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REsumo

Os antibidticos sdo conhecidos por apresentarematividade antibacteriana, antifingica e antiviral, podendo levar
a inibicdo ou morte de agente infeccioso. Uma espécie de planta que tem esta caracteristica é o alho, Allium
sativum. Assim sendo, 0 objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia antibacteriana do alho com diferentes
gradientes de concentracdo tanto do extrato aquoso quanto in natura em uma cepa padréo de Bacillus
thuringiensis. Para a obtencéo do extrato aquoso nas concentracdes desejadas (30%, 40%, 50% e 60%), 0
alho foi previamente lavado com &gua destilada, triturado e filtrado, enquanto in natura o alho foi apenas
macerado. Apos o periodo de incubacao (24, 48 e 72 horas) foram mensurados 43 halos de inibi¢do no extrato
aquoso, sendo: 9 com concentracao de 30%, 10 com 40%, 13 em 50% e 11 halos na concentracao de 60%.
A média do tamanho desses halos variou de 0,4 mm para 40%, a 0,9 para 60%. O resultado demonstra uma
provavel eficiéncia bactericida, pois o halo de inibicdo aumentou em propor¢do ao aumento das concentracdes,
assim como bacteriostatica por 48 horas na concentracdo de 60%. Os resultados usando o alho in natura
também demonstraram acdo bacteriostatica, porém, por um periodo maior, cerca de 72 horas, sobre o Bacillus
thuringiensis. Assim sendo, este trabalho mostra que o alho tem acéo tanto bactericida quanto bacteriostética,
mas ha necessidade de adequacdo dessa metodologia, a fim de manter os principios ativos dessas agdespor um
maior tempo, tanto no extrato do alho quanto in natura.

PAaLAVRAs-cHAVE: Allium sativum; Antibi6ticos; Bacillus thuringiensis.

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF GARLIC (ALLIUM SATIVUM LINNAEUS) OF AQUEOUS EXTRACT FORM AND IN NATURA
ON BACILLUS THURINGIENSIS BERLINER STRAINS

ABSTRACT

Antibiotics are known to have antibacterial, antifungal and antiviral activities that may lead to inhibition or death
of the infectious agent. A species of plant that has this characteristic is the garlic, Allium Sativum. Therefore, the
aim of this study was to test garlic antibacterial efficiency with different concentration gradientsboth in the form
of watery extract and in natura on a Bacillus thuringiensis berliner. The samples of garlic passed through two
methods to obtain the aqueous extract and in natura; at first, the garlic was previously washed with distilled
water, triturated and filtered to get concentrations of 30%, 40%, 50% and 60 %; in natura garlic was just
macerated. After the incubation period (24, 48 and 72 hours) 43 halos were mensured: 9 with concentration
equal to 30%, 10 with 40%, 13 with 50% and 11 halos with a concentration of 60%. The average size ofthe
inhibition halos ranged from 0.4 mm to 40%, 0.9 to 60%. This result shows a probable bacterial efficiency, for
the inhibition halo increased in proportion to increasing concentrations, as well as bacteriostatic, for 48 hours in
a concentration of 60%. Another conclusion is that the garlic in natura acted as bacteriostatic, although for a
longer period, about 72 hours, than on Bacillus thuringiensis. So, this research shows that garlic has a bacterial
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and bacteriostatic action, but this methodology needs
to be adapted to maintain the active principles of
antibacterial action for a longer period, both inthe garlic
extract and in natura.

Keyworbs: Allium sativum; Antibiotics; Bacillus
thuringiensis.

INTRODUCAO

Na cultura brasileira € comum o uso de plantas
medicinais nas preparagdes de remédios caseiros para
tratar varias enfermidades. O alho, Allium sativum,
possui uma grande importancia socioecondmica nas
regibes de clima frio do Brasil. E uma pequena planta
perene, bulbosa, com folhas lineares e longas, de odor
forte, uma das caracteristicas de alimento rico em
compostos sulfurados, sendo bem conhecido na
culinaria e na medicina por causa de suas propriedades
de sabor e fitoterapicas. Pertence a familia lilidcea e
acredita-se que teve sua origem na Asia
(BONTEMPO, 2007; COSTA, 1994).

Seu poder medicinal € conhecido ha muito tempo,
utilizados desde o Egito Antigo para o tratamento de
vérias doencas, como feridas, tumores, cefaleias, entre
outras (CHARLAB et al., 2005). Sua propriedade
fotoquimica terapéutica se encontra concentrada nos
bulbos, e essa concentracdo depende das agressdes
ambientais. Aplanta € adaptada a regides frias; quanto
menor for a temperatura, maior serd a concentracao
do fotoquimico. Alguns testes tanto in vivo como in
vitro mostraram as atividades antibacteriana, antiviral,
fibrinolitica, antimicética e antitumoral do alho
(BONTEMPO, 2007; SIMOES et al., 1999). A
atividade antibacteriana do alho € atribuida a presenca
daalicina, que age na destruicdo e inibicao de bactérias.
A alicina (di-propenyl tiosulfinato) € um dos principais
componentes do alho, um componente muito volatil,
que é responsavel pela defesa do alho contra
microrganismos encontrados na terra (BONTEMPO,
2007; COSTA, 1994).

Os antibiéticos podem ter acdo antibacteriana,
antiflngica e antiviral. Essa acdo pode levar a inibicdo
do crescimento, a inativacdo ou a morte do agente
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infeccioso (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008). Os
mecanismos de acado sobre as atividades bioquimicas
dos microrganismos podem ser divididos em: inibicdo
da parede celular, inibicdo da funcdo da membrana
celular, inibicdo da sintese de proteinas e inibicdo da
sintese de &cidos nucleicos (MADIGAN et al., 2004).

Os principios ativos dos agentes antimicrobianos
isolados de espécies vegetais concentram-se
preferencialmente nas flores, raizes ou folhas. Essas
concentracdes ndo sdo uniformes, ja que seus
principios ativos sdo instaveis durante o seu ciclo de
vida, variando de acordo com seu habitat, a colheita e
preparacdo. Para a fitoterapia interessam, de modo
particular, os produtos comagao antimicrobiana, como:
terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos e saponinas), compostos fendlicos (fendis
simples, taninos, dibenzofuranos e flavonoides) e
compostos nitrogenados (alcaloides, polipeptideos
ciclicos, glicosideos) (RAMOS, 2009).

A cepa Bacillus thuringiensis, usada para testar a
eficiéncia do poder antibacteriano do Alliun sativum,
é um bastonete Gram-positivo, aerdbico ou
facultativamente anaerobico, pertencente a familia
Bacillaceae, sendo formadora de esporos, capaz de
produzir inclusdo cristalina durante a esporulagéo, que
é responsavel pela atividade toxica da espécie
(POLANCZYK, 2004).

E ummicrorganismo considerado entomopatdgeno,
encontrado em diversos ambientes, desde microhabitats
(insetos — vetor), solo rico em nutriente e folhas. Mas,
em forma de esporos, é deixado pelos insetos e levado
pelo vento. Possivel simbiose com plantas, em razdo
de suas toxinas se unirema particulas de solo, como o
acido humico, impedindo a degradagdo por
microrganismos. B. thuringiensis é um dos
microrganismos mais utilizados mundialmente por
microbiologistas, e na atualidade sua toxina é utilizada
em controle biologico (POLANCZYK, 2004). Diante
disso, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade
antibacteriana do Allium sativum em diferentes
gradientes de concentrag&o, tanto na forma de extrato
aquoso quanto in natura, sobre a cepa Bacillus
thuringiensis, a fim de determinar qual gradiente de
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concentracdo tem efeito eficaz sobre a cepa
selecionada.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo do extrato aquoso de alho (A.
sativum L.)

O alho (A. sativum L.), comprado em comércio
local, foi previamente lavado com &gua destilada e
triturado em liquidificador (60g em 100 mL de &gua
destilada) por 5 minutos, a fim de obter-se um extrato
aquoso na concentragdo de 60% (p/v). Este foi
primeiramente filtrado em peneira plastica, depois em
funil de vidro contendo algoddo estéril e, por Gltimo,
em membrana de nitrocelulose (Millipore), com poros
de 125 mm de diametro. As outras concentragcdes
estudadas do extrato (50%, 40% e 30%) foram
obtidas diluindo o extrato aquoso de alho da
concentracao inicial de 60%, metodologia adaptada
de Souza (2010).

Preparacéo do alho in natura

Foram macerados 5 g do alho e, posteriormente,
pesado 0,01g para testar a potencialidade da agéo
antibacteriana sobre a estirpe HD1 de Bacillus
thuringiensis, sem a interferéncia da diluicdo. Método
com adaptacOes de Ramos (2009).

Ativagéo da cepa

A cepa de Bacillus thuringiensis estava estocada
sob a forma de esporos (papéis estocados em
condicdes estéreis a temperatura ambiente),
primeiramente colocados em 500 ml de agua estéril
(autoclavada) e incubados na estufa a 30°C, por 24
horas. Posteriormente, foram retirados 100ul dessa
agua, inoculados em caldo nutriente e levados a estufa
comaeracao 35°C por 24 horas. O procedimento teve
como objetivo a ativacdo da cepa e verificacdo da
pureza, através do método morfotintorial de Gram.

Controles utilizados

Como controle foi utilizado o antibacteriano
conhecido como clorafenicol (D(-)-treo-1-(p-
nitrofenil)-2,2-dicloroacetamido-1,3-propanodiol),
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que é um inibidor de sintese proteica bacteriana, um
antibiético de amplo espectro, sendo eficaz contra
bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e

riquétsias.

Preparacéo das placas

Para o teste de determinacdo da atividade
antimicrobiana, foi utilizado o meio de cultura Agar
Triptona de Soja— TSA, que foi preparado de acordo
com as instrucGes do fabricante. Uma aliquota (100
uL) do crescimento em meio liquido da cepa Bacillus
thuringiensis foi inoculada nas placas com meio de
cultura, através da técnica spread-plate, que permite
um crescimento de forma homogénea na superficie do
meio de cultura. Pequenos discos circulares com 6 mm
de diametro, feitos de papel filtro, foram umedecidos
com 5 pL das concentragdes correspondentes e
colocados sobre 30 placas, nas regifes previamente
identificadas com as concentragdes.

E em 10 placas foi colocado 0,01 g de alho
macerado. As placas foram incubadas em estufa a
35°C por 72 horas, sendo realizadas leituras de 24
horas, 48 horas e 72 horas, e seus halos foram
mensurados com régua milimétrica.

RESULTADO E DISCUSSAO

Quantificacdo e valor médio dos halos utilizando
0 extrato aquoso de alho (A. sativum L.)

O resultado desse procedimento foi verificado ap6s
um periodo de 24 horas, onde foi possivel observar a
formac&o de halos de inibicdo; também foram feitas
analises quantitativa de 64 halos, de umtotal de 150
discos dispostos nas placas. Eram 30 placas contendo
cada uma cinco concentracdes diferentes do extrato
de alho. Nos discos com a concentragao de 30% houve
a ocorréncia de 9 halos de inibi¢do; em 40% 10 halos;
em 50% 13; e em 60% 11 halos. O antibi6tico
Clorafenicol, utilizado como controle, apresentou 21
halos; os nimeros elevados se devem ao fato deste
produto quimico inibir a sintese proteica bacteriana.
Esse antibidtico foi utilizado como controle positivo
para comparar a eficiéncia do extrato vegetal com a
inibicdo do produto quimico.
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Conforme Barry e Thornsberry (1991), é
estabelecido um indice enzimatico, com que se mede
o didmetro enzimatico em que o produto inibidor, no
caso Allium sativum, reage contra o inibido, Bacillus
thuringiensis Berliner. A Figura 3 demonstra a
formagdo do tamanho do halo, de acordo com as
concentracOes a que as cepas foram expostas. Os
valores médios obtidos entre os halos foram de 0,5

-

mm para 30%, 0,4 mm para 40%, 0,7 mm para 50%
e 0,9 mm para 60%. O controle teve média de 2,8
mm (Figura4) Aconcentragéo que apresentou maior
de 30% (com o aparecimento em 30% inibi¢&o); no
entanto, na concentragéo de 60% houve menor

.....

era maior.

Potencial de Inibi¢ao
_ 8
E7 -
r |
83 |
212 | L
51
£ l | lII[I LIIII . ||
- 30% 40% 50% 60% Cloranfenicol
Concentragoes (%)

Figura 1 — Gréfico do Potencial de Inibicdo. As percentagens 30%, 40%, 50% e 60% sao concentracdes
pertencentes ao extrato aquoso e o Clorafenicol é o controle.
Fonte: Dados de pesquisa.
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Figura 2 — Gréfico de comparacao do efeito de inibicdo entre o extrato aquoso e o Clorafenicol.
Fonte: Dados de pesquisa.

Tempo de acdo antibacteriana

O extrato vegetal do alho é rico em principios
ativos, como compostos etanoicos (alicina) e ajoeno;
quando macerados e homogeneizados, 0s principios
ativos sdo ativados, possuindo variedade de acéo
antimicrobiana sobre diversas espécies de bactérias
Gram positivas e negativas (THOMAZ e LUCIANA,
2006). Mas esses compostos etanoicos sdo
extremamente volateis; no experimento, apresentaram-
se ativos por 24 horas, 48 horas e 72 horas, quando o
alho foi utilizado no estado in natura (Figura 3).

No extrato aquoso, as menores concentracdes
permaneceram por 24 horas e a maior concentragéo
(60%), 48 horas (Figura 4). O decréscimo de poder
de inibicdo no extrato aquoso se deve ao fato de que,
quando processados, 0s principios ativos se
volatilizam. Quando o alho é amassado, partido,
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cortado ou mastigado, varios de seus componentes
sulfurados sdo liberados no interior da célula vegetal.
A interacdo entre varios compostos desencadeia
reacOes, gerando um conjunto de componentes. Dai
a necessidade de consumo imediato apds o preparo,
e sem nenhum tipo de tratamento térmico, o que
diminuiria as concentraces dos fitoquimicos
sulfurados (MARCHIORI, 2005).

O tempo ideal para atividade antibacteriana do
extrato de alho é de ata 6 horas frente a patégenos
Gram positivos (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus
pneumonia e Streptococcus faecalis) e Gram
negativos (Escherichia coli, Klebsiella pneumonia,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter haemolyticus) (ASTAL, 2003) e
cepa Bacillus thuringiensis Berliner.
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Figura 3 — Acdo de inibigdo do Allium sativum sobre a cepa Bacillus thuringiensis.
Fonte: Dados de pesquisa.

\

Figura 4 — Teste de inibicdo por discos em diferentes concentracées: (a) 30%; (b) 40%; (c) 50% e (d) 60%
e (e) controle-Clorafenicol.
Fonte: Dados de pesquisa.
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Quantificacao dos halos utilizando o alho in
natura

O alho in natura obteve uma maior formacao de
halo: seu maior didmetro com 17 mm e o menor com5
mm. O in natura apresentou maior halo que o antibidtico
Clorafenicol, por 24 horas, e se manteve em média igual
a 10,5 mm, ante 2,8 mmdo Clorafenicol; porém, depois
de 48 horas, foi perdendo sua eficiéncia e a do
Clorafenicol manteve. Assim sendo, acredita-se que o
alho possui uma eficiéncia antibacteriana e ou
bacteriostatica.

Para Chagas (2012) e Silva (2010), um dos
compostos do alho in natura, a aliina, que, através da
maceragao ou esmagamento, é convertida emalicina pela
acao da enzima aliinase, referente a atividade enzimatica
produzida pela interagdo do amino&cido néo proteico aliina
((+)-S-allil-sulfdxido cisteina). Aalicina é bastante instavel
e se decompde em compostos sulfurados, entre os quais
se encontra principalmente o ajoeno.

Os elementos responsaveis pela quebra da alicina

Atividade antibacteriana do alho...

sd0 0 ar, a agua e as temperaturas elevadas, e ha uma
grande variabilidade no contetido de alicina e de outros
compostos sulfurados no alho (SILVA, 2010).

Ao comparar-se o0 alho na formain natura como
extrato aquoso, o primeiro apresentou maior halo de
inibicdo, com média igual a 10,5 mm, ante 5,3 mm na
forma de extrato aquoso (Figura 5). Isso pode ter
ocorrido porque, ao passar pelo processo de extracéo,
0s componentes de inibicdo podem ter sido
volatilizados. Conforme foi ocorrendo, 0 rompimento
das paredes celular do alho in natura pode ter liberado
algum tipo de agente fitoquimico, como a alicina, que
possui agdo antiviral, antifngica e antibiotica
(DALONSO et al., 2009); o ajoene, como antibidtico;
saponina, antimicrobiana; &cidos fendlicos com
propriedades antibacterianas (MARCHIORI, 2005).
Esses compostos podem ter sido o fator de inibigcdo
do crescimento bacteriano por um tempo maior,
permanecendo o halo por volta de 72 horas, em
comparagao com o extrato aquoso.

In natura

Forma

Extrato agquoso

Extrato aquoso versus In natura

B 8 10 12
Média

Figura 5 - Comparacdo do diametro do halo de inibig&o entre o extrato aquoso versusin natura.
Fonte: Dados de pesquisa.

REVISTA UNIARA,v.15, n.2, dezembro 2012

65



SILVA et al.

ConNcLusAo

Tendo em vista os resultados acima, verificou-se
que ha uma provavel eficiéncia na inibicdo da cepa
bacteriana de Bacillus thuringiensis pelo extrato
aquoso do alho, demonstrada pelo aumento do
tamanho do halo em proporgdo ao aumento das
concentracdes, considerando-se que a concentracao
40% apresentou ummenor valor que a de 30%. Outra
conclusdo é que o alho in natura agiu como
bacteriostatico emtorno de 72 horas sobre o Bacillus
thuringiensis; ja o extrato de alho permaneceu por
volta de 24 horas como bacteriostatico nas
concentracGes menores (30%,40%,50%) e na maior,
60%, por 48 horas. As literaturas disponiveis citam o
alho in natura como possuidor de muitas substancias
organosuforadas e, quando as células do alho sdo
rompidas, ha reacdes enzimaticas, que lhes dao
propriedades fitoterépicas - neste trabalho, o alho agiu
como agente bacteriostatico. Porém, ha uma
necessidade de adequacdo desta metodologia, a fim
de manter os principios ativos de acéo antibacteriana
por um maior tempo, tanto no extrato quanto no alho
in natura, e também andlises quimicas para saber qual
dos compostos liberados pelo alho possui melhor efeito
bactericida e ou bacteriostatico.
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