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NO CRESCIMENTO IN VITRO DE BACTERIAS PATOGENICAS
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Resumo— A qualidade de alimentos estd intimamente ligada a quantidade inicial de microrganismos, a
natureza do alimento e as condi¢cdes ambientais. Estes fatores, também conhecidos como parametros, podem
favorecer ou inibir o crescimento de microrganismos. Ao longo dos anos varios estudos vém sendo
realizados para avaliar previamente o efeito de pardmetros intrinsecos e extrinsecos dos alimentos no
crescimento de bactérias patogénicas. Neste contexto, este trabalho objetivou avaliar o efeito da
concentragdo de NaCl (0% e 8,5%) e concentracdo de extrato da casca de tamarindo (0%, 10%) e sua
influéncia na cinética de crescimento in vitro de cinco bactérias patogénicas. Os resultados indicam que o
efeito da salinidade e do extrato testado influenciaram no decréscimo das contagens bacterianas, com
reducdo de até 3 ciclos log para o bacillus subtilis e salmonella enteritidis. Em contrapartida, a ndo adi¢éo
de extrato e salinidade favoreceu o crescimento microbiano, com aumento do nimero de células finais, o
que sugere a acdo de meio salino e do extrato na reducdo das contagens bacterianas.

Palavras chave— atividade antimicrobiana, alimentos, microbiologia.

Abstract— Food quality is closely linked to the initial amount of microorganisms, the nature of the food and
the environmental conditions. These factors, also known as parameters, may favor or inhibit the growth of
microorganisms. Over the years, several studies have been performed to previously evaluate the effect of
intrinsic and extrinsic parameters of food on the growth of pathogenic bacteria. In this context, this work
aimed to evaluate the effect of NaCl concentration (0% and 8.5%) and tamarind bark extract concentration
(0%, 10%) and its influence on in vitro growth kinetics of five pathogenic bacteria. . The results indicate
that the effect of salinity and the tested extract influenced the decrease of bacterial counts, with reduction of
up to 3 log cycles for bacillus subtilis and salmonella enteritidis. In contrast, the non-addition of extract and
salinity favored microbial growth, with an increase in the number of final cells, suggesting the action of
saline and extract in reducing bacterial counts.

Keywords — antimicrobial activity, food, microbiology.

1 INTRODUCAO

A espécie Tamarindus indica Linnaeus pertence a familia das leguminosas e pode ser encontrado em
regiGes de clima tropical (Ghaffaripour, 2017). A arvore vive em média 200 anos e produz cerca de 150 a
500 kg de frutos por ano (Binoj et al., 2018). O fruto é cercado por uma vagem dura, comprida e de
extremidades arredondadas (Noraphaiphipaksa, 2016) que é descartada quando o fruto esta maduro
(Suganthi, 2010), esta vagem amadeirada e quebradica contém de 3 a 8 sementes envolvidas por uma polpa
comestivel (Paz et.al, 2015). A polpa costuma ser a Unica parte do fruto aproveitada e utilizada
(Ghaffaripour, 2017), sendo o Brasil destaque entre os maiores produtores de frutas do mundo, ocupando a
terceira posicdo (Barros et al., 2017) ficando atras somente da india e da China (CNA, 2017). Devido ao
consumo do fruto existe uma elevada quantidade de residuos gerados (cascas e sementes), 0S quais
comumente sdo descartados. Pesquisadores tém relatado que os residuos de tamarindo possuem uma gama
elevada de compostos bioativos (Barros et al., 2017), sendo a casca rica em calcio (Sivasankar et al.,2012),
enquanto a semente possui concentracdes significativas de taninos, acido fitico (Fabbri; Cosby, 2016),
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compostos fenolicos, flavonoides e cerca de 49,3mg de acido galico por grama de extrato de semente (Luzia;
Jorge, 2011).

A utilizagdo de residuos com potencial antioxidante e/ou antimicrobiano na industria de alimentos,
fertilizantes, farmacos e cosméticos surge como uma estratégia sustentavel e alternativa aos conservantes
sintéticos. Tendo em vista a aplicagdo futura de extratos da casca de tamarindo como aditivo natural em
alimentos, este projeto teve como objetivo avaliar o efeito de parametros como pH, temperatura,
concentragdo de cloreto de sodio e extrato da casca de tamarindo no crescimento in vitro de bactérias
patogénicas de alimentos.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 TAMARINDO

O tamarindo (Tamarindus Indica L.) pertence a familia das leguminosas caesalpiniaceae (Nandi et al.,
2019) e se desenvolve em condigdes extremamente secas (Kuru et al., 2014), estando distribuida em regifes
de clima tropical e subtropical quente (Ghaffaripour et al., 2017). E comumente encontrado na india e em
paises do sudeste asiatico (Nandi et al., 2019), mas também pode ser encontrado na América do Norte e
América do Sul (Trill et al., 2014). A arvore tem em média 24 metros de altura e 7 metros de circunferéncia
(Kuru, 2014). O fruto é cercado por uma vagem dura, comprida e de extremidades arredondadas
(Noraphaiphipaksa, 2016) que é descartada quando o fruto estd maduro (Binoj et al., 2018), esta vagem
amadeirada e quebradica contém de 3 a 12 sementes envolvidas por uma polpa comestivel (Figura 1)
constituindo cerca de 35% de todo o fruto (Alpizar et al., 2017).

Figura 1. Tamarindo (Tamarindus Indica L.)

Fonte: Préprio autor, (2018)

Trabalhos prévios relatam o fruto como sendo boa fonte de compostos volateis e fendlicos, acidos graxos
e orgéanicos, e com potencial antimicrobiano decorrente da presenca de taninos, saponinas, sesquiterpenos,
alcaloides e flobataminas, além de fendis e flavonoides (Azad, 2018).

2.2 BACTERIAS PATOGENICAS DE ALIMENTOS
2.2.1 Bacillus subtilis

O Bacillus subtilis pertence ao grupo das gram-positivas (Ghosh et al., 2018), formadora de esporos e é
comumente encontrado no solo (Carneiro et al., 2018), podendo ser isolado do solo, da agua, do ar, de
matéria em decomposicdo (Lefevre et al., 2017), podendo também ser encontrado na superficie de plantas e
em alimentos crus (Kimura; Yokoyama, 2019). Esta bactéria apresenta crescimento aerébico, se desenvolve
em temperatura de 10° a 48°C, em ambiente com concentracdo de NaCl em torno de 7,5% e crescem bem
em pH de 4,9 a 9,3 (Landraf, 2008).
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2.2.2 Enterococcus faecalis

A bactéria Enterococcus faecalis é Gram-positiva, anaerébia facultativa, realiza catalase negativa, cresce
sob forma de cocos (Perumal; Venkatesan, 2017), pode se desenvolver numa faixa de 5 a 65°C, resiste a
elevadas concentragbes de NaCl e pH 4,5 a 10,0 (Fisher, 2009). As bactérias dessa espécie podem ser
encontradas em animais, no solo, em vegetais (Perumal; Venkatesan, 2017), superficie de plantas e produtos
lacteos (Han et al., 2011).

2.2.3 Salmonella enteritidis

A Salmonella enteritidis, pertencente ao grupo das Gram-negativas, enteropatogénicas (Gu et al., 2015),
cresce numa faixa de temperatura de 5 a 38°C, podendo ser destruida a 60°C (Forsythe, 2002), tem
crescimento na faixa de pH neutra (pH 7,0), e ndo tolera condigbes acima de 9% de NaCl, estes
microrganismos sdo anaerébios facultativos (Landgraf, 2008) sendo considerada um dos maiores patdgenos
no ambito alimentar, representando uma ameaga a saude publica, e sua presenca em alimentos € inaceitavel
(Carrasco et al., 2012).

2.2.4 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus aureus é um patégeno comumente encontrado na pele, mucosa humana
(Alhashimi et al., 2017) e em todo meio ambiente. Este género pertence ao grupo dos Gram-positivos,
apresenta capacidade de sobreviver a temperaturas elevadas (Rubab et al., 2018), cresce numa faixa de 7 a
48°C (Forsythe, 2002), resiste bem a ambientes secos e com elevada concentracdo salina, é anaerdbio
facultativo e ndo formador de esporos. Porém, sdo produtores de toxinas resistentes ao calor, que podem
persistir ainda que a bactéria tenha sido eliminada por tratamento térmico, também sao resistentes a pHs
entre 4,0 e 10,0 e resistem a processos de secagem e congelamento (Rubab et al., 2018).

2.2.5 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa, possui forma de bastonete (Khan et al., 2019)
com motilidade unipolar e é aer6bia (Shaikh et al., 2016), ndo consegue se desenvolver em pH menor que
4,5 e apresenta temperatura 6tima de 37°C (Palleroni, 2009). Esta bactéria pode ser encontrada dispersa no
solo e na agua, mas também em animais e plantas (Dominguez-Espindola et al., 2019), pertence a familia
Pseudomonadaceae e apresenta capacidade de sobreviver em diversos ambientes (Pang et al., 2018). As
bactérias dessa espécie sdo consideradas um dos patdégenos oportunistas mais difundidos, pode ser
responsavel por infecgdes no trato intestinal, infeccBes urinarias, dentre outras patogenias (Saleh et al.,
2019).

2.3 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE CASCAS DE TAMARINDO

Os compostos fendlicos sdo considerados mecanismos de defesa da plantas, gerados quando estas s&o
submetidas a algum dano fisico e estresse (Oliveira et al., 2017) ou quando exposto a algum patdgeno (Ng et
al., 2019). Por definicdo tem-se que os compostos fenolicos sdo substancias constituidas por um anel
aromatico e tendo uma ou mais hidroxila junto com outros grupamentos funcionais (Chandrasekara, 2019).

Recentemente estes compostos tem chamado atencéo por suas propriedades e possiveis aplicagdes. Por
apresentar capacidade de desnaturar proteinas vem sendo aplicado na indUstria farmacéutica como
germicida. Estes compostos também vém sendo empregados a fim de se melhorar propriedades sensoriais e
seguranca de alimentos, sendo empregado em embalagem de alimentos, aumentando a vida Util dos produtos
(Raza et al., 2018). Trabalhos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa (Santos; Aquino, 2017),
verificaram que extratos da casca de tamarindo em etanol 80% foram efetivos na inibicdo do B. subtilis e P.
aeruginosa.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

Foram utilizados frutos de tamarindo, obtidos na cidade de Guanambi, Bahia. Os frutos foram transportados até
o Laboratério lavados com &gua potavel corrente, sanitizados com hipoclorito de sédio a 200 mg.L%, por 15 min,
deixados secar a temperatura ambiente, e separados manualmente cascas da polpa.

3.2 BACTERIAS

Os micro-organismos Pseudomonas aeruginosa (CBAM 0679), Staphylococcus aureus (CBAM 0629),
Bacillus subtilis (CBAMd f 0441) foram adquiridos pela Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Lednidas e Maria
Deane, Colecdo de bactérias da Amazbnia (CBAM) (Fiocruz, Manaus, Amazonia). Salmonella enteritidis
(INCQS 00258), Enterococcus faecalis (INCQS 00531) foram adquiridas da colegdo de microrganismos da
Fundagdo Oswaldo Cruz (Manguinhos, Rio de Janeiro). As estirpes foram armazenadas em caldo de infuséo de
cérebro coragdo (BHI) e solucéo de glicerol a 20% a - 80°C em um Ultrafreezer.

3.3 PREPARACAO DO EXTRATO

As cascas foram submetidas a secagem a 50°C em estufa por 24 h. Apds esse periodo, foram trituradas em
moinho de facas (Technal ® Tipo Willye), até a condicdo de pd. Para obtencdo dos extratos seguiu-se a
metodologia descrito por Santos; Aquino (2017), no qual foi adicionado solvente etanol 80% a farinha da casca
em frascos Erlenmeyers, agitados em Shaker orbital a 200 rpm, durante 1 h a 30°C. Apds esse periodo, 0 material
foi filtrado em papel filtro e 0 sobrenadante separado para posterior utilizacéo.

3.4 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE BACTERIAS PATOGENICAS

Para este experimento inicialmente preparou-se suspensdes bacterianas na concentracéo de 10°-108 UFC/mL
em tubos contendo caldo BHI, conforme metodologia descrita por Nyhan et al. (2018), os tubos contendo caldo
BHI foram preparados com diferentes concentracdes de NaCl (0% e 8,5%). Em seguida, procedeu-se com a
correcdo de pH pra faixa de pH 9,0, corrigido com solucdo de NaOH 1N. Para avaliacdo do efeito do extrato da
casca de tamarindo foram testadas duas concentracdes diferentes do extrato (0% e 10%). As bactérias foram
adicionadas a cada solucdo e em seguida retirou-se aliquotas a cada uma hora para avaliar o crescimento
bacteriano. As bactérias foram incubadas em agar Muller-Hinton a 45°C e as contagens foram expressas em
unidades formadoras de coldnias (UFC) por mililitro de amostra (mL).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Nas Figuras 1 e 2 estdo demonstradas as curvas de crescimento de cada bactéria sob efeito dos diferentes
pardmetros analisados.

Figura 1. Curva de crescimento de bactérias patogénicas em 45°C, pH 9,0, 8,5% NaCl e 10% de extrato da casca
9 de tamarindo em etanol 80%, em funcéo do tempo.
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Todas as bactérias analisadas demonstraram uma diminui¢do do crescimento ao longo do tempo. A E.
feacalis e a P. aeruginosa tiveram uma menor queda no crescimento, cerca de 1 Log. Segundo Fisher (2009)
a E. faecalis apresenta resisténcia a elevadas concentra¢fes de NaCl. Contudo, péde-se observar uma maior
gueda no crescimento de cerca de 3 Log para as bactérias B. subtilis (de Log 6 para Log 3,5) e S. enteritidis
(de Log 7,2 para Log 4,8). Este resultado significou que estas bactérias foram mais sensiveis as condi¢Ges
testadas do que as demais. Segundo Landgraf (2008) o B. subtilis apresenta uma tolerancia de até 7,5% de
concentragdo salina.

Figura 2. Curva de crescimento com bactérias patogénicas em 45°C, pH 9,0, 0% NaCl e 0% de extrato da casca de
tamarindo em etanol 80% em fun¢&o do tempo.
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Quando o sal e o extrato de tamarindo foram removidos da solugdo observou-se que houve um
crescimento de todas as bactérias ao longo do tempo (Figura 2). A partir de 1 hora, todas as bactérias
atingiram a fase exponencial de crescimento.

O aumento mais expressivo foi observado para o B. subtilis e para a P. aeruginosa, com um aumento 3
ciclos Log para ambas espécies. Enquanto para as demais foi observado um aumento de 2 ciclos Log. Este
resultado constatou que a concentracdo de sal e de extrato de casca de tamarindo em etanol 80% foram
essenciais para promover a diminui¢do do crescimento das bactérias testadas.

O cloreto de sddio tem sido utilizado como antimicrobiano com o intuito de estender a vida util e
garantir a seguranca dos alimentos produzidos. Seu efeito se d& por sua capacidade de diminuir a atividade
de agua nos alimentos, sob as bactérias este parametro age causando um estresse osmético nas células
bacterianas e consequente destruicdo (Balamurugan et al., 2016). Além disto, Santos; Aquino (2017) tém
verificado o efeito antimicrobiano de extrato de casca de tamarindo, em etanol 80%, o qual tem sido efetivo
nas inibigdo de bactérias como B. subtilis e P. aeruginosa.

5 CONCLUSAO

Neste trabalho verificou-se que a adicdo de cloreto de sodio e extrato de casca de tamarindo foi
fundamental para inibir o crescimento in vitro das bactérias P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis, S.
enteritidis e E. faecalis sob condicfes de incubacdo em pH 9,0 e 45°C. Tendo em vista que estas bactérias
demonstraram crescimento acelerado nas mesmas condigdes de pH e temperatura com a auséncia do sal e do
extrato.
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