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RESUMO

A microbiologia preditiva tem sido aplicada, através de modelos matematicos, com o intuito de
prever o comportamento de microrganismos quando expostos a condi¢cGes de crescimento
variadas. Esta ciéncia tem ganhado destaque visto que permite prever taxas de crescimento e
duracdo da fase lag de microrganismos patogénicos contaminantes de alimentos. Neste
contexto, este trabalho objetivou avaliar o efeito da temperatura (10 a 45°C), pH (5,0 a 9,0),
concentracdo de cloreto de sodio (0 a 8,5%) e concentracdo de extrato de casca e de semente de
tamarindo em etanol 80% (0 a 10%) no crescimento in vitro de Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis. Os
parametros foram avaliados segundo planejamento fatorial fracionado 2*! mais 3 pontos
centrais. As bactérias foram incubadas nas condi¢des propostas e 0 modelo primario de Baranyi
e Roberts foi ajustado aos dados experimentais (coeficientes de correlacdo entre 0,72 e 1)
obtendo-se as taxas de crescimento e o tempo da fase lag. Em geral, houve a inibi¢cdo do
crescimento para todas as bactérias obtendo-se taxas que variaram entre -0,03 e -6,04 Log
UFC/mL h. Atraves das andlises do grafico de Pareto verificou-se que o pH foi o parametro que
mais apresentou efeito significativo. No entanto, os extratos de casca e semente de tamarindo
também apresentaram significancia nas inibigdes. Neste estudo realizou-se a predicdo do
crescimento in vitro de bactérias patogénicos em meio de cultivo contendo extrato de residuo
de tamarindo, tendo este demonstrado um fraco potencial para ser utilizado como

antimicrobiano natural.

Palavras-chave: Microbiologia preditiva, bactérias patogénicas, antimicrobiano, tamarindo.
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ABSTRACT

Predictive microbiology has been applied, through mathematical models, in order to predict the
behavior of microorganisms when exposed to varied growth conditions. This science has gained
prominence since it allows to predict growth rates and lag phase duration of contaminating
pathogenic microorganisms in food. In this context, this work aimed to evaluate the effect of
temperature (10 to 45 ° C), pH (5.0 to 9.0), sodium chloride concentration (0 to 8.5%) and
concentration of bark extract and of tamarind seed in 80% ethanol (0 to 10%) in the in vitro
growth of Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella
Enteritidis and Enterococcus faecalis. The parameters were evaluated according to fractional
factorial design 2** plus 3 central points. The bacteria were incubated under the proposed
conditions and the primary model of Baranyi and Roberts was adjusted to the experimental data
(correlation coefficients between 0.72 and 1) to obtain the growth rates and the lag phase time.
In general, there was growth inhibition for all bacteria, with rates ranging from -0.03 to -6.04
Log UFC / mL h. Through the analysis of the Pareto graph it was found that pH was the
parameter that had the most significant effect. However, the extracts of bark and tamarind seed
also showed significance in the inhibitions. In this study, the in vitro growth of pathogenic
bacteria was predicted in a culture medium containing extract of tamarind residue, which

showed a weak potential to be used as a natural antimicrobial.

Key-words: Predictive microbiology, pathogenic bacteria, antimicrobial, tamarind.
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1 INTRODUCAO

O controle de bactérias patogénicas continua sendo um desafio para a industria de
alimentos. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2015), a contaminacédo de alimentos seja
de ordem quimica, fisica ou microbiolégica pode gerar mais de 200 tipos de doencas. A
estimativa é que apds a ingestao de algum alimento contaminado 1 a cada 10 pessoas apresente
algum quadro de patologia e que por ano uma média de 420.000 pessoas apresentem quadro de
6bito por ingestdo de alimentos contaminados. O que torna as doencas transmitidas por
alimentos uma questdo preocupante em nivel de satde publica mundial (XIE et al., 2019).

De modo a garantir a seguranga alimentar, profissionais do segmento industrial, empresas
de consultoria e institutos voltados a pesquisa tém apostado na modelagem preditiva e
quantificagdo de risco microbiano (RODRIGUEZ et al., 2018).

A modelagem preditiva relaciona as taxas de crescimento, sobrevivéncia e morte aos
fatores ambientais que 0s microrganismos sdo expostos, os fatores estudados mais comuns séo:
temperatura, pH, atividade de agua, conservantes (STRINGER; METRIS, 2017). O
comportamento de patdgenos frente a esses fatores pode ser estudado com o auxilio de
programas preditivos como o “USDA Pathogen Modeling Program (PMP)” e “ComBase
Predictor” (JUNEKA et al., 2018).

Segundo Rodriguez et al. (2018), os modelos matematicos aplicados, disponiveis séo
altamente confiaveis para determinacdo de qualidade e seguranca de produtos alimenticios.
Teleken et al. (2018) afirmam que, os modelos tornam possivel, por exemplo, o conhecimento
do crescimento de bactérias durante a mudanca de temperatura em diferentes etapas do
processamento. Ainda para estes autores, modelos que abrangem a temperatura como um
parametro pode ser uma ferramenta eficaz para prever prazos de validade de um produto, além
de determinar a patogenicidade ou deteriora¢do de um risco.

Ao longos anos varios pesquisadores tém utilizado a microbiologia preditiva para
avaliar o comportamento de bactérias patogénicas como E. coli, Pseudomonas fluorescens,
Listeria monocytogenes, Salmonella, Aeromonas, bactérias acidos laticas e Enterobacteriaceae
frente a parametros tais como: pH, temperatura, atividade de agua, acido acético, acido
propibnico, cloreto de sodio, didxido de carbono, dentre outros (AKKERMANS et al.,2018;
COUVERT et al.,2017; NYHAN et al., 2018; GONGCALVES et al., 2017; HOEL et al., 2018;
ILIADIS et al., 2018; ).

Nos estudos sobre o efeito de extratos de plantas, Krishnan et al. (2015) avaliaram o

efeito de extratos de cravo da india, canela e orégano no crescimento de bactérias acidos laticas
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e Enterobacteriaceae nas temperaturas 4, 10, 15 e 20°C e Kavuncuoglu et al. (2018) realizaram
estudo preditivo do efeito inibitdrio de extrato de noz frente as bactérias Aeromonas hydrophila,
Bacillus cereus, Enterobacter cloacea, Escherichia coli, Escherichia coli 0157:H7, Klebsiella
pneumoniae, Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica. Trabalhos prévios tem
demonstrado o potencial de extratos da casca e sementes de tamarindo em solvente etanol para
a inibicdo das bactérias Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis (SANTOS; SANTANA, 2017). Diante do
exposto, este trabalho objetivou avaliar o efeito do pH, temperatura, concentracao de cloreto de
sodio e concentracdes dos extratos em etanol 80% das farinhas de casca e de sementes de

tamarindo no crescimento in vitro de bactérias patogénicas
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Importancia da microbiologia preditiva na seguranca alimentar

Segundo o “Codex Alimentarius” (2007), a gestdo de risco microbiolégico é uma
ferramenta aplicada como forma de controle de toda a cadeia produtiva, visando a garantia da
seguranga alimentar em industrias de alimentos e deve abranger o crescimento, sobrevivéncia
e inativagdo de microrganismos.

Assim, a microbiologia preditiva surge como sendo mais eficaz na predicdo do
crescimento bacteriano, segundo Messens et al. (2018) os modelos preditivos envolvidos sdo
caracterizados como essenciais ao processo de avaliagdo de risco, ja que estes fornecem
informac0es relevantes tanto para a area académica quanto para setores industriais.

Modelos aplicados em sistemas que simulam as condi¢des de matrizes alimentares
ajudam no entendimento de como microrganismo reagem a condicdes especificas (BOLIVAR
et al, 2019). Para Tamplin et al (2018), os modelos permitem, a partir do conhecimento da
cinética de crescimento ou probabilidade de crescimento/inativagdo do microrganismo, 0
conhecimento do comportamento microbiano que pode ser estudado frente a diferentes
condicdes (temperatura, pH, atividade de agua), resultando o comportamento em equacées que
irdo descrever esse comportamento.

O conhecimento de como 0s microrganismos se comportam em condi¢cbes ambientais
permite que a microbiologia preditiva seja aplicada em varias areas, como analise e pontos
criticos de controle (HACCP), avaliacdo do prazo de validade, conformidade aos critérios
microbioldgicos, plano de amostragem, exposicdo do produto e na parte experimental, tendo
como vantagem o curto tempo que permite a tomada de decisdes em tempo real (MESSENS et
al, 2018).

Por se tornar uma ferramenta eficiente, a tendéncia € que novos modelos sejam
validados e conseguindo abranger outros parametros. Rodriguez et al. (2018) afirmam que a
microbiologia tera ainda mais significancia para seguranca alimentar, devido a possibilidade de
criacdo de novos modelos que caracterizem de forma rapida o crescimento microbiano e 0s
fatores ambientais, os autores ainda citam uma nova tendéncia na microbiologia preditiva, como
novo parametro surgem as caracteristicas estruturais da matriz alimentar testada. Neste
contexto, a microbiologia preditiva surge na seguranca alimentar como fonte de confianca em
relacdo a qualidade microbiolégica de produtos, devido a confiabilidade da validacdo dos

modelos, com auxilio de softwares (RODRIGUEZ et al., 2018).
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2.2 Microbiologia preditiva: Defini¢des

Quando microrganismos sdo expostos a um ambiente sob condi¢bes favoraveis e
semelhantes a sua especificidade, apresentam crescimento em diferentes fases (lag, exponencial
e estacionaria). Porém, quando presente em condi¢bes adversas, a populacdo decresce
gradualmente (HUANG, 2017). Nesse contexto, a microbiologia preditiva surge como um
estudo quantitativo que prediz sobrevivéncia e crescimento de microrganismos em
determinadas condic6es de ambiente, incluindo a aplicacdo de modelos matematicos a fim de
se prever as melhores condigdes de crescimento (GONZALEZ et al., 2018).

Dentre as fases de crescimento microbiano, tem-se atengdo voltada a fase lag, na
microbiologia preditiva, uma vez que nesta fase ocorre a adaptagdo dos microrganismos ao
ambiente com as condi¢fes estudadas, como exemplo pH e temperatura, e assim € possivel
determinar as melhores condi¢des para ser mantida a qualidade dos produtos durante a vida de
prateleira. Através da microbiologia preditiva € possivel estudar os efeitos das condigdes
ambientais no crescimento de microrganismos, com o intuito de manté-los o maximo de tempo
na fase lag (VERCAMMEN et al., 2017).

Voltando o estudo para aplicagéo pratica, o conhecimento da fase lag € imprescindivel
visto que este permite estimar e prever o tempo necessario que uma celula bacteriana necessita
para se multiplicar para uma concentracdo acima de um limite toleravel (AGUIRRE et al.,
2011). Para Vercammen et al. (2017) a fase lag é de suma importancia na microbiologia
preditiva, uma vez que € comum mudancas ambientais frequentes durante as etapas de
producdo, distribuicdo e armazenamento de alimentos, desta forma o conhecimento da fase lag
assegurard a qualidade e seguranca do alimento produzido, isto é conseguido porque as
propriedades organolépticas dos alimentos ndo séo alteradas ja& que o numero de
microrganismos permanecem constantes (TARLAK et al., 2018).

Whiting e Buchanan (1993) concluiram que a microbiologia preditiva segue trés passos.
O primeiro estéa relacionado a obtencdo de um nimero suficiente de curvas de crescimento em
diferentes condi¢des, onde cada curva € ajustada em um modelo adequado para determinar a
influéncia de parametros pertinentes. O segundo passo relata a obtencdo de um modelo
secundario que realiza a analise dos efeitos estudados nos parametros cinéticos dos modelos
primarios, e tem por finalidade resolver problemas inversos. Quando obtidos os modelos
primarios e secundarios é feita uma planilha, com ajuda de softwares, para prever o
comportamento dos microrganismos frente as condi¢des propostas. O terceiro, e Ultimo, passo

é usado para previs@es futuras.
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Para Tarlak et al. (2018) modelos primarios sdo utilizados para descrever o
crescimento de microrganismos quando expostos a determinada condicdo em func¢do do tempo
de exposicao. Gonzéalez et al. (2019) descrevem a modelagem priméaria como sendo uma funcéo
que é gerada a partir de dados obtidos de observacdes diretas da morte microbiana, cinética de
crescimento e relacdo dose-resposta. Huang (2017) descreve o modelo priméario como o modelo
principal para descricdo na mudanga de crescimento e concentragdo de microrganismos sob
condi¢cdes em funcdo do tempo. Ainda segundo este autor, a partir da analise dos dados, estes
modelos estimam a taxa de crescimento microbiano em uma curva de crescimento e 0 tempo
de reducdo decimal (valor D) em uma curva de sobrevivéncia, onde geralmente a variavel
dependente é a concentragdo do microrganismo estudado e as variaveis independentes 0s
parametros testados (HABERBECK et al., 2018).

Para construcdo do modelo faz-se necessario obter quantidade suficiente de curvas de
crescimento em condicOes distintas a serem testadas. Assim, cada curva serd analisada
utilizando um modelo priméario adequado para que sejam descritas a cinética (HUANG, 2017).
Dentre os modelos mais utilizados, pode-se citar os modelos Gompertz modificados, logisticos
e Baranyi e Roberts (TARLAK et al., 2018).

Dentre os modelos citados anteriormente, tem-se destaque para o ultimo, sendo
amplamente utilizado para predizer o crescimento de microrganismos, Vvisto que este inclui a
fase exponencial e lag determinados por funcdo ajuste (BARANYI; ROBERTS, 1994). A
formula deste modelo segue abaixo na Equacéo 1. O modelo priméario pode ser feito a partir do
software DMFit, que ird gerar curvas a partir de dados de crescimento em diferentes condi¢oes
e assim a cinética sera traduzida no modelo secundario que descreve mudancas na taxa de
crescimento frente a condicao estudada (TAMPLIN et al., 2018).

Equacéo 1. Modelo de Baranyi e Roberts

emﬂméx A(t) -1

y() = y0 + pmarA(t) — mi In(1+ 5 5y
Onde:

y(t): populagdo microbiana no tempo t [log(UFC.mL™)];

y0: populagdo microbiana inicial no tempo tO[log(UFC.mL™)];
Umax: taxa de crescimento maxima [log(UFC.mL™.h-1)];

m: parametro relacionado a curvatura depois da fase exponencial;

Ymax. populacdo microbiana maxima [log(UFC.mL™)].

15



As definicGes de y0 (populagdo microbiana inicial em t0), umax (taxa de crescimento
maxima), Ymax (populacdo microbiana maxima) descritas acima podem ser visualizadas na

Figura 1:

Figura 1. Curva de crescimento microbiano de parametros utilizados no
modelo de Baranyi e Roberts (1994).

Fmix

In N (UFC.mL™")

=

A Tempo (h)
Fonte: Singh, 2010.

Segundo Gonzalez et al (2019), os modelos de segundo nivel ou secundarios permitem
a construcdo de fungdes no qual relaciona-se os dados da modelagem primaria com variaveis
complacentes ao microrganismo (estresse, tensao, estado fisioldgico) ou ao ambiente em que
este esta exposto. Sendo assim, a modelagem secundaria surge como uma ferramenta para expor
o efeito das condic@es estudadas no modelo primario (HUANG, 2017), dentro destas condicdes
podem ser citadas a temperatura, pH e atividade de agua, sendo a temperatura a condi¢do de
maior relevancia para o estudo de sobrevivéncia de microrganismos (TARLAK et al, 2018).

A partir de dados do modelo primério, este segundo modelo avalia as mudancgas na
cinética de crescimento, a partir de parametros sejam ele intrinsecos ou extrinsecos (POSSAS
et al., 2017), podendo ser descrita por trés tipos de modelo: modelo de raiz quadrada, relagdes
de Arhenius e superficie de resposta (FORSYTHE, 2007).

Partindo das funcGes obtidas na modelagem primaéria e secundaria, obtém-se os modelos
terciarios, que tem como objetivo incorporar os dois modelos anteriores em softwares (POSSAS
et al., 2017), de modo que possam ser obtidos respostas dos efeitos das diferentes condicdes
estudadas (FORSYTHE, 2007). Estes modelos podem ser classificados em trés elementos:
matematico, previsao e aplicabilidade.

O matematico permite identificar as variaveis independentes e como estas

influenciardo na variavel resposta, pode ser utilizada nesse caso a analise de regressdao. A
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previsdo, também conhecida como validacdo, estuda como o modelo desenvolvido se
comportard em matrizes alimentares diferentes do qual foi desenvolvido. Sendo os dois
modelos anteriores desenvolvidos e aplicados na area cientifica, enquanto o ultimo elemento,
de aplicacdo, torna-se crucial para a area operacional (GONZALEZ et al., 2019).

Para a construcdo dos modelos tercidrios pode ser utilizado softwares, tais como:
Excel, calculadora de letalidade de processos (http: // www. amif.org/), ComBase Predictor
(http://browser.combase.cc/ComBase_Predictor.aspx?model“al) e o USDA Pathogen
Modeling Program (https: //pmp.errc.ars. usda.gov/PMPOnline.aspx) (TAMPLIN et al., 2018).

2.3 Estudos realizados com microbiologia preditiva

Considerando que o crescimento de bactérias esta condicionado a uma série de fatores,
varios pesquisadores tém utilizado a microbiologia preditiva para avaliar o efeito de diversos
parametros no crescimento bacteriano. Nyhan et al. (2018) ao modelarem in vitro, em caldo de
abobora e em molho o crescimento da Listeria estudaram o efeito das concentracdes de pH (4,7,
5,0 e 5,3), atividade de agua (0,93, 0,96 e 0,98), acido acetico (0, 1 e 2 mM) e acido propibnico
(0, 1 e 2), com auxilio do software ComBase Predictor. Os autores concluiram que nas matrizes
alimentares estudadas o modelo superestimou o crescimento da Listeria quando comparado ao
estudo realizado in vitro.

Gongalves et al (2017) utilizaram os modelos de Baranyi e Roberts e 0 de Gompertz
para predizer o crescimento da Pseudomonas fluorescens em caldo de carne sob faixas de pH
5,5, 6,0 e 6,3 e temperatura de 4, 7 e 12° C, tendo o primeiro modelo apresentado melhor ajuste,
e em sequéncia utilizaram o modelo de Ratkowsky para prever o efeito do pH e temperatura no
crescimento da Pseudomonas. E, para o ajuste foi utilizado o programa DMFit 3.0. Os autores
concluiram que os modelos testados podem ser aplicados na predicdo do crescimento da
bactéria estudada devido ao bom ajuste dos dados ao modelo.

Hoel et al. (2018) avaliando a cinética de crescimento de onze cepas de Aeromonas
em sushi nigiri variando a temperatura (4° a 8°C) e pH (3,5 a 10) através do modelo de Baranyi
e Roberts), com auxilio do software ComBase Predictor, concluiram que o modelo ndo previu
suficientemente o crescimento de apenas uma cepa (A. hydrophila) sob as condic6es testadas.
Contudo, as demais cepas obtiveram bons ajustes ao modelo.

Iliadis et al. (2018) estudaram o efeito combinado da temperatura (13 a 39°C), pH (5
a 8) e cloreto de sddio (0,5 a 8,5%) na formacdo de biofilme de trés cepas de Salmonella:

Salmonella entérica, Salmonella Enteritidis e Salmonella typhimurium. A metodologia de
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superficie foi utilizada para modelar o efeito combinado de cada fator na resposta, analisando
trés fatores independentes. Por fim, os autores concluiram que os modelos previram o efeito
combinado da temperatura, pH e NaCl na reducéo do biofilme.

Na literatura ainda sdo escassos os trabalhos com modelos preditivos que citam a
utilizagdo de extratos com potencial antimicrobiano. Krishnan et al. (2015) avaliaram o efeito
de extratos de cravo da india, canela e orégano no crescimento de bactérias acidos laticas e
Enterobacteriaceae nas temperaturas 4, 10, 15 e 20°C, obtendo-se bons ajustes pelo modelo de
Gompertz. Kavuncuoglu et al. (2018) utilizaram modelo matematico para prever o efeito de
inibicdo de extrato de noz frente as bactérias Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus,
Enterobacter cloacea, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7, Klebsiella pneumoniae,
Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica, variando a concentracdo bacteriana e o tipo
de extracdo. Os autores concluiram que os dados experimentais obtiveram boa correlacdo com
os valores previstos pela equagéo.

Partindo da potencialidade de utilizacdo de extratos com efeito antimicrobiano na
modelagem preditiva e a partir de estudos previos do nosso grupo de pesquisa tem-se verificado
gue extratos em solvente etanol da casca, sementes e juncdo de cascas e sementes de tamarindo
apresentaram potencial antimicrobiano contra as bacterias Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Salmonella Enteritidis e Bacillus subtillis
(SANTOS; SANTANA, 2017).

2.4 Compostos bioativos em residuos de tamarindo

O tamarindo (Tamarindus indica L.) pertence a familia das leguminosas
caesalpiniaceae e consegue se desenvolver em condi¢bes extremamente secas
(GHAFFARIPOUR, 2017). E comumente encontrado em paises asiaticos como a India,
Bangladesh, Sri Lanka, Tailandia e Indonésia, e nos continentes africano (PAULA et al., 2009),
mas também pode ser encontrado na Ameérica do Norte e América do Sul (TRILL et al, 2014).
A arvore tem em média 24 metros de altura (KURU, 2014). Seus frutos séo revestidos por uma
casca dura e de extremidades arredondadas e contém de 3 a 8 sementes, que costumam ser
descartados na industria de processamento (SOUZA et al., 2018). A casca descartada costuma
ser considerada como um bioresiduo por ser um material organico (RANGARAJ et al., 2019).

As sementes ricas em amido, sdo obtidas em grande quantidade nas industrias de polpa e
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utilizadas como agro residuo (MOHAN et al., 2018), e tém demonstrado potencial de aplicacdo
nas industrias de goma (HUANBUTTA et al., 2019).

Apesar de serem descartados pela industria de processamento, cascas e sementes de
tamarindo apresentam compostos bioativos com potencial antimicrobiano e antioxidante
(GANESAPILLAI et al., 2017). Luzia e Jorge (2011) determinaram 49,3 mg &cido gélico/g em
sementes de tamarindo. Olagunju et al. (2018) citam a presenca de gorduras, carboidratos,
proteinas (sete vezes maior em relacdo a polpa), aminoécidos essenciais e minerais como:
calcio, fésforo, magnésio e potassio. Além de &cido fitico e taninos que tornam a semente
inadequada pra 0 consumo e assim, justificando o descarte. Ganesapillai et al. (2017) também
citam a ocorréncia de flavonoides polifendlicos em sementes, compostos que tem sido
associados a atividade antimicrobiana em diversos extratos vegetais.

Debnath et al. (2011) ao estudarem o efeito antimicrobiano de extratos de sementes de
frutas, observaram a sensibilidade do S. aureus, B. subtilis, E. coli e P. aeruginosa ao extrato
de semente de tamarindo em solvente etanol 95%. Corroborando com os autores, Prabhu e Teli
(2011) observaram a sensibilidade de bactérias tanto Gram-positiva (S. aureus) quanto Gram-
negativa (E.coli) ao extrato aquoso de semente de tamarindo. Santos e Santana (2017) tambem
relataram a sensibilidade da S. Enteritidis e S. aureus aos extratos etanoicos de semente de

tamarindo, e B. subtilis e P. aeruginosa ao extrato etanoico de casca de tamarindo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito de diferentes condi¢des de temperatura, pH, concentracao de
NaCl e concentragdes de extrato de casca ou de semente de tamarindo no crescimento

de bactérias patogénicas.

3.2 Objetivo especificos

e Determinar a velocidade de crescimento ou inibi¢ao e o tempo da fase lag de
bactérias patogénicas submetidas a diferentes condi¢des de temperatura, pH,
concentragdes de cloreto de sodio e de extrato de casca tamarindo utilizando
o programa “ComBase Predictor”;

e Determinar a velocidade de crescimento ou inibi¢ao e o tempo da fase lag de
bactérias patogénicas submetidas a diferentes condi¢des de temperatura, pH,
concentracdes de cloreto de sodio e de extrato de semente de tamarindo
utilizando o programa “ComBase Predictor”;

e Avaliar a influéncia dos parametros na velocidade de crescimento ou inibicéo

de bactérias patogénicas atraves de planejamento fatorial fracionado;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados os reagentes de grau analitico:
acido cloridrico (Sigma, Estados Unidos), alcool etilico absoluto (Neon, Brasil), cloreto de
sodio (Inlab, Brasil), &gar Muller Hinton (Kasvi, Espanha) e o meio de cultivo caldo infusdo

cérebro-coracdo (BHI) (Kasvi, Espanha).

4.2 Bactérias

Pseudomonas aeruginosa (CBAM 0679) foi adquirida da Fundacéo Oswaldo Cruz,
Instituto Lednidas e Maria Deane, Colegdo de bactérias da Amazdnia (CBAM) (Fiocruz,
Manaus, Amazénia), Bacillus subtilis (INCQS 00002), Staphylococcus aureus (INCQS
00014), Salmonella Enteritidis (INCQS 00258) e Enterococcus faecalis (INCQS 00531)
foram fornecidas pela colecdo de microrganismos da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Manguinhos, Rio de Janeiro). As estirpes foram armazenadas em caldo de infusdo de

ceérebro coracgédo (BHI) e solucéo de glicerol a 20% a - 80°C em um Ultrafreezer.

4.3 Obtencao e tratamento dos residuos de tamarindo

Foram utilizados frutos de tamarindo adquiridos no mercado local da cidade de
Guanambi, Bahia. Os frutos foram transportados até o Laboratério de Microbiologia de
Alimentos e Bioengenharia da Universidade Federal de Sergipe, onde foram lavados com agua
potavel corrente e sanitizados com hipoclorito de s6dio a 200 mg/mL, por 15 min, e deixados
secar a temperatura ambiente.

As cascas e sementes foram manualmente separadas da polpa, pesadas e submetidas a
secagem a 50°C em estufa por 24 h. Apds esse periodo, cada residuo, separadamente, foi
triturado em moinho de facas (Technal® Tipo Willye), até a condicdo de p6 e acondicionados

em embalagem de polietileno e mantidos sob temperatura ambiente até a conducédo das analises.

4.4 Obtencao dos extratos
Para obtencao dos extratos seguiu-se metodologia descrita por Santos; Santana (2017).
Em frascos Erlenmeyers adicionou-se 5 g de cada residuo separadamente (casca e semente) e

25 mL do solvente etanol a 80%. Os frascos foram mantidos sob agitacdo em shaker orbital a
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200 rpm, durante 1 h a 30°C. Apos esse periodo, o material foi filtrado em papel filtro obtendo-
se 0 sobrenadante. O extrato filtrado foi levado ao Laboratério de Flavor e submetido a
rotaevaporacgéo a 40°C e sob 50 rpm, em rotaevaporador (Fisatom, modelo-208), para remocao

do solvente.

4.5 Preparo das suspensfes bacterianas

Cada cepa bacteriana foi reativada conforme metodologia descrita por Nyhan et al.
(2018), onde procedeu-se a retirada de uma algada da cultura estoque, adicionando-a a tubos
contendo caldo BHI e posteriormente incubagdo a 37°C por 24 h. Entédo, 10 pL dessa solugdo
foi coletada e espalhada em agar BHI a 37°C por 24 h. Ap6s o periodo de incubacdo, uma
colénia isolada que cresceu no agar foi transferida para 20 mL de caldo BHI e novamente
incubada a 37°C por 9h. Apos este tempo, 20 UL da suspenséo foi adicionada a 20 mL de caldo
BHI mantendo-se a 37°C por 17 h (AKKERMANS; IMPE , 2018).

Por fim, foi feita a inoculagdo dos microrganismos repicados com o auxilio de uma alca
de platina, em tubos de experimento contendo 10 mL de caldo BHI, a fim de se obter turbidez
igual a escala 0,5 de Mc Farland, correspondente & concentragdo inicial de 10° a 106 cel/mL
(MURRAY et al. 2003; CLSI, 2008).

4.6 Crescimento de bactérias patogénicas em diferentes condi¢cdes de cultivo

O crescimento das bactérias patogénicas foi avaliado em meio de cultivo contendo
diferentes pHs (5,0-9,0), concentracdo de NaCl (0-8,5%) e concentracao de extrato da casca ou
da semente de tamarindo (0-10%) e incubacdo em diferentes temperaturas (10 a 45°C) de
acordo com o planejamento fatorial fracionado 2*! mais 3 pontos centrais (ILIADIS et al.,
2018). Os valores dos parametros foram variados conforme demonstrado na Tabela 1.

Para a realizacdo de cada experimento, em tubos de experimento adicionou-se 10 mL
de caldo BHI contendo as porcentagens de NaCl e extrato de residuo de tamarindo (casca ou
semente) conforme a Tabela 1. O pH do meio foi ajustado utilizando-se solucéo de hidréxido
de sddio 1N ou &cido cloridrico 1N. Em seguida adicionou-se ao meio 100 pL do in6culo de
cada bactéria padronizada a 10° e 106 UFC/mL, conforme solucdo de Mc Farland. Os tubos
foram incubados nas temperaturas sugeridas durante 8 h (ILIADIS et al. (2018) com
modificacdes).

Para a obtencdo da curva de crescimento/inibicdo bacteriana removeu-se um tubo de
experimento nostemposde 1, 2, 3,4, 5, 6 e 7 h. A partir destas suspensdes realizou-se diluicdes

seriadas e 0,01 mL de cada amostra foi espalhado na superficie de agar Mueller Hilton
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solidificado em placas de petri, através da técnica de plagueamento por microgotas, segundo
metodologia descrita por Silva (2007). Em seguida, as placas foram incubadas a 37° C durante
24 h em estufa BOD (SPLABOR-Modelo SP-500, Brasil). Em seguida, realizou-se as
contagens das coldnias e os resultados foram expressos em Log UFC/mL (GONCALVES et
al., 2015 com modificagdes). As 5 cepas bacterianas foram incubadas nas condi¢des de cada
experimento descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Variaveis reais e codificadas do planejamento fatorial fracionado 2*! mais 3 pontos
centrais.

Experimento ~ Temperatura pH Cloreto de Sodio (%)  Extrato casca ou
semente (%)
1 (-1) 10,0 (-1)5,0 (-1)0 (-1)0
2 (+1) 45,0 (-1)5,0 (-1)0 (+1) 10
3 (-1) 10,0 (+1) 9,0 (-1)0 (+1) 10
4 (+1) 45,0 (+1) 9,0 (-1)0 (-1)0
5 (-1) 10,0 (-1)5,0 (+1) 8,5 (+1) 10
6 (+1) 45,0 (-1)5,0 (+1) 8,5 (-1)0
7 (-1) 10,0 (+1) 9,0 (+1) 8,5 (-1)0
8 (+1) 45,0 (+1) 9,0 (+1) 8,5 (+1) 10
9 (0) 28,0 0)7,0 (0)4,3 0)5
10 (0) 28,0 0)7,0 (0) 4,3 0)5
11 (0) 28,0 0)7,0 (0)4,3 0)5

4.7 Obtencdo dos parametros de crescimento microbiano

A partir dos resultados obtidos no item 4.5 utilizou-se o modelo primario de Baranyi e
Roberts (1994) disponivel o site ComBase (www.combase.cc) com auxilio do aplicativo DMFit
3.0, para determinar a velocidade maxima de crescimento/inibicao (Umax) e 0 tempo da fase lag

(A) de cada bacteriana testada em cada experimento.

4.8 Efeito dos parametros na velocidade de crescimento das bactérias
O efeito dos parametros pH, temperatura, NaCl e extrato dos residuos de tamarindo
foram avaliados pelo programa Statistic 8.0 e as curvas de crescimento/inibicdo foram

construidas utilizando-se o Programa OriginPro 8.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagdo do crescimento bacteriano em meio de cultivo contendo extrato de
cascas de tamarindo

A velocidade méxima de crescimento e o tempo da fase lag das cinco bactérias
patogénicas estudadas em diferentes condi¢es de pH, temperatura, NaCl e extrato em etanol
80% (v/v) de casca de tamarindo e incubadas foram determinados segundo 0 modelo de Baranyi
e Roberts e os resultados estdo demonstrados na Tabela 2. O modelo de Baranyi e Roberts foi
ajustado aos dados experimentos obtendo-se coeficientes de correlagdo que variaram entre 0,82
e 0,98. Todas as bactérias demonstraram crescimento apenas na condi¢cdo do experimento 4
(temperatura 45°C, pH 9,0, 0,0% NaCl e 0,0% de extrato), ou seja na auséncia de NaCl e extrato
da casca de tamarindo. Nesta condigéo, apenas a P. aeruginosa ndo apresentou tempo de fase
lag, o que significou que esta bactéria ndo necessitou de tempo de adaptacéo para o crescimento.
Nas demais condigdes experimentais houve diminuigdo do crescimento bacteriano ao longo do
tempo de incubacgéo. O S. aureus apresentou maior tempo de fase lag (2,05 h) no experimento
7 (temperatura 10°C, pH 9,0, 8,5% NaCl e 0,0% de extrato) e o E. faecalis no experimento 4
(5,88 h) (temperatura 45°C, pH 9,0, 0,0% NaCl e 0,0% de extrato). Este comportamento
significou que estas bactérias demonstraram maior tempo de adaptacdo as condicGes
experimentais, tendo em seguida a diminuicao do crescimento conforme visualizado nas curvas
de crescimento (Figuras 2-6).

Através das curvas de crescimento verificou-se que as maiores taxas de inibicdo foram
obtidas para o B. subtilis, P. aeruginosa e S. aureus com reducédo de 3,0, 2,6 e 2,6 ciclos log,
respectivamente, em relacdo a contagem inicial (tempo zero) nos experimentos 9, 10 e 11
(28°C, pH 7,0, 4,3% NaCl e 5% de extrato de casca de tamarindo) (Figura 2, 3 e 5). Adelskov;
Patel (2016) relataram que o B. subtilis tem faixa de crescimento entre 24 e 50°C e crescimento
6timo em pH 7,0. Porém no presente trabalho, mesmo dentro das condicGes Otimas de
crescimento houve a inibicdo, provavelmente devido a presenca de sal e extrato da casca de
tamarindo. Yuzugullu-Karakus et al. (2018) ao estudarem o crescimento do B. subtilis relataram
que na presenca de 5% de NaCl este microrganismo ndo apresentou crescimento. Song et al.
(2019) relataram que sob condi¢6es subletais 0 S. aureus tende a aumentar a tolerancia ao NaCl.
Rubab et al. (2018), no entanto, citam que essa espécie é capaz de sobreviver mesmo sob
elevadas temperaturas e elevadas concentrac@es salinas e podem resistir a baixo pH. Santos;
Santana (2016) ao estudarem o efeito antimicrobiano de extrato etanoico de casca de tamarindo

também relataram a sensibilidade destas bactérias ao extrato testado.
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Para o E. faecalis observou-se que a maior reducdo (2,3 ciclos log) foi observada no
experimento 8 (45°C, pH 9, 8,5% NaCl e 10% de extrato) (Figura 3). Esta bactéria tem
demonstrado resisténcia a meios com pH entre 2 e 10 (YANG et al., 2019), porém menor
crescimento tem sido observado em maiores concentragdes de NaCl (8%) (LIU et al.,2015).

A S. Enteritidis apresentou reducgéo de 2,5 ciclos log no experimento 5 (10°C, pH 5,
8,5% NaCl e 10% extrato da casca de tamarindo) (Figura 6). Esta espécie patogénica possui
capacidade de resistir as condicOes &cidas e esta adaptacdo pode induzir protecdo do
microrganismo contra estresse por calor, frio e condicGes salinas (KANG et al., 2018; YE et
al., 2019). Logo, a provavel reducdo do crescimento desta bactéria no presente trabalho pode

ser devido a presenca do extrato da casca de tamarindo do meio de cultivo.
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Tabela 2. Variaveis reais do planejamento fatorial fracionado 2% mais 3 pontos centrais e variaveis resposta obtidas a
partir do modelo primario de Baranyi e Roberts.

Variaveis independentes Variaveis resposta
Bactérias Experimento  Temperatura pH  NaCl Extrato A (h) Mméx R?
(°C) (%) da casca de (Log
tamarindo UFC/mL
(%) )

1 10 5,0 0 0 0 -0,33 0,93

2 45 5,0 0 10 0 -0,25 0,86

3 10 9,0 0 10 0 -0,05 0,85

4 45 9,0 0 0 3,0 0,38 0,92

5 10 5,0 8,5 10 0 -0,37 0,97

B. subtilis 6 45 5,0 8,5 0 0 -0,19 0,93
7 10 9,0 8,5 0 3,5 -0,14 0,95

8 45 9,0 8,5 10 0 -0,24 0,98

9 28 7,0 4,3 5 0 -0,46 0,97

10 28 7,0 4,3 5 0 -0,44 0,97

11 28 7,0 4,3 5 0 -0,39 0,93

1 10 5,0 0 0 4,51 -0,42 0,90

2 45 5,0 0 10 0 -0,23 0,93

3 10 9,0 0 10 4,81 -1,11 0,97

4 45 9,0 0 0 0 0,05 0,88

P. aeruginosa 5 10 5,0 8,5 10 0 -0,38 0,91
6 45 5,0 8,5 0 3,69 -0,23 0,90

7 10 9,0 8,5 0 0 -0,04 0,90

8 45 9,0 8,5 10 1,49 -0,48 0,98

9 28 7,0 4,3 5 2,77 -6,04 0,95

10 28 7,0 4,3 5 2,76 -5,34 0,93

11 28 7,0 4,3 5 2,76 -5,27 0,98




Continuagéo da Tabela 2. Variaveis reais do planejamento fatorial fracionado 2** mais 3 pontos centrais e variaveis resposta
obtidas a partir do modelo priméario de Baranyi e Roberts.

Variaveis independentes Variaveis

resposta R2

Bactérias Experimento Temperatura pH NaCl Extrato A (h)  Hmax (Log

(°C) (%) da casca de UFC/mL

tamarindo (%) h)

1 10 5,0 0 0 2,37 -0,68 0,97
2 45 5,0 0 10 3,29 -0,60 0,94
3 10 9,0 0 10 0 -0,30 0,83
4 45 9,0 0 0 5,88 0,84 0,90
E. faecalis 5 10 50 85 10 0 -0,32 0,97
6 45 50 85 0 2,64 -0,18 0,97
7 10 90 85 0 0 -0,05 0,93
8 45 90 85 10 0 -0,32 0,97
9 28 70 43 5 1,57 -0,44 0,98
10 28 70 43 5 1,99 -0,45 0,96
11 28 70 43 5 2,07 -0,46 0,96
1 10 5,0 0 0 0 -0,31 0,82
2 45 5,0 0 10 0 -0,26 0,94
3 10 9,0 0 10 1,91 -1,06 0,95
4 45 9,0 0 0 1,92 0,44 0,95
S. aureus 5 10 50 85 10 0 -0,24 0,94
6 45 50 85 0 0 -0,08 0,90
7 10 90 85 0 2,05 -0,09 0,97
8 45 90 85 10 0 -0,21 0,85
9 28 70 43 5 1,87 -0,40 0,96
10 28 70 43 5 1,26 -0,29 0,97
11 28 70 43 5 1,50 -0,27 0,91
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), duragdo da fase lag; pmax, taxa de crescimento maximo; R?, coeficiente de correlagio.
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Figura 2- Modelo primario (Baranyi e Roberts) do crescimento de B. subtilis nas seguintes condicoes:
(A) experimento 1 (10°C, pH5) e experimento 2 (45°C, pH 5,0); (B) experimento 3 (10°C, pH9,
10%extrato) e experimento 4 (45°C, pH9); (C) experimento 5 (10°C, pH 5,0, 8,5%NaCl, 10%extrato)
e experimento 6 (45°C, pH5, 8,5%NacCl); (D) experimento 7(10°C, pH9, 8,5%NaCl) e experimento
8(45°C, pH9, 8,5%NaCl, 10%extrato); (E) experimento 9,10 e 11 (28°C, pH7, 4,3%NacCl, 5%extrato).
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Figura 3-Modelo priméario (Baranyi e Roberts) do crescimento de E. Faecallis nas seguintes condi¢fes: (A)
experimento 1 (10°C, pH5) e experimento 2 (45°C, pH 5,0); (B) experimento 3 (10°C, pH9, 10%extrato) e
experimento 4 (45°C, pH9); (C) experimento 5 (10°C, pH5, 8,5%NaCl, 10%extrato) e experimento 6 (45°C,
pH5, 8,5%NaCl); (D) experimento 7(10°C, pH9, 8,5%NaCl) e experimento 8(45°C, pH9, 8,5%NacCl,
10%extrato); (E) experimento 9,10 e 11 (28°C, pH7, 4,3%NacCl, 5%extrato).
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Figura 4- Modelo priméario (Baranyi e Roberts) do crescimento de P. aeruginosa nas seguintes condigdes: (A)
experimento 1 (10°C, pH5) e experimento 2 (45°C, pH 5,0); (B) experimento 3 (10°C, pH9, 10%extrato) e
experimento 4 (45°C, pH9); (C) experimento 5 (10°C, pH5, 8,5%NaCl, 10%extrato) e experimento 6 (45°C,
pH5, 8,5%NaCl); (D) experimento 7(10°C, pH9, 8,5%NaCl) e experimento 8(45°C, pH9, 8,5%NaCl,
10%extrato); (E) experimento 9,10 e 11 (28°C, pH7, 4,3%NacCl, 5%extrato).
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Figura 5- Modelo primério (Baranyi e Roberts) do crescimento de S. aureus nas seguintes condi¢des: (A)
experimento 1 (10°C, pH5) e experimento 2 (45°C, pH 5,0); (B) experimento 3 (10°C, pH9, 10%extrato) e
experimento 4 (45°C, pH9); (C) experimento 5 (10°C, pH5, 8,5%NaCl, 10%extrato) e experimento 6 (45°C,
pH5, 8,5%NaCl); (D) experimento 7(10°C, pH9, 8,5%NaCl) e experimento 8(45°C, pH9, 8,5%NacCl,
10%extrato); (E) experimento 9,10 e 11 (28°C, pH7, 4,3%NacCl, 5%extrato).
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Figura 6- Modelo priméario (Baranyi e Roberts) do crescimento de S. Enteritidis nas seguintes condicdes: (A)
experimento 1 (10°C, pH5) e experimento 2 (45°C, pH 5,0); (B) experimento 3 (10°C, pH9, 10%extrato) e
experimento 4 (45°C, pH9); (C) experimento 5 (10°C, pH5, 8,5%NaCl, 10%extrato) e experimento 6 (45°C,
pH5, 8,5%NaCl); (D) experimento 7(10°C, pH9, 8,5%NaCl) e experimento 8(45°C, pH9, 8,5%NaCl,
10%extrato); (E) experimento 9,10 e 11 (28°C, pH7, 4,3%NacCl, 5%extrato).
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5.2 Avaliacdo do crescimento bacteriano em meio de cultivo contendo extrato de
sementes de tamarindo

O modelo de Baranyi e Roberts foi utilizado para avaliar o crescimento das cinco
bactérias patogénicas estudadas, expostas a diferentes concentracdes de pH, temperatura, NaCl
e extrato etanoico de semente de tamarindo, os resultados de fase lag e velocidade méaxima de
crescimento estdo expressos na Tabela 3. O modelo de Baranyi e Roberts foi ajustado aos dados
experimentais e obteve-se coeficientes de correlagdo entre 0,72 e 1.

Com excecdo do B. subtilis e da S. Enteritidis, todos 0s microrganismos apresentaram
fase lag nos experimentos 9, 10 e 11 (temperatura 28°C, pH 7,0, 4,3% NaCl e 5,0% de extrato
de semente de tamarindo). Contudo, o B. subtilis apresentou fase lag que variou de 3,0 a 3,8
nos experimentos 2, 4, 5 e 7. Com maior tempo de fase lag (3,8 h) no experimento 5
(temperatura 10° C, pH 5,0, 8,5% de NaCl e 10% de extrato). A P. aeruginosa apresentou maior
tempo de fase lag (4,51 h) no experimento 1 (10°C e pH 5,0, 0,0% NaCl e 0,0% de extrato de
semente de tamarindo). O maior tempo de fase lag (5,88 h) foi obtido para o E. faecalis, no
experimento 4 (45°C, pH 9,0), ou seja nos valores maximos de temperatura e pH e na auséncia
concentracdo de sal e de extrato. O segundo maior tempo de fase lag foi obtido parao S. aureus
no experimento 2 (45°C, pH 5,0 e 10% de extrato). Aguirre et al. (2011) relatam que quando o
microrganismo esta exposto a um meio estressante e as condi¢es ndo sdo favoraveis para o
crescimento, como estratégia de sobrevivéncia, ha um tendéncia de aumento da fase lag para
adaptacdo ao meio. Portanto, se 0 ambiente influencia na fase lag, o ideal seria manter os
microrganismos nessa fase por longos periodos de tempo (VERCAMMEN et al., 2017).

Através das curvas de crescimento demonstradas nas Figuras 7-11, verificou-se que
apenas no experimento 4 (temperatura 45°C, pH 9,0, 0,0% NaCl e 0,0% de extrato) todas as
bactérias demonstraram crescimento ao longo do tempo de incubacéo de cerca de 2 ciclos Log,
com excecdo da P. aeruginosa que aumentou apenas 1 ciclo Log. O B. subtilis apresentou maior
reducdo (2,2 ciclos log) no experimento 1 (10°C e pH 5,0) (Figura 7). Segundo Duan et al.
(2020) esse patdgeno resiste a elevadas temperaturas, e seu crescimento 6timo ocorre em pH 7
(ADELSKOV; PATEL, 2016). Logo, a combinacdo de baixa temperatura e pH acido contribuiu
para reducdo das contagens ao longo do tempo de andlise.

Do mesmo modo, a S. Enteritidis. e o E. faecalis foram mais sensiveis a condicdo do
experimento 1 com reducdo de 2,3 e 2,1 ciclos log. Apesar do E. faecalis resistir a pH entre 2,0
e 10,0 (YANG et al., 2019) e temperaturas entre 5 e 65°C (Fisher, 2009), provavelmente por

ndo estarem dentro da faixa 6tima de crescimento a combinacdo desses dois fatores
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contribuiram para a reducdo do crescimento. Enquanto que para a P. aeruginosa, a maior
reducdo ocorreu no experimento 2 onde utilizou-se maior concentracdo de extrato (10°C, pH
9,0 e 10% extrato de semente de tamarindo) com reducéo de 1,6 log (Figura 9). Lima et al.
(2017); Paz et al. (2015) relataram a sensibilidade da P. aeruginosa a extratos etanoicos de
tamarindo.

Rubab et al. (2018), citam que o S. aureus pode ser capaz de sobreviver mesmo em
condigdes de temperaturas elevadas e em ambientes com quantidade alta de NaCl. Contudo,
essa bactéria apresentou a maior reducdo logaritmica, quando comparada as demais, no
experimento 8, onde as condi¢des de cultivo foram 45°C e 8,5% de NaCl (Figura 10). Mesmo
tendo a capacidade de sobreviver nestas condi¢fes o S. aureus apresentou reducédo de 3,5 log,
tal fato pode ser explicado provavelmente devido a elevada concentracdo de extrato de
tamarindo para este ensaio (10%), visto que, na literatura € possivel encontrar relatos da
sensibilidade deste microrganismo a extrato de semente de tamarindo (EADLAPALLI et al.,
2016; SINHA et al., 2019).
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Tabela 3. Variaveis reais do planejamento fatorial fracionado 2! mais 3 pontos centrais e variaveis resposta
obtidas a partir do modelo priméario de Baranyi e Roberts.

Variaveis independentes Variaveis
resposta R2
Bactérias Experimento  Temperatura pH  NaCl Extrato A(h)  pmax(LOg
(°C) (%) da semente de UFC/mL h)
tamarindo (%)

1 10 5,0 0 0 0 -0,33 0,93

2 45 5,0 0 10 3,0 -0,29 0,93

3 10 9,0 0 10 0 -0,09 0,89

4 45 9,0 0 0 3,0 0,38 0,92

5 10 50 85 10 3,8 -0,20 0,97

B. subtilis 6 45 50 85 0 0 -0,19 0,93
7 10 90 85 0 3,5 -0,14 0,95

8 45 9,0 85 10 0 -0,03 0,87

9 28 70 43 5 0 -0,16 0,95

10 28 70 43 5 0 -0,16 0,85

11 28 70 43 5 0 -0,25 0,93

1 10 5,0 0 0 4,51 -0,42 0,90

2 45 5,0 0 10 0 -0,19 0,72

3 10 9,0 0 10 2,36 -0,14 0,96

4 45 9,0 0 0 0 0,05 0,88

P. 5 10 50 85 10 3,33 -0,22 0,97

aeruginosa

6 45 50 85 0 3,69 -0,23 0,90

7 10 90 85 0 0 -0,04 0,90

8 45 9,0 85 10 0 -0,11 0,97

9 28 70 43 5 2,33 -0,13 0,90

10 28 70 43 5 2,34 -0,16 0,98

11 28 70 43 5 3,36 -0,27 0,98




Continuagéo da tabela 3. Variaveis reais do planejamento fatorial fracionado 24! mais 3 pontos centrais e variaveis
resposta obtidas a partir do modelo priméario de Baranyi e Roberts.

Variaveis independentes Variaveis
resposta R2
Bactérias Experimento  Temperatura pH  NaCl Extrato A (h) Mmax
(°C) (%) da semente de (Log
tamarindo UFC/m

(%) L h)

1 10 5,0 0 0 2,37 -0,68 0,97
2 45 5,0 0 10 0,25 -0,67 1

3 10 9,0 0 10 0 -0,09 0,88
4 45 9,0 0 0 5,88 0,84 0,90
E. faecalis 5 10 50 85 10 3,94  -0,30 0,91
6 45 50 85 0 2,64  -0,18 0,97
7 10 90 85 0 0 -0,05 0,93
8 45 90 85 10 0 -0,08 0,92
9 28 70 43 5 4,07 -0,15 0,93
10 28 70 43 5 3,70 -0,13 0,94
11 28 70 43 5 4,0 -0,15 0,92
1 10 5,0 0 0 0 -0,31 0,82
2 45 5,0 0 10 4,72 -0,82 0,92
3 10 9,0 0 10 0 -0,09 0,89
4 45 9,0 0 0 1,92 0,44 0,95
S. aureus 5 10 50 85 10 0 -0,08 0,97
6 45 50 85 0 0 -0,08 0,90
7 10 90 85 0 2,05 -0,09 0,97
8 45 90 85 10 0 -0,45 0,95
9 28 70 43 5 3,34  -0,19 0,94
10 28 70 43 5 3,70 -0,13 0,94
11 28 70 43 5 3,50 -0,12 0,98




Continuagéo da tabela 3. Variaveis reais do planejamento fatorial fracionado 2** mais 3 pontos centrais e

variaveis resposta obtidas a partir do modelo primario de Baranyi e Roberts.

Variaveis independentes Variaveis R2
resposta
Bactérias Experimento  Temperatura pH  NaCl Extrato A (h) Mmax
(°C) (%) da semente de (Log
tamarindo (%) UFC/m

L h)
1 10 5,0 0 0 0 -0,36 0,90
2 45 5,0 0 10 0 -0,19 0,80
3 10 9,0 0 10 0 -0,08 0,78
4 45 9,0 0 0 3,78 0,85 0,98
S. 5 10 5,0 8,5 10 0 -0,17 0,90

Enteritidis

6 45 5,0 8,5 0 1,61 -0,13 0,98
7 10 9,0 8,5 0 0 -0,12 0,97
8 45 9,0 8,5 10 2,2 -0,06 0,86
9 28 70 43 5 0 -0,12 0,99
10 28 70 43 5 0 -0,14 0,92
11 28 70 43 5 0 -0,10 0,98

A, duragdo da fase lag; pmax, taxa de crescimento maximo; R?, coeficiente de correlago.
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Figura 7- Modelo primério (Baranyi e Roberts) do crescimento de B. subtilis nas seguintes condicdes:
(A) experimento 1 (10°C, pH5) e experimento 2 (45°C, pH 5,0); (B) experimento 3 (10°C, pH9,
10%extrato) e experimento 4 (45°C, pH9); (C) experimento 5 (10°C, pH5, 8,5%NaCl, 10%extrato) e
experimento 6 (45°C, pH5, 8,5%NaCl); (D) experimento 7(10°C, pH9, 8,5%NaCl) e experimento 8(45°C,
pHY, 8,5%NaCl, 10%extrato); (E) experimento 9,10 e 11 (28°C, pH7, 4,3%NaCl, 5%extrato).
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Figura 8- Modelo primario (Baranyi e Roberts) do crescimento de E. Faecallis nas seguintes condic¢des:
(A) experimento 1 (10°C, pH5) e experimento 2 (45°C, pH 5,0); (B) experimento 3 (10°C, pH9,
10%extrato) e experimento 4 (45°C, pH9); (C) experimento 5 (10°C, pH5, 8,5%NaCl, 10%extrato) e
experimento 6 (45°C, pHS5, 8,5%NaCl); (D) experimento 7(10°C, pH9, 8,5%NaCl) e experimento
8(45°C, pH9, 8,5%NaCl, 10%extrato); (E) experimento 9,10 e 11 (28°C, pH7, 4,3%NaCl, 5%extrato).
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Figura 9- Modelo primario (Baranyi e Roberts) do crescimento de P. aeruginosa nas seguintes
condicdes: (A) experimento 1 (10°C, pH5) e experimento 2 (45°C, pH 5,0); (B) experimento 3 (10°C,
pH9, 10%extrato) e experimento 4 (45°C, pH9); (C) experimento 5 (10°C, pH5, 8,5%NaCl, 10%extrato)
e experimento 6 (45°C, pH5, 8,5%NaCl); (D) experimento 7(10°C, pH9, 8,5%NaCl) e experimento
8(45°C, pH9, 8,5%NaCl, 10%extrato); (E) experimento 9,10 e 11 (28°C, pH7, 4,3%NaCl, 5%extrato).
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Figura 10- Modelo priméario (Baranyi e Roberts) do crescimento de S. aureus nas seguintes condicdes:
(A) experimento 1 (10°C, pH5) e experimento 2 (45°C, pH 5,0); (B) experimento 3 (10°C, pH9,
10%extrato) e experimento 4 (45°C, pH9); (C) experimento 5 (10°C, pH5, 8,5%NaCl, 10%extrato) e
experimento 6 (45°C, pHS5, 8,5%NaCl); (D) experimento 7(10°C, pH9, 8,5%NaCl) e experimento
8(45°C, pH9, 8,5%NaCl, 10%extrato); (E) experimento 9,10 e 11 (28°C, pH7, 4,3%NaCl, 5%extrato).
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Figura 11- Modelo priméario (Baranyi e Roberts) do crescimento de S. Enteritidis nas seguintes
condicdes: (A) experimento 1 (10°C, pH5) e experimento 2 (45°C, pH 5,0); (B) experimento 3 (10°C,
pH9, 10%extrato) e experimento 4 (45°C, pH9); (C) experimento 5 (10°C, pH5, 8,5%NaCl, 10%extrato)
e experimento 6 (45°C, pHb5, 8,5%NaCl); (D) experimento 7(10°C, pH9, 8,5%NaCl) e experimento
8(45°C, pH9, 8,5%NaCl, 10%extrato); (E) experimento 9,10 e 11 (28°C, pH7, 4,3%NaCl, 5%extrato).
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5.3 Influéncia dos parametros no crescimento das bactérias patogénicas

O efeito das variaveis independentes (pH, NaCl, temperatura e extrato da casca de
tamarindo) sobre a velocidade méaxima de crescimento bacteriano foi avaliado estatisticamente
através dos diagramas de Pareto demonstrados na Figura 12 e 13.

A partir da Figura 12A, é possivel perceber que para o B. subtilis, todos os parametros
apresentaram influéncia significativa (p<0,05). Tendo o pH apresentado maior efeito, com valor
positivo, ou seja, quanto maior o pH maior a inibicdo do B. subtilis.

Para a P. aeruginosa (Figura 12B), todas as variaveis foram significativas (p<0,05),
sendo o maior efeito pelo pH, quanto maior valor maior a taxa de inibicdo. Gongalves et al.
(2017) obtiveram um resultado oposto ao investigarem a influéncia da temperatura e pH no
crescimento da Pseudomonas fluorescens em caldo de carne, concluiram que o pH teve efeito
sob a queda de crescimento do microrganismo, quanto menor o pH estudado menores os valores
de taxa maxima de crescimento.

Para o E. faecalis (Figura 12C), todos os parametros influenciaram estatisticamente
(p<0,05) o crescimento. Com destaque para o pH, que apresentou maior influéncia, com efeito
positivo, ou seja, quanto maior o valor de pH maior a reducéo nas contagens do E. faecalis. O
cloreto de sédio apresentou o menor valor de influéncia estatisticamente significativa dentro da
faixa estudada, isso por que segundo Fisher (2009) afirma que é da natureza deste
microrganismo resistir a elevadas concentraces de NaCl.

Verificou-se para o S. aureus (Figura 13A), apenas 0 extrato da casca de tamarindo e a
temperatura apresentaram significancia (p<0,05). Sendo mais significativo o extrato da casca,
ou seja, quanto maior os valores de extrato menor a inibicéo.

Do mesmo modo, para a S. Enteritidis (Figura 13B) apenas o extrato da casca de
tamarindo e temperatura obtiveram efeito significativos ao nivel de 95% de confianca (p <
0,05). Sendo guanto menores as concentracdes de extrato e maiores os valores de temperatura,

maior sera a inibicdo deste microrganismo.
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Figura 12. Diagrama de Pareto dos efeitos da temperatura, pH, NaCl e extrato de casca de tamarindo frente
a velocidade de crescimento do (A) B. subtilis, (B) P. aeruginosa, (C) E. faecalis.
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Figura 13. Diagrama de Pareto dos efeitos da temperatura, pH, NaCl e extrato de casca de
tamarindo frente a velocidade de crescimento do (A) S. aureus, (B) S. Enteritidis.
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O efeito do pH, temperatura, concentracdo de NaCl e concentracdo do extrato de
semente de tamarindo no crescimento das bactérias foi avaliado estatisticamente e os resultados
estdo demonstrados na Figura 14 e 15.

Para o B. subtilis (Figura 14A), apenas o pH apresentou significancia (p<0,05), com
efeito positivo. Ou seja, quanto maior o pH maior serd a reducdo na taxa de crescimento.
Contudo, para a P. aeruginosa nenhum pardmetro foi significativo para inibicdo deste

microrganismo (Figura 14B).
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Avaliando o efeito para o E. faecalis (Figura 15A), todos os parametros, com excec¢ao
do NaCl, apresentaram efeitos significativos a um nivel de significancia de 95% (p<0,05), com
efeito maior observado para o pH, quanto maior o valor maior seré a taxa de inibicao.

Para o crescimento do patégeno S. aureus (Figura 15B), apenas o extrato da semente de
tamarindo e o pH apresentaram efeito significativo. Tendo o extrato da semente apresentado o
maior efeito, sendo quanto menor a concentracdo do extrato maior seré a taxa de inibicao.

Jé& para a S. Enteritidis (Figura 15C), todos os parametros influenciaram estatisticamente
(p<0,05) a inibicao.

Figura 14. Diagrama de Pareto dos efeitos da temperatura, pH, NaCl e extrato de semente de tamarindo
frente a velocidade de crescimento do (A) B. subtilis, (B) P. aeruginosa.
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Figura 15. Diagrama de Pareto dos efeitos da temperatura, pH, NaCl e extrato de semente de tamarindo fren
a velocidade de crescimento do (A) E. faecalis, (B) S. aureus, (C) S. Enteritidis.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho cinco bactérias foram incubadas em diferentes condicbes de pH,
temperatura, concentracdo de cloreto de sodio e concentracdo de extrato em etanol 80% de
casca ou de sementes de tamarindo segundo o planejamento fatorial fracionado 2** mais 3
pontos centrais. O modelo de Baranyi e Roberts foi ajustado aos dados experimentais e foram
determinados o tempo da fase lag e a taxa maxima de crescimento de cada bactéria.

As bactérias foram mais sensiveis as condi¢fes onde utilizou-se meio de cultivo contendo
extrato de casca do que de sementes de tamarindo.

Através dos graficos de Pareto, verificou-se que temperatura, pH, concentracdo de sal e de
extrato da casca de tamarindo foram significativos para a inibicdo de B. subtilis, E.faecalis e
P.aeruginosa. Ja o extrato da casca foi 0 parametro mais significativo para a inibicdo de S.
aureus e S. Enteritidis. Por outro lado, quando usado meio de cultivo contendo extrato de
sementes de tamarindo, o pH foi o parametro que mais influenciou a inibicdo do B. subtilis, E.
faecalis e S. Enteritidis. Ja o extrato da semente foi mais significativo para a inibigéo de S.
aureus e para a P. aeruginosa nenhum parametro influenciou a inibicéo.

Neste estudo foi possivel obter os parametros preditivos, tempo de fase lag e velocidade
méxima de crescimento microbiano, importantes para avaliar o efeito do pH, temperatura,
concentracdo de sal e concentracdo de extrato da casca ou da semente de tamarindo no

crescimento ou inibicao de bactérias patogénicas de alimentos.
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