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RESUMO

Ha muito tempo os produtos de origem vegetal como os extratos tém sido empregados
em diversas aplicagbes na medicina popular. Os compostos bioativos do alho (Allium
sativum) extraido via aguosa, metanolica e etanolica, tem como constituinte mais
abundante a alicina ou di-propenyl tiosulfinato que apresenta vérias atividades bioldgicas
como, por exemplo, anti-inflamatéria, cicatrizante, analgésica, antioxidante, antitumoral,
inseticida, antibacteriana, entre outros. Tendo em vista a necessidade de novas
alternativas terapéuticas para o combate a resisténcia bacteriana e as diversas atividades
biolégicas apresentadas pelos compostos bioativos do alho, o objetivo deste trabalho &
extrair compostos bioativos do alho e verificar sua atividade antimicrobiana perante as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Para a extracdo dos compostos
bioativos, utilizou-se 3 gramas de alho e 20 mL de agua destilada, 20 mL de etanol e 20
mL de metanol realizando-se 3 repeticdes. ApGs a extracdo, este foi submetido a
centrifugagdo. A atividade antibacteriana dos compostos bioativos do alho foi realizada
pelo método de difusdo de disco (MDD). Através do teste de antibiograma realizado
constatou-se que os compostos fendlicos e organosulfurados apresentaram atividade na
concentragdo de 20 pL contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
visto que o halo de inibicdo foi superior a 8 mm para ambas as bactérias. A atividade
antibacteriana dos compostos bioativos foi atribuida de acordo com o halo de inibicéo,
seguindo a classificacdo dos padrdes de sensibilidade. Os resultados obtidos mostram
gue as duas bactérias testadas Staphylococcus aureus e Escherichia coli se mostraram
sensiveis frente a concentragdo empregada dos compostos bioativos do alho extraido,

pois os halos formados foram superiores a 8 mm.

Palavras-chave: alho; compostos bioativos; antibiograma



ABSTRACT

Products of plant origin such as extracts have long been used in various applications in
folk medicine. Bioactive garlic (Allium sativum) compounds extracted via aqueous,
methanol and ethanol have the most abundant constituent allicin or di-propenyl
thiosulfinate which has several biological activities, such as anti-inflammatory, healing,
analgesic, antioxidant, antitumor , insecticide, antibacterial, among others. The objective of
this work is to extract bioactive compounds from garlic and verify its antimicrobial activity
against the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The objective of this
work is to extract bioactive compounds from garlic and to verify their antimicrobial activity
against the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The objective of this
work is to extract bioactive compounds from garlic and to verify their antimicrobial activity
against the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus . For the extraction of the
bioactive compounds, 3 grams of garlic and 20 mL of distilled water, 20 mL of ethanol and
20 mL of methanol were used, with 3 replicates. After extraction, it was subjected to
centrifugation. The antibacterial activity of the bioactive compounds of garlic was
performed by the disc diffusion method (MDD). The phenolic and organosulfur compounds
showed activity in the concentration of 20 yL against the bacteria Staphylococcus aureus
and Escherichia coli, since the inhibition halo was higher than 8 mm for both bacteria. The
antibacterial activity of the bioactive compounds was assigned according to the inhibition
halo, following the classification of the sensitivity standards. The results show that the two
bacteria tested Staphylococcus aureus and Escherichia coli were sensitive to the
concentration of the bioactive compounds of the extracted garlic, since the halos formed

were greater than 8 mm.

Keywords: garlic; bioactive compounds; antibiogram
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1. INTRODUCAO

Os homens perceberam ha milh8es de anos a importancia que as plantas medicinais
possuem para a saude humana. Desde entdo, pesquisas sao realizadas para que haja um
melhor aproveitamento desses beneficios. Plantas medicinais sdo aquelas que em sua
estrutura tem alguma substancia que possui atividade bioldgica, estando seu uso
associado a medicina popular (VICTORIO; LAGE, 2008; ASCENCAO; FILHO, 2013;
MARTINS et al., 2010). Allium sativum, o alho, € um antigo conhecido ndo apenas da
culinaria, mas também da medicina popular. Pertence a familia Llilihceae e acredita-se
gue tenha origem egipcia (BONTEMPO, 2007; COSTA, 1994).

Cerca de 1500 a. C., seu uso medicinal j4 era realizado pelos egipcios quando o
indicavam em casos de cardiopatias, feridas, tumores, parasitoses e cefaleia (CHARLAB
et. al., 2005). Pasteur, no século XIX, relatou sua atividade antibacteriana. Alguns testes
realizados in vitro e in vivo também apresentaram para o alho atividade antibacteriana,
antimicotica, antiviral, antitumoral, antiflogistica e fibrinolitca (BONTEMPO, 2007;
SIMOES et al., 2000).

Podemos encontrar em sua composicao fitoquimica: a alicina (di-propenyl tiosulfinato) que
age na destruicdo e inibicdo de bactérias gram-negativas, sendo o principal componente
do alho, muito volatil, este é responsavel pela defesa do alho contra 0s micro-organismos
da terra, o tiossulfato (antibidtica, antiviral e antifagica) e a aliina (hipotensor,
hipoglicemiante), escordinina (hipotensora, aumenta a utilizacdo de B1 e antibacteriana),
vitaminas A, B e C, proteinas e sais minerais (BONTEMPO, 2007; COSTA, 1994).

O uso prolongado e indiscriminado de antibioticos sintéticos tem provocado uma elevacao
da resisténcia a antimicrobianos em populacdes bacterianas. O uso de produtos de
origem natural € uma das alternativas para reverter esse problema (BERTINI et al., 2005;
FERRONATTO et al., 2007).

Considerando a necessidade de novas alternativas terapéuticas para o combate a
resisténcia bacteriana e as diversas atividades biologicas apresentadas pelo alho, o

objetivo deste trabalho € extrair compostos bioativos do alho comercial e verificar sua
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atividade antimicrobiana perante as bactérias Staphylococcus aureus (gram-positiva) e

Escherichia coli (gram-negativa).
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2. Alho (Allium sativum)

Alho (Allium sativum L.), da familia Liliaceae, que € constituida por mais de 700 espécies,
dentre elas a cebola, alho-poré e a cebolinha, é uma planta assexuada que se propaga
através do plantio dos bulbilhos ou dentes (CAMARGO; BARREIRA, 1985; BATATINHA,;
BOTURA; SANTOS, 2005). Foi descoberto no Egito, por volta de 3.700 a.C., onde ja era
usado como medicamento (FENWICK; HANLEY, 1985; BLOCK, 1985)

A especiaria se apresenta em um bulbo arredondado, denominado popularmente de
cabeca, composta por 10 a 12 dentes, envolvidos por uma casca, que pode ser branca,
rosada ou roxa. Do bulbo ou cabeca, desenvolve-se um talo, longo e fino (figura 1).
Apresenta folhas longas e achatadas como capim, cultivada em canteiros. A hortalica tem
preferéncia por clima frio (MOTA et al.,, 2002). Existem variados tipos de alho com
diferentes tamanhos, formas, cores, sabores, nimero de dentes por bulbo, acidez e
capacidade de armazenamento, mas a contribuicdo para a saude néo varia (ALMEIDA et
al., 2006).

Figura 1: Partes do alho: A) Cabeca, B) folha, C) bulbo e talo. (In: AFFONSO et al., 2012, p. 149).
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A producgédo brasileira de alho nas décadas de 60 e 70 era localizada nos estados de
Goias e Minas Gerais, onde eram cultivados os alhos de baixo valor comercial, alhos
comuns e brancos. S6 na década de 80 foi incrementada a producdo dos alhos roxos e
nobres, abastecendo assim 90% do consumo nacional na safra de 1988/89. No final dos
anos 80 e inicio da década de 90 a faixa de cultivo de alho no Brasil era de 18 mil
hectares. A participacdo do alho nacional no abastecimento estd em torno de 30%, com

uma faixa de plantio de 9,6 mil sendo 8 mil hectares com alho nobre roxo (ANAPA, 2009).

O pais que mais consome alho no mundo é o Brasil, tendo sua maior comercializagcado na
forma in natura, mesmo com o crescimento gradativamente de pastas e outros produtos
processados de alho (OLIVEIRA; MANHAES, 2003; OLIVEIRA; MELO, 2004). Tendo um
aumento significativo no consumo per capita, passou de 0,49 Kg/habitante/ano no ano de
1961, para mais de um quilo em 2007 (ANAPA, 2009).

A importancia nutricional na dieta € relativamente pequena, como mostra a tabela 1,
apesar do uso frequente em diversos preparos culindrios, uma vez que utilizamos
pequenas quantidades. Em compensacdo, foram identificados varios compostos
bioativos, com maior importancia os fenolicos e os organosulfurados (OLIVEIRA; MELO,
2004).

NUTRIENTES UNIDADE VALOR P/ 100g
Calorias Kcal 113,00
Umidade g 67,50
Proteinas g 7,00
Lipideos g 0,20

Carboidratos g 23,90

Fibra alimentar total g 4,30
Cinzas g 1,30
Célcio mg 14,00

Ferro mg 0,80
Magnésio mg 0,24
Fosforo mg 149,00
Potassio mg 535,00
Sodio mg 5,00
Zinco mg 0,80
Cobre mg 0,15
Manganés mg 0,24
Tiamina mg 0,18
Riboflavina mg Tr
Vitamina B6 mg 0,44

Tabela 1 - Composicéo centesimal do alho (In: TACO tabela brasileira de composicdo de alimentos 22 ed.,
2006)
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3. COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos apresentam varias funcdes biolégicas e estruturas quimicas. No
entanto, possuem algumas caracteristicas em comum: pertencem ao reino vegetal, sdo
substancias organicas que sao produzidas pelos vegetais como uma espécie de protecdo
gue os defendam das agressdes da natureza, tais como: sol, calor e algumas pragas.
Mesmo ndo sendo essenciais ou sintetizados pelo organismo humano, apresentam acao
protetora, contribuem para o bom funcionamento dos 6érgdos ou até no combate de
doencas, desde que presentes na alimentacdo em quantidades significativas. Essas
substancias exercem varias acfes biolégicas, como atividade antioxidante, modulacédo do
sistema imune, controle do metabolismo hormonal, reducéo da pressdo sanguinea, entre
outras atividades como antibacteriana e antiviral (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009;
COZZOLINO; COMINETTI, 2013; HORST; MORENO, 1998).

O alho possui compostos bioativos que sao responsaveis pelo sabor, odor, aroma e acéo
antibacteriana, em destaque os compostos fendlicos e os organosulfurados (LIMA et al.,
2006).

3.1. COMPOSTOS FENOLICOS

Os vegetais séo fontes alimentares contendo varios compostos quimicos, habitualmente
chamados de fitoquimicos (BRAVO, 1998; KRIS-ETHERTON et al. 2004). Mais de 8.000
moléculas conhecidas e distribuidas na natureza fazem parte da classe dos fitoquimicos,
0s compostos fendlicos, que sdo resultado do metabolismo secundario dos vegetais
através de duas vias principais: via acido chiquimico e via acido malénico como mostra a
figura 2 (HAGERNAM et al., 1997; CARDOZO et al. 2007).
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co,

I fotossintese

METABOLISMO PRIMARIO DO CARBONO

Eritrose 4-fosfato l 3-Fosfoglicerato
Fosfoenolpiruvato Piruvato
Ciclo de Krebs Acetil CoA
|
AA alifiticos
. Via Acido Maldnico Yia
Via Acido Chiquimico ) ;
| Via Acido Mevalonico - osfoglicerato
piruvato
AA aromaticos \
Compostos
: P Terpenos
Nitrogenados
Compostos
Fenolicos

METARBROLISMO SECUNDARIO DO CARBONO
Figura 2: Viséo simplificada das principais vias de biossintese de compostos secundérios e suas inter-

relacdes com o metabolismo priméario (CARDOZO et al., 2007, p. 102)

O alho apresenta compostos fendlicos, os flavonoides (figura 3): quercetina (flavonol),
apigenina (flavona) e miricetina (flavonol) (EGEN-SCHWIND et al., 1992; BOREX, 2001;
MIEAN; MOHAMED, 2001; NUUTILA et al., 2003; LANZOTTI, 2006).

quercetina apigenina miricetina

Figura 3: Estrutura quimica da quercetina, apigenina e miricetina (In: NUUTILA et al., 2003, p. 98)
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3.2. COMPOSTOS ORGANOSULFURADOS

No alho contém 33 compostos organosulfurados, podendo ser encontrado de 11 a 35 mg
em cada grama do alho fresco (FENWICK; HANLEY, 1985; OMAR; AL-WABEL, 2010).
Essa porcentagem sofre oscilacfes, dependendo de sua variedade, condi¢des climaticas,
composicdo do solo, grau de maturacao, além de etapas posteriores da cadeia produtiva,

tais como: processamento, armazenamento e manipulacdo (HOLUB et al., 2002).

3.2.1. Compostos organosulfurados em alho fresco intacto

Em alho fresco e intacto € encontrado dois principais compostos organosulfurados: os
sulféxidos de cisteina (essencialmente a aliina, e em menores quantidades a metiina e a
isoaliina) e as y-glutamilcisteinas (principalmente y-glutamil-S-trans-1-propenilcisteina e
em menor quantidade de y-glutamil-S-alilcisteina e da y-glutamil-S-metilcisteina) (HOLUB
et al., 2002; LANZOTTI, 2006).

Sulféxidos de cisteina sdo compostos cristalinos, de cor branca, inodoro quando soélido
altamente solivel em &gua e insollveis na maioria dos solventes organicos. Os
compostos y-glutamilcisteinas séo reservas para formacao das cisteinas, que futuramente
serdo convertidos em sulfoéxidos de cisteina, como apresentado na figura 4, item a. No
decorrer do plantio, da germinacdo e do armazenamento, somente uma parte das y-
glutamilcisteina sdo sucessivamente hidrolisadas e depois oxidadas para estruturar o0s
sulfoxidos de cisteinas com o aumento dos niveis da enzina y-glutamiltranspeptidase,

havendo aumento da formag¢do com o decréscimo da temperatura (HOLUB et al.,2002).

Ja as y-glutamilcisteinas restantes, sdo convertidas em S-alilcisteina (SAC) e S-1-
propenilcisteina, sendo extraidas em agua, por um periodo longo (figura 4, item c). 95%
do total de enxofre nos alhos frescos resultam da soma de sulfoxido de cisteina (8-
19mg/g) e da y-glutamilcisteina (5-16 mg/g). As y-glutamilcisteinas sdo encontradas
apenas nos bulbos, ja os sulfoxidos de cisteina, estdo presentes nos bulbos (85%), folhas
(12%) e nas raizes (2%) (HOLUB et al., 2002).
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a) Durante o plantio, a germinacio e armazenamento dos bulbos intactos

g glmamﬂtampepudase
— y-ghutamil-$-rans--ropenlcistena (3 -9 mglg) S- allisteina sulfovido allima) (6- 14mgly) 4
—* -glutanni]-S-alilcisteina (2 - 6 mg/g) S- metilcisteina sulfoxido (metiina) (0.3 -1mgls) 4
— v clutaml-Smetlcisemna 0,1 - 04 mele) Strans--propenileisteina sulfowide Gsoallina) (0.3 - 1imgle) 4

Sulfoxidos de cistema

Cicloallina (no ocorre transformagio depots do processamento)

b) Picado ou macerado | l allinase
Ando sulfémico
Nao ocorre reacdo durante o :
processamento (Picar & macerar) Tiosulfinatos
-2l meri] toslfmato (03 me'e) - all lpropeno toslfime ] metang tiosulfnato (06-
- il trams-] -propend fiosulfinata (1,03 - 1 me's) (abicina) (1.5 - 6.6 me'g) 03mefe)

- el s - propen] oulfinnto (002 - 0 ) | |
- el petnoriosufmio (1.5 -0 mele)

. o ' N
¢) _ongo fempo de extragio em dgua
Extracio em agua ou alcool Extracio em oleo ou
i Y \ solventes organicos

Vinil ditiinas

S-alilcisteina (SAC)
§-1-propenilcisteina

- Jvinil {H-1,3 ditiina

- Jvinil 4H-1,)-ditiina

(3) tulbos mtactos, (b) depots de picado ou macerado e (c) apos processamento
Fonte: HOLUB 2002

Figura 4: Reag8es quimicas dos principais compostos organosulfurados encontrados no alho (HOLUB et
al., 2002 p. 205)
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3.2.2. Compostos organosulfurados em alho fresco picado

O acido sulfénico intermedia a conversdo dos sulfoxidos de cisteina para tiosulfinatos,
reacdo essa catalisada pela enzina aliinase liberada quando o alho fresco e
mecanicamente picado (LANZOTTI, 2006; BLOCK, 1992), de acordo com a figura 4, item
b. A aliinase é mais abundante nos bulbos do que nas folhas, representando mais de 10%
do total de proteinas nos bulbos (ELLMORE; FELDBERG, 1994; HOLUB et al., 2002).
Sua atividade depende da temperatura e do pH, a faixa de pH para obter melhor atividade
€ entre pH 5 a 10, sendo que pH 15 a 3 causam a desnaturacdo (KREST;
KEUSGEN,1999).

Quando o alho é picado, macerado ou mastigado, libera tiosulfinatos volateis e reativos
gue sdo responsaveis pelo odor caracteristico. O alil-2-propeno tiosulfinato, conhecido
como alicina é o tiosulfinatos mais abundante com cerca de 70%, sendo o alil metano
tiosulfinato o segundo com 18%, existindo ainda formac&do de outros tiosulfinatos em
concentracfes menores. A transformacdo de sulféxidos de cisteina em tiosulfinatos em
temperatura ambiente ocorre de 0,2 a 0,5 minutos para a alicina e 1,5 a 5,0 minutos para
o alil-metil-tiosulfinato, sua estabilidade depende da pureza, solvente usado, da
concentracdo e da temperatura na qual ocorre a reacdo. Sendo a alicina pouco soluvel
em agua e mais sollvel em solventes orgéanicos, principalmente os polares. A vitalidade
da alicina em agua é de 30 dias e 60 dias em &acido citrico (LAWSON, 1993; HOLUB et
al., 2002).

Varias transformacgfes dependentes de temperatura, pH e condicdes de solventes
ocorrem para que os tiosulfinatos se convertam em substancias estaveis, como 0s
ajoenos, vinil ditiinas, di e trisulfitos (figura 4, item c). A producéo de vinil ditinas e de
ajoenos em menores quantidades, ocorrem quando a incubacdo da alicina ou do alil
metano tiosulfinato é realizada em solventes de polaridade baixa. No entanto se
incubados em &agua ou alcool formam diferentes produtos como os di e trisulfitos,
dependendo da pureza da alicina produz também ajoenos e vinil ditinas (LANZOTTI,
2006; HOLUB et al., 2002).
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Cerca de 70% dos compostos organosulfurados é a alicina, substéncia produzida pela
interacdo do aminoacido mais abundante no alho, ndo protéico, a aliina com a enzina
aliinase como mostra a figura 5 (OMAR; AL-WABEL, 2010).

H,C— ) H.C—
_\—8// NH, _\—S

> \
) OH enzima aliinase //S_\:
o! O CH
alicina

aliina

Figura 5 — Formacédo do composto organosulfurado alicina (OMAR; AL-WABEL, 2010 p. 98).
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4. Staphylococcus aureus

A bactéria Staphylococcus apresenta cocos gram e catalase-positivos, possuem
aproximadamente de 0,5 a 1,5 ym de didmetro, sdo imoveis, nao-esporulados e
geralmente ndo-encapsulados e sdo aerébios ou anaerobios facultativos. Apresentam-se
agrupados em cachos irregulares (staphyle em grego significa cacho de uvas), devido a
sua divisdo celular, que ocorre em trés planos perpendiculares (TRABULSI;
ARTERTHUM, 2005; SANTOS et al., 2007; CRUZ, 2008).

Em 1880, foi descoberta pelo cirurgido Sir Alexander Ogston, possuem coloragéo
amarela, quando cultivado em meios ricos em nutrientes. Por isso em 1884 quando isolou
pela primeira vez uma col6nia, Rosenbach nomeou de Staphylococcus aureus (aureus em
latim significa dourado) (STARK, 2013).

Podendo crescer em diversos meios, sendo 0s mais comuns os caldos ou agar simples,
pH = 7, a temperatura étima de 37°C. Apresentam crescimento também em &agar-sangue
e agar manitol-sal. Também crescem em meios com altas concentracdes de NaCl (cloreto
de so6dio), sendo assim considerados halofilicos. Apds 18-24 horas de incubacdo, séo
formadas colonias em placa, apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes. A cor das
colonias formadas depende do meio utilizado (GODINHO, 2012; SANTOS et al., 2007;
COSTA, 2008). A figura 6 mostra o crescimento de colbnias de S. aureus em meio

telurito-glicina.

Figura 6 — Coldnia S. aureus apresenta coloracdo preta em meio telurito-glicina (In: TORTORA; FUNKE;
CASE, 2005, p. 155).
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Esta presente na microbiota normal da pele e mucosa de uma grande parte dos
mamiferos. Este género abrange 33 espécies e dessas 17 podem ser isoladas de
amostras bioldgicas humanas (TRABULSI; ARTERTHUM, 2005; RATTI; SOUSA, 2009).
De acordo com Chapaval et al. (2009) de 30-50% da raca humana é portadora natural

desse micro-organismo.

Em conformidade com Stark (2013), o Staphylococcus aureus pode se desenvolver de
diferentes formas, podendo causar desde infec¢bes simples (espinhas, furinculos) até
graves e potencialmente fatais, tais como pneumonia, meningite, endocardite, artrite
séptica, septicemia e outras. Além de causar infec¢bes o S. aureus pode causar também
intoxicacdo alimentar, isso se deve ao fato de que esta bactéria cresce bem sob
condicbes de alta pressdo osmotica e pouca umidade. Essas intoxicacdes sao
determinadas por algumas toxinas que sao produzidas pela bactéria, sendo essa a
principal bactéria causadora de doencas comunitarias e infec¢cdes hospitalares
(TRABULSI; ARTERTHUM, 2005; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005, CRUVINEL,
SILVEIRA; SOARES, 2011; SALES; SILVA, 2012).

A transmissdo mais comum é de pessoa para pessoa, ocorrendo por contato direto,
sendo esta muito comum em ambientes hospitalares, pois os profissionais da area podem
se contaminar prestando servigos aos pacientes portadores da bactéria, podendo assim,
transmitir para outros pacientes (SALES; SILVA, 2012).

Conforme Leite (2008) o S. aureus apresenta como caracteristica principal a capacidade
de desenvolver rapidamente resisténcia a agentes antimicrobianos. O uso abusivo de

antibidticos resultou em um aumento na resisténcia de S. aureus em isolados clinicos.

O estirpe de S. aureus possuem resisténcia a penicilina em maior proporcao, chegando a
95% e ainda, 50% apresentam resisténcia a meticilina, que é uma das ultimas alternativas

para o tratamento de infec¢des por este organismo (LEITE, 2008).

E vélido ressaltar que este micro-organismo € capaz de permanecer viavel em superficies
por semanas ou até meses (SALES; SILVA, 2012).



28

5. Escherichiacoli

A bactéria Escherichia coli (figura 7) € um micro-organismo pertencente a familia das
Enterobacteriaceae. E classificada como bacilos gram-negativo, ndo esporulado, em sua
maioria méveis (possuem flagelos), anaerdbias facultativas e fermentadoras de acucares
(CULLER, 2010; KASNOWSHI, 2004). Tipicamente nao patogénica e faz parte da
microbiota normal de humanos e animais, sendo encontrada em maior quantidade no
intestino grosso (cerca de 1012 bactérias) (SILVA; SILVA, 2005; AYALA, 2009).

Conforme Alves (2012), a E. coli cresce em temperaturas de 8 a 48°C, mas, sua
temperatura 6tima € 37°C e seu pH 6timo € entre 6 e 8. Podendo crescer em meios com
até 8% de NaCl (MARTINS et al., 2010).

Figura 7— Micrografia de Escherichia coli (In: MARTINS, 2010, p. 41).

Theodore Escherich em 1885 obsevou que a E. coli prevalecia na microbiota intestinal de
individuos saudaveis e que causava doencas quando inoculadas em sitios extra-
intestinais. Em 1919 seu nome mudou de Bacillus coli comune para Escherichia coli em
referéncia ao seu descobridor (BUERIS, 2008).
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E. coli € uma espécie universal, sendo o ser vivo mais conhecido na face da terra (E. coli
K12), dividindo-se em dois grandes grupos de amostras em relacdo com o ser humano.
Sendo o primeiro grupo E. coli comensal, que sdo bactérias presentes no intestino
humano desde o nascimento até a morte, constituidas por amostras que causam
infeccBes por mecanismos comuns, ja o0 segundo grupo € chamado de E. coli patogénica,
gue sdo as que causam uma serie de infeccBes entre elas a diarreia, disenteria, colite
hemorragica, infeccbes de bexiga e rim, pneumonia, entre outras (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005; MARTINS, 2010; SAMEGINA, 2008).

A contaminacao se d& principalmente por alimentos contaminados pelas fezes, ou seja, a
ingestdo de alimentos como a carne, o leite e as saladas contaminadas com fezes de
animais que séo utilizadas como adubos e também por habitos inadequados de higiene
(FRANCO, 2002; KASNOWSHI, 2004).
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6. MEIO DE CULTURA E INIBICAO DE MICRO-ORGANISMOS

A experimentacdo € uma metodologia que visa tornar o0 ensino de quimica mais
interessante, contribuindo para a aprendizagem cientifica do aluno. A utilizacdo de
substancias naturais tem sido empregada como uma importante alternativa metodoldgica
para o ensino de quimica (FONSECA; GONCALVES, 2004).

Uma vez que a disciplina de quimica é vista pelos alunos como uma matéria complicada e
de alta dificuldade. A disciplina da quimica no ensino médio baseia-se apenas na teoria,
dessa maneira dificulta ainda mais o aprendizado, pois ndo conseguem assimilar o
contetdo estudado com o seu cotidiano (VEIGA; QUENENHEMM; CARGENIN, 2013).

Visando entdo cumprir com a relacdo entre a pratica e a teoria, a aplicacdo do ensino
médio por este trabalho sugerida é a de um experimento de extracdo de uma substancia
natural e sua utilizacdo no controle de bactérias para complementar as aulas de biologia
ou quimica quando o assunto for micro-organismos, mostrando aos alunos col6nias de
bactérias cultivadas em meios de cultura caseiros. Podendo ser abordado dentro da
guimica, assuntos diversos como, por exemplo, a utilizacdo de nutrientes (caldo de
carne), a fonte de Nitrogénio para o crescimento microbioldgico, a gelatinizacdo do amido
e a formacado de gel na gelatina, entre outros conteddos quais podem ser explorados pelo
professor. Desta forma, o estudante podera estabelecer uma ligacdo entre a quimica

organica, a microbiologia e o seu cotidiano (GENTILE, 2005).

6.1. MATERIAIS

— 1 pacote de gelatina incolor

— 1 xicara de caldo de carne

— Agua

— Duas placas de petri (ou duas tampas de margarina ou dois potinhos rasos)
— Cotonetes

— Etiquetas adesivas

— Caneta
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— Alho picado

6.2. METODO

Dissolver a gelatina incolor na agua, conforme instrucdes do pacote. Misturar ao caldo de
carne e colocar nas placas de petri para formar o meio de cultura. No mesmo dia, pegar o
alho picado e deixar descansando dentro de uma garrafa com agua para preparar o

extrato.

Com os meios de culturas prontos, os alunos sdo orientados a passar o cotonete no chao
ou entre os dentes, ou ainda nos celulares. Ha ainda outras opg¢des, como usar um dedo
sujo ou uma nota de dinheiro. Apés o procedimento, esfregar o cotonete levemente sobre
0 meio de cultura para contamina-lo e pingar algumas gotas do extrato de alho sobre a
regido. Tampar as placas de petri ou envolva as tampas de margarina com filme plastico.
Marcar nas etiquetas adesivas que tipo de contaminacgao foi feita. Depois de trés dias,

observar as alteracdes nas placas.

Explicacdo: Ao encontrar um ambiente capaz de fornecer nutrientes e condicfes para o
desenvolvimento, 0os micro-organismos se instalam e aparecem. Esse ambiente pode ser
alimentos mal-embalados ou guardados em local inadequado. O mesmo acontece com 0
nosso organismo: sem as medidas basicas de higiene, ele torna-se um excelente anfitrido
para bactérias e fungos. A utilizacdo do extrato de alho vai demonstrar sua acao

antimicrobiana.
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7. MATERIAIS E METODOS

7.1. MATERIAIS

e Erlenmeyer;

e Pinca;

e Placa de petri;

e Pipeta 1 mL;

e Becker de 500 mL;
e Tubo de ensaio;

e Papel de filtro n° 1;
e Proveta de 100 mL;
e Bico de Bunsen;

e Baldo Volumétrico de 500 mL

7.1.1. Equipamentos

e Balanca semi-analitica (Radwag WTB 300);

e Centrifuga - Celm — 3458;

e Estufa bacteriologica MA32 (MARCONI);

e Capela para plagueamento (fluxo laminar) - Série 1341 - TROX;

e Auto-Clave Vertical — Phoenix - AV-30;

e Balanca semi-analitica (Radwag WTB 300);

e Agitador de tubos Ap-56 (Phoemix);

e Agitador magnético Q.261.2 (Quinis);

e Ultrassonificador 1400 (Thornton);

e Espectrofotometro UV-Vis modelo UV-1650 (Shimadzu) com célula de quartzo de
10nm termostatizada.
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Reagentes e meios de cultivo

Agar Brain Heart Infusion (KASVI) (Lote: 072016526);

TSB (Trypticase soy broth) (ACUMEDIA) (Lote: 100,671 A);

Etanol P.A; (CAAL produtos quimicos LTDA);

Metanol P.A; (CAAL produtos quimicos LTDA);

Reagente de Folin-Ciocalteau; (Sigma- Aldrid Co.);

Acido Galico; (Sigma- Aldrid Co.,);

Acido piravico, (Sigma- Aldrid Co.,);

2,4-dinitrofenildrazina (DNPH) (Sigma- Aldrid Co.,);

Acido cloridrico P.A. (Labsynth Produtos para Laboratérios LTDA);
Hidréxido de sédio P.A. (Labsynth Produtos para Laboratorios LTDA);

Agua destilada;

Micro-organismos

As bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram fornecidas pelo centro de

pesquisa em ciéncias (CEPECI) da Fundacdo Educacional do Municipio de Assis
(FEMA).

7.1.4.

Amostra

Os bulbos de alho foram comprados em um estabelecimento comercial na cidade de
Taruma/SP.
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7.2. METODOS

7.2.1. Extracdo dos compostos fenolicos do alho

O processo de extracao de substancias pode ocorrer de muitas maneiras, variando tanto
o tipo de solvente quanto a metodologia. Por isso, no presente trabalho foram utilizados
trés solventes diferentes para a obtencéo dos extratos de alho. A metodologia adotada foi
descrita por NUUTILA et al. (2003) com modificagcbes, onde foi realizada com o0s
solventes, etanol, agua destilada e metanol/adgua (70:30 v/v). Foram pesados 3 g de
amostra e adicionado 20 mL do solvente. A amostra foi agitada (temperatura ambiente)
por 1 hora em agitador magnético e ultrassonificada por 20 minutos, centrifugada por 20
minutos a 936 x g e em seguida filtrada, utilizando papel filtro. O sobrenadante foi
armazenado em baldo volumétrico de 50 mL. O residuo retido no filtro sofreu nova
extracdo, sendo que seu sobrenadante foi direcionado para o mesmo baldo. 10 mL de
solvente foram utilizados para lavagem final do residuo, sendo este descartado. Os
sobrenadantes foram completados para o volume de 50 mL com os respectivos solventes.
Todos os extratos obtidos foram colocados em frascos ambar, e utilizados logo apés o
procedimento.

7.2.2. Determinacdo de compostos bioativos

7.2.2.1. Determinagdo de compostos fendlicos totais

Foi realizado o método desenvolvido por SINGLETON e ROSSI (1965) modificado por
NUUTILA et al. (2003) empregando o reagente de Folin-Ciocalteu, para obtenc¢&o do teor
de compostos fendlicos nas amostras. Este método baseia-se na reducdo dos acidos
fosfomolibdico e fosfotiungstico em solucdo alcalina e € o0 mais utlizado para a
determinacdo de compostos fendlicos totais em alimentos. A cor azul produzida pela
reducdo do reagente Folin-Ciocalteu pelos fendlicos é medida espectrofotometricamente,
na faixa de absorcdo de 735 nm. Em tubos de ensaios, foram adicionados 400 pL do

extrato, 400 uL de metanol, 400 pL de Folin-Ciocalteu e 2000 pL da solucéo de carbonato
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de sédio (20% m/v). Esta mistura foi homogeneizada em agitador de tubos, sendo
adicionados 800 pL da solucéo de carbonato de sodio (20% m/v). Depois centrifugadas
por 3 minutos a 20000 x g e mantidas em repouso por 20 minutos a temperatura
ambiente. A leitura da absorbancia foi mensurada em comprimento de onda de 735 nm,
utilizando-se espectrofotdmetro. O calculo do teor de fendlicos foi realizado através da
elaboracdo da curva padréo do acido galico em seis concentracdes diferentes (0,005 a
0,03 mg/mL).

Os valores obtidos foram expressos em mg equivalentes de &cido gélico por 100g de
amostra em base seca (mg EAG/100g).

7.2.2.2. Determinacdo de compostos organosulfurados (alicina)

A alicina é estimada pela mensuracdo da atividade enzimética que determina a
concentracdo de acido piravico. O método € baseado na reacdo da aliina-alinase a qual
produz uma molécula de alicina e duas moléculas de &cido piravico. Para obtencdo do
extrato, 1 g de alho foi extraido com 20 mL de solvente, etanol, dgua destilada e
metanol/agua (70:30 v/v) a 25°C por 10 minutos em agitador magnético em seguida a
amostra foi deixada em repouso por 15 minutos e filtrada (LAGUNAS; CASTAIGNE,
2008). Depois a alicina nas amostras de alho foi determinada segundo o proposto por
SCHIWIMMER; WESTON (1961), onde foi colocado em tubos de ensaio 1 mL do extrato,
1 mL de 0,0125% de 2,4-dinitrofenilidrazina (DNPH) em HCI (2N), 1 mL de agua destilada
e agitados. Os tubos de ensaio foram colocados em banho-maria a 37°C durante 10
minutos, depois foi adicionado 5 mL de NaOH 0,6 N, foram agitados e deixados por 5
minutos para desenvolver a cor amarela. As absorbancias foram lidas em
espectrofotometro a 420 nm. O acido piravico (AP) foi utilizado como padréo. Os
resultados foram expressos em micromoles de acido pirtvico por grama de alho em base

umida (umol AP/g).

7.2.3. Preparo do in6culo
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A cultura de Staphylococcus aureus foi inoculada em BHI (brain heart infusion) e a cultura
de Escherichia coli foi inoculada em TSB (Trypticase soy broth). Apds 24 horas de
incubacédo a 37 °C foi feito a diluicdo até a obtencédo de uma suspenséo padronizada pelo

grau 0,5 da escala de McFarland (10® micro-organismos m.L-1).

7.2.4. Preparo dos meios de cultivo

Os meios foram preparados conforme instrugcdes de embalagem, autoclavados a 121 °C
por 15 minutos e distribuidos em placas.

7.2.5. Plaqueamento

O procedimento foi realizado dentro da capela de fluxo laminar e todos os materiais a

serem utilizados foram previamente esterilizados na autoclave.

Com uma pipeta graduada foi adicionado 0,1 mL da bactéria S. aureus na superficie da
placa contendo o meio BHI solidificado e 0,1 mL da bactéria E. coli na superficie da placa
contendo meio TSB solidificado e com uma alca de Drigaskl, previamente flambada,
foram espalhados nas placas.

7.2.6. Antibiograma

A atividade antibacteriana da alicina foi realizada pelo método de difusé&o de disco (MDD).
O procedimento foi realizado dentro da capela de fluxo laminar e todos os materiais a

serem utilizados foram previamente esterilizados na autoclave.

Com as placas ja inoculadas, os discos de papel de filtro, com 4 mm de diametro, foram
impregnados individualmente com 20 yL de extrato de alho (compostos bioativos), sendo
colocados em cada placa com o auxilio de uma pinga. O teste foi feito em triplicata. Em
seguida as placas foram incubadas a 37° C por 24 horas. Depois foi realizada a medicéo

dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano.
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO

O calculo do teor de fendlicos foi realizado através da elaboracdo da curva analitica do

acido galico (figura 8) em seis concentra¢cdes diferentes (0,005 a 0,03 mg/mL), da qual se
obteve a seguinte equacao:
Y= 9,875x+0,0161 (R? =0,9953)
Onde y= valor da absorbancia
X= teor de fendlicos totais
R?= coeficiente de determinacdo do modelo.

Os valores obtidos foram expressos em mg equivalentes de acido galico por 100g de

amostra em base seca (mg EAG/100g).

curva de calibracdo do acido galico

1,0
¥=9,875x+0,0161
0,8
R%=0,9953 >
w 06 ———
P4 .
L=+
0,4 ———
0,2 —=
*1
0,0 -¢*—
0 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030

Figura 8 - Curva de calibrago do Acido Galico utilizada na determinag&o dos compostos fendlicos.

O célculo do teor de compostos organosulfurados foi realizado através da elaboracédo da

curva analitica do acido piravico, figura 9.
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curva de calibragao do acido piravico
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0,07 -
0,06 -
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o 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

Abs

vy =4,0779x + 0,0104
R*=0,9962

concentragdo de acido piravico (umolig)

Figura 9 - Curva de calibracdo do Acido Piravico utilizada na determinagéo dos compostos

organosulfurados.

O teor de fendlicos totais e o teor de compostos organosulfurados (alicina) das amostras
estudadas foram determinados, dos quais os resultados obtidos indicaram que o alho “in
natura” contém compostos fendlicos e organosulfurados entre seus constituintes. Os
célculos foram realizados utilizando a equacédo da reta ajustada. Os resultados obtidos

estdo apresentados nas tabelas 2 e 3.

TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

SOLVENTES (mg EAG/100g)
AQuoso 177,00 13,49
Etanol 14,52 £ 0,76
Metanol/agua (70:30 v/v) 68,07 + 1,80

Tabela 2 — Teor de fendlicos totais (média + desvio padrédo), em alho fresco, dos extratos de alho.

TEOR DE ORGANOSULFURADOS

SOLVENTE (umol AP/g)
Aquoso 85,10 £ 5,62

Etanol 7,26 + 1,02
Metanol/agua (70:30 v/v) 36,62 + 0,87

Tabela 3 — Teor de organosulfurados (alicina)(média + desvio padrédo), em alho fresco, dos extratos de alho.
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NUUTILA et al. (2003) relataram que o alho “in natura” liofilizado, contém 11,5 mg
EAG/100 g de compostos fendlicos. Ja GORINSTEIN et al. (2009) encontrou 900 e 636
mg EAG/100g destes compostos nos extratos metanolico e metanol/agua (1:1 v/v),
respectivamente. Neste estudo, os teores de fendlicos totais por 100 g de alho “in natura”
variaram com o tipo de solvente, em extrato aquoso, etandlico e metanol/agua, foram
respectivamente 177, 14,52 e 68,07 mg EAG/100 g de alho (tabela 2), valor maior que o
achado por NUUTILA (2003), uma vez que a amostra do presente estudo € “in natura”
enquanto que a do autor citado é liofilizada, porém menor do que o estudo de
GORINSTEIN et al. (2009) em extrato metandlico. As diferencas de resultados pode-se
justificar pelas diferentes condi¢cdes climaticas, solo, variedade botanica, técnicas de
manuseio, armazenamento pdés-colheita ou o tratamento térmico da liofilizacdo, que

podem influenciar a composicao quimica, segundo RIOS e PENTEADO (2003).

A tabela 4 apresenta os valores encontrados na literatura, ndo somente para alho, mas

para outros trabalhos que determinaram compostos fendlicos em extratos vegetais.

A TEOR DE
REFERENCIA AMOSTRAS SOLVENTES FENOLICOS TOTAIS
mg EAG/100g
RESULTADOS Alho in natura Aquoso 177,00 + 13,49
RESULTADOS Alho in natura Etanol 14,52 + 0,76
: Metanol/agua
RESULTADOS Alho in natura (70:30 viv) 68,07 £ 1,80
NUUTILA et al. Alho in natura
(2003) liofilizado Metanol 11,5
GORINSTEIN et al. ,
(2009) Alho in natura Metanol 900
GORINSTEIN et al. , .
(2000) Alho in natura Metanol/agua 636
BENKEBLIA (2005) Alho in natura Aquoso 49*

Tabela 4 — Valores de compostos fendlicos encontrados na literatura. * mg/EAC/100g

BENKEBLIA (2005) estudando alguns extratos de cebola e de alho também verificou que
o alho “in natura” possui elevado teor de fendlicos totais (49 mg/100 g em equivalente de

acido clorogénico).

Em comparacdo ao estudo realizado para extragdo e determinacdo de compostos
fendlicos de BENKEBLIA (2005), que obtive valor inferior aos encontrados neste trabalho,

comprovam que 0s extratos aquoso, etandélico e metanol/agua (70:30 v/v) do alho, obtidos
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neste estudo, apresentaram melhor extracdo e consequente, maior quantidade de

compostos fenolicos que o apresentado por ele.

A tabela 5 mostra o resultado médio dos halos de inibicdo obtidos nos antobiogramas.

HALO DE INIBICAO (mm)

BACTERIA METANOL / AGUA
AGUA ETANOL (70:30 VIV)
Escherichia coli 17 14 16
Staphylococcus
aureus 22 15 =

Tabela 5 - Resultados da atividade bacteriana dos extratos sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

O teste de antibiograma realizado constatou que os extratos de compostos bioativos do
alho apresentaram atividade antibacteriana contra as bactérias Staphylococcus aureus e

Escherichia coli, visto que o halo de inibicao foi superior a 8 mm.

A figura 8 mostra o crescimento da bactéria E. coli no meio EMB com discos impregnados
com 20 uL de extratos em etanol, agua destilada, metanol/agua (70:30 v/v),
respectivamente, utilizando a técnica em superficie. Neste teste houve a formacao do halo
de inibic&do ao redor dos discos com a medida de 14, 17 e 16 mm respectivamente.

Figura 10 — Crescimento da bactéria E. coli em superficie apresentando halo inibitério ao redor do disco

contendo extratos de alho em agua (direita em cima) , etanol (direta em baixo) e metanol/agua (esquerda).
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A figura 11 mostra o crescimento da bactéria S. aureus no meio BHI com discos
impregnados com 20 uL de extratos em etanol, agua destilada, metanol/agua (70:30 v/v),
utilizando a técnica em superficie. Neste teste houve a formacédo do halo de inibicdo ao

redor dos discos com a medida de 15, 22 e 18 mm respectivamente.

Figura 11 — Crescimento da bactéria S. aureus em superficie apresentando halo inibitério ao redor do disco
contendo extratos de alho em agua (direita em cima), etanol (direta em baixo e esquerda em baixo) e

metanol/dgua (esquerda em cima).

O halo inibitério considerado foi a area sem crescimento detectavel a olho nu. Através
desta observacgao foi possivel observar que na quantidade de 20 uL houve inibigdo, uma
vez que houve a formacdo de halo ao redor do disco. Segundo o0s parametros
apresentados na tabela 6, a bactéria S. aureus mostrou ser extremamente sensiveis
(+++) em extrato agquoso e muito sensivel (++) em extratos etanélico e metanol/agua
(70:30 v/v) frente ao compostos bioativos do alho e a bactéria E. coli mostrou ser muito
sensiveis (++) em extrato aquoso e metanol/agua (70:30 v/v) e sensivel (+) em extrato
etandlico frente ao compostos bioativos do alho.
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Sensibilidade Halo (mm)
Nao sensivel (-) Menor que 8
Sensivel (+) Entre 9-14
Muito Sensivel (++) Entre 15-19
Extremamente Sensivel (+++) Maior que 20

Tabela 6 — Classificagédo dos padrdes de sensibilidade (MOREIRA et. al, 2005, p. 566).

No estudo feito por MILANI (2016), o extrato de alho, mostrou ser extremamente
sensiveis (+++), porém, foi utilizado o extrato bruto de 15 bulbos de alho, o que justifica os
valores de halos superiores encontrados para E. coli (28 mm) e S. aureus (20 mm), pois,
0s extratos brutos possuem maior concentracdo de compostos biativos. Neste trabalho foi
utilizado quantidade menor de alho e extratos diluidos, obtendo halo de inibicdo igual ou
superior em extrato aquoso, comprovando a eficacia dos extratos produzidos a partir de 3

gramas de alho “in natura”.

RODELLA (2015), estudando a atividade antibacteriana do 6leo essencial do cravo-da-
india, constatou que as duas bactérias testadas Staphylococcus aureus e Escherichia coli
se mostraram sensiveis frente a concentracdo do 6leo extraido, pois obteve formacéo de
halos de 14 mm. Neste trabalho os extratos aquosos obtiveram formacao de halos de 17
mm e 22 mm frente a E. coli e S. aureus respectivamente. Portanto, o extrato aquoso do

alho se mostrou mais eficaz que o 6leo essencial do cravo-da-india.

Os resultados obtidos neste estudo reafirmam a hipotese de que os compostos bioativos
do alho “in natura” sdo potencialmente benéficos a saude, uma vez que foi demonstrado o
seu teor de compostos fendlicos e organosulfurados e o poder de inibir a atividade
bacteriana das bactérias E. coli e S. aureus, ainda que alguns extratos tenham

apresentado melhor eficacia.

Contudo, vale ressaltar que resultados obtidos em experimentos in vitro nem sempre sao
reproduzidos in vivo, portanto ndo necessariamente o consumo de alho ira reproduzir o

mesmo efeito no organismo.
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9. CONCLUSAO

A agua foi o solvente que melhor extraiu compostos bioativos do alho, quando comparado

com etanol e metanol/agua (70:30 v/v).

Os resultados médios dos teores de fendlicos totais por 100 g de alho “in natura” variaram
com o tipo de solvente, em extrato aquoso, etanolico e metanol/agua, foram
respectivamente 177, 14,52 e 68,07 mg EAG/100 g de alho e o teor de compostos
organosulfurados (alicina) foi de 85,10, 7,26 e 36,62 umol AP/g em extrato aquoso,

etandlico e metanol/agua respectivamente.

Os resultados corroboram com o esperado e sugerem que o alho contribui com beneficios
para a saude, haja visto que este produto apresentou consideravel teor de compostos

fendlicos e organosulfurados, ambos envolvendo em mecanismos de protecdo a saude.

Os resultados obtidos mostram que a bactéria testada Staphylococcus aureus mostrou
ser extremamente sensiveis em extrato aquoso com valor médio dos halos de inibicao de
22 mm e muito sensivel em extratos etanolico e metanol/agua (70:30 v/v) com valor médio
de inibicdo de 15 e 18 mm, respectivamente frente ao compostos bioativos do alho e a
bactéria Eschericha coli mostrou ser muito sensiveis em extrato aquoso e metanol/agua
(70:30 v/v) com valores médios dos halos de inibicdo de 17 e 16 mm e sensivel com valor
médio dos halos de inibicdo de 14 mm em extrato etandlico frente a concentragdo do

extrato de compostos bioativos do alho empregado.
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