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Resumo:

Em decorrência à ampla oferta de alimentos processados e com grande utilização de aditivos químicos, 
surge a preocupação com possíveis efeitos adversos à saúde, e por consequência a demanda por 
alimentos seguros visando assim uma alimentação saudável e uma maior qualidade de vida. O estudo 
teve por objetivo extração de bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei, e o seu estudo quanto a 
concentração mínima inibitória (CMI) e concentração bactericida mínima (CBM) frente a bactérias 
patogênicas como Salmonella e Listeria monocytogenes. Foram realizadas dez diluições do ELC para as 
análises de CMI e CBM e todas avaliadas quanto a atividade inibitória pelo método de microplacas. 
Onde se constatou a inibição no desenvolvimento de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes no 
extrato sem nenhum tratamento preliminar, apresentando inibição de 28,05±3,38% e 6,7±0,5% 
respectivamente. Foi constatado ainda a estabilidade do extrato frente a baixas concentrações do mesmo, 
apresentando 28,05±3,38% de inibição sob Salmonella e 6,7±0,5% frente a Listeria monocytogenes, 
ambos na concentração de 1:11, avaliada como sendo a concentração mínima inibitória (CMI), porém 
não apresentou efeito bactericida.
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DETERMINAÇÃO DA CMI E CBM DE BACTERIOCINA FRENTE A Salmonella 
spp. E Listeria monocytogenes 

 
1 INTRODUÇÃO  

 
Em decorrência à ampla oferta de alimentos processados e com grande utilização de 

aditivos químicos, surge a preocupação com possíveis efeitos adversos à saúde, e por 
consequência a demanda por alimentos seguros e que não sejam submetidos a um 
processamento intenso, visando assim uma alimentação saudável e uma maior qualidade de 
vida (CASTRO et al., 2011). 

Grande parte dos alimentos de origem vegetal e animal possuem uma curta vida de 
prateleira, sendo muito suscetíveis à degradação microbiana. Por essa razão em muitos 
produtos são utilizados conservantes, os quais buscam impedir ou retardar a alteração dos 
alimentos provocada por micro-organismos ou enzimas (BRASIL, 1997; NISINA, ...2016). 
Em resposta a possível potencialidade de efeitos tóxicos de conservantes químicos se tem a 
perspectiva de substituição de aditivos sintéticos por naturais, que segundo Gerhardt et al., 
(2012) apresentam-se como alternativas viáveis. 

A utilização de bactérias ácido láticas (BAL) em alimentos fermentados é uma forma de 
bioconservação devido a sua habilidade de produção de alguns compostos antimicrobianos 
como as bacteriocinas que são de natureza proteica, possuindo ação bacteriostática ou 
bactericida sob bactérias incluindo as patogênicas (DRECHSEL et al., 2011; FERREIRA, 
2005; KLAENHAMMER, 1993). 

Seu efeito bactericida ou bacteriostático se dá pela ação na parede celular do 
organismo alvo, inibindo a biossíntese ou acarretando na formação de poros na mesma, 
resultando na morte celular. A formação de poros ocorre em duas fases, no primeiro momento 
há o envolvimento das cargas positivas e resíduos polares da bacteriocina com os 
fosfolipídios de carga negativa, presentes na camada lipídica da membrana alvo, neste 
momento a bacteriocina se torna sensível ao ataque de enzimas proteolíticas. Contudo no 
segundo momento se tem a formação dos poros nas células alvo, ocorrendo desta forma a 
morte da célula (KLAENHAMMER, 1993). 

Segundo Oliveira et al. (2009), a atividade antibacteriana de um agente pode ser 
avaliada a partir da menor quantidade necessária para inibir o crescimento de uma bactéria 
teste, sendo esta quantidade denominada concentração mínima inibitória (CMI), ou seja, 
constatando-se seu efeito bacteriostático. Já o efeito bactericida é verificado como sendo a 
concentração mínima necessária que resulta na morte celular, ou seja, a concentração 
bactericida mínima (CBM). 

Diante do exposto objetivou-se a extração de bacteriocina produzida por Lactobacillus 

sakei, e o seu estudo quanto a concentração mínima inibitória (CMI) e concentração 
bactericida mínima (CBM) frente a bactérias patogênicas como Salmonella e Listeria 

monocytogenes. Uma vez que é de suma importância a averiguação destas concentrações para 
se estabelecer a quantidade necessária para uma futura adição em produtos alimentícios. 

2 METODOLOGIA  
 

2.1 Obtenção do extrato livre de células 

 O presente trabalho foi inteiramente desenvolvido no Laboratório de Microbiologia e 
Toxicologia de Alimentos na Universidade Federal do Pampa campus Bagé, onde 
inicialmente se realizou a ativação da cepa de Lactobacillus sakei, a qual havia sido 
previamente isolada pelo grupo de estudos e criopreservada a -14°C, essa reativação foi 
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possível a partir da utilização  de caldo Man, Rogosa and Sharpe (MRS) a uma temperatura 
de 32°C e agitação de 150 rpm por um tempo de 24 h, após o processo de fermentação fez-se 
a centrifugação por 5500 rpm/15 minutos para remoção das células, visto que as bacteriocinas 
são compostos extracelulares, obtendo assim o extrato livre de células (ELC). 
 
2.2 Diluição do ELC 

 Foram realizadas dez diluições do ELC para as análises de CMI e CBM, utilizando 
como diluente água peptonada estéril, assim como todo o material utilizado, onde que na 
primeira diluição tinha-se 1 mL do ELC para 2 mL totais, e assim sucessivamente (1:2, 1:3, 
1:4, 1:5,  1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10) (OLIVEIRA et al., 2009), sendo assim todas as diluições 
foram avaliadas quanto a atividade inibitória. 
 
2.3 Atividade inibitória 

 O potencial antibacteriano foi realizado frente a Salmonella (isolada de um alimento) e 
Listeria monocytogenes (ATCC 7644) a partir da metodologia descrita na NCCLS (2003) 
SHOR�PpWRGR�GH�PLFURSODFDV��D�TXDO�GHVFUHYH�XPD�DGLomR�GH������/�GH�FDOGR�0�OOHU�+LQWRQ��

���� �/� GH� H[WUDWR� H� ��� �/� GH� FXOWXUD� PLFURELDQD� FRQWDPLQDQWH� SDGURQL]DGD� FRP�

aproximadamente 1,5x108 UFC/mL em cada poço da microplaca. O crescimento microbiano 
foi avaliado pela capacidade de turvação do meio, onde se utilizou-se de leitora de 
absorbância a um comprimento de onda de 630 nm, as leituras foram realizadas no tempo 0 e 
16 h de incubação. Para avaliação dos resultados foi considerada a diferença da leitura inicial 
com a realizada após 16h, onde que os poços com menor variação de leitura indicaram 
possível ação antimicrobiana do extrato sob os micro-organismos, a diferença destes chamou-
se de porcentagem de inibição. 

 
 
3 RESULTADOS e DISCUSSÃO  

 
A partir da metodologia empregada se alcançou os resultados apresentados nas Figuras 

1 e 2, onde se constatou a inibição no desenvolvimento de Salmonella spp. e Listeria 

monocytogenes, no ELC, ou seja, o extrato sem nenhum tratamento preliminar, apresentando 
uma alta porcentagem de inibição em ambos os micro-organismos testados. Resultado 
promissor, uma vez que na grande maioria das bacteriocinas analisadas pela literatura, não se 
tem resultados positivos sob as duas estruturas de parede celular conhecidas (Gram-negativa e 
Gram-positiva). Barbosa (2013), por exemplo, ao utilizar uma bacteriocina produzida por 
³Lactobacillus sakei 0%6D�´� QmR� REVHUYRX� DWLYLGDGH� LQLELWyULD� DR� GHVHQYROYLPHQWR� GH�
Escherichia coli em seus estudos, obtendo, contudo, resultado positivo contra diversas cepas 
de Listeria monocytogenes analisadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Ação inibitória do extrato frente a Salmonella 
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Nota: Letras iguais representam 

valores sem diferença significativa com p<0,05 em teste Tukey. 
Fonte: Autores 

 
 A partir da Figura 1 pode-se observar que o extrato não apresentou efeito bactericida 
sob a bactéria Salmonella, uma vez que apresentou 97,7±0,66% de inibição no ELC (sem 
tratamento), porém o extrato se mostrou eficiente apresentando atividade inibitória até a 
diluição 1:11, resultado semelhante ao encontrado por Souza et al. (2017), que constatou em 
seus estudos uma CMI de extrato de bacteriocina na concentração de 1:9 frente a 
Staphylococcus aureus, porém no mesmo estudo constatou também atividade bactericida 
frente ao mesmo micro-organismo até a diluição de 1:3, diferente do analisado no presente 
estudo. 
 Gelinski (2003) também obteve em seus estudos resultados satisfatórios com extrato 
de bacteriocina obtida a partir de Lactobacillus sake 2a, o qual foi testado sob várias cepas de 
Salmonellas, apresentando resultado positivo sob todas as linhagens utilizadas bem como 
quando combinado o extrato da bacteriocina a outros antimicrobianos como, ácido cítrico, 
EDTA e lisozima. 

 
Figura 2 - Ação inibitória do extrato frente a Listeria monocytogenes 
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Nota: Letras iguais representam valores sem diferença significativa com p<0,05 em teste Tukey. 
Fonte: Autores 

 
A partir da Figura 2 pode-se observar que o extrato mostrou o mesmo 

comportamento frente a Listeria monocytogenes, apresentando a CMI na diluição 1:11 e não 
exibido atividade bactericida frente a este patógeno uma vez que o ELC apresentou uma 
inibição de 89,75±3,75%. Já, Rosa (2001) analisou a atividade de uma bacteriocina produzida 
por uma cepa de Lactobacillus sake 2a, isolada de linguiça frescal, onde constatou o efeito 
bactericida contra Listeria monocytogenes porém ao analisar seu efeito sob Escherichia coli 
O157H7 não obteve resultados satisfatórios. Barbosa (2013) obteve resultados também 
positivos quando utilizado cepas de bacteriocinas isoladas de salame frente a diferentes cepas 
de Listeria monocytogenes. 

Nota-se ainda que a diminuição da porcentagem de inibição está diretamente 
proporcional a diminuição da concentração do ELC, porém constata-se que o extrato se 
manteve eficiente até a diluição de 1:11, ou seja, uma parte de extrato para 10 totais, 
evidenciando uma baixa concentração do mesmo, constatando que a concentração mínima 
inibitória para o extrato da bacteriocina foi na concentração 1:11 para os dois micro-
organismos testados, apresentando 28,05±3,38% e 6,7±0,5% para Salmonella e Listeria 

monocytogenes respectivamente nesta diluição. 
 
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 
Através das análises realizadas constatou-se que a bacteriocina obtida da cepa de 

Lactobacillus sakei estudada, exibe atividade antibacteriana frente a micro-organismos 
patógenos, tanto Gram-negativo como Gram-positivo, exibindo uma inibição de 97,7±0,66% 
sob Salmonella e 89,75±3,75% frente a Listeria monocytogenes no extrato sem tratamento. 
Foi constatado ainda a estabilidade do extrato frente a baixas concentrações do mesmo, 
apresentando 28,05±3,38% de inibição sob Salmonella e 6,7±0,5% frente a Listeria 

monocytogenes, ambos na concentração de 1:11, avaliada como sendo a concentração mínima 
inibitória (CMI), porém não apresentou efeito bactericida. 
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