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RESUMO

O alho (Al/lium sativium) ¢ uma planta que apresenta acdo antimicrobiana produzindo um
metabolico: alicina que ¢ responsavel pelo odor caracteristico do alho. A alicina inibe o
desenvolvimento de bactérias e fungos. Mediante a grande producao e beneficiamento do alho no
municipio de Inconfidentes, localizado no Sul de Minas Gerais, que descarta todos os dias em
grande quantidade a palha, este trabalho apresentou como objetivo avaliar a agdo antimicrobiana da
palha de alho (Allium sativium), frente a varias linhagens bacterianas, desta forma buscando um
reaproveitamento da mesma. O trabalho foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais (IFSULDEMINAS- Campus
Inconfidentes/ MG), onde foi feito o ensaio biolodgico in vitro frente a bactérias (gram-positivas e
gram-negativas) que ¢ determinado pelo método de microdilui¢do em placas de 96 pogos e pelo
método de difusdo em agar pela técnica de pogo em camada dupla. O extrato metanolico da palha
de alho (Allium sativium L), apresentou atividade antibacteriana com valores de CBM entre 0,5 ¢ 1
mg/mL frente as indicadoras: Bacilus subtilis , Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Kocuria
rhizophila, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis e pelo método de difusdo em agar
pela técnica de pogo em camada dupla houve presenga de halos de inibicdo do desenvolvimento
bacteriano, frente as indicadoras: Bacilus subtilis , Escherichia coli, Proteus Vulgaris
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Portando € possivel concluir que a palha do
alho apresenta um grande potencial antimicrobiano contra vdarias bactérias potencialmente
patogénicas. Recomenda-se um estudo fitoquimico mais detalhado para conhecermos o verdadeiro
potencial da palha do alho.

Palavras—chave: Avaliacdo Antimicrobiana; Bactérias; Microdilui¢do; Difusdo em agar; Palha do
Alho.
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ABSTRACT

The garlic (Allium sativium) is a plant that presents antimicrobial action and produces the
allicia: a metabolic :that is responsible for the characteritic garlic smell. The allicia inhibits bacteria
growth and destroys fungus. Due to the massive garlic production and processing in the city of
Inconfidentes, that disposes huge amounts of straw on a daily basis, this work aims to evaluate the
antimicrobial action of garlic straw (A//ium sativium), for a range of bacterial strains. The study was
perfomed on the Biotechnology Laboratory on Instituto Federal de Educagao Ciéncia e Tecnologia
do Sul de Minas Gerais (IFSULDEMINAS - Campus Inconfidentes/MG), where the in vitro
biological testing for bacteria (gram-positie and gram-negative), wich is made by usind the
microdilution method in plates containing 96 wells and by agar diffusion method by technique of
double layer well. The methanolic extract of garlic straw (A/lium sativium) presented antibacterial
activity with CBM values from 0.5 to 1 mg/mL for the indicators: Bacilus subtilis, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Kocuria rhizophila, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis and by agar diffusion method by technique of double layer well
showed the presence of halos of inhibition of bacterial for the indicators: Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. Thus, it
is possible to understand that the garlic straw presents an increased antimicrobial potential against
several potentially pathonegenic bacteria. A more detailed study is incited so to know the real
potential of the garlic straw.

Keywords: Antimicrobial; evaluation; Bacteria; Microditulion; Agar diffusion; Garlic Straw.
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1. INTRODUCAO.

O alho, Allium sativum L. ¢ um membro da familia Alliaceae, amplamente utilizado na
medicina popular para o tratamento de varias doengas e distirbios fisiologicos, sendo considerada
uma béngdo da natureza para a humanidade devido a sua ampla utilizagdo (SINGH e SINGH,
2008).

O alho possui um bulbo comestivel e ¢ largamente utilizado em diferentes culturas culinarias.
Ao longo da historia, conclui-se que o alho teve varias aplicagdes. Atualmente seu poder terapéutico
¢ reconhecido pelo Ministério da Satde bem como pelo Food and Drug Administration (FDA) que
significa Administracdo de Comidas ¢ Remédios (em portugués).Além de seu uso culinario nas
mais variadas culturas, desde a Antiguidade ¢ usado como medicamento para as mais variadas
doengas. Estudos farmacoldgicos demostraram que o alho apresenta agdo antibacteriana, antiviral,
antiflingica, antiprotozoaria e antioxidante, mas também tem efeitos benéficos sobre os sistemas
cardiovascular e imunolodgico, além de possuir propriedades anticancerigenas, sendo desta forma
uma promessa, como potencial agente quimiopreventivo e quimioterapico (HARRIS et al., 2001,
SINGH e SINGH, 2008; OMAR e AL-WABEL, 2010). Tais atividades mencionadas podem ser
atribuidas a presenga de um ou de uma sinergia de componentes, tais como a alicina, alinina, o
dissulfureto de alilo, alilo di-Pr, inulina entre outras substancias presentes no alho (SINGH e
SINGH, 2008).

O alho possui baixo teor de gordura e calorias e grande quantidade de carboidratos, fibras e
micronutrientes. O alho contém sabor e odor marcantes devido a presenca de compostos sulfurados,
os quais sdo inodoros no alho intacto e s liberam o aroma apods o alho ser cortado ou amassado,
sendo a alicina, o principal componente responsavel pelo odor. A alicina tem acdo
predominantemente bacteriostatica, atuando tanto contra bactérias gram - positivas quanto contra as
gram — negativas.

O alho (Alluim sativium) apresenta uma acao antimicrobiana, todavia, sua palha ¢ descartada, nao
sendo utilizada em nenhum processo de producdo. Com base nesse conceito, a proposta desse
trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana da palha do alho contra bactérias gram-positivas e

gram- negativas.



2. REVISAO DE LITERATURA.

2. 1 CARACTERISTICAS HISTORICAS DO ALHO (4llium sativium).

O alho provavelmente se originou na Asia Central,mas atualmente é cultivado em muitos paises
e cresce de maneira selvagem na Italia e no sul da Europa. Atualmente, o alho ¢ cultivado em todo o
mundo e, embora usado principalmente como fonte de alimento, o alho sendo muito utilizado como
um potente, natural, remédio herbal (SOURCE, 2003).

Nenhuma outra planta na histéria do mundo foi atribuido tamanho poder. Ja foram publicados
mais de dois mil artigos em revistas cientificas referentes as qualidades medicinais do alho.
Acredita-se que o alho tenha chegado ao Brasil junto com as caravelas de Cabral, portanto, desde
aquela época vem sendo cultivado em pequenas quantidades para ser usado como tempero e
ingrediente de remédios caseiros, o alho, enfim, se tornou uma cultura capaz de gerar riquezas

(Associagao Nacional dos Produtores de Alho, 2009).

2.2 CARACTERISTICAS BOTANICAS DO ALHO (Allium sativium).

A figura 1 mostra uma planta herbacea, podendo atingir at¢ 60 cm de altura; folhas
pontiagudas, longas e achatadas; bulbo dividido em bulbilhos compridos e reunidos em um
involucro comum de varias tinicas esbranquicadas que sdo facilmente destacaveis. Cada dente,
com coloracdo variando de branco a violeta, ¢ envolvido por uma tlnica propria; ja a figura 2
mostra as flores pequenas em cachos, que podem ser da cor rosada ou branca (Empresa

Brasileira de Pesquisas Agropecudria, 2008).



Figura 1 — Planta do alho com folhas pontiagudas e achatadas.
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Fonte: VIBRANS, 2008.

Figura 2 — Flor rosada do alho

Fonte: LAZZAROTO, 2008.



A parte utilizavel de forma comestivel da planta ¢ um bulbo, que sdo compostos por
bulbilhos, os quais sdo constituidos por uma estrutura rica em amido e substancias aromaticas, de
valor condimentar e nutricional (Figura 3). Cada bulbilho ¢ capaz de originar uma nova planta ap6s
a brotacao (FILGUEIRA, 2003).

Figura 3 — Bulbo e bulbilhos de alho (4llium sativium).

%.

Fonte: EMBRAPA, 2006.
2.2.3 CLASSIFICACAO CIENTIFICA.

O alho possui a seguinte classificagdo cientifica: Reino: Plantae, divisdo:
Magnoliophyta, classe: Liliopsida, ordem: Asparagales, familia: Alliaceae, subfamilia:

Allioideae, género: Allium e espécie A. sativum (EMBRAPA, 2006).

2.3. PRODUCAO E CONSUMO DO ALHO (Allium sativium).
2.3.1 PRODUCAO.

A produgdo brasileira de alhos era localizada principalmente nos estados de Minas Gerais e
Goias, durante as décadas de 60 e 70, onde se cultivavam alhos comuns, brancos, de baixo valor
comercial. O crescimento da producdo de alhos nobres e roxo no Brasil aumentou
significativamente na década de 80. O Brasil cultivou alho na faixa dos 18 mil hectares no final dos
anos 80 e no inicio dos anos 90 (Figura 4), apresentando uma reducdo muito grande na producao no
fim dessa mesma década (LUCINI, 2008).

De acordo com a ANAPA (Associacdo Nacional dos Produtores de Alho), as areas de plantio
voltaram a crescer no inicio de 2000 e recuaram novamente em 2004, estabilizando-se até 2008
(Figura 4), quando houve uma nova reducgdo. A area de plantio no Brasil em 2008, foi a menor dos

ultimos 20 anos.



A participacdo do alho nacional no abastecimento esta ao redor dos 30%, tendo uma area total
de plantio de 9,6 mil hectares, sendo 8 mil com alho nobre roxo (LUCINI, 2008).

Figura 4 — Produgao de alho no Brasil.
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Fonte: ANAPA, 2009.

O alho ¢ uma cultura geradora de empregos de alta capacidade econdmica, pois para cada
hectare plantado criam-se quatro empregos. Durante muitos anos a cultura do alho foi a principal
atividade agricola de inverno/primavera de Santa Catarina, assim como da Serra Gaticha, mas
infelizmente, isso se extinguiu (ANAPA,2009).

O consumo de alho no Brasil cresce a passos largos. De 1961 4 2012, saltou de 500 gramas por
habitante/ano para um quilo. Entretanto, a cultura corre um sério risco de deixar de ser produzida no
pais, pois a importacdo indiscriminada da China e a falta de politicas nacionais para incentivar a
producdo interna tem dificultado e, em alguns casos, inviabilizado o investimento dos produtores

( LUIZ;AGUILHAR;LIMA,2012).

2.3.2 CONSUMO.

A quantidade de hortalicas consumidas pela populagdo brasileira estd muito abaixo do minimo
recomendado pela OMS - Organizacdo Mundial da Saude (MELO, 2008). Em relacdo as outras
hortaligas, o consumo de alho ¢ maior, isso ¢ devido principalmente ao seu uso como condimento.

No Brasil consome-se 20 milhdes de caixas de alho in natura por ano e 1 milhdo de caixas do

industrializado, chegando aproximadamente a 1,10 quilos por habitante ao ano (LUCINI, 2008).



2.4.COMPOSICAO QUIMICA DO ALHO (Allium sativium).

2.4.1 ALHO IN NATURA.

A composi¢ao quimica do alho varia consideravelmente devido a época de plantio, condig¢des
climéticas entre outros fatores. A tabela 1 mostra a composi¢ao quimica do alho in natura.

Tabela 1 — Composi¢ao quimica do alho in natura

Por¢ao de 100 gramas

Calorias 134 Kcal
Glicidios 2930¢g

Proteinas 530¢g

Lipideos 0,20 g

Fibras 1,66 g

Vitamina B1 0,20 mg
Vitamina B6 3,33 mg
Vitamina C 31,1 mg
Acido Félico 3,10 mg
Sodio 69,9 mg
Célcio 38,0 mg
Fosforo 134,0 mg
Ferro 1,04 mg
Potassio 607,6 mg
Enxofre 450,0 mg
Cobre 0,17 mg
Zinco 8,83 mg
Selénio 24,9 mg
Iodo 9,0 mcg

Fonte: FRANCO, 2001; QUINTAES, 2001.

O alho possui baixa quantidade de gordura e calorias, pouca proteina, mas bastante
carboidratos e fibras e possui muitos micronutrientes, como € o caso das altas concentragdes de

zinco e selénio, os quais possui fungdes antioxidantes (QUINTAES, 2001; MARCHIORI, 2009).



2.4.2 COMPOSTOS AROMATICOS.

O alho contém derivados de enxofre, que sdo responsaveis pelo seu aroma e sabor. E importante
evidenciar que na célula intacta, ndo danificada, sdo totalmente inativos, somente quando ocorre a
quebra das paredes celulares e a enzima alinase tem contato com o seu substrato ¢ quando seu
aroma se torne evidente. (COENDERS, 1996; SOUZA, 2002; COULTATE, 2004; MENDONCA,
2008 apud COULTATE, 1984).

O alho apresenta varios sulfetos e dissulfetos, assim como acido sulfidrico em quantidades

significativas, decorrentes da decomposicdo quimica e enzimatica, dos derivados da alicina

(MENDONCA, 2008 apud COULTATE, 1984).

2.4.3 ODOR.

Grande parte do odor do alho ¢ perdido apds seu processamento, isso acontece pelo fato dos
compostos serem muito volateis. Por esta razdo torna-se necessario, a utilizacdo da matéria-prima
muito odorifera, para que apds o processamento o odor residual do alho ainda possua suficiente

concentracdo exalando um aroma caracteristico, que ¢ muito importante para que ocorra o devido

comercio e utiliza¢do do alho. (FREITAS, 2005).

2.4.4 ALICINA.
A aliina ¢ um aminoacido sulfurado, que sofre reagcdo enzimatica em alicina, pela acdo da enzima
alinase. A alicina (Figura 5) ¢ um liquido de coloracdo amarela que s6 se manifesta, quando o alho ¢

esmagado ou cortado, sendo assim, essa substancia ¢ uma das mais importantes, responsavel pelo

odor caracteristico do alho (LAMARAO, 2007).

Figura 5 — Molécula da alicina.

Fonte: ATKINS, 2001. 7



A alicina se decompde espontaneamente, formando numerosos compostos que contém enxofre,

como por exemplo, ajoene, garlicina e trisulfureto de alilo, dentre outros (CAMPOS, 2004).

2.5.ALHO- HORTALICA FITOTERAPICA.

O alho ¢ um alimento funcional, pois contém em sua composi¢ao substancias biologicamente
ativas, que lhe conferem cor, sabor, odor e ainda apresentam fun¢des metabolicas e fisiologicas.
Essas substancias chamadas de fitoquimicos sdo compostos sulfuricos e nao sulfaricos, os quais,
atuam como antioxidantes protegendo as células e 6rgdos da acdo destrutiva dos radicais livres
(ANJO, 2004; FRANCO, 2006; QUEIROZ, 2006).

Os efeitos e beneficios a saiide ocasionados pelo alho sdo investigados & anos e apds varias
pesquisas e andlises quimicas chegou-se a concluir que o alho apresenta varios compostos que tém
funcao fitoterapica. J4 foram reconhecidos mais de trinta compostos com agdo benéfica. Os
beneficios do alho de maior destaque s3o: Acdes prebidticas, efeito antibacteriano, redugdo de

doencas cardiovasculares e efeito anticancerigeno (LAMARAO, 2007).

2.6. RADICAIS LIVRES E ACAO DOS ANTIOXIDANTES.

Os radicais livres (RLs) sdo substancias formadas por moléculas oxigenadas toxicas responsaveis
pelo processo de oxidacao que atuam em varios processos como ruptura das artérias, transformagao
das células em células cancerosas, problemas nas articulacdes e mau funcionamento do sistema
nervoso, e estes fatores estdo associados ao envelhecimento (CARVALHO et al., 2006; LEITE,
2003).

Os radicais livres s@o ocasionados por diversos fatores, como: consumo de cigarro, exposi¢ao a
raios X, luz solar, poluentes do ar, exercicios fisicos em excesso, oxidacdo de lipidios e por alguns
alimentos, entre outros fatores. A formagdo dos radicais livres ¢ frequente através das fungdes
normais do organismo, por isso ndo pode ser evitado (FERREIRA, 1997; LEITE, 2003).

A atividade destrutiva dos radicais livres ocorre principalmente, porque os compostos possuem
um ou mais elétrons ndo emparelhados, o que os torna instaveis e muito reativos (CARVALHO et
al., 2006; FERREIRA, 1997, LEITE, 2003).

Os antioxidantes sdo compostos que atuam retardando ou inibindo o inicio e a propagacdo das
reacdes que levam ao dano celular, ou seja, reagem com os radicais livres nas etapas iniciais da

oxidagio, formando produtos intermediarios estaveis (ARAUJO, 2009).



2.7 COMPOSTOS SULFURADOS E SUAS FUNCOES.

O alho possui muitos compostos com agdo funcional ao organismo, € esses compostos na
maioria das vezes sdo derivados de enxofre. O alho possui trés vezes mais esses compostos
sulfurados do que qualquer outro alimento, como por exemplo, a cebola e o brocolis
(MARCHIORI, 2009). E importante evidenciar que as substincias bioativas presentes no alho ndo
sao todas antioxidantes (CARVALHO et al., 2006).

A tabela 2 mostra alguns compostos sulfuricos presentes no alho e suas respectivas fungdes no
organismo.

Tabela 2 — Compostos sulfuricos e suas atividade biologicas

Composto sulfurado Atividade biologica

Aliina Hipotensor, hipoglicemiante e
antioxidante.

Ajoeno Prevencgao de coagulos, anti-inflamatorio,

vasodilatador, hipotensor, antibidtico e

antioxidante.
Alicina e tiosulfinatos Antioxidante, antibidtico, antifingico e
antiviral.
S-alil-cisteina e compostos Hipocolesterolemiante, antioxidante e
glutdmicos quimioprotetor frente ao cancer.
Sulfeto dialil Hipocolesterolemiante

Fonte: MARCHIORI, 2009.

2.7.1 COMPOSTOS NAO SULFURADOS.

Os derivados de enxofre apresentam muitos efeitos benéficos ao organismo, o alho também
contém compostos nao sulfurados, como por exemplo, o selénio e os acidos fendlicos, os quais sao
substancias de alto poder funcional e importantes para o funcionamento do metabolismo

(MARCHIORI, 2009).

2.7.2 SELENIO.
O selénio ¢ essencial, ou seja, o organismo necessita dele em quantidades minimas, podendo ser
toxico em altas concentracdes. No alho, o selénio estad presente em quantidade suficiente para

ocasionar a prote¢ao contra doengas cronicas associadas ao envelhecimento, como por exemplo, a



aterosclerose e o cancer. O selénio possui funcdo antioxidante e sendo assim protege as células dos
radicais livres (CARVALHO et al., 2006).

2.7.3 ACIDOS FENOLICOS.

Os acidos fenolicos pertence ao grupo dos compostos fendlicos que se caracterizam por terem
um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou varios grupamentos de hidroxila e/ou
metoxila na molécula. Essas substincias, encontradas no alho, possuem funcionalidades
antioxidantes para o organismo e atuam na prevencao de cancer, doencas cardiovasculares, além de
possuiram propriedades antivirais e antibacterianos (ANJO, 2004; CARVALHO et al., 2006).

Os antioxidantes fenolicos apresentam diversas fungdes, entre elas a de combater os radicais
livres e algumas vezes os quelantes de metais (como por exemplo, chumbo e mercurio), agindo
tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo e consequentemente

eliminando substancias toxicas do organismo (SOARES, 2002).

2.8 PRINCIPAIS BENEFICIOS DO

ALHO. 2.8.1 ACAO PREBIOTICA.

Os prebioticos sdo substancias alimentares que nutrem um grupo seleto de microorganismos que
povoam o intestino e assim favorecem mais a multiplicagdo das bactérias benéficas do que das
prejudiciais ao organismo, portanto os prebidticos sdo carboidratos complexos, considerados fibras,
resistentes a acdo de enzimas salivares e intestinais. No colon (parte do intestino grosso), as fibras
possuem efeitos benéficos a microflora intestinal. O alho pode ter agdo prebiodtica porque contém
inulina e frutooligossacarideos (FOS), os quais sdo semelhantes as fibras fisiologicamente e estes
compostos causam alteragdo no transito intestinal, preven¢do da diarreia, por alterar a microflora,
diminui¢do do risco de cancer, diminuicdo do colesterol e triglicerideos (ANJO, 2004;
CARVALHO et al., 2006).

A inulina e os FOS sdo conhecidos por apresentarem efeito que estimulam o crescimento das
bifidobactérias que aumentam varias fun¢des imunes, entre elas a ativagdo de linfocitos, de

macrofago e producgdo de anticorpos (ANJO, 2004).

2.8.2 EFEITO ANTIMICROBIANO.
A atividade antibacteriana do alho ¢ objetivo de estudos a muitos anos e vem sendo confirmada

desde meados do século XX por diversos autores (MELO, 2008).
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Em laboratorio mediante diluicdo em série, o extrato fresco de alho mostrou ser capaz de inibir o
crescimento de 14 espécies de bactérias, como o Stafilococcus aureus, Klebsiella peneumoniae e
Escherichia coli, que s3o bactérias potencialmente maléficas a saude. O mais impressionante ¢ que
a inibicao ainda ocorreu, quando se utilizou o extrato de alho diluido 128 vezes (QUINTAES, 2001;
WILDMAN, 2001).

O alho ¢ eficiente contra o Helicobacter pylory, no qual a mesma ¢ uma bactéria que ¢ a maior
responsavel pela causa de cancer gastrico ¢ também o alho combate ulceras gastricas. Foi
observado, que 2g por litro de extrato fresco de alho inibe completamente o crescimento do H.
pylory, ou seja, isso indica que o alho apresenta um efeito bactericida que previne o cancer gastrico
(QUINTAES, 2001). Certamente esse efeito apenas € possivel gracas aos antibidticos naturais
presentes no alho, a alicina e a garlicina, sendo ambos de acdo predominantemente bacteriostatica,
atuando tanto contra bactérias gram - positivas quanto contra gram - negativas (CARRIJO et al.,

2005).

2.8.3 REDUCAO DE DOENCAS CARDIOVASCULARES.

A décadas a literatura mundial confirma os efeitos do alho in natura, visando seus efeitos na
prevencao das doengas cardiovasculares. Os estudos comprovam que o alho é capaz de reduzir a
concentragdo sérica de LDL (lipoproteina de baixa densidade, chamada de colesterol ruim),
triglicerideos, pressdo arterial, aumenta a atividade fibrinolitica (cicatriza¢dao) e inibi a agregacao
plaquetdria (CARVALHAR, 2008; LAMARAO, 2007; MARCHIORI, 2009; QUINTAES, 2001).

O alho in natura ja foi objetivo de diversas pesquisas no Brasil, que procuraram observar sua
real acdo terap€utica. Na Universidade de Brasilia (UnB) foi realizada uma pesquisa que teve como
objetivo, comprovar a relevancia do alho na prevencao de infarto do miocardio e na prevengao de
colesterol. Essa pesquisa concluiu provando que a atividade antioxidante do alho ¢ bastante
significativa sobre as doengas cardiovasculares (RODOVALHO, 2008).

Estudos efetuados com humanos em animais t€ém mostrado que a utilizacdo de alho pode reduzir
o colesterol e os triglicerideos plasmaticos e assim diminuir as doengas cardiovasculares.
Comprovando ainda, que o consumo de alho, pode aumentar a concentracdo do HDL (bom
colesterol), que ¢ uma lipoproteina de alta densidade (LAMARAO, 2007; MARCHIORI, 2009;
QUINTAES, 2001).

A ag¢do antioxidante da aliina, alicina e ajoeno, justificam o efeito do alho sobre as LDL (mau
colesterol), pois inibem a peroxidacdo lipidica através da inibi¢do da enzima xantina-oxidase e de

eicosanoides moléculas derivadas de acidos graxos (MARCHIORI, 2009).
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2.8.4 EFEITO ANTICARCINOGENICO.

Estudos comprovam que em populagdes com o habito de consumir grandes quantidades de alho,
apresentam baixa incidéncia de cancer, principalmente da regido gastrica. Isso ocorre
principalmente a presenga dos compostos sulfurados (REINA, 2001 apud BLOCK, 1990).

Um importante estudo realizado na China indicou que houve reducao dos casos de cancer de
estomago, apds o aumento da ingestdo dessa hortalica, ocasionando-se em uma redugdo de 50% no
risco de cancer de colon. E a alicina apresentou efeito protetor contra diferentes tipos de células
tumorais (FRANCO, 2006).

Portanto acredita-se que o alho inibi o crescimento de células tumorais; inibi a incidéncia e/ou

promogao da carcinogénese e possui respostas imunoldgica (QUINTAES, 2001).
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3. METODOLOGIA.
3.1 - COLETA.
As palhas de alho foram obtidas diretamente nas fabricas de processamento, no municipio de
Inconfidentes, sendo elas transportadas diretamente ao Laboratério de Biotecnologia, onde foram
lavadas com agua destilada e secas em estufa de ar circulante a 40°C. Apds a secagem as palhas

foram trituradas em um moinho de faca (Merse — Al1basic) até a forma de po.

3.1.2 - PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO

O po6 das palhas foi pesado e acondicionado em Erlenmeyer e submetido ao processo de
maceragdo com metanol, na propor¢ao massa de pd/solvente 1:20 (massa/volume). O solvente da
solucao obtida foi removido em evaporador rotatério (Tecnal-TE-120), sob pressao reduzida,

obtendo-se assim, o extrato bruto em metanol (EBM).

3.2 - ENSAIO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA 3.2.1 —- FRENTE A BACTERIAS.

Para a execucdo dos ensaios foram utilizadas bactérias, cepas padrdo e de campo fornecidas pela
profas. Dra. Izabel Yoko Ito (Microbiologia da FCFRP/USP) e Dra. Regina Célia Candido
(Microbiologia Clinica da FCFRP/USP) e MSc. Sonia Khouri da FCS/UNIVAP: gram-negativas:
Escherichia coli ATCC10538, Escherichia coli ATCC10799, Proteus vulgaris ATCC, Salmonella
typhi ATCC, Enterobacter aerogenes ATCC e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; gram-
positivas Micrococcus luteus ATCC9341, Staphylococcus aureus ATCC6538, Staphylococcus
aureus ATCC14458, Staphylococcus epidermidis ATCC12228, Staphylococcus epidermidis cepa
de campo, Bacillus subtilis ATCC e Enterococcus faecalis ATCC10100.

3.2.2 - DIFUSAO EM AGAR PELA TECNICA DE POCO EM CAMADA DUPLA.
Ensaio biologico in vitro frente a bactérias (gram-positivas e gram-negativas), cepas padrao e de

campo. A acdo antibacteriana foi determinada pelo método de difusdao em agar pela técnica de pogo
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em camada dupla (ANVISA 2008; OKEKE et al., 2001; ESPINEL-INGROFF et al., 1995; GROVE
& RANDALL, 1955).
No plaqueamento, a camada base foi obtida pela adi¢do de 20,0 mL de Miiller Hinton Medium

(Difco)-MH em placas de 20 x 150 mm. Apoés a solidificagdo adicionou-se 5,0 mL de MH,
inoculado com as cepas padrao e BHI com cepas de campo (5.106 ufc/mL), obtendo-se assim, a

camada seed. A seguir foram confeccionados pocos com 5,0 mm de didmetro. Em cada pogo foram
aplicados 20 puL das solugdes controle (positivo e negativo) e das drogas -teste preparadas em
propilenoglicol (1:19) nas concentragdes de 0,5 , 1,0 , 1,5 e 2,0 mg/mL. Como controle positivo
foram utilizados bacitracina (0,20 UI/mL) e como controles negativos propilenoglicol/RPMI-1640
(1:19).

As placas-testes foram mantidas a temperatura ambiente por cerca de 2 horas e depois incubadas
a 37°C por cerca de 24 horas. Decorrido o periodo de incubagdo, as zonas de inibi¢ao do
desenvolvimento microbiano foram analisadas visivelmente em termos de didmetro (halo) ¢ aro da
borda do poco a inicio do desenvolvimento. Os experimentos foram realizados em duplicata, para

cada cepa indicadora utilizada.

3.2.3 - MICRODILUICAO EM PLACAS DE 96 POCOS.

Na técnica de microdilui¢ao seguindo a adequagdo de metodologia descrita por Salvador, 2005, as
bactérias foram cultivadas em meio Miiller Hinton em placas de 20 x 150 mm, 24 horas antes da
inoculagdo nas placas. Para a montagem da placa utilizou-se 50 pL. de meio TSB (Tryptone Soya Broth)
em todos os pogos, 50 pL. da droga teste preparadas em propilenoglicol (1:19) nas concentragdes de 0,5 ,

1,0 e 2,0 mg/mL. Cada poco recebeu um inoculo de 10 pL de suspensdo de microrganismos, numa
concentragdo de (5.106 ufc/mL). Como controle positivo foi utilizado bacitracina 0,20 UI/mL e como

controle negativo propilenoglicol/TSB (1:19). As placas-teste foram mantidas a temperatura ambiente
por cerca de 2 horas e depois incubadas a 37° C por cerca de 24 horas. Decorrido o periodo de
incubagdo cada pogo recebeu um inoculo de 20 pL de tetrazolio.

Apo6s um novo periodo de incubagdo a 37°C por cerca de 24 horas, a leitura foi feita visualmente
comparando as amostras com os controles. Os experimentos foram realizados em duplicata, para

cada cepa indicadora utilizada.
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4. RESULTADOS.

4.1- DIFUSAO EM AGAR PELA TECNICA DE POCO EM CAMADA DUPLA.

O método de difusdo em agar pela técnica de pogo em camada dupla contendo o extrato
metanodlico da palha do alho (Allium sativium), apresentou inibicdo do crescimento bacteriano
(tabela3).

As zonas de inibi¢do do desenvolvimento microbiano foram analisadas visivelmente, portanto de
forma qualitativa, em termos de maior didmetro (halo) e aro da borda do poco (figura 6). Estas
analises foram feitas através de observa¢do, dando relevincia no aparecimento e na inibicdo dos
halos e aro em cada pogo no qual a droga-teste foi inserida. (ANVISA 2008; OKEKE et al., 2001;
ESPINEL-INGROFF et al., 1995; GROVE & RANDALL, 1955).

Figura 6: Qualitativo, método de difusdo em agar.

Halo de
leitura

emmm’

_ * Auséncia de halo: resisténcia
Lemura .+ presencadehalo: sensibilidade ou resisténcia

Fonte: ANVISA, 2008.
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Tabela 3: Atividade antibacteriana de extratos metanolico da palha do A/lium Sativium, pelo método

de difusdo em agar pela técnica de pogco em camada dupla.

Microrganismo Concentracao do extrato (mg/ml) referente
a0 local de maior inibicao do crescimento
bacteriano.
b
Bacilus subtilis (Bs) 2.0

b
Enterobacter aerogenes (Ea) -

Enterococcus faecalis (ATCC 10100) ? )

Escherichia coli (ATCC 10538) @ )

Escherichia coli (ATCC 10799) @ 1,0

Kocuria. Rhizophila (ATCC 9341)? )

Micrococcus luteus -

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)? )

Proteus vulgaris (Pv) ® 1,0

Salmonela typhi (ST) ® *

Staphylococcus aureus (ATCC 14458) 2 )

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 2 1,0
(F-L\

Staphylococcus aureus penicillinase + "’ *ok
(R )

Staphylococcus aureus penicillinase —° _

Staphylococcus epidermidis (6ep)® )

Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 1,5

-: auséncia de inibi¢do; **: atividade ainda ndo avaliada.

Percebe-se que neste método houve auséncia de inibi¢ao nas seguintes bactérias: gram-
negativas Escherichia coli ATCC10538, Salmonella typhi ATCC, Enterobacter aerogenes ATCC
16




e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; gram-positivas Micrococcus luteus ATCC9341,

Staphylococcus aureus ATCC6538, Staphylococcus epidermidis ATCC12228, Staphylococcus
epidermidis cepa de campo, Bacillus subtilis ATCC e Enterococcus faecalis ATCC10100, esses
resultados indicam portanto, que essas bactérias possuem resisténcia 4 droga— teste, entretanto,
houve inibi¢ao do crescimento bacteriano e presenga de um didmetro (halo) e aro da borda do pogo
nas seguintes bacterias: a cepa de campo, Bacillus subtilis ATCC (figura7) gram-negativas

Escherichia coli ATCC10799 (figura 8), Proteus vulgaris (figura 9) e gram — positivas
Staphylococcus aureus ATCC 6538 4 (figura 10) e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

( figura 11), estes dados por sua vez indicam sensibilidade 4 droga — teste, conclui-se, portanto,

uma inibi¢do do crescimento bacteriano.

. o . L . e b
Figura 7: Local onde houve a maior inibi¢do do crescimento da bactéria: Bacilus subtilis (Bs)

Fonte: da autora, 2014.
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Figura 8: Local onde houve a maior inibi¢do do crescimento da bactéria: Escherichia
coli (ATCC 10799)

el
S

a

Fonte: da autora, 2014.

Figura 9: Local onde houve a maior inibi¢ao do crescimento da bactéria: Proteus vulgaris

Fonte: da autora, 2014.
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FiguralO: Local onde houve a maior inibi¢do do crescimento da bactéria: Staphylococcus

aureus (ATCC 6538) a

Fonte: da autora, 2014.

Figura 11: Local onde houve a maior inibi¢do do crescimento da bactéria: Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228)

Fonte: da autora, 2014. 19



4.2 - MICRODILUICAO EM PLACAS DE 96 POCOS.

O método de microdilui¢do em placas com 96 pocos ¢ um método quantitativo, pois determina a
concentracdo biocida minima (CBM) . Este método contém o extrato metandlico da palha de alho
(Allium sativium L) e apresentou atividade antibacteriana com valores de CBM entre 0,5 ¢ 1 mg/mL
frente as indicadoras: Bacilus subtilis , Enterococcus faecalis, Escherichia coli,Kocuria rhizophila,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (Tabela 4).

Tabela 4: Atividade antibacteriana de extratos metandlico da palha do Allium Sativium, expressa
em termos de concentragdo biocida minima, CBM (mg/mL), determinada pela técnica da

microdilui¢ao.
Microrganismos Alltum Sativium
CBM (mg/mL)
b
Bacilus subtilis (Bs) 1,0

b
Enterobacter aerogenes (Ea)

Enterococcus faecalis (ATCC 10100) : 1,0
Escherichia coli (ATCC 10538) * 1,0
Escherichia coli (ATCC 10799) : 0,5
Kocuria. Rhizophila (ATCC 9341) ° 0,5

Micrococcus luteus

Proteus vulgaris (Pv) b

a

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Salmonela typhi (ST) b ok

Staphylococcus aureus (ATCC 14458) : -

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 4

Staphylococcus aureus penicillinase + 1,0

(8.)
A\

Staphylococcus aureus penicillinase — -

Staphylococcus epidermidis (6ep) b

Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 0,5

-: auséncia de inibi¢do; **: atividade ainda ndo avaliada; CBM: concentragdo biocida
minima (mg/ml).
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5. DISCUSSAO.

Os resultados sugerem que a palha do alho deva apresentar em sua composi¢do substancias
bioativas, que estdo presentes também no bulbo, uma vez que sdo essas substancias as responsaveis
pela atividade antimicrobiana (REHMAN e SAMYA 2012; SINGH e SINGH 2008).

Neste presente estudo utilizaram-se dois métodos, sendo que ambos confirmam de maneira clara
e eficaz a descoberta de um novo antimicrobiano derivados da palha do alho. O primeiro método ¢ a
difusdo em agar pela técnica de poco em camada dupla, este método ¢ o mais utilizado, devido a
simplicidade de execucdo e também porque possui baixos custos. Utilizando-se este método houve
inibicdo do crescimento bacteriano e presenca de um didmetro (halo) e aro da borda do pogo nas
seguintes bacterias: gram-negativas Escherichia coli ATCC10799, Proteus vulgaris, gram —
positivas Staphylococcus aureus ATCC14458, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e a cepa
de campo, Bacillus subtilis ATCC, estes dados por sua vez indicam que as mesmas possuem
sensibilidade 4 droga — teste .

Conclui-se, portanto, que houve uma maior inibicdo do crescimento bacteriano em uma
determinada concentragdo do extrato metanolico. Estes resultados apresentaram-se coerentes com
os encontrados por Santos et.al. 2011, quando o mesmo alega que a maior sensibilidade da agao de
antimicrobianos naturais através de extratos metanolicos ¢ a do alho (Allium sativum) sobre as
bactérias gram - negativas (Escherichia coli e Salmonella) e gram-positivas (Staphylococcus aureus
e Enterococcus sp) e verificaram que os extratos metanolicos de alho (133mg/mL) apresentaram
maior eficacia contra as bactérias gram-negativas estudadas. Esses resultados mostram o alto poder
de sensibilidade da droga-teste, utilizando — se 0 método de difusdo em agar pela técnica de pogo
em camada dupla.

O segundo método utilizado ¢ a microdilui¢do, no qual se determina a concentragdo biocida
minima (CBM), este método vem sendo bastante utilizado, principalmente devido a sua
sensibilidade e quantidade minima de reagentes, o que possibilita um maior numero de réplicas,
aumentando a confiabilidade dos resultados.

Nos presentes resultados ¢ possivel observar que houve uma inibi¢do significativa em

Staphylococcus aureus, portanto ¢ indispensavel discutir esse resultado com o estudo de Deresse e
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Ushimaru et al. 2012, que mostraram uma atividade antibacteriana de alho em S. aureus eficiente ,
pois as solugdes diluidas de alho inibem completamente o crescimento de S. aureus em
concentragdes superiores a 7,50 mg/ml, enquanto o extrato bruto metandlico o qual utilizei neste
presente trabalho inibiu completamente o crescimento de Staphylococcus aureus penicillinase +

7+ , . e . ~
(7*) em 1,0 mg/ml no método de microdiluicdo, isto provavelmente acontece através da ac¢do do

ativo biologico ingrediente de alicina que exibe sua atividade antimicrobiana principalmente por
inibicao imediata e total acao da sintese de RNA, embora a sintese de DNA e proteinas sdao também
parcialmente inibida , o que sugere que o0 RNA ¢ o primeiro alvo da ac¢do da alicina no combate a
bactérias gram-positivas e gram - negativas (FELDBER ez al., 1988 ) .

E possivel observar que segundo este mesmo estudo os autores afirmam que ha uma agdo
inibitéria em Staphylococcus aureus que devido as suas caracteristicas estruturais os organismos
desempenham um papel na susceptibilidade bacteriana do alho, pois particularmente a bactéria
Staphylococcus aureus contém sé 2 % de lipidos em suas membranas que tem um efeito sobre a
permeabilidade da alicina e outros constituintes do alho, esses fendmenos podem favorecer a
destrui¢do da parede celular e dos materiais genéticos de Staphylococcus aureus.

O trabalho de Deresse e Ushimaru et al. 2012, afirma que o alho (Allium sativum) tém
propriedades antimicrobianas contra Staphylococcus aureus em solugdes brutas de extratos,
portanto o alho pode ser usado com sucesso para tratamento de intoxica¢do alimentar por
Staphylococcus aureus. O alho provavelmente também ¢ eficaz in vitro em outras bactérias gram-
positivas e gram-negativas.

As atividades antimicrobianas de extratos e 0leos essenciais evidenciam o grande potencial de
aplicacdo de plantas nativas de diversas regides do mundo. No Brasil, estudos com a mesma
finalidade sdo de grande importancia, uma vez que plantas medicinais sdo utilizadas em varias
areas da satde como forma alternativa de tratamento. Além disso, nosso pais apresenta uma rica
biodiversidade, devendo-se considerar o custo mais baixo destas formas terapéuticas em relagdo a
medicamentos industrializados, portanto percebe-se que a Anvisa em 2010 destaca o alho (Al/lium
sativium) como sendo a planta medicinal com o maior poder antisséptico € antimicrobiano

comparando-se a outras plantas medicinais (DUARTE,et.al., 2004).

O trabalho de Duarte, et.al. 2004 apresenta os resultados de rendimento e concentragdo biocida
minima (CBM) dos extratos com atividade antimicrobiana. O trabalho apresenta CBM de maior
relevancia até 0,5 mg/ml, conforme observou-se para Achillea millefolium, Mikania laevigata,
Solidago chilensis, Piper marginatum contra Staphylococcus aureus; Aloysia gratissima, P.
marginatum, M. laevigata contra Bacillus subtilis € Mentha pullegium, Mikania glomerata, M.

laevigata, Stachytarpeta cayenensis € Bacharis dracunculifolia contra Streptococcus faecium.
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A tabela 5 nos permite observar a atividade antimicrobiana das plantas medicinais da Colegao

de Germoplasmas do CPQBA/UNICAMP e os receptivos microrgansmos.
Tabela 5: Plantas medicinais da Cole¢ao de Germoplasmas do CPQBA/UNICAMP com

atividade antimicrobiana e os respectivos microrganismos.

Planta Medicinal Numero Rendimento Microrgasnismo CBM mg.ml-1
Herbario Extrato(%p/p)

Achyrocline satureoides| UEC 127.116 32,7 B. subtilis 1,6

(DC.)Lam.

Achillea millefolium L. UEC 127.114 | 61,6 S. aureus 0,5

A. millefolium L. UEC 127.114 | 61,6 B. subtilis 1,6

Aloysia gratissima (Gill &| UEC 121.393 | 20,8 B. subtilis 0,1

Hook)

Artemisia annua L. CPQBA1246 |34,5 B. subtilis 1,7

Baccharisdracunculifolia CPQBA 622 |46,4 S. aureus 1,6

DC.

B. dracunculifolia DC. CPQBA 622 | 46,4 S. faecium 0,5

Cordia curassavica (Jacq.) | UEC112744 15,8 B. subtilis 0,6

Roem.

Hydrocotile asiatica L. UEC 127.111 | 36,3 B. subtilis 1,5

Mentha pulegium L. UEC 43,6 S. faecium 0,3
121.402

P. aduncum L. UEC 127.118 | 32,63 B. subtilis 0,9

P. marginatum Jacq. UEC 121.395 | 273 S. aureus 0,2

P. marginatum Jacq. UEC 121.395 | 273 B. subtilis 0,2

Solidago chilensis Meyen UEC 121.391 | 35,7 S. aureus 0,1

S. chilensis Meyen UEC 121.391 | 35,7 S. faecium 1,6

Stachys byzantina C. Koch. | UEC 121.404 | 46,8 B. subtilis 1,9

Stachytarpeta  cayenensis| UEC 121.394 | 40,3 S. faecium 0,2

L.C.

Vetiveria zizanoides Stapf. | UEC 121.415 (5,77 S. aureus 1,1

V. zizanoides Stapf. UEC 121.415 [ 5,77 B. subtilis 0,6

Pesquisas sobre antimicrobianos de origem natural tem grande relevancia, sendo ponto crucial

em varios setores do campo farmacéutico e cosmético. Desta forma, tais pesquisas podem

contribuir positivamente no desenvolvimento do campo da satide em nivel mundial, encontrando

substancias mais eficazes e menos toxicas na corrida contra a resisténcia e o surgimento de

microrganismos patogénicos (OSTROSKY,2008).

Com base nessas reflexdes ¢ possivel concluir, que os trabalhos mencionados, inclusive o

trabalho apresentado neste estudo, apresentam CBM (concentragdo biocida minima) que ¢ definida

como a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento bacteriano, ou seja ¢ a

comprovagao de um potente antibacteriano de origem natural.
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6. CONCLUSOES.

Com base nos resultados deste trabalho. Conclui-se que:

e A palha do alho apresenta atividade antimicrobiana frente & linhagens bacterianas
gram— positivas e gram — negativas.

e A palha do alho, portanto pode ser utilizado como complemento na alimentacdo animal,
visando a preven¢ao contra determinadas infecgdes.

e Ficou claro também que novas prospec¢des deverdo ser feitas visando conhecer o
verdadeiro potencial da palha do alho, enfatizando um estudo fitoquimico, para

identificar os compostos organicos presentes na mesma.
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