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RESUMO
Alguns micro-organismos causadores de infecções e veiculados por alimentos industrializados são 
removidos dos mesmos por tratamento térmico ou acidifi cação, enquanto outros são de difícil eliminação 
e requerem o uso de conservantes. Assim, acidifi cou-se meio de cultura TSA (Tripticase-Soja-Agar) com 
ácido cítrico (pH 3,5 e 5) e acrescentou-se ao mesmo quantidades específi cas de metabissulfi to de sódio 
(MBS), benzoato de sódio (BS) e sorbato de potássio (SP). Após inoculação com suspensões aquosas (100 
µL = 104 células) de Escherichia coli, Bacillus cereus, Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium, e incubação 
por 24-72 h, mensurou-se o número de unidades formadoras de colônias (UFC) nos cultivos, visando obter 
a concentração mínima de cada conservante capaz de inibir (CIM) os isolados estudados in vitro e fornecer 
subsídios para sua utilização industrial em quantidades apropriadas. B. cereus foi o isolado mais suscetível a 
MBS, BS e SP (respectivamente 75, 275 e 750 mg.L-1), seguido por E. coli (respectivamente 75, 350 e 1000 
mg.L-1). Os isolados de Salmonella foram os mais resistentes, sendo seu crescimento completamente inibido 
por 1000 mg BS.L-1, mas apenas reduzido por 1250 mg SP.L-1.  MBS inibiu totalmente S. Typhimurium a 
75 mg.L-1 e S. Enteritidis a 200 mg.L-1.

Palavras-chave. metabissulfi to de sódio, benzoato de sódio, sorbato de potássio, Salmonella, Escherichia 
coli, Bacillus cereus.

ABSTRACT
Some microorganisms that cause infections are served by processed foods, being removed from them by 
heat treatment or acidifi cation, while others are diffi cult to remove and require the use of preservatives. 
Thus, in the culture medium TSA (trypticase-soya-agar, acidifi ed with citric acid (pH 3.5 and 5.0), it was 
added specifi c quantities of sodium metabisulphite (MBS), sodium benzoate (SB) and potassium sorbate 
(PS). After inoculation with aqueous suspensions (100 µL = 104 cells) from Escherichia coli, Bacillus cereus, 
Salmonella Enteritidis and S. Typhimurium, and incubation for 24-72 h, the number of colony-forming 
units (CFU) in the cultures was measured to obtain the minimum concentration of each preservative 
capable of inhibiting (MIC) in vitro the studied isolates, and provide subsidies for their industrial use in 
appropriate quantities. B. cereus was the isolate more susceptible to MBS, BS and PS (respectively 75, 275 
and 750 mg.L-1), followed by E. coli (respectively 75, 350 and 1000 mg.L-1). Isolates of Salmonella were the 
most resistant, and their growth were completely inhibited by  1000 mg BS.L-1,  but  only reduced by  1250 
mg PS.L-1. MBS completely inhibited S. Typhimurium to 75 mg.L-1 and S. Enteritidis to 200 mg.L-1.

Key words. sodium benzoate, potassium sorbate, sodium metabisulphite, Salmonella, Escherichia coli, 
Bacillus cereus.
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sódio (BS), lactato de sódio e tri-polifosfato de sódio13. 
Alguns desses aditivos, contudo, são mais efi cientes 
contra fungos, sendo pouco indicados para o controle 
bacteriano. Dentre as bactérias sensíveis estão os 
coliformes, as salmonelas, Staphylococcus aureus e Vibrio 
parahaemolyticus3.

Banks e Board4 e Wibowo et al.5 relataram que 
baixas concentrações de dióxido de enxofre (SO

2
), 

variando de 100 a 200 mg.L-1, têm efeito bacteriostático 
contra Acetobacter spp. e bactérias produtoras de ácido 
lático em pH ácido, enquanto concentrações maiores 
desse produto têm efeito bactericida. O crescimento 
de salmonelas e outras enterobactérias foi inibido em 
molho inglês4 quando utilizou-se 600 mg.L-1 de SO

2
, e o 

de bactérias láticas foi inibido por concentrações de 1-10 
mg.L-1 desse mesmo produto em derivados de frutas5 
com pH ≤ 3,5.

Salienta-se que quando usados em quantidades 
excessivas, os conservantes podem ocasionar riscos à 
saúde humana, variando desde pequenas intolerâncias 
até casos de urticária, asma, renites, ou mesmo de choque 
anafi láticos 14, 15, 16, 17, 18, 19. 

A fi m de fornecer subsídios para minimizar o 
uso de quantidades inadequadas de conservantes pela 
indústria de alimentos e, portanto, a ingestão imprópria 
dos mesmos pela população, determinou-se neste estudo 
a concentração mínima de metabisulfi to de sódio (MBS), 
benzoato de sódio (BS) e sorbato de potássio (SP) 
necessária para inibir (CIM) in vitro o crescimento de 
Escherichia coli,  Bacillus cereus, Salmonella Enteritidis, S. 
Typhimurium.

MATERIAL E MÉTODOS

As análises físico-químicas e microbiológicas foram 
realizadas no Laboratório de Bioquímica do Parasitismo 
e Microbiologia Ambiental, Instituto de Química e 
Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas 
(UFAL).

 Micro-organismos
As cepas de Salmonella Typhimurium, S. Enteritidis,  
Bacillus cereus e Escherichia coli foram isoladas de alimentos 
e gentilmente cedidas pela Profª Drª Maria Cristina Delgado 
da Silva, do Lab. de Microbiologia de Alimentos, Faculdade 
de Nutrição /UFAL. Esse material foi reinoculado em meio 
Agar Nutriente (AN) Oxoid®, previamente esterilizado, 
solidifi cado e inclinado em tubos, e após 48 h de incubação 

INTRODUÇÃO

O preparo ou armazenamento inadequado de alimentos 
pode levar consumidores a apresentarem desde pequenos 
desconfortos intestinais até doenças graves, devido 
a contaminação por micro-organismos patogênicos. 
Para a indústria, o problema é agravado, já que muitas 
vezes isso resulta em grandes perdas fi nanceiras1, por 
comprometer seriamente a imagem do produto, e 
possíveis exportações1,2.

As bactérias patogênicas causam distúrbios não só 
pela sua capacidade invasiva, mas também pela produção 
de toxinas3,4. Algumas delas são facilmente removidas 
por tratamento térmico, outras são termorresistentes, 
como cianobactérias, tiobacilos, bacilos e clostrídios, 
que apresentam temperatura de crescimento em torno 
de 45°C, podendo a máxima ultrapassar os 70°C, sendo 
de difícil eliminação3.

Não se pode ter certeza que alimentos ácidos 
estejam livres de bactérias patogênicas, uma vez que 
algumas linhagens podem sobreviver em pH 2,5 por 2 h 
ou mais5,6. Na última década, várias surtos causados por 
Escherichia coli O157:H7, Salmonella, Cryptosporidium 
e vírus Norwalk foram associados ao consumo de suco 
de fruta não pasteurizado 6, 7, 8, 9. Mas sucos pasteurizados 
também são alvo de bactérias ácidotermófi las, como 
Alicyclobacillus acitoterrestris10.

Em estudos realizados por Iha et al.9 no Estado 
de São Paulo, verifi cou-se a presença de coliformes a 
45°C em suco de laranja pasteurizado. Sugai et al.11 
também constataram que, em decorrência do tempo 
de armazenamento, o número de células de bactérias 
mesofílicas e de fungos fi lamentosos ou leveduriformes 
aumentou em amostras de suco de laranja.  Já no 
caso de leite tratado por temperatura extremamente 
elevada (UHT – ultra-high temperature), também foi 
demonstrada a contaminação por diferentes bactérias, 
inclusive Bacillus cereus12.

Assim, em alguns alimentos, como sucos, geleias, 
bolos, queijos, carnes, o uso de conservantes tem sido uma 
boa solução para inviabilizar a multiplicação bacteriana, 
seja agindo diretamente sobre elas ou potencializando o 
efeito de algum antibiótico. A enterocina EJ97 produzida 
por Enterococcus faecalis EJ97, por exemplo, tem efeito 
bactericida contra cepas INRA P53-2 de B. macroides/B. 
maroccanus isoladas de purê vegetal deteriorado. Essa 
atividade é menor em pH 5,0 e muito baixa em pH 9,0, 
mas potencializada por nitrito de sódio, benzoato de 
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processamento e análise estatística foi o SAS (Statistical 
Analysis System), versão 9.1.21

 Inoculação e ensaios no meio com conservante
Culturas ativadas dos isolados em meio TSA (24 h) foram 
lavadas com 10 mL de água estéril, e cada suspensão de 
células foi recuperada individualmente em tubo estéril. 
Uma alíquota de 1 mL de cada suspensão bacteriana foi 
adicionada a 9 mL de água estéril e novas diluições foram 
efetuadas (10-2 ou 10-3), procedendo-se a contagem das 
células com auxílio de Câmara de Neubauer. A partir 
dessas contagens, efetuou-se uma diluição fi nal de 
cada suspensão dos micro-organismos para 105 células.
mL-1, coletando-se das mesmas 100 µL (104 células) 
para inoculação nas placas contendo TSA (pH 3,5 e 
5,0) com conservante. Esse inóculo foi homogeneizado 
sobre a superfície do meio com auxílio de uma alça de 
Drigalski,  e as culturas foram incubadas a 30 ± 2º C por 
24, 48 e 72 h, no abrigo da luz. O controle de cada ensaio 
correspondeu ao meio TSA (pH 3,5 e 5,0) sem conservante 
(concentração 0 mg.L-1), também inoculado.

A cada intervalo de tempo, efetuou-se a contagem 
de unidades formadoras de colônia (UFC) das culturas. 
Quando esse número ultrapassou 270 colônias, foi 
descrito como abundante (Ab).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Há vários relatos de sobrevivência de bactérias em pH 
ácido, principalmente para  E. coli 7 e Salmonella sp. em 
suco de maçã (pH 3,0 - 4,0)6, porém, este último não 
tem sido bem descrito em meio de cultura. No presente 
estudo, entretanto, não foi observado desenvolvimento de 
qualquer dos isolados em meio com pH 3,5, contendo este 
ou não conservante, mesmo após 30 dias de incubação. 

Com relação aos meios onde o pH foi corrigido 
para 5,0, os resultados constam nas Tabelas 1-4. 

No caso de E. coli (Tabela 1), B. cereus (Tabela 2) 
e S. Typhimurium (Tabela 3), verifi cou-se que o MBS foi 
o conservante que apresentou a menor CIM (75 mg.L-1), 
mesmo após 72 h de incubação.  S. Enteritidis (Tabela 4), 
entretanto, foi mais tolerante a tal produto, requerendo pelo 
menos 200 mg.L-1 do mesmo para ser totalmente inibida.

Brenan et al.22 demonstraram que a CIM de MBS 
frente a uma cepa Gram negativa de Pseudomonadaceae 
presente em cogumelos fatiados para conserva foi de 
2000 mg.L-1 in vitro,  isto é, quase 27 vezes maior do que 
a requerida para inibir o isolado de E. coli aqui estudado.  

a 30 + 2 ºC no abrigo de luz, o mesmo foi armazenado a 
6 + 2 ºC para posterior utilização. 

À medida que os experimentos foram realizados, 
as culturas mantidas sob refrigeração foram ativadas. 
Para isso, foram primeiramente repicadas no mesmo 
tipo de meio contido em placas de Petri esterilizadas, e 
incubadas por 24 h a 30 +  2 ºC no escuro.

 Meio com conservante
Em frascos Erlenmeyer (500 mL), depositou-se a quantia 
do meio TSA (Tripticase-Soja-Agar) indicada pelo 
fabricante (Oxoid®) para o preparo de 250 mL de meio, 
e acrescentou-se apenas 240 mL de água destilada estéril 
fervente, submetendo-se o material a aquecimento sob 
agitação para a completa homogeneização.   

Em seguida, tais meios foram autoclavados 
(120ºC, 1 atm, 20 min) e, após resfriamento até 45 ± 
2ºC, mensurou-se o pH dos mesmos, ajustando-se este 
com ácido cítrico, para 3,5 e 5,0. Adicionou-se aos meios, 
então, em condições assépticas, 10 mL de solução aquosa 
de conservante, fi ltrada através de seringa acoplada a 
membrana Sartorius (θ= 47 mm; 0,22 µm), e completou-
se assim o volume de cada um para 250 mL. Tal solução 
foi preparada dissolvendo-se o conservante em água 
destilada. 

Os conservantes e respectivas concentrações fi nais 
nos meios com dois diferentes pHs foram os seguintes: a) 
MBS: 0, 10, 50, 75, 100, 200 e 300 mg.L-1; b) BS: 0, 250, 
275, 300, 350, 400, 500, 750 e 1000 mg.L-1;  c) SP: 0, 250, 
500, 750, 1000 e 1250 mg.L-1. Após homogeneização do 
conservante no meio, o mesmo foi vertido em placas de 
Petri esterilizadas e aguardou-se sua solidifi cação para 
posterior inoculação (item anterior), e avaliação do 
efeito antimicrobiano conforme método descrito por 
Tosi et al.20 As concentrações máximas testadas referem-
se àquelas utilizadas na indústria e preconizadas na 
legislação.

Os experimentos seguiram delineamentos total-
mente casualisados, com três réplicas por tratamento 
(micro-organismo X pH X cada concentração de 
conservante), totalizando 168 placas para cada ensaio 
do MBS, 216 placas para o ensaio do BS e 144 placas 
para o ensaio com SP, sendo cada um desses testes 
repetido em três ocasiões. Os dados foram submetidos 
à Análise de Variância através do teste F, e  as médias 
dos tratamentos independentes comparadas através 
do teste de Tukey ao nível de signifi cância de 5% de 
probabilidade (p≤ 0,05). O programa utilizado para o 
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mg.L-1 desse conservante inibiu o crescimento celular 
dessas três espécies em biofi lme em formação, porém, 
biofi lmes já estabelecidos de S. aureus/ S. lugdunensis, 
tratados  com MBS por 24 h, sofreram apenas uma redu-
ção de 1,5 log

10 
na contagem de células viáveis.  A partir 

desses resultados com  espécies de Staphylococcus in vitro, 
os autores sugeriram o uso de MBS como uma estraté-
gia para inibir a colonização estafi locócica de cateteres, 
prevenindo as infecções relacionadas ao uso desses. As 
ações mais prováveis para inibição por sulfi tos incluem 
o rompimento da membrana plasmática, a inativação da 
replicação do ácido desoxiribonucléico e da síntese ou 
ação de proteínas/enzimas citoplasmáticas ou ligadas à 

Banks e Board4, em estudos envolvendo a preservação de 
salsichas, demonstraram que as bactérias mais sensíveis a 
MBS foram oito sorovares de Salmonella, inibidos em con-
centrações de 15-109 mg.L-1, seguidos por E. coli, inibida 
por concentrações de 50-195 mg.L-1, Citrobacter freundii 
(65-136 mg.L-1), Yersinia enterocolitica (67-98 mg.L-1), 
Enterobacter agglomerans (83-142 mg.L-1),  Serratia mar-
cescens (190-241 mg.L-1)  e Hafnia alvei (200-241 mg.L-1). 
Em estudos de Frank e Patel23, constatou-se que concen-
trações de 512 e 1024 mg.L-1  de MBS exibem atividade 
bactericida respectivamente contra isolados planctôni-
cos das bactérias Gram positivas  Staphylococcus aureus/ 
S. lugdunensis e S. epidermidis.  A concentração de 720 

Tabela 1. Contagem de Escherichia coli (Unidades Formadoras de Colônias mL-1) após 24, 48 e 72 h de incubação 
(30 ± 2 ºC, escuro) em meio TSA (pH 5,0) acrescido de diferentes concentrações de conservantes

CONSERVANTES * 
(mg.L-1 )

Número de UFC.mL-1 

Tempo

24 h 48 h 72 h

CONTROLE Ab**a Ab**a Ab**a

MBS-    10 170,55 ± 46,40b 2593,33 ± 102,50b Ab**a

MBS-    50 70,00 ± 30,80 cd 275,66 ±   85,90c 342,20 ±   79,80c

MBS-    75 0f 0f 0e

MBS-  100 0f 0f 0e

MBS-  200 0f 0f 0e

MBS-  300 0f 0f 0e

BS-     250 190,00 ± 48,90b Ab**a Ab**a 

BS-     275 53,33 ± 28,70d 718,90 ± 108,20d 1056,70 ± 89,30b

BS-     300 7,80 ± 6,66e 84,40 ± 28,30e 107,80 ± 74,10d

BS-     350 0f 0f 0e

BS-     400 0f 0f 0e

BS-     500 0f 0f 0e

BS-     750 0f 0f 0e

BS-   1000 0f 0f 0e

SP-     250 201,11 ± 56,66b Ab**a Ab**a

SP-     500 153,33 ± 39,70bc Ab**a Ab**a

SP-     750 91,11 ± 26,20c 802,20 ±   60,80c 1094,40 ± 102,00b

SP-   1000 0f 0f 0e

SP-   1250 0f 0f 0e

* MBS= Metabissulfito de sódio; BS= Benzoato de sódio; SP= Sorbato de potássio; ** Ab= nº de colônias em 1mL ≥ 2700 (abundante). Valores 
seguidos de letras distintas dentro de uma mesma coluna apresentam diferenças significativas entre si ao nível de 5% de probabilidade (p ≤ 0,05), 
pelo teste de Tukey.
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membrana, ou, ainda, a reação com componentes indivi-
duais do metabolismo dos micro-or ganismos.

Por outro lado, a menor concentração de BS 
efi caz contra a bactéria Gram negativa E. coli (Tabela 1) 
foi de 350 mg.L-1, enquanto que o isolado Gram positivo 
de B. cereus  (Tabela 2) foi inibido por concentrações de 
BS superiores a 250 mg L-1.  No caso do SP, foi necessária 
uma concentração mínima de 1000 mg.L-1 do mesmo 
para inibição do crescimento da cepa de E. coli (Tabela 
1), enquanto que nem mesmo uma concentração de 
1250 mg.L-1 desse produto foi sufi ciente para inibição 
do crescimento dos isolados de Salmonella (Tabelas 
3 e 4). O crescimento in vitro de B. cereus (Tabela 2), 

entretanto, foi inibido por concentração de SP superior 
a  500 mg.L-1.

Ostergaard24 verifi cou que as bactérias Gram 
negativas Porphyromonas gingivalis e Treponema 
socranskii, isoladas de placas dentais, só foram inibidas in 
vitro por BS quando se utilizou cerca de 3000 mg. L-1 do 
mesmo. O mesmo autor verifi cou que nenhuma bactéria 
Gram positiva dessas placas foi inibida por BS (CIM > 
15000 mg.L-1).

Karabay e Sahin25 verifi caram que 36 isolados de 
S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) e 29 isolados 
de S. aureus sensíveis a esse antibiótico (MSSA), todos 
clinicamente relevantes, foram inibidos in vitro por 

Tabela 2. Contagem de Bacillus cereus (Unidades Formadoras de Colônias mL-1) após 24, 48 e 72 h de incubação 
(30 ± 2 ºC, escuro) em meio TSA (pH 5,0) acrescido de diferentes concentrações de conservantes

CONSERVANTES * 
(mg.L-1 )

Número de UFC.mL-1 

Tempo

24 h 48 h 72 h

CONTROLE Ab**a Ab**a Ab**a

MBS-    10 128,90 ± 27,10b Ab**a Ab**a

MBS-    50 37,70 ± 8,30c 2474,40 ± 103,80b 515,50 ± 70,60b

MBS-    75 0e 0e 0e

MBS-  100 0e 0e 0e

MBS-  200 0e 0e 0e

MBS-  300 0e 0e 0e

BS-     250 0e 21,10 ± 7,80d 44,44 ± 15,80c 

BS-     275 0e 0e 0e

BS-     300 0e 0e 0e

BS-     350 0e 0e 0e

BS-     400 0e 0e 0e

BS-     500 0e 0e 0e

BS-     750 0e 0e 0e

BS-   1000 0e 0e 0e

SP-     250 20,00 ± 7,10d 73,33 ± 31,66c 73,33 ± 33,20c

SP-     500 0e 7,80 ± 6,66d 10,00 ± 8,70d

SP-     750 0e 0e 0e

SP-   1000 0e 0e 0e

SP-   1250 0e 0e 0e

* MBS= Metabissulfito de sódio; BS= Benzoato de sódio; SP= Sorbato de potássio; ** Ab= nº de colônias em 1mL ≥ 2700 (abundante). Valores 
seguidos de letras distintas dentro de uma mesma coluna apresentam diferenças significativas entre si ao nível de 5% de probabilidade (p ≤ 0,05), 
pelo teste de Tukey.
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Tabela 3. Contagem de Salmonella Typhimurium (Unidades Formadoras de Colônias mL-1) após 24, 48 e 72 h de 
incubação (30 ± 2 ºC, escuro) em meio TSA (pH 5,0) acrescido de diferentes concentrações de conservantes

CONSERVANTES * 
(mg.L-1 )

Número de UFC.mL-1 

Tempo

24 h 48 h 72 h

CONTROLE Ab**a Ab**a Ab**a

MBS-    10 70,00 ± 30,80d Ab**a Ab**a

MBS-    50 35,60 ± 20,10e 343,33 ± 62,66d 1456,70 ± 97,50d

MBS-    75 0f 0f 0g

MBS-  100 0f 0f 0g

MBS-  200 0f 0f 0g

MBS-  300 0f 0f 0g

BS-     250 Ab**a Ab**a Ab**a

BS-     275 Ab**a Ab**a Ab**a

BS-     300 Ab**a Ab**a Ab**a

BS-     350 Ab**a Ab**a Ab**a

BS-     400 Ab**a Ab**a Ab**a

BS-     500 342,20 ± 35,70b 2273,30 ± 106,20b Ab**a

BS-     750 47,80 ± 19,20de 106,70 ± 42,70e 1898,90 ± 99,20c

BS-   1000 0f 0f 0g

SP-     250 Ab**a Ab**a Ab**a

SP-     500 Ab**a Ab**a Ab**a

SP-     750 182,20 ± 37,30 c 1767,80 ± 82,90c 2326,60 ± 142,90b

SP-   1000 57,80 ± 27,80 de 473,30 ± 65,70d 817,80 ± 61,20e

SP-   1250 0f 74,40 ± 15,80e 95,60 ± 31,70f

* MBS= Metabissulfito de sódio; BS= Benzoato de sódio; SP= Sorbato de potássio; ** Ab= nº de colônias em 1mL ≥ 2700 (abundante). Valores 
seguidos de letras distintas dentro de uma mesma coluna apresentam diferenças significativas entre si ao nível de 5% de probabilidade (p ≤ 0,05), 
pelo teste de Tukey.

BS a uma concentração mínima de 32 mg.L-1. Karabay 
et al.26 também  verifi caram o efeito do BS contra 
Enterococcus faecalis e E. faecium, constatando que 90% 
das células  foram inibidas in vitro por concentrações 
respectivamente de 64 mg.L-1  e 32 mg.L-1, enquanto a 
morte de 90% dessas populações exigiu o dobro dessas 
concentrações de BS.

Por outro lado, já foi demonstrado que outras 
espécies de bactérias Gram positivas, inclusive Bacillus, 
são capazes de degradar o BS24, 27, 28, assim como algumas 
bactérias láticas em fermentação de azeitona preta 
apresentam inclusive crescimento estimulado na presença 
de concentrações de pelo menos 500 mg.L-1 de SP29.  

Crawford27, analisando bactérias esporuladas em 
amostras de solo, verifi cou que das 12 cepas de Bacillus 
examinadas, 9 eram B. brevis,  duas eram  B. sphaericus 
e uma correspondia a B. megaterium, sendo que todas 
degradavam m-hidroxibenzoato através da mesma via 
(Figura 1). Essa degradação começa com a hidroxilação 
da molécula a 2,5-di-hidroxibenzoato (gentisato), 
o qual é oxidado pela gentisato 1,2-dioxigenase, 
gerando maleil-piruvato. Este é hidrolizado sem prévia 
isomerização cis, cis a cis, trans, rendendo piruvato e 
ácido maléico.  Da mesma forma, a cepa termofílica 
de B. stearothermophilus PK1 utiliza benzoato, 
3-hidroxibenzoato e gentisato como única fonte de 
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carbono e energia, embora não seja capaz de degradar 
2- e 4-hidroxibenzoato, 2,3- e 3,4-di-hidroxibenzoato 
e catecol. A degradação do benzoato ocorre via 
benzoil-coenzima A (benzoil-CoA) e gentisato, sendo 
que a enzima induzível benzoil-CoA ligase converte 
benzoato (mas não o 3-hidroxibenzoato) ao tioester 
(coenzima-A). A gentisato 1,2-dioxigenase desse  micro-
organismo é extremamente dependente da adição de 
Fe2+, sendo inibida na ausência deste ou na presença de 
agentes quelantes de metais, justifi cando a importância 
do Fe2+ para a catálise em questão28.

O benzoato, portanto, é utilizado para inibir 
a oxidação do piruvato em nível do acetato (Acetil-

Tabela 4. Contagem de Salmonella Enteritidis (Unidades Formadoras de Colônias mL-1) após 24, 48 e 72 h de incubação 
(30 ± 2 ºC, escuro) em meio TSA (pH 5,0) acrescido de diferentes concentrações de conservantes

CONSERVANTES * 
(mg.L-1 )

Número de UFC.mL-1 

Tempo

24 h 48 h 72 h

CONTROLE Ab**a Ab**a Ab**a

MBS-    10 273,33 ± 31,66b Ab**a Ab**a

MBS-    50 187,80 ± 38,00c Ab**a Ab**a

MBS-    75 108,90 ± 29,30e Ab**a Ab**a

MBS-  100 23,30 ± 11,70fg 848,90 ± 53,00c 1268,90 ± 80,10b

MBS-  200 0h 0g 0f

MBS-  300 0h 0g 0f

BS-     250 Ab**a Ab**a Ab**a

BS-     275 Ab**a Ab**a Ab**a

BS-     300 Ab**a Ab**a Ab**a

BS-     350 Ab**a Ab**a Ab**a

BS-     400 Ab**a Ab**a Ab**a

BS-     500 211,10 ± 49,10bc 2573,30 ± 88,80b Ab**a

BS-     750 0e 73,30 ± 13,30e 241,10 ± 49,10d

BS-   1000 0h 0g 0f

SP-     250 Ab**a Ab**a Ab**a

SP-     500 Ab**a Ab**a Ab**a

SP-     750 168,90 ± 28,90d 2654,40 ± 95,40b Ab**a

SP-   1000 30,00 ± 13,30f 571,10 ± 69,00d 1057,80 ± 71,60c

SP-   1250 12,20 ± 9,70g 21,10 ± 7,80f 24,40 ± 11,30e

* MBS= Metabissulfito de sódio; BS= Benzoato de sódio; SP= Sorbato de potássio; ** Ab= nº de colônias em 1mL ≥ 2700 (abundante). Valores 
seguidos de letras distintas dentro de uma mesma coluna apresentam diferenças significativas entre si ao nível de 5% de probabilidade (p ≤ 0,05), 
pelo teste de Tukey.

Coa), fazendo com que Bacillus sp. se utilize da via 
fermentativa produzindo ácido lático, diminuindo sua 
efi ciência energética e velocidade de reprodução.  No 
presente estudo, o crescimento de B. cereus  diminuiu de 
acordo com o aumento da concentração de benzoato até 
ser totalmente inibido.

A concentração de conservante necessária para 
inibir totalmente o crescimento das espécies bacterianas 
estudadas foi inferior à utilizada por algumas indústrias 
de alimentos que, em geral, utilizam a quantidade máxima 
permitida pela legislação vigente31,32,33,34 sem realizar 
ensaios que minimizem a concentração de aditivos 
inseridos em seus produtos. Conforme essa legislação, 
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os valores máximos de MBS variam até 600 mg.L-1, 
dependendo do alimento em que deve ser adicionado. 
Já o SP tem seu limite máximo fi xado em 2000 mg.L-1, 
enquanto o BS chega a atingir 3000 mg.L-1, como no 
caso de leite de coco pasteurizado. Wind e Restaino32 
mostraram que o SP em concentrações de 3000 
mg.L-1 permitiu o crescimento de Zygosaccharomyces 
bailii em maioneses. Concentrações mais elevadas 
de conservantes não podem ser aplicadas, devido a 
limitações legais e alterações do sabor do produto. 
Tais estudos indicam que a utilização de ingredientes 
de elevada qualidade em termos microbiológicos e o 
fabrico consoante às normas de boas práticas de higiene 
são critérios fundamentais para evitar a proliferação de 
leveduras de contaminação.

É importante atentar para esse fato, visando re-
duzir os riscos à saúde humana, não somente no senti-
do de prevenir a presença de bactérias patogênicas, mas 
também de evitar possíveis casos de alergias, dentre ou-
tros males causados pelo uso excessivo de con ser vantes 
pela indústria de alimentos. Para tanto, seria ideal o es-
tabelecimento de procedimentos de rotina para testar, 
em seus laboratórios de controle de qualidade, concen-
trações menores do que as máximas estabelecidas pela 
legislação, contra micro-organismos indicadores (coli-
formes e outros mais específi cos para cada alimento).

CONCLUSÃO

Verifi cou-se que, para os micro-organismos aqui 
estudados, o metabissulfi to de sódio apresentou uma 
maior efi ciência em termos de inibição de crescimento, 
em menores concentrações que os demais conservantes 
testados in vitro, e em menores concentrações do que o 
comumente utilizado pelas indústrias.  Dentre os micro-
organismos testados, o isolado de Bacillus cereus foi o 
mais suscetível aos conservantes estudados, apresentando 
menores taxas de desenvolvimento.
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