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1. INTRODUÇÃO 
O uso de extratos de plantas como agentes com atividade antimicrobiana 

tem sido foco de diversos estudos nos últimos anos, em especial para alimentos, 
já que estes podem ser utilizados como aditivos alimentares, tendo, assim, efeitos 
benéficos para a saúde humana (AZEVEDO, 2011).  

As amoras-pretas (Rubus spp.) pertencem a família Rosaceae, sendo que 
a fruta in natura é rica em diversos nutrientes (ANTUNES, 2002). A cultivar Tupy é 
a mais cultivada no Brasil, sendo que as mesmas são consideradas excelentes 
fontes de compostos fenólicos, existindo uma grande diversidade de 
características sensoriais, dependendo da cultivar, tanto no sabor quanto na 
coloração; estas diferenças estão associadas ao conteúdo de polifenóis e ao perfil 
da fruta (GUEDES, et al., 2017; TULIO, et al., 2013). A estes compostos bioativos, 
principalmente os compostos fenólicos e ácidos orgânicos, é atribuída a atividade 
antimicrobiana e antioxidante da fruta e seus extratos (AZEVEDO, 2011). 

 Se utilizados como aditivos alimentares, os extratos de frutas podem 
fornecer proteção contra micro-organismos deteriorantes e patogênicos 
(AZEVEDO, 2011). Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Staphylococcus 
aureus são micro-organismos patogênicos, estando entre as principais bactérias 
causadoras de doenças transmitidas por alimentos (DTA’s), que ocorrem devido à 
ingestão de alimentos contaminados por estes e outros patógenos, e pelas 
toxinas produzidas pelos mesmos. Considerando isto, este estudo teve como 
objetivo determinar a atividade antibacteriana de extratos de amora-preta (Rubus 
spp.), da cultivar Tupy, frente às bactérias patogênicas Listeria monocytogenes, 
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. 
 

2. METODOLOGIA 
2.1 Obtenção das amostras e preparo dos extratos 

Os genótipos de amora-preta (Rubus spp.) da cultivar Tupy foram 
adquiridos no Campo Experimental da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 
As frutas foram liofilizadas, e triturados em moinho de bolas até obter-se a 
consistência de pó. Os extratos foram obtidos seguindo a metodologia proposta 
por Scherer e Godoy (2014). Na extração utilizou-se o solvente metanol, que foi 
evaporado e o extrato obtido foi ressuspendido em água destilada estéril na 
concentração de 1 g/mL.  
 
2. 2 Atividade antimicrobiana das amostras 

A avaliação do efeito antimicrobiano das amostras foi realizada por meio de 
três metodologias: disco difusão, concentração inibitória mínima (CIM) e 
concentração bactericida mínima (CBM). Foram testados os efeitos 
antimicrobianos do extrato de amora-preta sobre as cepas padrão das espécies 



 

de bactérias Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895), Listeria monocytogenes 
(ATCC 7644) e Staphylococcus aureus (ATCC 10832).  
 
2.3 Reativação dos microrganismos 

As bactérias utilizadas no experimento foram mantidas sob congelamento 
em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol (propano-1,2,3-triol) na proporção 
3:1 (v:v). Para realizar a reativação, uma alçada dessas bactérias foi transferida 
para caldo Soja Tripticaseína (TSB) e incubadas em estufa durante 24 h a 37ºC. 
Após, uma alçada deste crescimento foi estriada em placas de Petri com meios 
seletivos, sendo ágar Eosina Azul de Metileno (EMB) para E. coli, ágar Oxford 
para L. monocytogenes e ágar Baird-Paker para S. aureus, e incubadas por 24/48 
h a 37ºC, para o isolamento das colônias. Do crescimento bacteriano nas placas 
de Petri, foi extraída uma alçada e ressuspendida em solução salina (NaCl 
0,85%), a qual foi padronizada na concentração 0,5 na escala de McFarland (1,5 
x 108 UFC mL-1). Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. 
 
2.4 Disco difusão  

A análise de disco difusão foi realizada de acordo com o método descrito 
pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute – CLSI (CLSI, 2015a), 
com pequenas modificações. A solução salina padronizada contendo o inóculo foi 
semeada com auxílio de um swab estéril na superfície de placas com ágar Muller-
Hinton. Em seguida foram adicionados discos de papel filtro esterilizados com 
diâmetro de 6 mm.  Após, 5 µL de extrato de amora-preta foram impregnados 
sobre os discos de papel e as placas incubadas por 24 h a 37ºC. Logo após este 
período foi efetuada a medição dos halos de inibição. Os resultados de disco 
difusão foram expressos em mm ± desvio padrão após três medidas equidistantes 
dos halos formados. 
 
2.5 Concentração Inibitória Mínima  

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi realizada de acordo com o 
método descrito pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute – CLSI 
(CLSI, 2015b), com pequenas modificações. Para tal, foram utilizadas placas de 
microtitulação de 96 poços, onde foram acrescentadas em cada poço 100 µL de 
caldo BHI, 100 µL de inóculo (80 µL de caldo BHI e 20 µL de água salina com 
crescimento bacteriano) e o extrato de amora-preta em três diferentes 
concentrações de amostra pura (100 µL extrato de amora-preta puro); 1:100 (1 µL 
de extrato de amora-preta e 99 µL de DMSO) e 1:1000 (0,1 µL de extrato de 
amora-preta e 99,9 µL de DMSO). 

Após o preparo da amostra, as placas de microtitulação foram avaliadas 
em espectrofômetro a 620 nm. Em seguida, procedeu-se a incubação por 24 h a 
37ºC, e após, foi realizada nova leitura em espectrofotômetro. A CIM foi 
considerada como a menor concentração em que não houve crescimento 
bacteriano no meio de cultura, sendo expressa em µg mL-1. 
 
2.6 Concentração Bactericida Mínima 

A Concentração Bactericida Mínima (CBM) foi realizada de acordo com o 
método proposto por Cabral et al. (2009) com pequenas modificações. Após a 
realização da CIM, foram retirados 15 µL dos poços dos extratos de amora-preta 
que tiveram inibição, os mesmos foram estriados em placas de Petri com ágar 
BHA (Brain Heart Infusion Agar) e incubados por 24 h a 37°C. Foi considerada a 
mínima concentração bactericida as placas onde não houve crescimento 
bacteriano.  



 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 Os resultados obtidos na análise de disco difusão são apresentados na 
Tabela 1, enquanto os resultados obtidos na análise concentração inibitória 
mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM) são mostrados na Tabela 
2. 
 
Tabela 1. Halos de inibição obtidos pelo método de disco difusão por aplicação de 

extrato de amora-preta frente as bactérias Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. 

Bactérias Halo de inibição (mm)* 

Staphylococcus aureus 7,7±0,06 
Escherichia coli 6,8±0,06 

Listeria monocytogenes 7,3±0,06 
 

*Média das triplicatas ± desvio padrão 

 
Tabela 2. Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida 

mínima (CBM) do extrato de amora-preta frente as bactérias Listeria 
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. 

Bactérias 
Concentração* (µg.mL-1) 

CIM CBM 

Staphylococcus aureus 330 + 
Escherichia coli 330 - 

Listeria monocytogenes 330 - 
 

*Concentração diluída com dimetilsulfóxido; + Crescimento do micro-organismo; - Não 
crescimento do micro-organismo. 
  

 Como podemos observar (Tabela 1) os extratos de amora-preta (Rubus 
spp.) obtiveram halos de inibição de 7,7, 6,8 e 7,3 (mm) para os micro-organismos 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Listeria monocytogenes, 
respectivamente. A maior inibição foi observada do extrato em relação ao micro-
organismo Staphylococcus aureus (7,3 mm). ARORA & KAUR (1999) relatam que 
halos menores do que 7 mm são considerados não-ativos, e halos superiores a 
12 mm possuem inibição satisfatória frente à micro-organismos. 
 Em relação à concentração inibitória mínima, o extrato de amora-preta foi 
testado em três diferentes concentrações (amostra pura, 1:100 e 1:1000), sendo 
que o mesmo apresentou inibição na menor concentração em todos os micro-
organismos. 
 O extrato apresentou ação bactericida frente aos micro-organismos 
Escherichia coli e Listeria monocytogenes, não havendo crescimento destes 
micro-organismos, enquanto a Staphylococcus aureus apresentou crescimento, 
mostrando, assim, que o extrato não possui ação bactericida frente a este micro-
organismo.  
 RADOVANOVIC e colaboradores (2013) realizaram as análises de disco 
difusão, concentração inibitória mínima e concentração bactericida mínima de 
extratos de amoras-pretas provenientes da Sérvia e encontraram valores para 
disco difusão, de 16 mm e 13,7 mm para Escherichia coli e Staphylococcus 
aureus, respectivamente, valores estes superiores aos encontrados neste estudo. 
A concentração inibitória mínima encontrada por estes autores foi de 500 µg.mL-1 
e 62,5 µg.mL-1, para Escherichia Coli e Staphylococcus aureus, respectivamente. 
As concentrações de inibição mínima encontrada neste estudo, para Escherichia 
Coli foi inferior (330µg.mL-1), e para Staphylococcus aureus foi superior 
(330µg.mL-1), porém, devemos salientar que esta foi a menor concentração 



 

testada, portanto, novos estudos devem ser realizados a fim de elucidar em que 
concentração o extrato é capaz de cessar a inibição.  
 PEREIRA (2008) salienta que embora valores encontrados por outros 
autores seja objeto de comparação, a composição e sua consequente atividade 
dependem de variáveis como tipo de planta, estado de terra, clima, local de 
permanência da fruta desde a colheita, preparação, entre outros. 
 

4. CONCLUSÕES 

 De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que os extratos de 
amora-preta obtiveram atividade antibacteriana frente aos micro-organismos 
estudados, apresentando halos de inibição dentro da faixa considerada inibitória 
na maioria dos micro-organismos testados, atividade inibitória em todas as 
concentrações testadas, e atividade bactericida frente aos micro-organismos 
Escherichia coli e Listeria monocytogenes. 
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