do tratamento pode ser um fator que contribui para 

uma maior resistência dos camundongos frente ao quadro clínico característicos das gastroenterites.  

Embora tenha sido mostrados estudos in vivo destacando a relação entre probióticos e L. 

monocytogenes, alguns pesquisadores também encontraram dificuldades em estabelecer um modelo 

murino de listeriose. A obtenção de um modelo in vivo alternativo para reprodução da doença apresenta 

como grande desafio, o restrito tropismo entre esse patógeno e receptores epiteliais de seus hospedeiros 

(Lecuit e Cossart, 2002). Diante disso, se faz necessário e importante realizar estudos de 

comportamento clínico de camundongos após o desafio por L. monocytogenes, em diferentes vias de 

inoculação e dosagens, para determinar um modelo de indução da doença de uma forma mais adequada. 

 

3.6. Leites fermentados 
 
Embora não exista uma legislação específica para regulamentar a produção de leites fermentados de 

cabra, o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados define os leites 

fermentados de vaca como “os produtos adicionados ou não de outras substâncias alimentícias, obtidas 

por coagulação e diminuição do pH do leite, ou leite reconstituído, adicionado ou não de outros 

produtos lácteos, por fermentação láctica mediante ação de cultivos de micro-organismos específicos. 

Estes micro-organismos específicos devem ser viáveis, ativos e abundantes no produto final durante seu 

prazo de validade” (Brasil, 2007). Baseado nisso, uma série de produtos podem ser classificados como 

leites fermentados, como iogurte, leite cultivado, leite acidófilo, kefir, kumys e coalhada.  

Historicamente, hieróglifos encontrados na civilização egípcia já retratavam a prática de produzir leites 

fermentados. Da mesma forma, registros mostram que nômades tibetanos há cerca de 12.000 anos 

submetiam o leite de iaque (Bos grunniens) à fermentação como forma de conservar o produto por um 

maior período de tempo (Guo et al., 2014). Mesmo em passagens do antigo testamento da Bíblia e em 

registros do antigo império romano, há evidências da adoção da fermentação como um tratamento 

aplicado ao leite (Costa e Miglioranza, 2012). Acredita-se que a incorporação de produtos lácteos na 

dieta humana tenha se estabelecido por volta de 10.000 – 5.000 a.C., pois esse período coincide com a 

época de domesticação de animais produtores de leite (Moreno et al., 2013).   

Porém, apenas no século XIX, em pesquisas de Louis Pasteur, micro-organismos foram isolados desses 

produtos e vinculados ao processo de fermentação (Barnett, 2000). A partir desse período, iniciaram-se 

os vários estudos focados no processo de fermentação do leite e seus potenciais benefícios à saúde dos 

consumidores (McFarland, 2015).   

Primordialmente, a fermentação do leite foi utilizada como estratégia para conservar o produto por um 

maior período de tempo. Associado a isso, observou-se que esse processo também era responsável pelo 

desenvolvimento de características sensoriais desejáveis e aumento do valor nutricional do produto 
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(Buttriss, 1997; El-Ghaish et al., 2011; Trivedi et al., 2014). Para a indústria de laticínios, a 

fermentação é uma ferramenta muito importante para agregar valor ao leite, pois a partir da atividade 

dos micro-organismos há o desenvolvimento de aroma e sabor desejáveis.  

Dessa forma, leites fermentados são produtos interessantes do ponto de vista nutricional, ao mesmo 

tempo em que exercem benefícios à saúde do consumidor, uma vez que esses têm sido um dos 

principais veículos de probióticos disponíveis comercialmente (Farvin et al., 2010).   

 

3.6.1. Leite fermentado de cabra  
 

Segundo dados do Instituto Brasileiro e Geografia e Estatística (IBGE), o Brasil possui um rebanho 

efetivo de aproximadamente 9,8 milhões de caprinos, sendo que cerca de 92% desses animais estão 

situados na região nordeste do país, conforme demonstrado na tabela 4 (IBGE, 2016).  

 

Tabela 4: Distribuição do rebanho caprino no Brasil em 2016 

Região Número de animais 

Norte 152.611 

Nordeste 9.092.724 

Sudeste 171.749 

Sul 270.458 

Centro-Oeste 92.991 

TOTAL 9.780.533 

                                                                               Adaptado de IBGE (2016) 

 

Minas Gerais ocupa a 10ª posição entre os estados produtores de caprinos, com um rebanho de 81.306 

cabeças concentrados principalmente nas regiões do Norte de Minas e Zona da Mata. A predominância 

da caprinocultura nessas regiões demonstra uma importância dos animais na subsistência da população, 

que em sua maioria é carente e encontra nos caprinos a principal fonte de renda e proteína de origem 

animal (Guimarães, 2006). 

Embora a produção de leite fermentado de cabra ainda não tenha apresentado grande desenvolvimento 

comercial, esse produto possui algumas características que o tornam interessante do ponto de vista 

nutricional, como melhor digestibilidade comparado ao produto análogo de vaca (Slaĉanac et al., 2010).  

Quanto às propriedades nutricionais, no estudo de El-Hatmi et al. (2015) foi observado que, comparado 

ao leite de diversas espécies (primatas, bovinos e camelídeos), o leite de cabra apresentava maior teor 

de sólidos totais. Moreno-Fernandéz et al. (2016), ao compararem a composição de macro e 

micronutrientes de produtos lácteos fermentados produzidos com leites de cabra e vaca, observaram um 

maior valor nutricional no lácteo caprino.  Esse produto também apresenta outras peculiaridades que o 

destaca entre os leites das demais espécies. Dentre essas características pode ser citada a melhor 

digestibilidade de seus compontes, sendo um alimento alternativo à pacientes com síndromes de má 

absorção e neoplasias, além de ser uma opção de substituição do leite de vaca por indivíduos que 

apresentam alergia a esse produto (Yadav et al., 2016). 
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O leite de cabra tem se mostrado como um potencial veículo de probióticos, a partir da adição ou 

fermentação do produto por amostras de Lactobacillus com tais características, como L. acidophilus, L. 

casei, L. plantarum e L. rhamnosus. Além disso, os leites fermentados de cabra em questão, 

sensorialmente se apresentaram com altas taxas aceitação entre os provadores (Chen et al., 2015; Shu et 

al., 2015; Jia et al., 2016; Shu et al., 2017; Silva et al., 2017). Os resultados citados sugerem que além 

da possibilidade de veicularem micro-organismos benéficos à saúde dos consumidores, esses leites 

fermentados também apresentam interessantes perspectivas mercadológicas quanto à produção em 

escala industrial, pela grande receptividade demonstrada pelo público exposto aos produtos.  

Apesar das várias vantagens nutricionais que o leite fermentado de cabra apresenta, esses produtos 

ainda não são produzidos no Brasil de modo comercial.  De uma forma em geral, também é observado 

um baixo consumo de derivados lácteos caprinos no mercado consumidor brasileiro (Costa et al., 2016). 

A rejeição por parte dos consumidores muito se deve às características sensoriais bastantes peculiares 

encontradas nesses produtos. O leite de cabra, comparado ao bovino, apresenta um maior teor de ácidos 

graxos de cadeias curta e média, principalmente quanto à presença dos ácidos butírico (C4:0), capróico 

(C6:0), caprílico (C8:0), cáprico (C10:0), láurico (C12:0) e mirístico (C14:0), sendo que, os ácidos 

capróico, caprílico e cáprico constituem cerca de 20% do total de ácidos graxos nesse produto (Slaĉanac 

et al., 2010). A presença desses compostos é responsável pelo desenvolvimento de sabor e odor 

específicos do leite de cabra, considerados indesejáveis por parte dos consumidores. Além disso, 

atividade de lipases de origem bacteriana, como demonstrada por L. rhamnosus, pode resultar na 

liberação de ácidos graxos presentes na posição sn-3 da molécula de triglicerídeos, aumentando a 

concentração dessas substâncias no leite  (Jia et al. 2016).  

Por outro lado, a fermentação é um processo que tem demonstrado um efeito desejável quanto à 

redução da percepção dessas características sensoriais, sendo dessa forma, uma ferramenta interessante 

para introdução dos produtos lácteos de origem caprina no mercado consumidor (Slaĉanac et al., 2010). 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Micro-organismos utilizados  

 

4.1.1. Amostras de Bactérias Ácido Lácticas 

 
As espécies de Lactobacillus utilizadas no trabalho foram previamente isoladas de queijos Minas 

artesanais da região da Serra da Canastra – Minas Gerais e caracterizadas ao nível molecular por 

Resende et al. (2011).  Para a identificação das bactérias, foi utilizado o método de PCR ARDRA 16S-

23S rDNA, seguindo a metodologia proposta por Tisala-Timisjarvi e Alatossava (1997). 

O potencial probiótico in vitro das espécies L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 foi testado no estudo 

de Costa et al. (2013). Para essa finalidade, as amostras foram submetidas a testes de sensibilidade ao 

suco gástrico e sais biliares, susceptibilidade a antimicrobianos e antagonismo contra micro-organismos 
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patogênicos. Todas as análises citadas acima foram realizadas também nesse trabalho para certificar a 

manutenção de tais características ao longo do período de congelamento.  

Além de B7 e D1 demonstrarem um potencial probiótico in vitro satisfatório no estudo de Costa et al. 

(2013), a administração desses micro-organismos em camundongos resultou em efeito protetor in vivo 

contra infecções causadas por Escherichia coli enteroinvasiva e Salmonella enterica subsp. enterica 

sorovar Typhimurium (Oliveira, 2016; Acurcio et al.,2017).  

A conservação de ambos os lactobacilos foi realizada por meio de congelamento a -20°C em criotubos 

contendo caldo De Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Difco
®
, Detroit, EUA), adicionado de 20% de glicerol 

esterilizado. As ativações e repiques foram feitos em caldo MRS, a 37°C, em aerobiose e em intervalos 

de 24 horas. 

 

4.1.2. Amostra de Listeria monocytogenes 
 
O patógeno revelador da atividade antagonista utilizado foi Listeria monocytogenes ATCC 15313 

gentilmente doada pelo Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais. A identificação da cultura foi realizada por meio de 

espectrometria de massa Matrix Associated Laser Desorption-Ionization - Time of Flight (MALDI-

TOF), conforme metodologia descrita por Singhal et al. (2015). 

A conservação da amostra foi realizada por meio de congelamento a -20°C em criotubos contendo caldo 

Brain Heart Infusion (BHI, Difco
®
, Detroit, EUA), adicionado de 20% de glicerol esterilizado. As 

ativações e repiques foram feitos em caldo BHI, a 37°C, em aerobiose e em intervalos de 24 horas. Em 

todas as etapas da pesquisa em que o patógeno foi utilizado, analisou-se a pureza da cultura a partir de 

seu estriamento em Agar Selective Listeria (Oxoid
®
, Basingstoke, Inglaterra). 

 

 

4.2. Avaliação do potencial probiótico in vitro 

 

4.2.1. Resistência a antimicrobianos 
 
Foi utilizada a técnica adaptada de antibiograma (Charteris et al., 1998a) para avaliação da 

susceptibilidade das BAL aos antimicrobianos de diferentes grupos farmacológicos. As amostras de 

lactobacilos inicialmente foram cultivadas em caldo MRS (Difco
®
) a 37°C, por 24h e sob aerobiose. Em 

seguida, os micro-organismos foram coletados por alças de transferência e estriados em placas de Petri 

contendo ágar MRS (Difco
®
). Na sequência, as placas foram incubadas a 37°C, durante 24h, sob 

aerobiose. 

Após a incubação, as colônias foram transferidas, com uso de alças, para tubos de ensaio com rosca 

contendo 3,5 mL de salina (NaCl) 0,9% até que a turvação atingisse 0,5 na escala de McFarland, o que 

equivale a uma concentração aproximada de 10
8
 UFC/mL. Em seguida, swabs estéreis foram imersos 

na salina para que o inóculo fosse coletado e distribuído por toda extensão de placas de Petri de 14 cm 

de diâmetro contendo ágar MRS (Difco
®
).  
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Após a secagem da salina contendo o inóculo, foram distribuídos dez discos contendo doses conhecidas 

de antimicrobianos (Oxoid
®
, Basingstoke, Inglaterra) sobre o ágar MRS (Difco

®
) de cada placa. As 

drogas utilizadas, suas abreviações, concentrações e grupos farmacológicos podem ser observados na 

tabela 5: 

 

Tabela 5: Discos de antimicrobianos utilizados no antibiograma 

Antimicrobiano Concentração Grupo Abreviação 

Ampicilina 10 µg β-lactâmicos: penicilínicos AMP10 

Cefoxitina 30 µg β-lactâmicos: Cefalosporina de 2ª geração CFO30 

Ceftriaxona 30 µg β-lactâmicos: Cefalosporina de 3ª geração CRO30 

Ciprofloxacina 5 µg Quinolonas de 3ª geração CIP5 

Cloranfenicol 30 µg Anfenicóis CLO30 

Estreptomicina 10 µg Aminoglicosídeos EST10 

Gentamicina 10 µg Aminoglicosídeos GEN10 

Penicilina 10 µg β-lactâmicos: penicilínicos PEN10 

Tetraciclina 30 µg Tetraciclinas TET30 

Vancomicina 30 µg Glicopeptídeos VAN30 

 

Por fim, as placas foram incubadas a 37°C, por 48 h em aerobiose. Os halos de inibição ao redor dos 

discos formados após esse período foram medidos por paquímetro digital Mitutoyo Digimatic Caliper
®
 

(Mitutoyo Sul Americana Ltda., São Paulo, Brasil). Todo o procedimento descrito foi realizado em 

duplicata e em três repetições. A classificação das amostras como resistentes, moderadamente sensíveis 

ou sensíveis aos antimicrobianos foi feita de acordo com o padrão proposto por Charteris et al. (1998a), 

conforme observado na tabela 6. 

 

Tabela 6: Níveis de sensibilidade de Lactobacillus spp. à antimicrobianos de acordo com as médias dos diâmetros dos halos de 

inibição (mm) no teste de antibiograma 

 Nível de susceptibilidade (mm) 

Antimicrobiano Concentração Resistente Moderadamente sensível Sensível 

Ampicilina 10 µg ≤12 13-15 ≥16 

Cefoxitina 30 µg ≤14 15-17 ≥18 

Ceftriaxona 30 µg ≤13 14-20 ≥21 

Ciprofloxacina 5 µg ≤13 14-18 ≥19 

Cloranfenicol 30 µg ≤13 14-17 ≥18 

Estreptomicina 10 µg ≤11 12-14 ≥15 

Gentamicina 10 µg ≤12 -  ≥13 

Penicilina 10 µg ≤19 20-27 ≥28 

Tetraciclina 30 µg ≤14 15-18 ≥19 

Vancomicina 30 µg ≤14 15-16 ≥17 

             Fonte: Charteris et al. (1998a) 
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4.2.2. Resistência in vitro ao ácido gástrico artificial 

 
Para avaliação da resistência de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 ao suco gástrico, foi realizada a 

técnica adaptada descrita por Neumann (1991) e Silva et al. (2013). O método foi realizado em 

duplicata e com três repetições. 

As culturas ativadas foram transferidas para dois microtubos do tipo Eppendorf
®
, sendo uma dessas 

culturas diluídas dez vezes em solução salina 0,9% com pH 7,0 (controle) e a outra em suco gástrico 

artificial constituído de salina 0,9% com pH 2,0 e pepsina na concentração de 3 g/L. Na sequência, os 

microtubos foram incubados a 37°C por 30 minutos, seguido de centrifugação a 13.000 G por 1 minuto. 

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o pellet resultante da centrifugação foi suspenso em 

caldo MRS (Difco
®
).   

Na etapa seguinte, 200 µL das soluções controle e tratada com suco gástrico foram distribuídas em 

microplacas de 96 poços. A avaliação da viabilidade celular foi feita pela incubação da microplaca em 

espectrofotômetro (Microplate Spectrophotometer System 47 SpectraMax 340
®
 - Molecular Devices, 

Sunnyvale, Califórnia, EUA) a 37°C por 12 horas. 

A absorbância do cultivo foi determinada a partir da leitura de OD620nm a cada 30 minutos, sendo que a 

porcentagem de inibição de crescimento foi calculada utilizando a fórmula (1-SG/CT) x 100 utilizando 

o programa Graphpad Prism 7.0. Na equação anterior, SG e CT correspondem às áreas sob a curva de 

crescimento das bactérias tratadas com suco gástrico artificial e do controle, respectivamente. 

A interpretação dos resultados foi realizada baseando-se no percentual de inibição das culturas, segundo 

a avaliação proposta por Acurcio et al. (2014): <40% = tolerantes; 40-80% = moderadamente 

tolerantes; e 80% = sensíveis. 

 

4.2.3. Resistência in vitro aos sais biliares 

 
As amostras de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 foram submetidas à análise de resistência in vitro 

aos sais biliares pela metodologia adaptada descrita nos trabalhos de Walker e Gilliland (1993) e Silva 

et al. (2013). O método foi realizado em duplicata e com três repetições. 

Ambas as culturas foram distribuídas em microtubos do tipo Eppendorf
®
 a uma concentração de 2% 

(v/v) em caldo MRS (Difco). Na sequência, 100µL do inóculo foi pipetado para uma microplaca com 

96 poços contendo 100µL de caldo MRS (Difco
®
) e 100µL de caldo MRS (Difco

®
) com sais biliares 

(Oxgall
®
) a 0,3% (p/v), respectivamente. Durante a incubação da microplaca a 37°C por 12h em 

espectofotômetro (Microplate Spectrophotometer System 47 SpectraMax 340
®
 - Molecular Devices, 

Sunnyvale, Califórnia, EUA), a leitura da absorbância (OD620nm) foi realizada a cada 30 minutos.  

A porcentagem de inibição de crescimento bacteriano foi estimada a partir da fórmula (1-SB/CT) x 100 

utilizada no software Graphpad Prism 7.0. Na equação, SB e CT representam, respectivamente, as áreas 

sob a curva de crescimento das bactérias tratadas com sais biliares e não (controle).  A interpretação dos 

resultados foi realizada segundo a avaliação proposta por Acurcio et al. (2014), na qual os autores 

também se basearam na porcentagem de inibição do crescimento das amostras: <40% = tolerantes; 40-

80% = moderadamente tolerantes; e 80% = sensíveis. 
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4.2.4. Teste de antagonismo in vitro – “Spot on the lawn” 

 
A relação de antagonismo entre os micro-organismos produtores (L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1) 

e reveladores (L. monocytogenes) foi avaliada por meio da técnica spot on the lawn descrita por Tagg et 

al. (1976), em duplicata e em três repetições. 

A primeira etapa da técnica consiste na formação do spot. Para isso, 5µL das culturas dos lactobacilos, 

ativada duas vezes em caldo MRS, foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo ágar 

MRS (Difco
®
). Após incubação das placas a 37°C sob aerobiose por 48h, as bactérias produtoras foram 

eliminadas dentro de fluxo laminar a partir da adição de 1 mL de clorofórmio nas tampas das placas, 

que permaneceram invertidas por 30 minutos. Em seguida, as placas foram expostas à luz ultravioleta 

por 30 minutos para garantir a eliminiação das produtoras.Após eliminação dos lactobacilos, 10µL da 

cultura ativada de L. monocytogenes foram transferidos para tubos contendo 3,5mL de BHI (Difco
®
) no 

estado semissólido (0,75% de ágar bacteriológico – Difco
®
). Por fim, o conteúdo do tubo foi 

homogeneizado e vertido sobre placas contendo o spot inativado. Depois da solidificação do ágar BHI 

semissólido, as placas foram novamente incubadas em estufas a 37°C, por 48h, em aerobiose.  

Decorrido o período de incubação, avaliou-se a formação de halos ao redor dos spots, que representam 

a inibição do crescimento do patógeno pelas substâncias produzidas pelos Lactobacillus durante o 

crescimento do spot. A leitura dos halos foi feita por meio da mensuração dos diâmetros utilizando 

paquímetro digital Mitutoyo Digimatic Caliper
®
 (Mitutoyo Sul Americana Ltda., São Paulo, Brasil). 

Além da avaliação do antagonismo das BAL isoladas de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra-

MG contra L. monocytogenes, o mesmo procedimento foi realizado a fim de testar o antagonismo entre 

L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1. Essa etapa teve como intuito avaliar se a utilização das bactérias 

em conjunto durante a fermentação de leites seria viável ou se uma supriria a atividade da outra.   

A fim de estabelecer um padrão comparativo, a cultura de L. monocytogenes também foi submetida ao 

teste de antagonismo produzido pelas bactérias listadas na tabela 7, que são comprovadamente 

conhecidas e utilizadas como probióticos. Dessa forma, foi possível comparar estatisticamente o 

potencial de inibição in vitro contra o patógeno desempenhado pelos lactobacilos isolados de queijo 

Minas artesanal da Serra da Canastra-MG com o comportamento exercido por probióticos disponíveis 

comercialmente.  

 
Tabela 7: Probióticos comerciais utilizados para comparação de antagonismo in vitro de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 

contra Listeria monocytogenes 

Micro-organismo Amostras 

Lactobacillus casei 

AC 

EL 

IT 

PA 

VI 

YA 

Lactobacillus paracasei CH 

Lactobacillus rhamnosus GG 
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4.3.Teste de proteção in vivo 

 

4.3.1. Animais 

 
Setenta camundongos machos da linhagem BALB/c, com quatro semanas de idade, pesando entre 15 e 

17g, foram obtidos do Biotério Central da UFMG. Os animais foram mantidos em gaiolas dentro de 

estante ventilada (Alesco
®
, Mont Mor, São Paulo, Brasil), com controle de temperatura (22 ± 1 °C), 

umidade (60–80%) e ciclo de luz (12 h/ 12 h), onde recebiam água e alimentação (Nuvital
®
, Curitiba, 

Paraná, Brasil) ad libitum. 

A escolha da linhagem BALB/c foi baseada na maior susceptibilidade desses animais à infecção 

intragástrica, intravenosa e intraperitoneal por L. monocytogenes quando comparada a outras linhagens, 

como a C57BL/6, segundo pesquisas realizadas anteriormente (Hoelzer et al., 2012; D‟Orazio, 2014).  

A etapa de experimentação animal foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

UFMG sob o número 80/2015 (Anexo I). Os experimentos com animais foram conduzidos respeitando 

as normas do “Colégio Brasileiro de Experimentação Animal” (Brasil, 2015). 

 

4.3.2. Determinação de modelo de infecção experimental 

 
Para estabelecimento de um modelo murino de infecção experimental por L. monocytogenes, foi 

realizado um ensaio prévio com o objetivo de determinar as doses e a via de inoculação mais 

adequadas, para reprodução do quadro clínico de listeriose.  

Os animais foram divididos em nove grupos com três camundongos cada, sendo desafiados conforme 

demonstrado na tabela 8. Após a infecção, os animais foram avaliados por 15 dias, observando a 

ocorrência de morbidade e mortalidade. 

 
 
Tabela 8: Vias de inoculação e doses de L. monocytogenes para estabelecimento de um modelo murino de infecção 

experimental 

Via de inoculação Volume do inóculo Doses (UFC) 

Oral 100µL 

109 

108 

107 

Intraperitoneal 100µL 

107 

106 

105 

Intravenoso 50µL 

107 

106 

105 

 

As doses de escolha, baseadas na via de inoculação do patógeno, foram determinadas a partir de 

informações sobre infecções experimentais em camundongos BALB/c observadas na literatura 
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científica (Join‐Lambert et al., 2005; Olsen et al., 2005; Puertollano et al., 2008; Campion et al., 2013;  

D'Orazio, 2014; Quereda et al., 2016). 

 

4.3.3. Curva de sobrevida e desenvolvimento ponderal 

 
A avaliação do efeito protetor in vivo foi realizada a partir da determinação do desenvolvimento 

ponderal e da taxa de mortalidade dos animais após exposição ao patógeno. Para isso, os animais foram 

divididos em três grupos de 14 camundongos cada, sendo que cada grupo recebeu um tratamento 

específico por gavagem intragástrica durante quatro semanas: 

 Grupo controle: 100µL de salina 0,9% 

 Grupo B7: 100µL de inóculo de L. plantarum (10
8 
UFC) 

 Grupo D1: 100µL de inóculo de L. rhamnosus (10
8 
UFC) 

No 11º dia de tratamento, todos os animais foram infectados por L. monocytogenes, de acordo com a 

dose e via de inoculação determinados na etapa anterior (10
6 

UFC via intravenosa). Durante todo o 

período, foi feita a avaliação clínica dos animais, assim como o registro do peso a cada 48 horas e a 

contabilização de óbitos diariamente. Os dez dias de pré-tratamento com os lactobacilos é um período 

que tem se mostrado suficiente para observação de uma atividade imunomodulatória de probióticos no 

organismo do hospedeiro (Gill et al. 2000). 

 

4.4. Elaboração de leite fermentado de cabra por L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 

 

4.4.1. Obtenção e avaliação da qualidade do leite de cabra cru 

 
O leite de cabra foi adquirido por ordenha manual em capril situado no município de Contagem-MG, 

região metropolitana de Belo Horizonte. Foram realizadas a obtenção de 3 lotes distintos (datas 

diferentes) de 20 L de leite de conjunto. Amostras foram colhidas em tubos contendo comprimidos de 

bronopol
®
 (para realização de análises de composição química e contagem de células somáticas) e 

azidiol
®
 (para realização de contagem bacteriana total). A determinação da composição química (teores 

percentuais de gordura, proteína, lactose, sólidos totais e sólidos desengordurados) e contagem de 

células somáticas (CCS), foram realizadas, respectivamente, por absorção de radiação infravermelha e 

citometria de fluxo em equipamento eletrônico Bentley CombiSystem 2300 (Bentley Instruments Inc., 

Chaska, Minnesota, EUA). A contagem bacteriana total (CBT) também foi determinada por citometria 

de fluxo, em equipamento eletrônico BactoCount IBC (Bentley Instruments Inc.) (IDF, 1995; IDF, 

2000; Bentley, 2002). Todas as análises supramencionadas foram realizadas no LabUFMG. 

Também foi realizado teste de inibidores do crescimento microbiano, uma vez que o leite seria utilizado 

para produção de leites fermentados por culturas bacterianas. Para tal fim, adotou-se, em triplicata, o 

método do cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio (TTC), descrito por Neal e Calbert (1955). 
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4.4.2. Determinação da curva de fermentação das culturas testadas 

 
As culturas utilizadas (L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1) foram previamente ativadas em 200 mL 

leite esterilizado (110°C por 10 minutos), adicionado de 8% de sacarose e incubadas a 37°C até a 

coagulação (cerca de 20 horas). Na sequência, foram adicionados 2,5% (v/v) de cada leite fermentado 

pelos lactobacilos (B7 e D1) em 500 mL de leite de cabra esterilizados acrescidos com 8% de sacarose. 

Também se avaliou o comportamento fermentativo das culturas associadas, ao inocular 1,25% (v/v) de 

B7 e 1,25% (v/v) de D1 em 500 mL leite de cabra esterilizado com 8% de sacarose. Os leites foram 

mantidos em estufas a 37°C ± 2ºC até formação de coágulo, início da sinérese e pH atingindo valores 

entre 4,5 e 5,0. 

A curva de fermentação do leite de cabra foi obtida a partir das determinações do pH, acidez titulável e 

enumeração de Lactobacillus (UFC/g) a cada duas horas a partir do tempo zero (adição dos inóculos) 

(IDF, 1988; Brasil, 2006). O procedimento foi realizado em três repetições e permitiu a determinação 

do tempo de fermentação mais adequado para produção de leite fermentado de cabra pelos 

Lactobacillus estudados. 

 

4.4.3. Elaboração do leite fermentado de cabra para os testes de aceitação 

 
Para elaboração dos leites fermentados, utilizaram-se as culturas de L. plantarum (B7), L. rhamnosus 

(D1), ambos os lactobacilos em proporção 1:1 (M) e Lactobacillus casei (YA) isolado de leite 

fermentado funcional comercial por Acurcio (2016) para padrão comparativo (controle positivo). Foram 

produzidos três lotes de leites fermentados composto, cada um, por dois recipientes de 2000 mL 

(destinado às análises sensoriais com 15 e 30 dias de estocagem a 7°C) e um recipiente de 1000 mL 

(destinado às análises físico-químicas e microbiológicas com 0, 15 e 30 dias de estocagem a 7 °C) por 

tratamento. 

Inicialmente, os micro-organismos foram ativados em 200 mL leite com 8% de sacarose, esterilizado a 

110°C por 10 minutos, sendo incubados a 37°C ± 2ºC até coagulação do mesmo. Após essa etapa, 2,5% 

(v/v) de cada cultura (B7, D1 e YA) foram inoculados nos recipientes de 1000 mL e 2000 mL contendo 

leite de cabra esterilizado e sacarose a 8%. No caso do leite com cultura mista (M), adicionou-se 1,25% 

(v/v) de B7 e 1,25% (v/v) de D1. 

Após a fermentação, as amostras foram armazenadas sob refrigeração a 7°C em estufa incubadora do 

tipo “Demanda Bioquímica de Oxigênio” (São Paulo, Brasil), sendo retiradas apenas para realização de 

análises físico-químicas, microbiológias e sensoriais. 

 

4.4.4. Análises físico-químicas dos leites fermentados 

 
Para avaliação da qualidade físico-química dos leites fermentados de cabra, foi realizada a coleta de 

amostras com 0, 15 e 30 dias de estocagem a 7°C para realização das seguintes análises em triplicatas:  

 determinação do pH em pHmetro digital (Gehaka PG1800, São Paulo, Brasil)  

 determinação da acidez titulável (Brasil, 2006) 
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 teor percentual de extrato seco total e cinzas pelo método gravimétrico (Brasil, 2006) 

 teor percentual de gordura pelo método de Roese-Gottlieb (Brasil, 2006) 

 teor percentual de proteínas pelo método de Micro-Kjedahl (Brasil, 2006) 

 concentração de ácidos graxos livres (Deeth et al., 1975) 

 

4.4.5. Análises microbiológicas dos leites fermentados 

 
Amostras dos leites fermentados também foram coletadas nos dias 0, 15 e 30 de estocagem a 7°C para 

avaliação dos parâmetros microbiológicos listados a seguir: 

 enumeração de Lactobacillus (IDF, 1988) 

 pesquisa de bolores e leveduras (Brasil, 2003) 

 pesquisa de coliformes a 30°C e 45°C pelo método do número mais provável (Brasil, 2003)  

 pesquisa de Salmonella spp. (Brasil, 2003) 

 pesquisa de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase-positivo (Brasil, 2003) 

 

4.4.6. Teste de análise sensorial dos leites fermentados 

 
A análise sensorial de aceitação dos leites fermentados foi realizada em três repetições para os dias 15 e 

30 de estocagem a 7°C por 70 provadores não treinados e maiores de idade, que tinham interesse e/ou 

hábito de consumir leite fermentado, de acordo com o procedimento realizado por Viegas et al. (2010).  

As amostras de leites fermentados foram codificadas com sequências aleatórias de três dígitos e 

servidas aos provadores, dentro de cabines individuais, em porções de aproximadamente 30 mL em 

copos de plástico com temperatura máxima de 10°C.  Os provadores avaliaram os produtos em uma 

ficha contendo escala hedônica de cinco pontos, que permitia avaliar o grau de aceitação por parte dos 

consumidores, identificados entre:  

1 - Desgostei muito 

2 - Não gostei 

3 - Não gostei nem desgostei 

4 - Gostei 

5 - Gostei muito 

A intenção de compra para cada um dos leites fermentados também foi avaliada pelos provadores, 

conforme demonstrado na ficha de avaliação (Anexo II). A realização das análises sensoriais foi 

aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) da UFMG sob número do projeto: CAAE- 

48320015.1.0000.5149 (Anexo III). 
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4.5. Análises estatísticas 

Foi utilizado o software Graphpad Prism 7.0 (Graphpad Software, San Diego, Califórnia, EUA) para 

realização das análises estatísticas. 

As médias dos halos de inibição obtidos pela realização do teste de antagonismo in vitro “spot on the 

lawn” foram comparadas pelo teste de Kruskall-Wällis com pós-teste de Dunn, em nível de 

significância de 5%.  

As curvas de mortalidade dos animais tratados e não tratados com os lactobacilos e desafiados com L. 

monocytogenes foram avaliadas pelo teste Log-Rank (Mantel-Cox), em nível de significância de 5%. O 

desenvolvimento ponderal dos animais foi analisado pelo teste Two-way ANOVA com pós-teste de 

Sidak, em nível de significância de 5%. 

Os parâmetros físico-químicos dos leites fermentados foram submetidos ao Two-way ANOVA e 

comparados pelo teste de Tukey, em nível de significância de 5%. A mesma análise estatística foi 

utilizada para avaliação de contagens bacterianas, após a transformação logarítima desses dados. As 

médias de aceitação dos leites fermentados atribuídos pelos provadores foram avaliadas pelos testes de 

Tukey (entre os tratamentos) e t (entre os dias de estocagem do produto a 7°C), em nível de 

significância de 5%. Por fim, a intenção de compra dos provadores foi analisada pelo teste de Fisher, 

em nível de significância de 5%. 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1. Potencial probiótico in vitro de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 

 

5.1.1. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos 

 
Os resultados do antibiograma, realizado para verificar o perfil de sensibilidade dos Lactobacillus spp. à 

antimicrobianos de diversas bases farmacológicas, podem ser verificados na tabela 9. Conforme 

mencionado no item 4.2.1. dessa dissertação, segundo a média dos halos de inibição os micro-

organismos foram classificados como sensível (S), moderadamente sensível (MS) ou resistentes (R), de 

acordo com os padrões propostos por Charteris et al. (1998a).  
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Tabela 9: Sensibilidade de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 isolados de QMA da Serra da Canastra –MG à antimicrobianos 

Antimicrobiano Concentração µg 
Amostra 

B7 D1 

Ampicilina (AMP) 10 S S 

Cefoxitina (CFO) 30 R R 

Ceftriaxona (CRO) 30 MS S 

Ciprofloxacina (CIP) 5 S S 

Cloranfenicol (CLO) 30 S S 

Estreptomicina (EST) 10 R R 

Gentamicina (GEN) 10 R R 

Penicilina (PEN) 10 S S 

Tetraciclina (TET) 30 S S 

Vancomicina (VAN) 30 R R 

 

De acordo com a média dos diâmetros dos halos de inibição formados, tanto B7 como D1 se 

demonstraram sensíveis à ampicilina, cloranfenicol, penicilina e tetraciclina, sendo esse resultado 

compatível com conclusões observadas em outros estudos de sensibilidade de Lactobacillus spp. à 

antimicrobianos (Patel et al., 2012; Halder e Shyamapada, 2016; James et al., 2016). Embora B7 e D1 

tenham também mostrado sensibilidade à ciprofloxacina, informações presentes na literatura contrastam 

com o resultado obtido. Existem indícios de que Lactobacillus spp. apresentam resistência a esse 

composto, devido características intrínsecas relacionadas à estrutura da parede celular, permeabilidade 

de membranas e mecanismos de efluxo (Nawaz et al., 2011; Costa et al., 2013; Abriouel et al., 2015). 

Da mesma forma, relatos na literatura indicam que algumas amostras de lactobacilos apresentam grau 

de resistência à ceftriaxona, enquanto outras se mostram sensíveis a essa droga (Sharma et al., 2016), 

assim como apresentado, respectivamente, por B7 e D1.  

Por outro lado, de forma similar ao observado em trabalhos científicos (Wong et al., 2015; Halder e 

Shyamapada, 2016; Sharma et al., 2016), ambas as amostras apresentaram resistência à cefoxitina, 

estreptomicina, gentamicina e vancomicina.  

Vancomicina é considerada um dos últimos antimicrobianos de escolha para o tratamento de infecções 

causadas por patógenos multirresistentes. Todavia, diversas pesquisas demonstraram que, não apenas 

Lactobacillus spp., mas as BAL em geral, podem apresentar até 100% de resistência a esse fármaco 

(Solieri et al., 2014; Wong et al., 2015). Mesmo apresentando tais características, a utilização dessas 

bactérias como probiótico não apresenta riscos quanto à transferência de genes de resistência a outros 

micro-organismos, pois se trata de uma resistência intrínseca (Tynkkynen et al., 1998; Klein et al., 

2000). Segundo Delcour et al. (1999), em muitas espécies de BAL, o aminoácido terminal do 

pentapeptídeo muramil presente na parede celular, que normalmente é a d-alanina, é substituído por d-

lactato ou d-serina, o que impede a ligação da vancomicina e consequentemente seu mecanismo de 

ação.  

Diversas amostras estudadas de Lactobacillus spp. também apresentaram uma tolerância a 

aminoglicosídeos como estreptomicina e gentamicina. O principal motivo dessa resistência se deve a 

mecanismos relacionados à permeabilidade de membranas, ausência de citocromos que permitiriam a 

ligação dos antimicrobianos e modificações do fármaco por acetiltransferases, adeniltransferases e 

fosfotransferases (Abriouel et al., 2015). Devirgiliis et al. (2013) também destacaram a importância dos 

genes aac(6’)-aph(2”), ant(6) e aph(3’)-IIIa na resistência intrínseca dessas bactérias aos 

aminoglicosídeos. Entretanto, esses genes também podem ser encontrados em plasmídeos e 
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transposons, sendo um fator de risco para transferência da resistência a outros micro-organismos 

(Abriouel et al., 2015).  

Embora não haja evidências de que Lactobacillus spp. tenham uma resistência intrínseca à cefoxitina, o 

resultado deste estudo condizem com as conclusões obtidas por outros autores (Charteris et al., 1998a; 

Delgado et al., 2005).  

Estudos de sensibilidade à antimicrobianos de BAL isoladas de QMA mostraram resultados 

compatíveis, em geral, aos encontrados na análise de B7 e D1. Sant'Anna et al. (2017), ao analisarem 

seis amostras de Lactobacillus spp. e duas amostras de Pediococcus spp., isolados de QMA do Campo 

das Vertentes, encontraram 75% de resistência à gentamicina, 87,5% à estreptomicina e 100% à 

vancomicina. Silva (2016), ao avaliar dez amostras de Lactobacillus spp. provenientes de QMA da 

região de Araxá relatou que 70% delas eram resistentes à estreptomicina e vancomicina, além de 80% 

serem sensíveis à penicilina. Da mesma forma, Costa et al. (2013), ao pesquisarem a sensibilidade de 

doze amostras de BAL isoladas de QMA da Serra da Canastra, verificaram 100% de  resistência a 

vancomicina, 91,7% de resistência a estreptomicina e 100% de sensibilidade à tetraciclina. Nesse 

mesmo estudo, as amostras B7 e D1 também foram avaliadas e mostraram diferenças quanto à 

sensibilidade à ciprofloxacina, gentamicina e penicilina, conforme demonstrado na tabela 10. Os 

distintos perfis de susceptibilidade de B7 e D1 aos antimicrobianos observados em ambos os estudos, 

sugerem que o período de tempo que as bactérias foram armazenadas sob congelamento pode ter 

influenciado essas diferenças. Ray e Speck (1973) observaram que a temperatura de congelamento é um 

fator capaz de alterar a estabilidade genética bacteriana e, consequentemente, seus fenótipos quanto à 

expressão de fatores de resistência a esses compostos.  

 
Tabela 10: Sensibilidade de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1, isolados de QMA da Serra da Canastra – MG, à 

antimicrobianos, segundo Costa et al. (2013) 

Antimicrobiano Concentração µg 
Amostra 

B7 D1 

Ciprofloxacina (CIP) 5 R MS 

Gentamicina (GEN) 10 S S 

Penicilina (PEN) 10 R S 

                                                                                            Fonte: Costa et al. (2013) 

 

Assim como observado em outros estudos, a tolerância à ciprofloxacina reflete a principal diferença de 

sensibilidade entre B7, D1 e as BAL isoladas de QMA, visto que, das 28 amostras de BAL avaliadas 

nos três trabalhos citados, 25 (89,3%) demonstraram algum grau de resistência a esse fármaco.  

Fenotipicamene, B7 e D1 apresentaram sensibilidade à maioria dos antimicrobianos testados. As 

resistências observadas podem ser explicadas, segundo trabalhos citados, pelas características 

intrínsecas desses micro-organismos. Porém, para selecionar probióticos com segurança, é importante 

determinar a presença de genes que conferem resistência aos grupos farmacológicos em questão, e 

avaliar se há a possibilidade de transferência a outras bactérias.  
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5.1.2. Resistência ao ácido gástrico artificial e sais biliares 

 
Os percentuais de inibição ao ácido gástrico artificial e sais biliares e as classificações quanto à 

sensibilidade de B7 e D1 podem ser observados na tabela 11. 

 
Tabela 11. Percentual de inibição e classificação quanto ao nível de tolerância (tolerante – T, moderadamente tolerante – MT, 

sensível – S) ao ácido gástrico artificial (pH 2,0) e aos sais biliares de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1, isolados de queijo 

Minas artesanal  da Serra da Canastra – MG 

Amostra 
Percentual de inibição 

Ácido gástrico artificial (pH = 2,0) Sais biliares (0,3% Oxgall) 

L. plantarum B7 16,65% (T) 57,95% (MT) 

L. rhamnosus D1 1,06% (T) 46,10% (MT) 

 

Segundo a classificação proposta por Acurcio et al. (2014), ambas as amostras de Lactobacillus 

apresentaram tolerância ao ácido gástrico artificial (< 40%) e tolerância moderada aos sais biliares 

(40% – 80%).  

Sant‟Anna et al. (2017) observaram percentuais de inibição variando de -24% a 11% para suco gástrico 

artificial (pH = 2,0) e -1% a 34% para sais biliares ao analisarem amostras de BAL isoladas de QMA do 

Campo das Vertentes. Quanto à Lactobacillus spp. isolados de QMA de Araxá, foram encontrados 

percentuais de inibição de -0,38% a 97% e 20,69% a 79,95% para ácidos e sais, respectivamente (Silva, 

2016). Baseando nesses resultados, pode-se perceber uma maior tendência dos micro-organismos 

apresentarem maior sensibilidade aos sais biliares, comparado ao ácido, assim como foi observado no 

presente estudo.  

Da mesma forma, Costa et al. (2013) ao avaliarem a sensibilidade de BAL isoladas de QMA da Serra 

da Canastra, encontraram níveis de inibição oscilando entre 0% a 19,68% para suco gástrico e 4,74% a 

89,73% para sais biliares. Ainda, segundo os autores, as amostras B7 e D1 apresentaram o mesmo nível 

de tolerância demonstrado nesse estudo, com exceção do percentual de inibição de B7 pelos sais 

biliares. Nesse caso, a inibição de B7 atingiu o valor de 33,74%, sendo dessa forma classificada como 

tolerante. Alem disso, B7 apresentou 18,86% (T) de inibição pelo ácido e D1 mostrou inibições de 

8,10% (T) e 77,64% (MT) aos ácido e sais, respectivamente. 

A tolerância a ambientes ácidos apresentada por Lactobacillus spp. ocorre a partir de mecanismos que 

regulam a homeostase do pH intracelular. Dentre esses mecanismos, destaca-se a atividade enzimática 

de ATPase que promove a translocação de prótons, apresentando maior eficiência quando o pH atinge 

valores entre 5,0 e 5,5. Além disso, quando o pH do ambiente atinge o valor de 4,0, é observada uma 

regulação celular que resulta na permeabilidade mínima da membrana, impedindo a entrada de prótons. 

A via da arginina desiminase é outro mecanismo de resposta frente ao estresse ácido. A partir da ação 

de várias enzimas, há o catabolismo de arginina e produção de amoníaco com o uso de íons H+, 

resultando na restauração do pH ideal (Angelis e Gobbetti, 2004). 

Os sais biliares são altamente tóxicos para os micro-organismos devido sua atividade detergente sobre a 

membrana plasmática, capacidade de acidificação do citoplasma, indução do estresse oxidativo e de 

mecanismos de reparo de DNA, alterações no metabolismo de carboidratos e modificações na estrutura 

de proteínas. Porém, amostras de Lactobacillus podem adotar algumas estratégias frente a esse desafio 
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para diminuir a ação tóxica, como o efluxo ativo de bile, hidrólise de sais biliares e mudanças na 

arquitetura e composição das membranas e paredes celulares (Ruiz et al., 2013). 

Em administrações orais de probióticos, os micro-organismos se deparam com ambos os fatores durante 

o trajeto pelo trato gastrintestinal: o ambiente ácido no estômago e liberação de bile pelo ducto 

colédoco, presente no duodeno. Dessa forma, as injúrias causadas pelos ácidos gástricos ocorrem antes 

do contato dos probióticos com os sais biliares. Nesse contexto, Ruiz-Moyano et al. (2008) observaram 

que amostras de BAL com maior resistência a um ambiente ácido também demonstraram menor 

sensibilidade aos sais biliares. Esse perfil pode ser justificado pelo fato de micro-organismos 

conseguirem expressar mecanismos de resistência a outros fatores de estresse quando são previamente 

submetidos a injúrias sub-letais (Lin et al., 2006).  Assim, poderia se esperar que as amostras 

bacterianas resistentes a ácidos, como B7 e D1, apresentem também uma maior sobrevivência em 

contato com os sais biliares, quando expostas anteriormente ao primeiro fator. Essa hipótese sugere um 

aumento de possibilidade de seus usos como probióticos, apesar de terem se mostrado moderadamente 

tolerantes aos sais nos ensaios in vitro desse experimento, quando foram testadas isolamente frente a 

cada fator. Além disso, considerando que ao longo do trato gastrintestinal os probióticos permanecem 

em contato com sais biliares por no máximo seis horas (Marteau et al., 1995), os resultados do ensaio in 

vitro para tal período mostram uma maior resistência das duas amostras testadas frente a esse fator. A 

leitura do percentual de inibição de B7 e D1 com seis horas de contato com sais biliares foram de 

respectivamente 21,00% e 7,61%, sendo, dessa forma, ambas classificadas como tolerantes pelo critério 

utilizado (Acurcio et al., 2014). 

Os lactobacilos B7 e D1 apresentaram diferentes graus de tolerância aos sais e ácido, não sendo 

observada a inibição do desenvolvimento das duas bactérias por esses fatores. Dessa forma, a utilização 

de ambas as amostras como probióticos seria possível, desde que a concentração no sítio de ação fosse 

elevada (> 10
7 
UFC/g) (Charteris et al., 1998b). 

 

5.1.3. Antagonismo in vitro 

 
5.1.3.1. Lactobacillus spp. contra L. monocytogenes 

 
As médias e desvios-padrão dos halos de inibição formados pelo antagonismo exercido por 

Lactobacillus spp. contra L. monocytogenes estão demonstrados na figura 1. 
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Figura 1. Média dos halos de inibição (mm) e desvios-padrão do teste de antagonismo in vitro de Lactobacillus spp. contra L. 

monocytogenes. Legenda: B7 – L. plantarum; D1 – L. rhamnosus; AC, EL, IT, PA, VI, YA – L. casei; CH – L. paracasei; 

LGG – L. rhamnosus GG. Barras seguidas por * indicam diferenças pelo teste de Kruskal-Wällis (p<0,05). 

 
Os resultados mostraram que todos os lactobacilos testados foram capazes de formar halos de inibição 

contra L. monocytogenes. Resultados semelhantes foram encontrados em outros trabalhos, que 

destacaram a importância dos metabólitos extracelulares produzidos pelas BAL no antagonismo contra 

esse patógeno. Sip et al. (2012) observaram que 284 das 800 (35%) amostras de BAL isoladas de queijo 

Golka, produzido na Polônia, apresentaram efeito inibitório contra L. monocytogenes pelo método spot 

on the lawn. Da mesma forma, 31,9% das 699 amostras de BAL isoladas de queijos Sicilianos foram 

capazes de antagonizar o crescimento do patógeno por essa técnica (Macaluso et al., 2016). Trabalhos 

utilizando BAL isoladas de QMA também apresentaram resultados que demonstraram o potencial das 

bactérias desse grupo em antagonizar o crescimento in vitro de L. monocytogenes (Costa et al., 2013; 

Silva, 2016; Sant'Anna et al., 2017). 

Além de B7 e D1 demonstrarem um efeito antagonista satisfatório contra L. monocytogenes, devido a 

capacidade de inibição do crescimento do patógeno no meio, a média dos diâmetros dos halos de 

inibição de ambas não apresentaram diferenças estatísticas quanto à média dos diâmetros dos halos 

formados pelos outros lactobacilos testados, que possuem atividade probiótica comprovada e são 

utilizados em formulações farmacêuticas ou na produção de leites fermentados funcionais comerciais 

(Doron et al., 2005; Nanno et al., 2014). O desempenho semelhante de B7 e D1 com as demais 

amostras submetidas ao antagonismo in vitro contra L. monocytogenes é desejável, pois demonstra uma 

atividade inibitória de mesma intensidade entre os micro-organismos testados e probióticos de 

referência.  
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As únicas diferenças apontadas pelo teste de Kruskal-Wällis (p<0,05) são entre VI e AC, VI e EL, e 

LGG e EL. As diferenças entre os diâmetros dos halos podem ocorrer pela menor capacidade de 

produção de compostos de caráter inibitório e/ou pela produção de metabólitos de pesos moleculares 

mais elevados que dificultam sua difusão através do ágar (Savino et al., 2011) 

Dessa forma, é possível concluir que, B7 e D1 possuem capacidade de antagonizar in vitro L. 

monocytogenes equiparável àquela observada em probióticos reconhecidos e comercialmente utilizados.  

 

5.1.3.2. Lactobacillus plantarum B7 contra Lactobacillus rhamnosus D1 

 
Na avaliação do antagonismo in vitro entre B7 e D1, com ambas sendo utilizadas como produtoras e 

reveladoras, não foi observada formação de halos de inibição, demonstrando que um lactobacilo não 

interfere negativamente no desenvolvimento do outro. A ausência de antagonismo entre as amostras 

possibilita que B7 e D1 sejam utilizadas em conjunto para produção de leites fermentados sem que haja 

a supressão do crescimento de uma pela outra. 

A ausência de antagonismo entre diferentes Lactobacillus spp. pelo método de spot on the lawn também 

foi demonstrada em outros trabalhos, incluindo amostras isoladas de QMA (Costa et al., 2013; Silva, 

2016; Sant'Anna et al., 2017). 

 

5.2. Teste de proteção in vivo 

 

5.2.1. Modelo de infeção experimental 

 
Os animais infectados pelas vias oral e intraperitoneal, com os inóculos apresentados na tabela 8, não 

apresentaram sinal visível de enfermidade ao longo dos 15 dias de observação, não sendo registrados 

ocorrência de morbidade ou mortalidade nesses grupos, independentemente da dose de inoculação 

utilizada. Da mesma forma, os camundongos desafiados com inóculos de 10
5 
UFC de L. monocytogenes 

pela veia caudal, mantiveram-se clinicamente saudáveis, sem demonstrar sinal aparente de enfermidade 

ou apresentarem óbitos. Pela ausência de patogenicidade, tais doses e vias de inoculações não foram 

selecionadas para reprodução da listeriose em modelo murino. Entretanto, os animais que receberam as 

doses intravenosas de 10
6 

UFC e 10
7
 UFC do patógeno desenvolveram sinais clínicos que resultaram 

em morte em alguns casos, conforme demonstrado na tabela 12. 

A resistência dos animais à infecção pelas vias oral e intraperitoneal pode ser explicada por alguns 

fatores relacionados com a interação patógeno-hospedeiro. L. monocytogenes é um patógeno que 

depende da expressão de glicoproteínas no epitélio do hospedeiro, como as caderinas, para invasão 

dessas células. Em outras palavras, a patogenicidade desse micro-organismo está ligada a capacidade de 

proteínas bacterianas de superfícies, chamadas internalinas (InlA e InlB), se ligarem a receptores 

epiteliais (E-caderina e MET) para promoverem mecanismos invasivos. Diante disso, a maioria dos 

modelos animais utilizados para essa finalidade, incluindo os murinos, apresentam receptores epiteliais 

de baixa afinidade com InlA e InlB, limitando seu uso para avaliação de infecções experimentais 



 

42 
 

(Hoelzer et al., 2012; D‟Orazio, 2014). Além disso, uma vez na corrente sanguínea, 90% das células de 

L. monocytogenes são retiradas da circulação por células de Kupffer presentes no fígado, sendo 

eliminadas quase em sua totalidade (Mandel e Cheers, 1980; Llorente e Schnabl, 2016).  

Becattini et al. (2017) destacaram a importância da própria microbiota intestinal na proteção do 

organismo contra a patogenicidade de L. monocytogenes, a partir da redução da colonização desse 

patógeno no intestino e prevenção da disseminação sistêmica. Naquele estudo, bactérias da ordem 

Clostridiales isoladas do intestino de camundongos convencionais demonstraram atividade antagonista 

in vitro contra L. monocytogenes. Após serem transferidas para o trato gastrintestinal de camundongos 

isentos de germes, foi observado um ganho na resistência desses animais contra infecção por esse 

micro-organismo.  

 
Tabela 12: Progressão clínica de listeriose em camundongos BALB/c após infecção intravenosa experimental (veia caudal) 

Dose Animal 
Dias pós-infecção 

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 

107 UFC 

I Sinais clínicos Morte - - - - 

II Sinais clínicos Morte - - - - 

III 
Sem 

alterações 

Sinais 

clínicos 
Morte - - - 

106 UFC 

I 
Sem 

alterações 

Sinais 

clínicos 
Morte - - - 

II 
Sem 

alterações 

Sinais 

clínicos 
Morte - - - 

III 
Sem 

alterações 

Sinais 

clínicos 

Sinais 

clínicos 

Sinais 

clínicos 

Sinais 

clínicos 

Melhora 

clínica 

 

Pode-se perceber que a infecção intravenosa com a dose de 10
7 

UFC de L. monocytogenes foi letal a 

todos os animais, com os óbitos se concentrando nos dias 2 e 3 pós-desafio. Quanto ao inóculo de 10
6 

UFC, os animais mostraram sinais clínicos um pouco mais tardios que o primeiro grupo, com as mortes 

ocorrendo no 3º dia após inoculação. A partir do 6º dia pós-infecção, o camundongo sobrevivente 

demonstrou uma notável melhora clínica, que persistiu nos dias que se sucederam. A partir desse ponto, 

não foi observado o desenvolvimento de sinais clínicos e/ou óbito. 

Clinicamente, os sinais desenvolvidos nos animais não se caracterizaram por alteração específica. De 

uma forma geral, os enfermos apresentaram apatia, anorexia, pelos arrepiados, conjuntivite e tremores. 

Sinais semelhantes foram observados no trabalho de Hardy et al. (2015) quatro dias após o desafio 

intravenoso com L. monocytogenes (10
5 
UFC).  

Baseado nos resultados obtidos, a dose intravenosa de 10
6 

UFC foi escolhida como modelo de infecção 

experimental, uma vez que, dentre as doses testadas, apresentou capacidade de reproduzir a doença em 

camundongos BALB/c de forma menos acentuada que as demais.  
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5.2.2. Curva de sobrevida 

 
As curvas de sobrevida dos animais do grupo controle e tratados com L. plantarum B7 e L. rhamnosus 

D1 após infecção experimental por L. monocytogenes podem ser observadas nas figuras 2 e 3 a seguir. 
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Figura 2. Sobrevida (%) de camundongos BALB/c (n=14) tratados com L. plantarum B7 e com salina 0,9% (controle) e 

desafiados com L. monocytogenes (106 UFC) via veia caudal. Teste Log-rank (p<0,05). 
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Figura 3. Sobrevida (%) de camundongos BALB/c (n=14) tratados com L. rhamnosus D1 e com salina 0,9% (controle) e 

desafiados com L. monocytogenes (106 UFC) via veia caudal. Teste Log-rank (p<0,05). 

 
Conforme demonstrados nos gráficos, os óbitos concentraram-se nos dias 3 e 4 pós-desafio 

independentemente do grupo analisado, ressaltando um quadro agudo decorrente da infecção. No grupo 
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controle foram observadas três mortes no dia 3 (21,43% dos animais) e quatro mortes no dia 4 

(28,57%), totalizando sete animais (50%). O grupo B7 apresentou oito óbitos no dia 3 (57,14%) e um 

no dia 4 (7,14%), resultando em nove mortes (64,28%). O grupo D1 totalizou sete mortes (50%), sendo 

quatro no dia 3 (28,57%) e três no dia 4 (21,43%).  

A análise estatística dos resultados indicou ausência de diferenças (p>0,05) entre as taxas de 

sobrevivência de cada grupo, demonstrando a inexistência de efeito protetor aparente dos lactobacilos 

quanto à prevenção de mortes causada por L. monocytogenes, sob tais condições de infecção.  

Apesar do desempenho de B7 e D1 ter sido satisfatório nos testes in vitro, pela capacidade de inibição 

de L. monocytogenes, o mesmo não se pôde concluir nos testes in vivo. Alguns fatores presentes em um 

organismo vivo podem dificultar a atividade e o estabelecimento de probióticos no trato gastrintestinal 

e, consequentemente, impedir que eles desempenhem os mecanismos que resultam nos efeitos 

protetores ao hospedeiro. Dentre esses fatores, podem ser citados: a influência da microbiota residente, 

a produção de muco pelo epitélio intestinal, o fluxo continuo do conteúdo presente no lúmen do 

intestino e os movimentos peristálticos (Reid e Burton, 2002; Servin, 2004; Sant'Anna et al., 2017).  

Bujalance et al. (2014) também mostraram a ineficácia de potenciais probióticos em promover proteção 

à ocorrência de listeriose. Amostras de L. casei e L. plantarum haviam sido selecionadas para 

realizações de ensaios com animais, uma vez que demonstraram um efeito inibitório in vitro contra 

enteropatógenos, incluindo L. monocytogenes. Porém, após três dias da infecção experimental de 

camundongos BALB/c, não foram observadas diferenças significativas entre as contagens bacterianas 

nos baços e linfonodos mesentéricos dos grupos controle e dos grupos que receberam o tratamento. 

Por outro lado, em alguns trabalhos em que foi possível a reprodução da doença pela inoculação oral de 

L. monocytogenes, foi mostrado que o tratamento por Lactobacillus spp. pode ser eficiente para 

prevenir a morte de camundongos (Bambirra et al., 2007; Santos et al., 2011). Esses resultados sugerem 

que, provavelmente, os mecanismos desempenhados pelos probióticos ao nível do epitélio intestinal 

sejam mais eficazes em suprimir a atividade do patógeno do que as alterações promovidas de forma 

sistêmica.  

Apesar dos resultados não demonstrarem um efeito protetor in vivo aparente de B7 e D1 contra L. 

monocytogenes, foi possível determinar um modelo de infecção agudo em murinos, capaz de causar 

uma taxa de mortalidade de 50% dos animais desafiados após quatro dias de infecção. Embora o estudo 

não tenha sido focado e realizado utilizando metodologias próprias para determinação da dose letal 

mediana (DL50), o conceito de DL50 apresenta certo grau de similaridade com o resultado obtido: dose 

de uma toxina, radiação ou patógeno capaz de causar a morte de 50% dos animais de certa espécie 

quando expostos a ela (Randhawa, 2009). Devido a essa semelhança, é possível traçar uma comparação 

entre essa conclusão e o resultado obtido em trabalhos sobre a determinação da DL50 de listeriose em 

modelos murinos. No trabalho de Liu et al. (2003) foi determinada a patogenicidade de 12 amostras de 

L. monocytogenes a partir da quantificação da DL50 após uma semana do desafio. Após a inoculação 

intraperitoneal do patógeno em camundongos A/J foram observados os valores descritos na tabela 13.  
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Tabela 13: DL50 apresentada por amostras de L. monocytogenes após infecção experimental intraperitoneal em camundongos 

A/J 

Amostra de L. monocytogenes Sorotipo DL50 (UFC) 

ATCC 19112 2 1,6 x 109 

ATCC 19114 4a 1,9 x 1010 

ATCC 19115 4b 6 x 108 

ATCC 19116 4c 2,6 x 108 

ATCC 19117 4d 8,8 x 108 

ATCC 19118 4e 7,8 x 109 

ATCC 15313 1 >1,2 x 1011 

EGD 1/2a <1,1 x 107 

HCC8 1 <7 x 108 

HCC25 4 3,5 x 1010 

874 Não determinada <8 x 107 

1002 Não determinada 5,2 x 108 

                                                                                                         Fonte: Liu et al. (2003) 

 
Percebe-se que, embora a linhagem de camundongos seja diferente, as concentrações encontradas 

capazes de causar 50% de óbitos em populações de camundongos apresentaram valores acima dos 

encontrados neste estudo. Esses resultados sugerem, de uma forma geral, que é necessário um desafio 

maior pela via intraperitoneal (> 10
7 

UFC), comparado à via venosa, para reproduzir um modelo de 

infecção experimental de mesma intensidade. 

Dortet et al. (2011) observaram valores menores de DL50  para animais BALB/c infectados por L. 

monocytogenes pela via intravenosa ao final de dez dias de observação. As doses variaram de 1,3 x 10
3 

a 2,2 x 10
4 
UFC de acordo com a amostra do patógeno. Valores aproximados a esses foram encontrados 

por Cabanes et al. (2004) após 72 horas da inoculação intravenosa em camundongos da mesma 

linhagem: 8 x 10
3
  e 3 x 10

4
 UFC.  

Diante dessas conclusões, sugere-se que a amostra utilizada no estudo possua uma menor 

patogenicidade. Esse fato é evidenciado no estudo de Liu et al. (2003), conforme descrito na tabela 13, 

em que é demonstrado que o mesmo micro-organismo (L. monocytogenes ATCC 15313) necessitou de 

uma maior contagem, comparada aos demais, para ser capaz de expressar a DL50. 

 

5.2.3. Desenvolvimento ponderal 

 
Os ganhos de peso dos animais dos grupos controle, B7 e D1 ao longo do pré-tratamento e pós-desafio 

podem ser observados nas figuras 4 e 5. 

 



 

46 
 

1 3 5 7 9 1 1 1 3

0

1 0

9 0

1 0 0

1 1 0

D ia s

P
e

s
o

 (
%

)
C TL

B 7

* *

 

Figura 4. Peso relativo (%) de camundongos BALB/c (n=14) tratados com L. plantarum B7 e com salina 0,9% (controle) e 

desafiados com L. monocytogenes (106 UFC) via veia caudal (dia 11). *Teste Two-way Anova, pós-teste de Sidak (p<0,05). 
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Figura 5. Peso relativo (%) de camundongos BALB/c (n=14) tratados com L. rhamnosus D1 e com salina 0,9% (controle) e 

desafiados com L. monocytogenes (106 UFC) via veia caudal (dia 11). *Teste Two-way Anova, pós-teste de Sidak (p<0,05). 

 
Ao observar os gráficos, pode-se perceber que ao longo do pré-tratamento não houve diferenças 

estatística entre o desenvolvimento dos animais do grupo controle e B7. Porém, após o desafio, nota-se 

uma maior perda de peso nos animais que receberam L. plantarum, indicando que o tratamento pelo 

lactobacilo afeta desfavoravelmente o desenvolvimento ponderal dos animais. Segundo Million et al. 

(2012), a administração de algumas espécies de Lactobacillus pode levar a diminuição do ganho de 

peso de um indivíduo devido mecanismos antiobesidade desempenhados por esses micro-organismos. 
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Dentre as espécies que mais se destacam quanto a essa característica, são citadas L. gasseri e L. 

plantarum. Em alguns estudos de antagonismo in vivo contra enteropatógenos envolvendo L. 

plantarum, também se observou menor ganho de peso do grupo tratado por esse micro-organismo 

(Frizzo et al., 2010).  

Por outro lado, o grupo D1 apresentou maior desenvolvimento ponderal ao longo do período de 

administração do probiótico comparado ao grupo controle. Mesmo após a queda de peso em 

decorrência do desafio com L. monocytogenes, os camundongos desse grupo continuaram a ter um peso 

relativo significativamente maior que o grupo controle, como consequência da condição física adquirida 

antes do processo infeccioso. Embora o maior peso corporal do grupo D1 não tenha refletido em efeitos 

protetores aparentes no estudo da mortalidade dos animais, esse é um indicativo de melhora no vigor 

corpóreo que poderia, em condições normais de infecção, resultar em um abrandamento do quadro 

clínico resultante do desafio. 

Diante do exposto, apesar dos resultados de antagonismo in vivo não terem sido conclusivos diante do 

modelo experimental utilizado, os dados sobre antagonismo in vitro indicaram um potencial probiótico 

dos lactobacilos testados. Dessa forma, tais lactobacilos foram selecionados para elaboração e avaliação 

de aceitação de leite fermentado de cabra. 

 

5.3. Leite fermentado de cabra com Lactobacillus spp. 

 

5.3.1. Avaliação do leite de cabra cru 

 
Os resultados de análises de composição química, CCS e CBT do leite cru, utilizado como matéria-

prima para produção dos leites fermentados, nas três repetições, podem ser observados na tabela 14. 

 
Tabela 14. Médias e desvios-padrão de resultados de análises de composição química, CCS e CBT do leite de cabra cru, 

considerando três repetições – lotes distintos 

Parâmetros 
Gordura 

(g/100g) 

Proteína 

(g/100g) 

Lactose 

(g/100g) 

Sólidos 

(g/100g) 

ESD 

(g/100g) 

CCS 

(log células/mL) 

CBT 

(log UFC/mL) 

Médias 3,29 2,81 4,30 11,29 8,00 5,84 4,15 

Desvio-

padrão 
± 0,12 ± 0,01 ± 0,04 ± 0,16 ± 0,07 ± 0,01 ± 0,23 

 

De acordo com a Instrução Normativa 37 (Brasil, 2000), que regulamenta a produção, identidade e 

qualidade do leite de cabra, os leites analisados apresentam-se em conformidade quanto aos teores de 

gordura (maior que 2,9g/100g para leite integral), proteína total (mínimo de 2,8g/100g), lactose 

(mínimo de 4,3g/100g) e CBT (máximo de 500.000 UFC/mL). 
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Embora o teor de ESD tenha se apresentado menor que o estabelecido pela legislação (mínimo de 

8,2g/100g), em outros estudos sobre composição do leite caprino cru foram obtidos resultados 

semelhantes (Costa et al., 2014; El-Hatmi, 2015; Figueiredo, 2017).  

Embora não haja um padrão legal para a CCS em leite de cabra, existe uma correlação entre alta CCS e 

casos de infecção intramamária. Entretanto, fatores fisiológicos relacionados aos caprinos favorecem 

que seus leites apresentem altas CCS sem que a saúde da glândula mamária esteja comprometida 

(Leitner et al., 2016). Diferentemente da secreção do tipo merócrina dos componentes do leite que 

ocorre no epitélio alveolar dos bovinos, nas cabras essa secreção é do tipo apócrina. A principal 

característica desse tipo de secreção é descamação ocorrida na parte apical das células epiteliais durante 

a liberação dos componentes do leite, resultando na formação de partículas citoplasmáticas que são 

contabilizadas como células somáticas nos métodos de determinação desse parâmetro (Shah et al., 

2017). Devido a essa peculiaridade, cabras saudáveis podem apresentar CCS de 10
6
 células/mL sem 

indicativo de alterações infecciosas na glândula mamária (Paape et al., 2007). 

No entanto, não há, no Brasil, determinação legal quanto aos valores de CCS determinantes da 

qualidade do leite de cabra, mas comparando com dados da literatura nacional, percebe-se que os 

valores aqui obtidos encontram-se dentro de intervalos citados por outros autores (Arcuri et al., 2004; 

Figueiredo, 2017) 

Por fim, os leites crus obtidos para produção dos lotes de leites fermentados não apresentavam 

inibidores de crescimento microbiano pelo teste TTC, sendo, portanto, considerados aptos à inoculação 

de bactérias lácticas para iniciar o processo fermentativo. 

 

5.3.2. Curva de fermentação do leite de cabra pelos lactobacilos 

 
As médias de pH, acidez titulável e contagem de Lactobacillus durante a fermentação dos leites de 

cabra ao longo de 24 horas estão apresentadas nas figuras 6, 7 e 8, respectivamente. 
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Figura 6. Médias de pH durante 24 horas de fermentação de leite de cabra por Lactobacillus plantarum B7, L. rhamnosus D1 e 

ambos (M), considerando três repetições. * Comparações entre médias pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 7. Médias de acidez titulável durante 24 horas de fermentação de leite de cabra por Lactobacillus plantarum B7, L. 

rhamnosus D1 e ambos (M), considerando três repetições. * Comparações entre médias pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 8. Médias de contagem bacteriana durante 24 horas de fermentação de leite de cabra por Lactobacillus plantarum B7, L. 

rhamnosus D1 e ambos (M), considerando três repetições. * Comparações entre médias pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

Baseado nos resultados expressos nos gráficos, observa-se que B7 apresentou um maior crescimento na 

etapa de preparação dos inóculos, de acordo com a concentração de células mais elevada no tempo 0 de 

fermentação. Essa diferença inicial entre os inóculos provavelmente foi um dos fatores determinantes 

da maior produção de ácidos por B7, que culminou no menor pH e maior acidez entre os três 

tratamentos. Por outro lado, embora D1 não tenha demonstrado diferença significativa entre sua 

contagem e a contagem das bactérias na cultura mista, este apresentou uma menor capacidade de 

fermentação refletida pelo baixo valor de acidez e maior pH. Por fim, percebeu-se que M apresentou pH 

e acidez titulável com valores intermediários aos valores obtidos nos leites fermentados por B7 e D1, 
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uma vez que esse fermento é composto por quantidades equivalentes (1,25% v/v de cada) de ambos os 

micro-organismos. Valores intermediários de parâmetros avaliados em leites fermentados por 

coculturas, comparados aos valores dos resultados das culturas puras, também foram observados por 

Ranadheera et al. (2016). Esses resultados sugerem que outros fatores, além da contagem inicial, podem 

influenciar esses parâmetros ao longo da fermentação. 

A menor produção de ácidos orgânicos por L. rhamnosus D1, comparada a outras espécies, também foi 

demonstrada no estudo de Zalán et al. (2010). Nesse caso, entre dez amostras de lactobacilos testadas, 

L. rhamnosus apresentou menor capacidade de produção desses compostos, resultando em baixos 

valores de acidez titulável após 18 horas de incubação e, em diferentes meios, como caldo MRS, leite e 

suco de alcachofra. Associado a isso, estudos mostraram que L. rhamnosus não se desenvolvem no leite 

na mesma intensidade que cresceriam em um meio específico, fato que pode contribuir para o menor 

grau de fermentação no produto (Gaudreau et al., 2005).   

Os valores de pH ao longo da fermentação dos leites de cabra não apresentaram diferença significativa 

entre os tratamentos do início da fermentação até as 10 horas que se sucederam. Com 12 horas passadas 

da inoculação dos micro-organismos, B7 começou a apresentar valores mais baixos em relação aos 

outros fermentos. A partir das 20 horas até o final da análise, foram observadas diferenças estatísticas 

entre os três tratamentos, sendo os pH finais de B7, D1 e M, respectivamente 4,18, 4,8 e 4,53.  

A curva de acidez titulável apresentou um perfil parecido: semelhança entre as médias dos três 

tratamentos nas primeiras 10 horas e diferenças significativas a partir das 20 horas após início do 

processo. Dessa forma, ao final das 24 horas observaram-se respectivamente os valores de 0,90, 0,61 e 

0,77g de ácido láctico em 100g de leite fermentado por B7, D1 e M. O aumento da acidez titulável ao 

longo do tempo associou-se diretamente com a dimunição do pH, pois esses parâmetros refletem a 

produção de ácidos e, consequente, acidificação do produto durante o metabolismo fermentativo dos 

lactobacilos adicionados ao leite.  

Comparando os resultados obtidos na avaliação da fermentação do leite de cabra, Minervini et al. 

(2009) observaram que a fermentação por L. plantarum apresentou um decréscimo de pH mais 

acentuado, atingindo valores de 4,6 após oito horas de incubação a 30°C. Entretanto, os inóculos 

utilizados nesse estudo tinham uma menor contagem de micro-organismos (10
7 

UFC/g) e foram 

adicionados em menor concentração (1% v/v). Da mesma forma, Salva et al. (2011) mostraram que 

fermentos contendo diferentes proporções de L. rhamnosus e Streptococcus thermophilus causaram 

uma queda no pH do leite de cabra de forma mais vertiginosa, quando incubados a 42°C.  

Embora não haja padrões estabelecidos especificamente para leites fermentados caprinos, o RTIQ de 

leites fermentados (Brasil, 2007) estabelece um intervalo mínimo acidez de 0,6 a 2,0g/100g e uma 

contagem mínima de bactérias lácticas de 10
6 

UFC/g. Além disso, o pH final deve estar ajustado entre 

4,0 à 5,0 ao longo de todo período de vida de prateleira do produto para não prejudicar a viabilidade dos 

Lactobacillus (Lee e Salminen, 1995). Baseado nessas informações e nos dados obtidos pela curva de 

fermentação, determinou-se o tempo de fermentação de cada tratamento para produção dos leites 

fermentado de cabra, conforme demonstrado na tabela 15. 
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Tabela 15: Parâmetros físico-químicos e microbiológicos de leite fermentado de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus D1 

e ambos (M) em diferentes tempos de fermentação 

Tratamento Tempo de fermentação pH Acidez titulável Contagem bacteriana 

B7 16h 4,89 0,55g/100g 1,1 x 109 UFC/g 

D1 24h 4,80 0,61g/100g 4,2 x 108 UFC/g 

M 20h 4,83 0,61g/100g 4,2 x 108 UFC/g 

  

A definição adequada de cada tempo de fermentação possibilitou que os valores dos parâmetros de 

qualidade dos produtos atinjissem resultados aproximados de pH, acidez titulável e contagem 

bacteriana, além de adequarem à legislação (Brasil, 2007). Dessa forma, os três tratamentos 

encontraram-se padronizados, minimizando os efeitos que uma maior ou menor acidez, por exemplo, 

poderiam desencadear na análise sensorial.  

Assim, B7, D1 e M apresentaram contagens bacterianas acima do estabelecido pelo RTIQ de leites 

fermentados, garantindo margem de segurança para que um valor mínimo de bactérias (10
6
 UFC/g) 

permaneça viável no produto final ao longo de todo seu prazo de validade (Brasil, 2007). Além disso, 

essas contagens atingiram valores similares à concentração de probióticos em produtos com apelo 

funcional, segundo proposto por Tamime et al. (2005).  

 

5.3.3. Parâmetros físico-químicos antes e durante a estocagem 

 
As médias e desvios-padrão dos parâmetros físico-químicos dos leites fermentados analisados nos dias 

0, 15 e 30 de estocagem a 7°C estão demonstrados nas tabelas 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22. 

 
Tabela 16: Acidez titulável dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, ambos (M) e L. casei YA 

em diferentes dias de estocagem a 7°C 

Dias de 

estocagem 

Acidez titulável (g/100g de ácido láctico) 

B7 D1 M YA 

0 0,68Bac ± 0,10 0,49Bb ± 0,07 0,65Ca ± 0,12 0,78Bc ± 0,11 

15 0,92Aa ± 0,02 0,73Ab ± 0,04 0,90Aa ± 0,09 0,91Aa ± 0,03 

30 0,94Aa ± 0,14 0,73Ab ± 0,04 0,80Bb ± 0,09 0,76Bb ± 0,03 

 
Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e minúscula na linha, pelo teste de 

Tükey (p<0,05). 

 
A concentração de ácido láctico, de uma forma geral, apresentou valores mais elevados no leite 

fermentado por B7, quando comparado aos demais tratamentos, sendo essa diferença mais evidenciada 

no dia 30 de estocagem. Ao analisar o período de armazenamento do produto, é possível perceber uma 

influência do tempo no acréscimo de acidez nos leites B7 e D1. Da mesma forma, ao comparar os 

resultados obtidos com os padrões estabelecidos pelo RTIQ de leites fermentados, observa-se que 

apenas a amostra D1 no tempo 0 não apresentou acidez titulável entre 0,6 e 2,0g/100g; porém, o mesmo 

produto estava adequado quanto a esse parâmetro nos demais períodos de avaliação (Brasil, 2007). 
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Acidez titulável de leites fermentados de cabra, analisada durante a estocagem em outros trabalhos, 

mostraram valores que se assemelham aos intervalos obtidos entre os tratamentos. Salva et al. (2011) 

observaram resultados de 0,60 a 0,95g/100g de ácido láctico em leites fermentados de cabra 

refrigerados a 4°C por 15 dias, variando segundo o tempo de estocagem e a concentração e proporção 

de inóculos de L. rhamnosus e S. thermophilus adicionados. No trabalho de Bessa (2014) esses valores 

foram de aproximadamente 0,75, 0,83 e 0,87g/100g nos dias 1, 14 e 28 de estocagem a 8°C em leites 

fermentados de cabra por culturas compostas de L. acidophilus, S. thermophilus e Bifidobacterium 

animalis. Por outro lado, Eissa et al. (2010) encontraram maiores valores de acidez titulável, variando 

de 0,74 à 2,58g/100g, após armazenamento de iogurte de leite de cabra à 4°C durante 15 dias. Santos et 

al. (2017), ao avaliarem leites fermentados de cabra por L. rhamnosus, armazenados por 1, 14 e 28 dias, 

observaram os valores de acidez titulável de 0,52, 0,69 e 0,87g/100g, respectivamente. 

A diminuição da acidez titulável ao longo do período de estocagem, como observado nos leites M e YA 

após 30 dias, também foi relatada em outros estudos acerca do efeito do armazenamento de leites 

fermentados (de cabra e vaca) sobre esse parâmetro (Bozanik e Tratnik, 2001; Damin et al., 2008; Güler 

e Gürsoy-Balci, 2011). Amani et al. (2016) observaram que culturas com alta atividade proteolítica 

tinham menor capacidade de acidificação do leite durante a estocagem, podendo resultar até mesmo no 

aumento do pH e diminuição de acidez titulável do produto ao longo do peridodo de armazenamento. 

 
Tabela 17: pH dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, ambos (M) e L. casei YA em diferentes 

dias de estocagem a 7°C 

Dias de 

estocagem 

pH 

B7 D1 M YA 

0 4,53Abc ± 0,30 5,20Aa ± 0,19 4,72Ab ± 0,29 4,36Ac ± 0,20 

15 3,99Bb ± 0,09 4,42Ba ± 0,27 4,14Bb ± 0,07 4,08Bb ± 0,13 

30 3,93Bb ± 0,10 4,21Ca ± 0,18 4,02Bb ± 0,10 4,01Bb ± 0,13 

 
Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e minúscula na linha, pelo teste de 

Tükey (p<0,05). 

 
Os menores valores de pH foram observados no leite B7, coincidindo com a maior concentração de 

ácido láctico obtida na análise de acidez titulável. Porém, não houve diferenças com o pH encontrado 

nos produtos M e YA, independentemente do período analisado. Por outro lado, D1 apresentou pH 

significativamente maior que os três em todas as análises.  

Independentemente da cultura, observou-se uma tendência de diminuição do pH do leite fermentado ao 

longo do período de refrigeração a 7°C. O aumento da acidez titulável e a diminuição do pH durante a 

estocagem ocorrem devido à persistente atividade das bactérias lácticas, que conseguem manter suas 

atividades metabólicas em certo nível, mesmo quando expostas a temperaturas de 0 a 5°C (Pereira, 

2002). A pós-acidificação ocorrida durante a estocagem do produto, quando ocorre de forma 

exacerbada, pode levar a algumas alterações indesejáveis nas suas características. Dentre essas 

modificações, podem ser citadas a diminuição das contagens de lactobacilos e a maior rejeição do 

produto por parte dos consumidores, em decorrência do desenvolvimento de maior acidez (Penna et al., 

2007; Coggins et al., 2010).  

No trabalho de Eissa et al. (2010) foi observado um maior pH no tempo 0 de estocagem (5,71). Porém, 

aos 15 dias, o produto mostrou uma queda considerável no valor do pH, atingindo o valor de 2,67. 
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Bessa (2014) encontrou valores condizentes aos obtidos nesse estudo, com o pH apresentando valores 

aproximados de 4,60, 4,45 e 4,35 com 0, 14 e 28 dias de refrigeração. Nesses mesmos períodos, Santos 

et al. (2017) observaram pH de 4,45, 4,38 e 3,83 em leites fermentados de cabra por L. rhamnosus. 

Embora não haja um padrão estabelecido para pH de leites fermentados em legislações, os valores 

encontrados podem ser comparado com os determinados pelo estudo de Farias et al. (2012), no qual 

foram mensurados os pH de leites fermentados comerciais brasileiros. Os valores encontrados pelos 

pesquisadores variavam entre 3,61 e 4,11, sendo que, B7, M e YA conseguiram atingir valores contidos 

nesse intervalo ao longo do período de armazenamento.  

Considerando ainda que o leite de cabra tem maior tendência à lipólise espontânea e que os ácidos 

graxos livres poderiam afetar de alguma forma a fermentação, foi quantificado índice de ácidos graxos 

livres nos leites fermentados de cabra. Os valores observados encontram-se na tabela 18.  

A análise de ácidos graxos livres nos leites fermentados produzidos indicou ausência de diferenças 

estatísticas quanto à concentração desses compostos entre os quatro tratamentos, tanto com 0 como com 

15 e 30 dias de estocagem. Porém, foram observados aumentos significativos do teor dessas substâncias 

dentro de cada produto ao longo do tempo, evidenciadas na avaliação feita com 30 dias de refrigeração. 

A lipólise pode ocorrer no leite a partir da atividade de enzimas como lipases produzidas por micro-

organismos psicrotróficos ou naturais do próprio leite. Entretanto, o tratamento térmico aplicado sobre o 

leite minutos após sua obtenção é um fator que elimina tais riscos por desnaturar as lipases endógenas e 

eliminar as bactérias produtoras, embora não tivesse efeito sobre as enzimas que já tiverem sido 

previamente produzidas por psicrotróficos (Maziero et al., 2010).  

 
Tabela 18: Teor de ácidos graxos livres dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, ambos (M) e 

L. casei YA em diferentes dias de estocagem a 7°C 

Dias de 

estocagem 

Ácidos graxos livres (μ equiv./mL) 

B7 D1 M YA 

0 1,2B ± 0,12 1,09B ± 0,11 1,2B ± 0,21 1,09B ± 0,20 

15 1,09B ± 0,10 1,07B ± 0,18 1,07B ± 0,10 1,07B ± 0,16 

30 1,55A ± 0,24 1,41A ± 0,22 1,59A ± 0,28 1,8A ± 1,05 

 
Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e minúscula na linha, pelo teste de 

Tükey (p<0,05). 

 
Dessa forma, conclui-se que a atividade lipolítica exercida por B7, D1, M e YA no leite fermentado de 

cabra não apresentou diferenças quanto à intensidade, pois em todos os produtos avaliados o aumento 

desses compostos mostrou perfil semelhante ao longo dos 30 dias de estocagem a 7 °C.  

Quanto aos teores de gordura (Tabela 19), todos os produtos encontraram-se conforme a legislação, que 

classifica os leites fermentados como integrais quando possuem uma concentração de gordura de 3,0 a 

5,9g/100g. Apenas o leite B7 com 30 dias de estocagem apresentou valor inferior ao intervalo, 

enquadrando-se como um leite fermentado parcialmente desnatado (Brasil, 2007). Porém, 

estatisticamente não foram observadas diferenças entre esse valor e os teores de gordura dos leites 

fermentados com 0 e 15 dias, que se adequaram como produtos integrais. 
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Tabela 19: Teor de gordura dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, ambos (M) e L. casei YA 

em diferentes dias de estocagem a 7°C 

Dias de 

estocagem 

Gordura (g/100g) 

B7 D1 M YA 

0 3,04a ± 0,14 3,34Ab ± 0,20 3,23Aab ± 0,14 3,32Ab ± 0,36 

15 3,01 ± 0,27 3,25A ± 0,31 3,13AB ± 0,11 3,03B ± 0,11 

30 2,9 ± 0,23 3,07B ± 0,15 3,04B ± 0,05 3,00B ± 0,09 

 
Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e minúscula na linha, pelo teste de 

Tükey (p<0,05). 

 
Quanto aos tratamentos D1, M e YA, observou-se uma diminuição significativa da concentração de 

gordura ao longo do tempo de armazenamento, sem que essa redução tenha interferido na classificação 

legal dos leites fermentados. Irigoyen et al. (2005) também relataram a diminuição dos teores de 

gordura de kefir durante a estocagem. O desenvolvimento de micro-organismos lipolíticos nos produtos 

é atribuído como a principal causa dessa redução. Como demonstrado na quantificação de ácidos graxos 

livres deste estudo, em todos os tratamentos (B7, D1, M e YA) foi observada a capacidade dos 

lactobacilos aumentarem os teores de ácidos graxos livres, sugerindo a ocorrência do processo de 

lipólise nos produtos.   

Teores equivalentes de gordura foram encontrados em outras análises desse componente em leites 

fermentados de cabra (Bessa et al., 2016). Por outro lado, alguns trabalhos observaram teores mais 

elevados de gordura, chegando à concentração de 5,37g/100g (Eissa et al., 2010; Salva et al., 2011; 

Ranadheera et al., 2016).  Diferenças entre os valores encontrados podem ocorrer devido a vários 

fatores relacionados à matéria-prima (leite de cabra), uma vez que a gordura é o componente lácteo 

mais sujeito a oscilações, que ocorrem em função da raça do animal, idade, número de partos, estágio 

de lactação, estação do ano, clima e nutrição (Chilliard et al., 2014; Inglingstad et al., 2014). Além 

disso, durante as etapas de produção dos leites fermentados foram acidiconados 8% de sacarose, 

exercendo um efeito diluidor entre os demais componentes do leite, incluindo a gordura. Esse efeito 

também foi observado no trabalho de Ranadheera et al. (2016), no qual verificou-se uma diminuição na 

concentração dos componentes do produto à medida em que aumentava-se a quantidade de polpas de 

frutas acrescida em iogurtes de leite de cabra.   

Baseado nos teores de proteína encontrados (Tabela 20), é possível perceber que nenhuma amostra, 

independentemente do tratamento ou período de refrigeração, apresentou o valor mínimo de 2,9g/100g 

estabelecido pela legislação (Brasil, 2007). Porém, o próprio RTIQ ressalta que os leites fermentados 

podem apresentar teores de gordura e proteína inferiores ao preconizado quando adicionados de 

agregados, açucarados e/ou saborizados. Dessa forma, como os leites fermentados foram produzidos 

acrescentando-se 8% de sacarose, esperava-se um efeito diluidor dos outros componentes sólidos do 

produto, incluindo as proteínas. Além disso, não foram observadas diferenças significativas entre os 

tratamento quanto ao teor desse componente, sendo o tempo de armazenamento o único fator que 

contribuiu para essa diferença. 

Ahmed e Razig (2017) relataram a influencia da degradação de aminoácidos pela cultura fermentadora 

e do processo de hidrólise de caseínas a peptídeos hidrofóbicos na diminuição da concentração de 

proteínas ao longo do período de estocagem de iogurte. 
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Tabela 20: Teor de proteína dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, ambos (M) e L. casei YA 

em diferentes dias de estocagem a 7°C 

Dias de 

estocagem 

Proteína (g/100g) 

B7 D1 M YA 

0 2,73A ± 0,16 2,85A ± 0,10 2,83A ± 0,04 2,78A ± 0,13 

15 2,64A ± 0,14 2,60B ± 0,11 2,69B ± 0,10 2,64B ± 0,17 

30 2,50B ± 0,17 2,57B ± 0,09 2,55C ± 0,06 2,55B ± 0,11 

 
Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e minúscula na linha, pelo teste de 

Tükey (p<0,05). 

 
Por outro lado, na maioria dos trabalhos sobre avaliação da qualidade físico-química de leites 

fermentados de cabra é observado um maior teor de proteínas, variando de 3,51 a 5,39g/100g (Martín-

Diana et al., 2003; Eissa et al., 2010; Salva et al., 2011; Bessa et al., 2016; Ranadheera et al., 2016). 

Novamente, essas diferenças podem ocorrer, principalmente, devido à qualidade das matérias primas, 

ou seja, do leite de cabra utilizado. Além disso, em alguns trabalhos houve a adição de proteínas do soro 

ao leite, culminando na maior concentração desse composto no produto final.  

O teor de sólidos totais dos leites fermentados produzidos (Tabela 21) não se alterou em função do 

fermento utilizado, apresentando diferenças significativas apenas de acordo com o período de 

estocagem. Diminuições dos teores de proteína, gordura e sólidos totais ao longo do período de 

estocagem dos leites fermentados de cabra também foram observados no estudo de Eissa et al. (2010). 

 
Tabela 21: Teor de extrato seco total dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, ambos (M) e L. 

casei YA em diferentes dias de estocagem a 7°C 
 

Dias de 

estocagem 

EST (g/100g) 

B7 D1 M YA 

0 17,93A ± 0,45 17,88AB ± 0,19 18,05A ± 0,35 18,02A ± 0,41 

15 18,17A ± 0,77 18,31A ± 0,63 18,30A ± 0,32 18,22A ± 0,56 

30 17,05B ± 0,20 17,39B ± 0,36 17,29B ± 0,21 17,33B ± 0,28 

 

Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e minúscula na linha, pelo teste de 

Tükey (p<0,05). 

 

 
Relatos na literatura científica indicaram teores de extrato seco total muito variável entre os leites 

fermentados de cabra. Em geral, esses valores oscilaram de 11,5 até 18,9g/100g (Park, 1994; Martín-

Diana et al., 2003; Eissa et al., 2010; Bessa et al., 2016; Ranadheera et al., 2016). A grande variação 

observada quanto a esse parâmetro se deve às diferenças entre o teor de sólidos dos leites de cabra 

utilizado como matéria prima, bem como aos diferentes processos de produção do leite fermentado, 

pois alguns se caracterizam pela adição de componentes sólidos como polpas de fruta, açúcar e proteína 

do soro concentrado.   

Ao longo do período de armazenamento das amostras a 7°C, foi constatada a diminuição significativa 

dos teores de sólidos totais, refletindo as reduções já abordadas das concentrações de gordura e proteína 

observadas durante a estocagem dos leites fermentados.  
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Embora a análise estatística demonstre algumas diferenças entre o teor de cinzas ao longo do período de 

estocagem dos leites fermentados a 7°C (Tabela 22), numericamente a diferença observada entre as 

médias é praticamente inexpressiva, pois se trata da concentração de um componente em 100g do 

produto.  

 
Tabela 22: Teor de cinzas dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, ambos (M) e L. casei YA 

em diferentes dias de estocagem a 7°C  

Dias de 

estocagem 

Cinzas (g/100g) 

B7 D1 M YA 

0 0,69B ± 0,02 0,70B ± 0,02 0,68B ± 0,03 0,68B ± 0,02 

15 0,73A ± 0,03 0,73A ± 0,03 0,72A ± 0,03 0,72A ± 0,02 

30 0,73A ± 0,03 0,72AB ± 0,03 0,71A ± 0,03 0,71AB ± 0,04 

 
Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e minúscula na linha, pelo teste de 

Tükey (p<0,05). 

 
Na literatura científica, é possível encontrar teores de resíduos minerais variando de 0,75 a 1,39g/100g. 

Os valores mais altos que os encontrados nesse estudo novamente podem se dever ao efeito de diluição 

pela adição de açúcar ou efeito de concentração pela adição de proteínas do soro que também contêm 

minerais em sua composição (Martín-Diana et al., 2003; Eissa et al., 2010; Salva et al., 2011; Bessa, 

2014; Ranadheera et al., 2016). Por outro lado, Park (1994) encontrou teores de cinzas aproximados aos 

obtidos nesse estudo ao analisar leites fermentados de cabra comerciais produzidos nos Estados Unidos. 

 

5.3.4. Parâmetros microbiológicos durante a estocagem 

 
As pesquisas de micro-organismos patogênicos ao longo de todo período de estocagem apresentaram 

resultados que demonstraram a ausência de coliformes a 30°C e 45°C, bolores e leveduras, 

Staphylococcus coagulase-positivo e Salmonella spp.. Dessa forma, os leites fermentados se mostraram 

adequados quanto aos padrões microbiológicos estabelecidos pela Instrução Normativa 46 (Brasil, 

2007) e pela Resolução da Diretoria Colegiada número 12 – RDC nº 12 (Brasil, 2001), sendo, portanto, 

aptos e seguros para serem fornecidos ao público para a avaliação sensorial.  

A enumeração das bactérias ácido-lácticas nos leites fermentados de cabra ao longo do período de 

estocagem a 7°C pode ser observada na figura 9.  
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Figura 9. Contagem de L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, ambos (M) e L. casei YA nos leites fermentados e armazenados a 

7°C por 0, 15 e 30 dias. Teste de Tükey (p<0,05).  

 
Independentemente do tratamento e do período de estocagem dos produtos, foi observado uma 

contagem de lactobacilos superior a 10
8 

UFC/g, que além de atender os requisitos estabelecidos pela 

legislação, também se adequa aos valores encontrados em produtos contendo probióticos (Tamime et 

al., 2005; Brasil, 2007; Hill et al., 2014). Além disso, os micro-organismos mostraram uma viabilidade 

constante ao longo de todo período, visto que não houve diferença significativa entre as contagens dos 

lactobacilos nos dias 0, 15 e 30, com exceção do tratamento M. Neste caso, a contagem foi 

estatisticamente maior no início do período de estocagem, demonstrando uma queda considerável no 

dia 15 que se manteve até o final. O resultado contrasta com a resposta de ambas as bactérias que 

compõem o tratamento M (B7 e D1) no teste spot on the lawn, no qual um lactobacilo não foi capaz de 

antagonizar in vitro o crescimento do outro. Mesmo com a diminuição da concentração de lactobacilos 

no leite M, esse produto continuou apresentando valores desejáveis do ponto de vista legal e contagens 

superiores a 10
8 
UFC/g.  

Comparado aos outros estudos, os lactobacilos demonstraram estabilidade superior, visto que foi 

observada, de uma forma geral, a perda de até 1 log na contagem dos Lactobacillus spp. em leites 

fermentados de cabra nos trabalhos de Martín-Diana et al. (2003), Eissa et al. (2010), Bessa (2014) e 

Ranadheera et al. (2016). No trabalho de Santos et al. (2017), foi observado que, apesar das contagens 

apresentarem valores inferiores, a viabilidade de L. rhamnosus se manteve nos sete primeiros dias de 

estocagem (7,38 log UFC/g) e apresentou considerável aumento até o dia 28 (7,78 log UFC/g). 

 

5.3.5. Análise sensorial dos leites fermentados 

 
As médias de pontuação atribuídas aos leites fermentados, seguindo escala hedônica de cinco pontos e a 

intenção de compra dos provadores estão retratadas nas tabelas 23 e 24, respectivamente. 
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Tabela 23: Aceitação de leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, ambos (M) e L. casei YA em 

diferentes dias de estocagem a 7°C  

 

Dias de 

estocagem 

Aceitação (pontuação na escala hedônica) 

B7 D1 M YA 

15 3,28Aab ± 1,09 3,54a ± 1,08 3,14b ± 1,08 3,54Aa ± 1,12 

30 2,91Bb ± 1,23 3,53a ± 1,06 2,99b ± 1,14 3,13Bb ± 1,14 

 

Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e minúscula na linha, pelo teste t 

(p<0,05) e teste de Tükey (p<0,05) respectivamente. 

 

 
Baseado nas notas atribuídas é possível perceber uma maior aceitação dos leites fermentados B7, D1 e 

YA comparado ao tratamento M, considerando 15 dias de armazenamento a 7°C. Com 30 dias de 

estocagem, foram atribuídas notas significativamente menores para B7 e YA, fazendo com que D1 se 

destacasse sobre todos os outros produtos, visto que M manteve um grau de aceitação estatisticamente 

menor como visto na análise com 15 dias. 

Segundo observações registradas pelos próprios provadores na ficha de avaliação, o leite fermentado M 

com 15 dias de armazenamento, apresentava um sabor característico de produtos caprinos, sendo esse 

um fator que pode ter contribuído para a menor aceitação frente aos outros tratamentos. Uma lipólise 

mais acentuada poderia explicar tal percepção pelos provadores, entretanto não houve diferença 

significativa entre a concentração de ácidos graxos livres do leite M e dos demais tratamentos. Além 

disso, a textura foi outro ponto ressaltado pelos provadores, cujos relatos indicaram uma maior fluidez 

do leite M. Todavia, o padrão comparativo utilizado pelos provadores foram os leites fermentados 

comerciais, que são adicionados de aditivos que afetam positivamente a percepção da textura desses 

produtos. Martín-Diana et al. (2003) também observaram menores pontuações de aceitação de leites 

fermentados de cabra quando esses apresentavam características de fluidez mais acentuadas. Nesse 

caso, o produto pior avaliado demonstrou menores valores de viscosidade e firmeza, além de maior grau 

de sinérese. Da mesma forma, no trabalho de Ranadheera et al. (2016) foi observado que a textura e o 

sabor de iogurtes produzidos com leite de cabra foram os fatores determinantes para as diferenças 

observadas entre a avaliação geral de distintos tratamentos.  

Com 30 dias de refrigeração, o leite fermentado M manteve as mesmas características sensoriais já 

descritas. Além disso, relatos dos provadores indicaram o mesmo perfil nos produtos B7 e YA, o que 

poder ter contribuído para a menor pontuação final desses tratamentos. Os principais registros 

indicavam alterações da textura e principalmente do sabor, comparando o paladar desses leites 

fermentados aos de soro e queijos.  

O sabor de soro é indicativo do aumento da sinérese do produto ao longo do período de estocagem, 

como observado em outros trabalhos, os quais mostraram que o período de maior dessoragem coincidiu 

com as menores pontuações dos produtos em análises sensoriais (Ranadheera et al., 2016). Ainda nesse 

contexto, o sabor característico de queijo relatado por alguns provadores sugere a ocorrência de 

proteólise. Essa reação bioquímica é o principal evento que ocorre durante maturação de queijos, 

contribuindo para a formação do sabor próprio desse produto pela liberação de peptídeos e aminoácidos 

resultantes da quebra de proteínas. A proteólise pode ser desencadeada por vários fatores, dentre os 

quais se destaca a atividade de enzimas de origem bacterianas, incluindo as produzidas por BAL (Sousa 

et al., 2001; McSweeney, 2004). A atividade proteolítica de L. casei, L. plantarum e L. rhamnosus foi 

demonstradas em outros estudos, sendo essa reação também observada durante a fermentação do leite 
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de cabra (Salva et al., 2011; Vukotić et al., 2016). Além disso, no trabalho de Hernandez et al. (2015) 

foi demonstrada uma maior tendência do leite fermentado de cabra em apresentar proteólise durante o 

período de estocagem quando comparado ao análogo bovino.  

As menores notas atribuídas aos leites fermentados com 30 dias de armazenamento também coincidem 

com o período em que foi detectada uma maior concentração de ácidos graxos livres, que embora não 

tenham influenciado a aceitação de D1, pode ter contribuído para a redução dos valores dos demais 

tratamentos pela mudança de sabor que esses compostos podem promover (Jia et al. 2016). 

Considerando a escala hedônica de cinco pontos utilizada nessa análise, é possível perceber que a 

maioria das médias obtidas apresentam valores situados entre as notas 3 e 4, que significam 

respectivamente “não gostei nem desgostei” e “gostei”. Apenas as médias dos tratamentos B7 e M com 

30 dias de estocagem apresentaram valor entre 2 (“não gostei”) e 3. Esses resultados mostram uma 

avaliação superior as observadas no estudo de Ranadheera et al. (2016), no qual as médias de aceitação 

dos leites fermentados caprinos oscilaram entre “desgostei moderadamente” e “não gostei nem 

desgostei” em uma escala de 9 pontos. Seguindo a mesma escala, Bessa et al. (2016) encontraram 

médias entre “desgostei levemente” e “gostei muito” na avaliação de sabor, aroma e viscosidade. No 

trabalho de Santos et al. (2017) foi observada uma pontuação de 7 (“gostei levemente”) para leites 

fermentado de cabra por L. rhamnosus. Martín-Diana et al. (2003) observaram uma pontuação média de 

4,7 para o leite fermentado de cabra em uma escala de 10 pontos, sendo que a aceitação do produto 

aumentou para 8,1 quando se adicionou proteínas do soro concentrado na formulação do produto.  

Dutcosky (1996), citado por Emediato et al. (2009), propôs que uma aceitável repercussão em testes 

sensoriais seria obtida quando o índice de aceitabilidade das amostras (IA) fosse igual ou superior a 

70%. Este índice é obtido pela relação entre a pontuação média obtida no teste vezes 100, dividida pela 

nota máxima obtida no quesito (no teste de aceitação). Dessa forma, fazendo os cálculos para os leites 

fermentados de cabra, observa-se que, com 15 dias de armazenagem a 7°C, os leites fermentados por 

D1 e YA foram os únicos a apresentarem índices maiores de 70%. Com 30 dias, apenas D1 continuou 

apresentando índice nessa faixa, comprovando a superioridade sensorial do tratamento comparado à B7, 

M e YA.  

De acordo com a tabela 24, o leite fermentado D1 também apresentou-se superior aos demais produtos 

quanto a intenção de compra, tanto com 15 como com 30 dias de estocagem, sendo que esses dias não 

exerceram qualquer efeito sobre esse parâmetro. Nos leites fermentados por B7 e YA, foi observada 

uma diminuição significativa da intenção de compra entre os períodos, sendo que M permaneceu 

estatisticamente na mesma faixa ao longo dos 30 dias, refletindo os resultados encontrados na avaliação 

da aceitação dos produtos. 

 
Tabela 24: Intenção de compra dos leites fermentados de cabra por L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, ambos (M) e L. casei 

YA em diferentes dias de estocagem a 7°C  

Dias de 

estocagem 

Intenção de compra (%) 

B7 D1 M YA 

15 49,05Ab 60,00a 45,71b 58,10Ab 

30 39,52Bb 60,66a 38,10b 44,29Bb 

 

Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e minúscula na linha, pelo teste de 

Fisher (p<0,05). 
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Os valores apresentados pela amostra D1 são maiores que os encontrados no trabalho de Garcia e 

Travassos (2012), no qual a intenção de compra pelos provadores de leites fermentados de cabra variou 

de 30,95% a 42,86%. Por outro lado, Alves et al. (2009) observaram uma intenção de compra 

aproximada (61%) para frozen yogurt produzidos com leite de cabra adicionados de probióticos. 

No trabalho de Oliveira (2016), a avaliação do leite de búfala fermentado por D1 por provadores 

mostrou uma intenção de compra semelhante ao encontrado no caprino, sendo de 63,40% e 63,16% nos 

dias 14 e 28 de estocagem. Por outro lado, o produto bubalino fermentado por B7 apresentou uma 

intenção de comprar maior (60,13% e 62,50%) que o encontrado no leite fermentado de cabra. Acurcio 

(2016) encontrou valores aproximados na avaliação de leite fermentado de vaca por B7 armazenado por 

15 dias, já que 45% dos provadores demonstraram intenção de compra para esse produto. 

Baseado nos resultados obtidos na análise sensorial dos leites fermentados de cabra, o produto 

adicionado de L. rhamnosus D1 reuniu a melhor aceitação pelo público e maior percentual de intenção 

de compra. Por esses motivos, ele pode ser considerado o melhor fermento, dentre os testados, para 

produção de leites fermentados de cabra. 

 
 

6. CONCLUSÃO 

 

Lactobacillus plantarum B7 e L. rhamnosus D1 tiveram um satisfatório desempenho nas avaliações de 

potencial probiótico in vitro, com base na sensibilidade a antimicrobianos e na tolerância ao ácido 

gástrico artificial e aos sais biliares, sugerindo uma resistência às fontes de injúrias naturalmente 

presentes no trato gastrintestinal dos hospedeiros.  

Além disso, as duas amostras foram capazes de antagonizar, em meio de cultura, o desenvolvimento de 

L. monocytogenes, sugerindo que o emprego das mesmas em produtos funcionais possa ser indicado. 

Por outro lado, nos testes in vivo não foi observado um efeito protetor aparente de L. plantarum B7 e L. 

rhamnosus D1 quanto à sobrevivência de camundongos BALB/c após infecção experimental por L. 

monocytogenes, embora o grupo tratado com D1 tenha apresentado maior desenvolvimento ponderal no 

pré-tratamento e após o desafio, indicando possível melhor efeito protetor desta BAL. 

Os leites fermentados de cabra produzidos a partir da inoculação de B7, D1, ambas (M) e L. casei (YA - 

controle positivo) apresentaram padrões físico-químicos adequados durante a estocagem por 30 dias sob 

temperatura de 7°C, considerando a legislação brasileira vigente para leites fermentados e trabalhos 

científicos sobre a fermentação de leite de cabra. Além disso, durante todo o período, as amostras foram 

isentas de micro-organismos patogênicos (coliformes a 30°C e 45°C, Staphylococcus coagulase 

positivo, Salmonella spp. e bolores e leveduras) e mantiveram a população de bactérias lácticas em uma 

concentração desejável (> 10
8 
UFC/g).  

Na análise sensorial, o leite fermentado de cabra por D1 apresentou maior aceitação e intenção de 

compra (p>0,05) que os demais tratamentos. 

Portanto, pelo desempenho observado na avaliação ponderal de camundongos BALB/c e na avaliação 

sensorial de leites fermentados de cabra, sugere-se que L. rhamnosus D1 seja o micro-organismo mais 

interessante quanto à utilização como probiótico e como cultura para obtenção de leite fermentado de 

cabra.  
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8. ANEXOS 

 

ANEXO I: Certificado de aprovação do projeto, expedido pelo Comitê de Ética no Uso de Animais – 

CEUA, da Universidade Federal de Minas Gerais.  
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ANEXO II: Ficha de avaliação sensorial dos leites fermentados entregue aos avaliadores. 

 

Avaliação Sensorial de Leites Fermentados por Lactobacilos Isolados de Queijos Minas 

Artesanais 

 

Você está recebendo quatro amostras de leite fermentado codificadas, avalie-as, de preferência, em 

ordem crescente segundo a escala hedônica abaixo quanto à aceitação do produto.  

Avalie também, por gentileza, a intenção de compra de cada um dos leites fermentados provados com 

um sim ou não no espaço designado.  

Caso tenha alguma observação, use o espaço designado. 

Escala Hedônica de Pontos 

1 – Desgostei muito 

2 – Não gostei 

3 – Não gostei nem desgostei  

4 – Gostei 

5 – Gostei muito 

 

Quadro de Avaliação 

Amostra 
Aceitação 

(1 a 5) 

Intenção de 

compra  

(sim ou não) 

Observações 

 

 

 

   

 

 

 

   

 

 

 

   

 

 

 

   

 

Obrigado pela sua colaboração e participação! 
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ANEXO III: Certificado de aprovação do projeto, expedido pelo Comitê de Ética em Pesquisa – 

COEP, da Universidade Federal de Minas Gerais. 

 

 

 

 



 

84 
 

 


