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Resumo: O presente trabalho tem como objetivo realizar estudo da atividade antibacteriana do
Allium sativum L. frente a cepas de bactérias Gram positivas e Gram negativas. Foram utilizados
os bulbos frescos de Allium sativum L. in natura, extratos vegetais aquosos obtidos por trés mé-
todos (decocgado, infusdao e maceragao), extratos hidroalcodlicos e capsulas de 6leo de alho de
250mg. Para a identificagao dos metabdlitos presentes no extrato de alho foi realizada uma ana-
lise farmacogndstica, na qual se pesquisou alcaloides, antraquinonas cumarinas, flavonoides,
saponinas e taninos, seguindo-se as metodologias validadas para cada grupo. A atividade anti-
microbiana foi avaliada pelo método de difusdao em agar — técnica do pogo frente a cepas padrao
de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 14948) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853). Verificou-se que apenas o alho in natura e o extrato hidroalcodlico apresentaram
atividade antibacteriana ante os trés microrganismos testados. Portanto, as preparagdes usual-
mente utilizadas pela populacdo no tratamento de infecgdes, cdpsula de 6leo de alho e extratos
aquosos mostraram-se ineficazes para este fim, no presente estudo. A partir da andlise farma-
cognostica, observou-se a presenga de flavonoides (flavonas), taninos (hidrolisaveis), alcaloides
e cumarinas no extrato hidroalcodlico, os quais podem estar contribuindo com a atividade an-
timicrobiana apresentada pelo extrato do alho, uma vez que o potencial antimicrobiano de ex-
tratos vegetais, muitas vezes, nao se deve a tinica substancia, mas, sim, a um conjunto dessas.

Palavras-chave: Alho. Atividade antimicrobiana. Plantas medicinais.

Abstract: This paper aims at studying the antibacterial activity of Allium sativum L. against
strains of Gram positive and Gram negative. We used the fresh bulbs of Allium sativum L.,
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aqueous plant extracts obtained by three methods (decoction, infusion and maceration) and
hydroalcoholic extracts of garlic oil capsules 250mg. In order to identify the metabolites present
in the extract of garlic there was a pharmacognostic analysis in which alkaloids, anthraquinones
coumarins, flavonoids, saponins and tannins were researched, followed by the validated meth-
odologies for each group. Antimicrobial activity was evaluated by agar diffusion method — well
technique compared to standard strains of Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 14948) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). It was found that only the fresh garlic
and hydroalcoholic extract showed antibacterial activity against the three microorganisms
tested. Therefore, the preparations usually used by people to treat infections, capsule of garlic
oil and extracts, it proved ineffective for this purpose, in this study. From the pharmacognostic
analysis, we observed the presence of flavonoids (flavones), tannins (hydrolyzable), alkaloids
and coumarins in hydroalcoholic, which may be contributing to the antimicrobial activity dis-
played by the extract of garlic, once the potential antimicrobial plant extracts is not due to a
single substance, but rather to a set of these.

Keywords: Garlic. Antimicrobial activity. Medicinal plants.

1. Introducgdo

Plantas medicinais e produtos fitoterapicos tém sido grandemente utilizados na
medicina popular para o tratamento de uma grande variedade de doencas, principal-
mente devido ao alto custo dos medicamentos industrializados (GAZOLA; SINGI;
RESENDE, 2002). De acordo com a OMS, grande parte da populagao dos paises em de-
senvolvimento utiliza em larga escala plantas para o tratamento de diversas patologias.
No Brasil, apenas 20% da populagao utiliza medicamentos alopéaticos, o restante encon-
tra nos medicamentos fitoterapicos uma fonte alternativa de medica¢ao (FOGLIO et al.,
2006). Além disso, as plantas medicinais apresentam grande importancia para a indus-
tria farmacéutica, visto que, a partir delas muitos medicamentos sdo sintetizados
(MASHOUR et al., 1998 apud SINGI et al., 2006).

Até o final do século XIX, quando a sintese quimica de medicamentos teve ini-
cio, as plantas medicinais e seus derivados constituiam a base da terapéutica. Todavia,
apesar de a medicina tradicional utilizar plantas como principal fonte medicamentosa,
apenas 25% dos medicamentos prescritos atualmente é de origem vegetal, isolados ou
produzidos por semissintese (FOGLIO et al., 2006).

Entretanto, de acordo com Foglio et al. (2006) o interesse em fitoterapia tem res-
surgido nos ultimos anos, e o nimero de publica¢des dessa linha de pesquisa tem cres-
cido. Isto se deve principalmente a grande eficacia de algumas substancias extraidas de
plantas contra algumas patologias e a complexidade requerida na descoberta de novas
drogas por sintese quimica, as quais necessitam de sete a dez anos para seu desenvol-
vimento completo. Além disto, a megabiodiversidade existente em alguns paises, im-
portante no desenvolvimento de novas drogas de origem vegetal, justificaria a conser-
vacao destas dreas e a utilizagao das plantas de forma sustentavel.

A busca por plantas com atividade antimicrobiana tem aumentando principal-
mente devido ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana, um fendmeno bioldgico
natural, que se seguiu a introducdo dos antimicrobianos na pratica clinica, sendo a-
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centuado pelo uso desmedido e irracional desses agentes. O ritmo do desenvolvimento
de resisténcia microbiana constitui um grande desafio terapéutico e uma preocupagao
mundial, pois paralelamente ao seu aumento houve uma diminui¢ao no desenvolvi-
mento de novas drogas antimicrobianas. Portanto, inimeros trabalhos vém sendo de-
senvolvidos em todo o mundo com intuito de identificar plantas ou substancias com
propriedades antimicrobianas, uma vez que as plantas produzem inimeras substan-
cias biologicamente ativas, e muitos vegetais contém compostos que sdo inibidores do
crescimento de microrganismos, exercendo papel importante na resisténcia. Assim
tem-se nos produtos de origem vegetal uma fonte importante de recursos (ROSSI; NA-
DREAZZI, 2005).

O alho (Allium sativum L.) e seus extratos tém sido utilizados no tratamento de
infec¢des ao longo da historia (CUTLER; WILSON, 2004). Segundo Lorenzi e Matos (2002)
o alho é uma erva bulbosa, anual, de porte baixo e cheiro forte e caracteristico. Os bul-
bos encontram-se divididos em oito a doze bulbilhos. As folhas sdo lineares e extensas
e as flores reunidas em umbela branca ou avermelhada longo-penduculada. O fruto
consiste em um compartimento loculicida com uma a duas sementes em cada loja.

E conhecido por véarios nomes diferentes, dependendo da regizo em que é pro-
duzido e consumido, sendo seus nomes mais comuns: alho-hortense, alho-manso e
alho-do-reino. A maior concentragao de fitoquimicos terapéuticos encontra-se nos bul-
bos, popularmente conhecidos como dentes de alho. O dleo essencial adquirido a partir
do bulbo contém aproximadamente 53 constituintes, principalmente ajoeno, alicina e
aliina, derivados organicos do enxofre, os quais conferem ao alho propriedades farma-
cologicas, dentre as quais se encontra a atividade antibacteriana (LORENZI; MATOS,
2002).

Com o uso popular do alho (Allium sativum L.) reconhecido pela Agéncia Na-
cional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) pela resolu¢ao numero 10 de 09 de margo de
2010 (BRASIL, 2010) e a grande procura pela descoberta de novos produtos naturais com
atividade antimicrobiana, é de grande importancia a realizacdo de estudos que forne-
¢am parametros mais precisos quanto ao real potencial antimicrobiano deste vegetal
frente a microrganismos de referéncia. O presente trabalho tem como objetivo realizar
estudo da atividade antimicrobiana do alho frente a cepas de bactérias Gram positivas
e Gram negativas.

2. Revisdo tedrica

2.1. Consideragoes gerais sobre a espécie

Ha uma discussao entre os botanicos relacionada a correta localizacao do géne-
ro Allium em meio as familias botanicas. Botanicos americanos consideram o género
Allium pertencendo a familia Amaryllidaceae, enquanto que os pesquisadores euro-
peus o colocam na familia Liliaceae. Alguns autores contemporaneos, baseados na
grande quantidade de espécies bem diferenciadas deste género, acreditam que ele faca
parte da familia Alliaceae (SOUSA et al., 2002). Entretanto, de acordo com Joly (1998), o
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género Allium pertence a familia Liliaceae, e tal classificagdo é a mais adotada atual-
mente.

A familia Liliaceae consiste em uma das grandes familias de monocotiledonias e
contem 220 géneros e aproximadamente 3.500 espécies. Geralmente, as plantas que a
constituem sao herbéceas e apresentam caule subterraneo bulboso ou bulboso superfi-
cial. As folhas sdao lanceoladas ou lanceoladas largas, podendo estar presentes apenas
nas escamas do bulbo ou mesmo encontrarem-se suprimidas e entao serem substitui-
das por filoclddios. Na maioria das vezes, as flores sao vistosas e o fruto seco (JOLY,
1998).

O alho (Allium sativum L.), também conhecido popularmente como alho-
comum, alho-da-horta, alho-hortense e alho-manso (fndice Terapéutico Fitoterapico,
2008), é utilizado sob a forma de infusdo, decocgao, xarope e cataplasma. E uma planta
herbdacea e de porte baixo, que atinge 0,40 - 0,70m de altura. Tem folhas lanceoladas as
quais formam o pseudocaule implantando-se em um caule pequeno e achatado. As
gemas do caule formam os bulbilhos, que em conjunto formam o bulbo. Os bulbilhos
tém morfologia ovoide-arqueada e encontram-se envolvidos por folhas protetoras de
coloracao branca arroxeada. O bulbo é arredondado, periforme e constituido por apro-
ximadamente 5 a 20 bulbilhos. As raizes atingem 40 até 82 cm de profundidade e for-
mam um sistema radicular fasciculado (VIEIRA, 2004 apud GALANTE, 2008).

Figura 1. Foto de folhas e bulbo alho (Allium sativum L.)

O alho é uma planta bienal; todavia, comporta-se como uma cultura anual a
qual tem a bulbificagao limitada pelo fotoperiodo e a temperatura. O fotoperiodo deve
ser maior que o valor critico da cultivar, se nao a bulbificagao pode nao ocorrer. E exi-
gente em frio por ser origindrio de regides asiaticas de clima frio, necessitando de tem-
peraturas amenas a mais baixas para que possa haver o desenvolvimento dos bulbos
(SOUSA et al., 2002). O solo deve encontrar-se bem destorrado e rico em matéria organi-
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ca (ALMASSY JUNIOR et al., 2005). Segundo Sousa et al. (2002) solos arenosos nao tém
capacidade suficiente de retencdo da umidade e dos nutrientes, ao passo que solos
muito argilosos deformam os bulbos. Devido a cultura ser conduzida em ambiente frio
e o clima encontrar-se seco, a irrigacao torna-se indispensavel. A colheita, por sua vez,
normalmente é realizada entre 110 a 150 dias apds o plantio quando as folhas estive-
ram secas ou amarelas.

O bulbo do alho contém 50 a 60% de agua, 2% de materiais minerais, glicosi-
deos, vitaminas (A, B1, B2, B3 e C) e uma pequena quantidade de azeite essencial (GI-
MENEZ, [s. d.]), sendo seus principios ativos as vitaminas A, B1, B2 e C; os minerais,
enxofre, calcio, iodo, silicio, sédio e ferro; os elementos de trago, germanio e selénio; os
compostos sulfurosos, dissulfito de alil, trissulfito de alil, trissulfeto de metil alila, pre-
sentes no 6leo volatil e o aminoacido sulfuroso, aliina (sulf6-xido de S-alil-L-cistina),
presente no bulbo (INDICE TERAPEUTICO FITOTERAPICO, 2008).

De acordo com Giménez ([S.d.]) a aliina é convertida em &cido sulfénico pela
enzima aliinase a qual é liberada quando o bulbo ¢ triturado. O 4cido sulfénico, por sua
vez, dimeriza-se formando a alicina, composto muito instavel que se decompoe rapi-
damente produzindo sulfitos volateis, principalmente dissulfito de dialila, substancia
bastante estavel responsavel pelo odor pungente e sabor caracteristico do alho.

De acordo com Indice Terapéutico Fitoterapico (2008), o alho inibe a sintese de
colesterol a partir da redugdo da atividade do grupo tiolato encontrado em muitas en-
zimas e da oxidagdo da nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), os quais
podem inativar enzimas sulfidricas, coenzima A e HMG-CoA redutase, e oxidar o
NADPH. Estes sao fatores geralmente necessarios para a sintese de lipideos. A HMG-
CoA redutase ¢ uma enzima da via do mevalonato, via metabdlica responsavel pela
produgao do colesterol e de outros isoprenoides, e que consequentemente contribui
para a formacao de placas de ateroma. Além disso, em adultos com hipercolesterole-
mia, a alicina tem a capacidade de reduzir o colesterol total e o colesterol LDL.

A partir do alho foi isolado um componente denominado trissulfito de metil ali-
la, o qual é encontrando no 6leo de alho em uma concentragao de 4 a 10% e tem a capa-
cidade de inibir a agregacao plaquetdria, conferindo a planta atividade antitrombética.
Outras pesquisas indicaram que os compostos antitrombodticos mais potentes presentes
no alho sdo os ajoenos, os quais sdao uteis em casos de emergéncia em que se deseja
impedir a formagao de coagulos (INDICE TERAPEUTICO FITOTERAPICO, 2008).

Segundo Indice Terapéutico Fitoterapico (2008) pesquisas em ratos mostraram
que os elementos de trago germanico e selénico apresentam a capacidade de melhorar
a atividade imunoldgica, e o dissulfito de dialila, a de proteger os ratos contra tumores
de pele quando aplicado topicamente. Ainda, alguns estudos sugerem que o consumo
de alho na dieta reduz o risco de cancer de laringe, gastrico, colorretal e endometrial.

Conforme Indice Terapéutico Fitoterapico (2008) o alho também tem atividade
antioxidante, conferidas pela alicina, a qual aumenta os niveis de catalase e peroxidade
da glutationa, enzimas antioxidantes sanguineas.

De acordo com o livro citado acima o 6leo de alho pode ser utilizado no contro-
le da diarreia uma vez que em estudos com camundongos reduziu o tempo de transito
gastrico e impediu a diarreia induzida por 6leo de ricino por até 3 horas.
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De acordo com Pedrazza-Chaverri et al., (1998) apud Singi et al., (2006) o alho
tem atividade anti-hipertensiva, provavelmente devido a sua capacidade de aumentar
a atividade da enzima d6xido nitrico sintetase, a qual é responsavel pela sintese de oxi-
do nitrico, um potente vasodilatador. Sharifi et al., (2003) apud Singi et al., (2006) sugere
que o controle da pressao arterial pelo alho se deva a inibi¢do da enzima conversora de
angiotensina (ECA). Al-Qattan et al., (2001) apud Galante (2008) acreditam que o alho
reduza a produgao de prostanoides vasoconstritores e suprima a NHE — 1 (bomba de
Na*/H*), a qual é responsavel pela reabsorcao de sédio do filtrado glomerular.

Segundo Marchiori, [S.d.], o alho tem ag¢do antimicrobiana, inibindo o cresci-
mento de fungos, virus e varias bactérias Gram positivas e Gram negativas. Ainda de
acordo com Deresse, 2010, o alho tem atividade antimicrobiana frente a cepas de Staph-
ylococcus aureus. Essa atividade deve-se, provavelmente a alicina, principal fitoquimico
biologicamente ativo com atividade antimicrobiana produzido pelo alho (CUTLER; WIL-
SON, 2004).

O alho pode interagir com diversos farmacos, alterando seus perfis farmacoci-
néticos e/ou farmacodinamicos, provocando muitas vezes consequéncias graves aos
pacientes, uma vez que pode reduzir a expressao das isoformas CYP3A4, CYP3A5,
CYP3A7, CYP2C9, CYP2C19 e CYP2E1 e da glicoproteina-P (DALVI, 1992; FOSTER et al., 2001;
CHEN et al., 2003; PATEL et al., 2004 apud ALEXANDRE; BAGATINI; SIMOES, 2008) ou aumen-
tar a expressao da CYP2C9*2 (FOSTER et al., 2001 apud ALEXANDRE; BAGATINI SIMOES,
2008), CYP2B1 (CHEN et al., 2003; LII; TSAT; WU, 2006 apud ALEXANDRE; BAGATINI; SIMOES,
2008), CYP1A1 e CYP3A1 (CHEN et al., 2003 apud ALEXANDRE; BAGATINI SIMOES, 2008). Re-
duz a biodisponibilidade de antirretrovirais inibidores de protease e aumenta a biodis-
ponibilidade de relaxantes musculares. Provoca complicagdes hemorragicas quando
administrado concomitantemente com anticoagulantes orais e antiplaquetarios, e po-
tencializa os efeitos terapéuticos e adversos dos hipoglicemiantes. Aumenta o efeito
anti-hipertensivo de inibidores da ECA (ALEXANDRE; BAGATINI SIMOES, 2008).

2.2. Legislagdo Brasileira sobre fitoterdpicos

De acordo com a Organizagao Mundial de Satide (OMS), planta medicinal € todo
e qualquer vegetal que tem, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utiliza-
das com fins terapéuticos ou como precursores de fArmacos semissintéticos. Ja fitotera-
pico, segundo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria, em sua portaria n"6 de 31 de janeiro
de 1995, é todo medicamento obtido exclusivamente a partir de matérias-primas vege-
tais. Portanto, fitoterdpico diferencia-se de planta medicinal por ser a elaboragao de
uma da planta para uma formulagdo especifica (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

A RDC 10, de 09 de margo de 2010, atualmente em vigor, a qual visa a normati-
zagao do registro de medicamentos fitoterdpicos junto a Agéncia Nacional de Vigilan-
cia Sanitaria (ANVISA) reconhece a efetividade do bulbo de alho (Allium sativum L.) co-
mo hipocolesterolemiante, expectorante e antisséptico (BRASIL, 2010).
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2.3. Investigagdo do potencial antimicrobiano

O potencial antimicrobiano de substancias geralmente é avaliado, estudado e
confirmado por meio de ensaios microbioldgicos in vitro. Estes sdo realizados por meio
de técnicas padronizadas, incluindo os métodos de dilui¢ao e/ou difusdao em meio soli-
do. Portanto, a pesquisa de atividade antimicrobiana pode ser analisada com a finali-
dade de se determinar o espectro antibacteriano ou antifingico de um novo antimicro-
biano ou ainda na verificagdo da resisténcia ou sensibilidade de uma bactéria ou fungo
a numerosos antimicrobianos.

2.4. Mecanismos de acdo dos antimicrobianos

Com base em testes in vitro, 0os agentes antimicrobianos sdo classificados em
bactericidas ou bacteriostaticos. Os agentes bactericidas matam os microrganismos,
enquanto os agentes antimicrobianos bacteriostaticos apenas previnem o crescimento
bacteriano (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

De um modo geral, os agentes antimicrobianos podem manifestar sua atividade
por meio de varios mecanismos: lesao da parede celular, alteragdes da permeabilidade
celular, alteragdes das moléculas de proteinas e acidos nucleicos, inibi¢ao da sintese de
acidos nucléicos (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

3. Material e métodos

Este estudo foi realizado no laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ci-
éncias da Saude (FACISA) do Centro Universitario de Patos de Minas, nos meses de a-
gosto, setembro e outubro de 2010.

3.1. Material vegetal

Foram utilizados os bulbos frescos de Allium sativum L. in natura e para a prepa-
ragao de extratos vegetais, provenientes do comércio de Patos de Minas.

O material vegetal adquirido tinha cabega com ttnica de cor branca, bulbos
(dentes) com bulbilho (pelicula que cobre os bulbos) branco com listras em tons de a-
marelo e marrom; bulbos inteiros, de tamanho grande com diametro equatorial médio
em torno de 0,7mm.

3.2. Preparagio do material e extratos vegetais
Os bulbos frescos, depois de selecionados e descascados foram imersos em so-

lugao de hipoclorito de sédio (NaOCl) na concentragao 0,01% por 30 minutos, a fim de
se promover sua desinfecc¢ao e garantir a esterilidade do extrato.
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3.2.1. Decocto

Trés bulbos (3,30g) foram finamente fatiados e colocados para ferver em um bé-
quer juntamente com 200 mL de dgua destilada durante cinco minutos. Apds este pro-
cesso, foi realizada a filtragdo, acondicionamento do filtrado em vidro ambar e arma-
zenamento sob refrigeracao entre 2 e 8°C até o uso, que foi realizado no maximo 120
minutos ap0s a filtragao.

3.2.2. Infuso

Trés bulbos (3,30g) foram finamente fatiados e colocados em um béquer junta-
mente 200 mL de 4gua destilada fervente. O béquer foi tampado com um vidro de re-
logio por cinco minutos. Apds este processo, foi realizada a filtracdao, acondicionamen-
to do filtrado em vidro ambar e armazenamento sob refrigeragao entre 2 e 8°C até o
uso, que foi realizado no maximo 120 minutos apos a filtragao.

3.2.3. Macerado

Bulbos foram finamente fatiados e deixados em maceragao em agua destilada a
temperatura ambiente por 60 minutos (0,5g de bulbo para cada 30 mL de agua). Apods
este processo, foi realizada a filtragao, acondicionamento do filtrado em vidro ambar e
armazenamento sob refrigeragao entre 2° e 8°C até o uso, que foi realizado no maximo
120 minutos apods a filtragdo. Neste caso, os principios ativos ndo sao alterados pela
fervura ou temperaturas altas.

3.2.4. Extrato hidroalcodlico

Dez gramas de bulbo foram submetidas a tritura¢ao, com solugao hidroalcooli-
ca a 70° GL em alcool (v/v), em liquidificador por 2 minutos. Apds filtragem o material
foi rotaevaporado, acondicionado em vidro transparente e armazenamento sob refrige-
racgao entre 2° e 8°C.

O extrato obtido ainda foi diluido, a fim de se obter trés concentragdes diferentes
(0,05, 0,025 e 0,012).

3.3. Andlise farmacogndstica

As analises farmacogndsticas foram realizadas a fim de se detectar a presenca
de compostos de interesse, e os testes realizados para a identificagdo de alcaloides, an-
traquinonas, flavonoides, saponinas e taninos, seguindo-se as metodologias validadas
para cada grupo.

Para a pesquisa de alcaloides foram realizados os testes com os reativos de Dra-
gendorff e Mayer. As antraquinonas foram pesquisadas a partir da realizagao do teste
de Borntrager. Os testes para flavonoides consistiram das rea¢des de Shinoda (da cia-
nidina), com cloreto férrico, com cloreto de aluminio e com hidréxidos alcalinos. A
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presenga de saponinas foi verificada por meio do teste de espuma persistente. Para a
presenga de taninos foram realizadas as reagdes com gelatina, com sais de ferro, com
acetato de chumbo e com vanilina (Mello et al., 1997; Falkenberg et al., 2003).

3.4. Avaliag¢do da atividade antibacteriana

3.4.1. Microrganismos utilizados

As cepas selecionadas Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC
14948), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) foram obtidas do Laboratdrio Universita-
rio de Analises Clinicas (LUAC) do Centro Universitario de Patos de Minas. A escolha
das cepas foi baseada nas andlises de dados epidemiologicos de pacientes em que a
frequéncia era alta para estes agentes infecciosos. Antes de serem utilizadas no estudo,
todas as cepas foram armazenadas no LUAC em caldo TSB (caldo triptico de soja).

3.4.2. Método de difusdo em dgar — técnica do pogo

O teste para determinagao da atividade antimicrobiana foi realizado pelo méto-
do de difusdao em pogo, em triplicata.

Procedeu-se a triagem da atividade antimicrobiana dos extratos de acordo com
a recomendacao da National Commitee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS, 2000).

Em camara de fluxo laminar VECO, modelo VLF512, previamente esterilizada
por radiagao ultravioleta a suspensao bacteriana foi inoculada por espalhamento sobre
o agar Miieller-Hinton. Em seguida, confeccionaram-se pogos/orificios de 5,0 mm de
didmetro em pontos eqiiidistantes; foram dispensados 40,0uL dos extratos de Allium
sativum L. e do 6leo de alho nos pogos devidamente identificados.

As placas foram incubadas a 37°C por 18 a 24 horas. Decorrido o periodo de in-
cubagdo, mensuraram-se as zonas de inibigao com o auxilio de régua milimetrada, no
que diz respeito ao halo (didmetro da drea com auséncia de desenvolvimento microbi-
ano).

3.4.2.1. Preparo dos meios de cultura

3.4.2.1.1. Caldo Tioglicolato

O caldo Tioglicolato foi escolhido para o experimento por ser altamente nutriti-
vo e versatil. Este meio é composto por: 17,0g/L de caseina enzimatica hidrolisada,
3,0g/L de digestao papdica de farinha de soja, 6,0g/L de dextrose, 2,5g/L de cloreto de
sodio, 0,5g/L de glicolato sddico, 0,25g/L de L-cistina, 0,1g/L de sulfito de sddio e 0,7g/L
de agar.

O meio de cultura foi preparado a partir de uma base desidratada disponivel
comercialmente (Diagnostic Thioglycollate Medium — Himedia, Lote XK046, Cod. M191).
Foram dissolvidos 30 gramas da base desidratada em 1000 mL de dgua destilada. Em
seguida, a mistura foi aquecida até completa dissolu¢ao do meio. O meio dissolvido foi
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acondicionado em um recipiente de vidro autoclavavel e esterilizado em autoclave a
uma pressao de 1 atm e 121°C de temperatura por 15 minutos. Apds a esterilizagdo o
meio foi resfriado a temperatura ambiente e armazenado em geladeira (de 2° a 8°C)
antes do uso. O pH do meio apds o preparo (a 25°C) era igual a 7,0.

3.4.2.1.2. Agar Miieller-Hinton

O agar Miieller-Hinton foi escolhido para o experimento devido a sua reprodu-
tibilidade aceitavel entre os diferentes lotes, e por permitir crescimento satisfatorio dos
patégenos. E composto por 2,0g de extrato de carne em pd, 17,5¢ de digestao acida de
caseina, 1,5g de amido e 17,0g de agar (formula aproximada por litro).

O meio de cultura foi preparado a partir de uma base desidratada disponivel
comercialmente (Mueller-Hinton Agar Difco™, Lote 9188947, Ref. 225250). Foram dis-
solvidos 38g da base desidratada em 1 litro de dgua destilada. Em seguida, homogeni-
zou-se a mistura e aqueceu-a com agitagao constante durante 1 minuto para a completa
dissolucao do pé. Procedeu-se entdo sua esterilizagdo em autoclave a uma pressao de 1
atm e 121°C por 15 minutos. Imediatamente apos passar pela autoclave, foi resfriado
em banho-maria entre 45 e 50°C. Em seguida, o meio recém-preparado foi despejado
em placas de petri de fundo chato e, novamente resfriado, agora, a temperatura ambi-
ente, para garantir uma profundidade uniforme de aproximadamente 4 mm (corres-
ponde a 25-30 mL em placas com diametro de 100 mm). Logo apds foi armazenado na
geladeira (de 2 a 8°C).

3.4.2.2. Preparo do indculo bacteriano

Em camara de fluxo laminar VECO, modelo VLF512, previamente esterilizada por
radiagdo ultravioleta, selecionou-se da placa de dgar que continha a cepa ATCC 3 a 5
colonias, bem isoladas e do mesmo tipo morfoldgico, as quais foram tocadas com uma
alca descartavel estéril, e em seguida transferidas para um tubo de ensaio de vidro con-
tendo 2,5mL de caldo tioglicolato.

Logo, a cultura foi incubada, a 35° C, até alcangar a turbidez de uma solugao
padrao de McFarland 0,5. Isso resultou numa suspensdo contendo aproximadamente
de 1 a 2 x 108 UFC/mL. Para realizagao dessa operagao a olho nu, comparou-se o tubo de
indculo com a solugao padrao McFarland de 0,5.

3.4.2.3. Controles utilizados

Foram utilizados como controles positivos discos de difusao de antimicrobia-
nos, respeitando o perfil de sensibilidade de cada grupo e/ou a individualidade dos
microrganismos; e como controle negativo, o solvente utilizado na preparacao dos ex-
tratos para validar todas as etapas das técnicas, da seguinte forma:

Controle negativo: pogo inoculado com dgua destilada;

Controle positivo: discos de difusdao de antimicrobianos especificos para cada
grupo de microrganismo, Oxacilina (Imcg — Cefar®) para bactérias Gram-positivas e
Cefepima (30mcg — Cefar®) para bactérias Gram-negativas.
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4. Resultados e discussdo

Os extratos obtidos, pelos diferentes processos de preparagao, tiveram colora-
¢ao branco-amarelado, odor forte e pungente e sabor ardido, caracteristicos do alho.

Quando cortado, o alho tem um cheiro pungente e um sabor forte devido a pre-
senca de aliina (um sulféxido que é um constituinte natural do alho fresco), que se de-
compoe numa grande quantidade de compostos de enxofre (ABIB JUNIOR, 2004).

Os resultados obtidos a partir da andlise farmacogndstica, realizada a fim de se
detectar compostos de interesse no extrato de alho estao indicados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados dos testes para identificacao dos metabdlitos secundarios presentes do
extrato de Allium sativum L.

Metabdlito Reacao Resultado Descricao
com hidréxidos alcalinos - Nao houve alteracao
. com cloreto de aluminio - Nao houve alteracao
Flavonoides o . ~ .
com cloreto férrico + Coloragao laranja claro
de Shinoda -
. + Coloracgao verde claro
(da cianidina)
com gelatina - Nao houve alteracao
. com sais de ferro - Nao houve alteragao
Taninos - -
com acetato de chumbo - Nao houve alteragao
com vanilina + Precipitado esbranquicado
. Mayer + Coloragao esbranquigada
Alcaloides Y §~ 1 g”
Dragendorff + Coloragao vermelho-tijolo
Saponinas Espuma persistente - <lcm por 15 minutos
Cumarinas Fluorescéncia azul + Fluorescéncia azul
Antraquinonas Teste de Borntréger - Auseéncia de coloragao rosea

Fonte: Resultados obtidos durante o experimento.

Os flavonoides podem ser classificados em flavonas, flavanonas, flavonois, dii-
droflavondis, isoflavonas, chalconas ou antocianidinas, dependendo da sua estrutura
quimica. A identificagdo dessas classes é baseada em reagdes coloridas em face do nu-
mero e posi¢ao das hidroxilas fendlicas presentes nos anéis A e B do nuicleo fundamen-
tal, utilizando-se quase sempre a propriedade quimica dos compostos flavonoidicos de
formacao de sais que em meio basico promovem a intensificagdo ou mesmo a modifi-
cacao da cor de suas solugdes (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2001). Para a identificacao
de flavonoides no extrato de alho foram realizados quatro testes, que consistiram das
reacOes de Shinoda (da cianidina), com cloreto férrico, com cloreto de aluminio e com
hidroxidos alcalinos, as quais indicaram a presenca de flavonas no mesmo, uma vez
que apenas as reagdes de Shinoda e com cloreto férrico apresentaram-se positivas, o

28



DANIELE MARINS SANTIAGO et al.

que pode ser visualizado pela presenga de coloragao verde claro e coloragao laranja
claro, respectivamente.

A natureza quimica complexa dos taninos dificulta sua identificagao, razao pela
qual se usa para esse fim um conjunto de reag¢des, sendo que o resultado de nenhuma
delas, isoladamente, serve para caracterizar o grupo. A variagao do aspecto e coloracao
dos precipitados formados durante as mesmas vai depender da natureza e complexi-
dade dos compostos tanicos presentes na solugao. De maneira geral, os taninos sao
divididos em dois grandes grupos: os hidrolisaveis e os condensados (MONTEIRO et al.,
2005). A identificacdo de taninos no extrato de alho foi realizada a partir da execugao
das reacdes com gelatina, com sais de ferro, com acetato de chumbo e com vanilina.
Apenas a reagdo com vanilina apresentou-se positiva, pelo surgimento de precipitado
esbranquicado, evidenciado assim, a presenca de taninos hidrolisaveis, uma vez que
nao foram encontrados relatos anteriores da presenga de taninos no alho.

Os alcaloides apresentam em sua molécula um ou mais atomos de nitrogénio
com a disponibilidade de um ou mais pares de elétrons, o que confere a este metabolito
um carater basico que possibilita a formagao de sais em meio acido. Na identificagao, a
distinta hidrossolubilidade dos sais de alcaloides e a solubilidade dos mesmos em sol-
ventes organicos na sua forma livre sao a propriedade mais utilizada (RISTON, 2006). A
presenca de alcaloides no extrato de alho pode ser verificada através da realizagao dos
testes com os reativos de Dragendorff e Valser-Mayer, nos quais se pode observar o
surgimento de coloracdo esbranquicada e coloracao vermelho-tijolo, respectivamente.

Saponinas sdo glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos, que tém
uma parte com caracteristica lipofilica, os triterpenos ou esteroides, e outra parte com
caracteristica hidrofilica, os agticares. Em meio aquoso as saponinas formam grande
quantidade de espuma; portanto, drogas que a contenham, quando agitadas com vigor,
promovem a formagao de espuma abundante e persistente (LIMA, 2009). Tal teste foi
realizado a fim de se pesquisar a presenca de saponinas no extrato de alho; todavia,
apresentou-se negativo para presenca de saponinas.

As cumarinas sao heterosideos que, puros, nao sao fluorescentes, mas em meio
alcalino, hd a formagdo do acido cis-o-hidroxicinamico que se converte no isdmero
trans, fluorescente, sob a agdo da radiagao ultravioleta. Ao se realizar tal teste para o
extrato de alho, pode-se observar fluorescéncia azul, evidenciando presenga de cuma-
rinas (MIRANDA, 2001). Esse resultado evidencia a possibilidade de as cumarinas pode-
rem agir sinergicamente a outros componentes do alho na atividade antitrombdtica do
alho. Estudos indicaram que o ajoeno, composto formado pela reagao de condensacao
de duas moléculas de alicina, tem efeito antitrombotico, parecendo inibir a agregacao
das plaquetas, independentemente do mecanismo de indugao (Indice Terapéutico Fito-
terapico, 2008).

As antraquinonas sao quimicamente definidas como substancias fenolicas deri-
vadas da dicetona do antraceno. Podem estar presentes nos farmacos na forma livre ou
na forma de glicosideo, isto é, na qual uma molécula de agucar estd ligada nas formas
de O- e C-glicosideo, em varias posigoes. O teste de Borntrager é frequentemente usado
para deteccao de antraquinonas livres, em que coloragdo rosea, vermelha ou violeta é
desenvolvida em meio basico (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2001). Para a identifica¢ao
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de antraquinonas no extrato de alho utilizou-se o teste de Borntrdger, no qual ndo hou-
ve aparecimento de coloragdo rosea, indicando reagao negativa e auséncia deste meta-
bolito no extrato analisado.

Em estudos de atividade antimicrobiana de extratos brutos de espécies vegetais,
o potencial antimicrobiano, muitas vezes, nao se deve a uma unica substancia, mas
sim, a um conjunto dessas. Um extrato bruto de uma espécie vegetal que tem efeito
bactericida satisfatorio poderia nao necessitar, portanto, de processos de isolamento de
substancias ativas, reduzindo, assim, etapas quimicas e, consequentemente, custos fi-
nanceiros. Isso viabiliza uma possivel utilizagao como fitoterdpico (CUNHA, 2006). Por
outro lado, geralmente os compostos presentes em menor propor¢ao na planta sao os
que apresentam melhores efeitos bioldgicos.

Os resultados obtidos a partir do teste para determinagao da atividade antimi-
crobiana estdo indicados na Tabela 2. Diante dos resultados obtidos pelo método de
difusdo em pogo, a espécie vegetal (Allium sativum L.) avaliada apresentou potencial
antimicrobiano para os microrganismos testados S. aureus, E. coli e P. aeruginosa.

Tabela 2. Resultado do teste para determinac¢do da atividade antimicrobiana realizado pelo
método de difusdo em pogo

Alho Cépsula Extratos

Microrganismo CP CN in de oleo
natura  de alho Decocto Infuso Macerado Hidroalcodlico

S. aureus + - + - - - - +
E. coli + - + - - - - +
P. aeruginosa + - + - - - - +

Teste realizado em triplicata em que (+) indica presenga de halo de inibicdo e (-) a auséncia de
halo de inibi¢do. CP = Controle positivo e CN = Controle negativo.
Fonte: Resultados obtidos durante o experimento.

Verifica-se que o alho in natura e o extrato hidroalcoolico apresentaram ativida-
de antimicrobiana ante todos os microrganismos testados, em contraste com a capsula
de dleo de alho e com o0s extratos aquosos, que nao exerceram atividade antimicrobiana
contra esses microrganismos. Esses resultados encontram-se de acordo com os regis-
trados por Deresse (2010), no qual o alho fresco apresentou melhor atividade antibacte-
riana, uma vez que tal propriedade do extrato de alho é sensivel ao calor. De acordo
com Cutler e Wilson (2004), a alicina, agente antibacteriano mais potente do extrato de
alho, é bastante instavel, perde suas propriedades rapidamente, quebrando-se em 16
horas a 23°C.

Todavia, a auséncia de atividade antimicrobiana para os extratos aquosos di-
verge de outros trabalhos da literatura, em que uma mistura de alho triturado em agua
utilizada no tratamento de ferimentos da pele infectados apresentou atividade antimi-
crobiana (MATOS, 2002).

Ainda segundo Lawson et al. (1992) apud Abib Junior (2004), os constituintes do
alho variam muito de acordo com a preparagao realizada, tanto qualitativamente quan-
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to quantitativamente. Sendo assim, pode-se justificar a diferen¢a da atividade antimi-
crobiana de algumas preparagoes em relagao a outras.

Quanto as diferentes concentragdes do extrato hidroalcoodlico, verificou-se que
todos apresentaram atividade antimicrobiana sobre os microrganismos testados. Con-
forme apresentado na tabela 3, a atividade foi diretamente proporcional a concentracao
do extrato. Pode ser observado que quanto maior o tamanho do halo de inibigao medi-
do em milimetros, melhor é o efeito in vitro do antimicrobiano.

Tabela 3. Atividade inibitéria medida pelo tamanho do halo de diferentes concentragdes do
extrato hidroalcodlico de Allium sativum L. sobre S. aureus, E. coli e P. aeruginosa determinada
pelo método de difusao em pogo .

Extrato
. . Hidroalcodlico
Microrganismo (P N Halo de inibicao Halo de inibicao Halo de inibicao
(mm) conc. 0,05 (mm) conc. 0, 025 (mm) conc. 0, 012
S. aureus 20+1 0 21+1 15+1 12+1
E. coli 22+1 0 20+1 14+1 12+1
P. aeruginosa 211 0 22+1 15+1 7+1

Fonte: Resultados obtidos durante o experimento.

O potencial antimicrobiano apresentado pelo extrato do Allium sativum L pode
estar relacionado a presenga de taninos no mesmo, os quais sdo uma Otima substancia
antimicrobiana devido a sua capacidade de precipitar proteinas. A medida que ocorreu
a diminuicao da concentrac¢dao do extrato, diminuiu também a concentracao de taninos
e, consequentemente, o poder antimicrobiano deste.

Todavia, o extrato de alho tem, além de taninos, alcaldéides, cumarinas e flavo-
noides, os quais podem também estar relacionados a atividade antimicrobiana apre-
sentada pelo mesmo. Segundo Cutler e Wilson (2004), a alicina constitui o principal
fitoquimico biologicamente ativo com atividade antimicrobiana produzido pelo alho.

5. Conclusades

Verifica-se que apenas o alho in natura e o extrato hidroalcodlico apresentaram
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados (S. aureus, E. coli e P. aeru-
ginosa). Entretanto, as preparagdes, usualmente utilizadas pela populagao no tratamen-
to de infecgdes, capsula de dleo de alho e extratos aquosos, mostraram-se ineficazes
para este fim, no presente estudo.

A partir da analise farmacognostica, observou-se a presenca de flavonoides
(flavonas), taninos (hidrolisaveis), alcaloides e cumarinas no extrato hidroalcoolico de
Allium sativum L., os quais podem estar contribuindo com a atividade antimicrobiana
apresentada pelo extrato do alho, uma vez que o potencial antimicrobiano de extratos
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vegetais, muitas vezes, ndo se deve a uma unica substancia, mas sim, a um conjunto
dessas.
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