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RESUMO

O alho (Allium sativum) é uma especiaria muito comum e rica em beneficios & salde, isso se deve
aos seus diversos compostos bioativos. Nos ultimos tempos, percebe-se que estudos acerca da
atividade antimicrobiana do alho vem ganhando grande visibilidade, principalmente no que se diz
respeito aos 6leos essenciais (OEs) e sua eficacia frente a inUmeras espécies de microrganismos
(MO). Existem varios métodos que podem ser empregados, sendo um dos principais e mais utilizados
a hidrodestilacdo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do
oleo essencial do alho extraido através de hidrodestilagdo com extrato multienzimatico, por meio de
sua imersdo em discos de fusdo aplicados em agar e cepas de S. aureus. O 6leo de A. sativum com
compostos ativos foi desenvolvido utilizando a enzima ativa advinda do fungo Rhizopus microsporus
para extracdo. Nao mostraram alteracdo nem formacéo de halo, dando o indicativo de que este OE
com extrato de Rhizopus microsporus nao possui atividade antibacteriana para S. aureus. Visto isso,
faz-se necessario a realizagdo de outros estudos sobre o tema abordado, sob o intuito de ampliar
conhecimentos e beneficiar o publico-alvo para o combate da resisténcia bacteriana, com a
efetividade comprovada e a devida segurang¢a ao consumidor.

PALAVRAS-CHAVE: Allium sativum. Oleo essencial. Antibacteriano.

ABSTRACT

Garlic (Allium sativum) is a very common spice and rich in health benefits, this is due to its various
bioactive compounds. In recent times, it is clear that studies on the antimicrobial activity of garlic have
gained great visibility, especially with regard to essential oils (EOs) and their effectiveness against
numerous species of microorganisms (MO). There are several methods that can be used, one of the
main and most used being hydrodistillation. The objective of the present work was to evaluate the in
vitro antimicrobial activity of garlic essential oil extracted through hydrodistillation with a
multienzymatic extract, by immersing it in melting discs applied to agar and strains of S. aureus. A.
sativum oil with active compounds was developed, using the active enzyme from the fungus Rhizopus
microsporus for extraction. They showed no changes or halo formation, indicating that this EO with
Rhizopus microsporus extract does not have antibacterial activity against S. aureus. Given this, it is
necessary to carry out other studies on the topic addressed, with the aim of expanding knowledge and
benefiting the target audience to combat bacterial resistance, with proven effectiveness and due
safety for the consumer.

KEYWORDS: Allium sativum. Essential oil. Anti-Bacterial.

RESUMEN

El ajo (Allium sativum) es una especia muy comun y rica en beneficios para la salud, esto se debe a
sus diversos compuestos bioactivos. En los Ultimos tiempos, esta claro que los estudios sobre la
actividad antimicrobiana del ajo han ganado gran visibilidad, especialmente en lo que respecta a los
aceites esenciales (AE) y su eficacia contra numerosas especies de microorganismos (OM). Existen
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varios métodos que se pueden utilizar, uno de los principales y mas utilizado es la hidrodestilacion. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de ajo
extraido mediante hidrodestilacion con un extracto multienzimatico, sumergiéndolo en discos de
fusion aplicados sobre agar y cepas de S. aureus. Se desarrolld aceite de A. sativum con compuestos
activos, utilizando para la extraccion la enzima activa del hongo Rhizopus microsporus No mostraron
cambios ni formacion de halos, lo que indica que este AE con extracto de Rhizopus microsporus no
tiene actividad antibacteriana contra S. aureus. Ante esto, es necesario realizar otros estudios sobre
el tema abordado, con el objetivo de ampliar el conocimiento y beneficiar al publico objetivo para
combatir la resistencia bacteriana, con efectividad comprobada y debida seguridad para el
consumidor.

PALABRAS CLAVE: Allium sativum. Aceite esencial. Antibacteriano.

1. INTRODUCAO

O alho (Allium sativum) é uma especiaria muito comum e rica em beneficios a saude, isso se
deve aos seus diversos compostos bioativos, como sulfetos organicos, saponinas, compostos
fenodlicos e polissacarideos, além de ter um amplo espectro de propriedades antibacterianas e
antifungicas (Shang et al., 2019).

Um dos primeiros relatos da atividade antibacteriana do alho foi feito pelo escritor Small et al.,
(1947) e Stoll e Seebeck (1947), desde entdo, nos Ultimos tempos, percebe-se que estudos acerca
da atividade antimicrobiana do alho vem ganhando grande visibilidade, principalmente no que se diz
respeito aos 6leos essenciais (OEs) e sua eficacia frente a inUmeras espécies de microrganismos
(MO). Estas pesquisas revelam ainda a variagdo da atividade antimicrobiana com cada MO e a
concentragéo dos OEs a ser utilizada (Almeida et al., 2020).

O OE do alho pode ainda restringir o crescimento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli
e Bacillus subtilis, a sua atividade antibacteriana diante varias outras bactérias patogénicas e
resistentes vem sendo testada através de extratos brutos do alho, utilizando vérios solventes dentre
eles os OEs. (Bhatwalkar et al. 2021).

Sendo assim, sdo utilizados devido a sua atividade antimicrobiana estar associada com
compostos como alicina, carvacrol, eugenol e timol, que por possuirem caracteristicas hidrofébicas
fazem com que a parede celular do MO se rompa e perca a sua funcionalidade (Reis et al. 2020).

Portanto, avaliar a agdo antimicrobiana do OE do alho é de grande relevancia para saude
publica ja que existe um constante surgimento de resisténcia bacteriana reconhecida como ameaga a
saude, fazendo-se necessario o desenvolvimento de agentes antibacterianos eficazes (Bhatwalkar et
al. 2021).

Para a obtencao dos (OEs) existem varios métodos que podem ser empregados, sendo um
dos principais e mais utilizados a hidrodestilacdo. Neste método a matéria-prima deve permanecer
diretamente em contato com a 4gua para que a destilagao em temperaturas abaixo de 100°C ocorra.
Assim, a perda de temperaturas sensiveis sera evitada e subsequentemente, por decantacéo, o 6leo

€ separado para a extragao (Perniconi et al. 2022).
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Um fato que se faz interessante é o uso de uma enzima no método de hidrodestilagéo,
evitando reagentes com alto nivel de toxicidade para que assim a pureza do OE seja garantida,
proporcionando uma maior seguranga na aplicacdo do produto destinado ao uso humano (Perniconi
et al. 2022).

Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do
oleo essencial do alho extraido através de hidrodestilagao com extrato multienzimatico, por meio de
sua imersdo em discos de fusdo aplicados em 4gar e cepas de S. aureus.

2. METODO

Esse estudo se caracteriza como uma pesquisa experimental, que esta relacionada com a
manipulagdo direta de variaveis referentes ao objeto de estudo e possui a finalidade de testar
hipbteses que dizem respeito a conviccdo de quem esta pesquisando, com uma abordagem
qualitativa na qual exige um estudo amplo do objeto de pesquisa, levando em consideracido o
contexto em que esta inserido e as caracteristicas da sociedade a qual pertence (Fonseca, 2002).

As amostras obtidas foram adquiridas em um supermercado localizado no sudoeste baiano,
totalizando seis bulbos de alho in natura. Posteriormente, eles foram desidratados e triturados,
iniciando assim as etapas do estudo.

O o6leo de A. sativum com compostos ativos foi desenvolvido, utilizando a enzima ativa
advinda do fungo Rhizopus microsporus para extracdo, sendo entdo realizada a avaliacdo do
rendimento desse 6leo com base na extragdo advinda por meio aquoso. Esta metodologia foi
baseada nos autores Ribeiro et al. (2022) e Nunes et al. (2021), que utilizaram o mesmo fungo para
extracao de OE e obtiveram bons resultados.

A enzima foi obtida a partir da reativagdo do fungo citado acima no meio de cultura Agar
Sabouraud e em seguida colocado para crescer junto a casca da palha do café (Ribeiro et al. 2021).

Depois do crescimento iniciou a extragao.

2.1. Obtencao do residuo agroindustrial e fermentacao em estado solido

De inicio foi realizado o cultivo do fungo Rhizopus microsporus em Agar Sabouraud. Foi
selecionada a casca do café, fornecido por industrias da regido, como residuo lignocelulésico, o qual
passou por secagem em estufa a 50°C por 24 horas e posteriormente colocado 10g em cada
Erlenmeyer de 250ml. Depois da esterilizagdo em autoclave por 20 minutos a 121°C, utilizou-se trés
discos miceliais de 1,5cm dos fungos em cada Erlenmeyer, acrescentado 15ml de agua estéril.
Foram incubados em camara de germinacdo com ambiente controlado a temperatura de 37 °C por 5
dias (Ribeiro et al. 2022).
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2.2. Obtencao do extrato enzimatico

Posterior ao processo fermentativo foram adicionados 50 ml do tampé&o de acetato de sédio
(0,1M) com pH 5 ao substrato fermentado, obtendo assim os extratos multienzimaticos. Através do
método de peneiracdo, a mistura foi separada a seguir da agitagao e filtragdo sendo a fase liquida

armazenada em recipiente fechado sob refrigeracao (Ribeiro et al. 2022).

2.3. Hidrodestilacao — Extracao do 6leo

Partindo da primeira fase do estudo, para a extragédo foram utilizados balées de 1L e 500ml,
ambos adicionados respectivamente 100g e 50g de A. sativum desidratado, medindo assim seus
rendimentos de extragao para realizacao da analise por comparagdes entre as extragées por meio
enzimatico (Ribeiro et al. 2022).

Foi utilizado o sistema Clevenger apenas com agua através de um pré-tratamento Rhizopus
microsporus com 50ml do extrato enzimatico, sendo colocados em banho termostatico a 50°C e
avaliados durante 60 minutos. Quando em ebulicdo, os compostos volateis foram arrastados junto
com o 6leo e condensados, onde se formou uma mistura heterogénea, com duas fases, devido a
diferenga de polaridade e da densidade entre a 4gua e o 6leo. Essa diferenca de polaridade viabiliza
a obtencdo do OE, descartando em seguida a agua condensada durante o processo de extracédo
(Ribeiro et al. 2022).

2.4. Avaliacio do Oleo essencial e Antibiograma
2.4.1 Controle de qualidade fisico-quimico

Foram averiguados caracteristicas organolépticas, como o cheiro. O pH foi medido com uma
tira indicadora, onde emergiu o0 mesmo dentro do OE durante cerca de 5 segundos. Uma gota do
6leo também foi colocado sob 50ml de etanol para testar sua miscibilidade (Simoes et al. 2004).

2.4.2 Controle de qualidade microbiolégico

Sendo de extrema importancia a avaliagdo do éleo extraido, houve assim a pipetacao de
500ul do d6leo de A. sativum, o qual foi adicionado em placas contendo o meio de cultura BHI (Brain
Heart Infusion), semeado por meio da técnica de esgotamento por estrias, para avaliagdo do
crescimento bacteriano. Com a realizagdo deste procedimento, passado o periodo de incubacdo em
estufa a 38,5°C por 24 horas (Simoes et al. 2004).

2.4.3 Antibiograma

A analise microbiol6gica foi realizada através do antibiograma, onde se preparou as placas
com o meio de cultura Agar Mueller Hinton, todas em ftriplicata e semeou o microrganismo
previamente identificado e isolado utilizando a técnica de esgotamento de estrias (Ulsenheimer et al.
2020).
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A linhagem dessa bactéria utilizada no estudo foi uma Gram-positiva: S. aureus ATCC 33591
(MRSA), catalogada e fornecida pela Universidade Federal da Bahia — UFBA, localizada em Vitéria
da Conquista — BA. Prosseguido, os discos de infusdo foram preparados com papel filtro onde cortou
6 mm do mesmo com auxilio de um perfurador de papel, seguindo assim para esterilizacdo em
autoclave com o uso de um béquer coberto por papel madeira, fixado com fita para autoclave,
durante 20 minutos a uma temperatura de 121 c°, logo apds foram resfriados a temperatura ambiente
(Ulsenheimer et al. 2020).

Na sequéncia do processo de esterilizacdo dos discos, houve a impregnagéo do OE de A.
sativum por 15 minutos nos mesmos, sendo entdo removidos neste tempo para que nao ocorresse
extravasamento do éleo nos discos. No decorrer, os discos foram posicionados nas placas contendo
Agar nutriente e o microrganismo (S. aureus), dispondo de 4 discos por placa (realizado em
triplicata), realizando assim o antibiograma e mantendo em estufa por 24h para avaliagdo da

formacao ou nao do halo (Kirby; Bauer, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliacao do rendimento do 6leo com Rhizopus microsporus

Com o extrato Rhizopus microsporus foi possivel obter nove extragdes do OE, através do
método de hidrodestilagdo. O método de hidrodestilagdo com o uso do aparelho clevenger se
mostrou satisfatorio visto que segundo Perniconi et al. (2022), neste método a matéria-prima
permanece diretamente em contato com a agua para que a destilacdo em temperaturas abaixo de
100°C ocorra, e assim, a perda de temperaturas sensiveis é evitada e subsequentemente, por
decantacéao, o 6leo é separado para a extracao.

Partindo da massa que foi pesada do alho com o total de 150g e juntando o rendimento de
cada extracao, o rendimento do OE foi calculado, onde obteve 2,33% do extrato final como visto na
figura 1. Somente foram encontrados dados na literatura entre os anos de 1995 e 2011 acerca do
rendimento das extragdes dos OEs, o que mostra que a mais de 10 anos nao é de interesse maior
dos pesquisadores acompanhar tais resultados. O presente estudo se mostrou superior com extra¢do
de 2,33% em relacdo ao estudo de Mallet (2011), que obteve 0,34% de rendimento. Ambos os
estudos utilizaram o método de Clevenger para a extracéo, todavia ha um diferencial no de Mallet
que utilizou alho laminado o que pode justificar a diferenca nos resultados. Neste mesmo estudo,
fizeram um comparativo com Shaath e Flores (1995) que avaliaram o rendimento de OE de alho em
trés épocas do ano, evidenciando variagdes de 0,09% a 0,11%.
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Figura 1: Gréfico demonstrativo do rendimento do 6leo essencial de alho
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023

Alguns estudos utilizando outros frutos para extragdo trazem que a enzima do fungo
Rhizopus microsporus se mostra satisfatéria para extra¢cdes de OEs, como é o caso do estudo de
Nunes et al. (2021), visto que ela apresenta uma composicdo rica em compostos lignocelulésicos.
Defendem ainda que frente a uma escala industrial o custo-beneficio de sua extragéo € eficaz, o que
ajuda a ser uma alternativa para aqueles que buscam néo utilizar solventes organicos que podem
danificar o meio ambiente. Também é ressaltado que as caracteristicas obtidas das enzimas séo
eficazes durante o processo de hidrolise das paredes celulares que vao prender o 6leo na

oleaginosa, sendo assim fica claro que se trata de um processo ambientalmente apropriado.

3.2. Avaliacdo do Oleo essencial e Antibiograma
3.2.1. Controle de qualidade fisico-quimico

Através do extrato de Rhizopus microsporus, foram realizados testes para avaliagdo desse
OE, sendo o foco principal o crescimento microbiano. O periodo de avaliagdo para uma maior
precisdo nos resultados se deu em cerca de 15 dias. Foram analisadas as caracteristicas fisicas do
OE como: a degradacao do 6leo, alteracédo da cor, perda da massa, mantendo-se intacto durante o
periodo de avaliacdo, e as caracteristicas organolépticas onde o cheiro caracteristico do alho
demorou cerca de 12 minutos para se concluir por inteiro, obtendo um odor leve.

Seguindo com os testes quimicos, mostrou que o 6leo se encontra acido, com o pH em torno
de 6. Durante o teste fisico-quimico de miscibilidade em etanol o 6leo ndo se misturou, ficando

submerso, demonstrando assim a densidade superior ao do etanol.
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Durante os 15 dias aplicado na placa contendo meio BHI (em ftriplicata), ndo foi observado
crescimento microbiano, mostrando resultado satisfatério para o controle de qualidade.

Estes sdo achados importantes a serem pontuados pelos pesquisadores em questdo, nao
obtendo comparativos equivalentes para os dados especificos do presente estudo na literatura.
Contudo, um parametro em comum é analisado em outras pesquisas, ainda que nao seja o OE de
alho, Pala et al. (2010) também faz a analise das caracteristicas organolépticas de OEs de alecrim e
lavanda, onde relatam o odor caracteristico padrdao deles em menor intensidade, condizente com o
presente estudo que também tem o odor caracteristico do alho reduzido. Informam ainda, que a falta
da qualidade de um OE pode trazer consequéncias negativas para a saude do consumidor e que, por
conseguinte deve reservar uma atencdo especial nessa questao.

Outro achado mais recente para os testes organolépticos foi o estudo de Ferreira et al.
(2022), onde analisou o OE de Mentha piperita que também tinha como objetivo além de analisar o
controle de qualidade, avaliar a atividade microbiana em um microrganismo, sendo este o E.coli. Os
parametros analisados por eles foram cor, estado fisico e odor que também relatam ser caracteristico
estando dentro da normalidade de acordo com a farmacopeia brasileira.

3.2.2. Controle de qualidade microbiolégico

Para a avaliagdo do antibiograma, apéds as 24h, as placas foram retiradas da estufa. Todas
as 3 placas ndo mostraram alteracdo nem formacdo de halo como registrado nas figuras 2,3 e 4,
dando o indicativo de que este OE com extrato de Rhizopus microsporus nao possui atividade

antibacteriana para S. aureus.
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Figura 2: Antibiograma placa A Figura 3: Antibiograma placa B

&

Fonte: Dados da pesquisa, 2023

Figura 4: Antibiograma placa C

Fonte: Dados da pesquisa, 2023

Em um estudo realizado por Abubakar (2009), dos diferentes métodos de extracdo do

alho, o que demonstra mais capacidade antimicrobiana para cepas de S. aureus é o extrato
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aquoso. Em contrapartida, Alves et al. (2021) faz um comparativo do alho in natura e o extrato
aquoso, ainda que estes ndo sejam um OE mostra que o extrato aguoso nao apresentou nenhum
tipo de atividade antimicrobiana frente ao microrganismo S. aureus.

Segundo Caldas et al. (2019), o potencial antimicrobiano do OE pode ter relagdo com a
presenga de taninos que € uma 6tima substancia antimicrobiana devido a capacidade que tem de
precipitar proteinas, estando presente no mesmo. Conforme ocorreu a diminuicdo da
concentragao dessa substancia, pela quantidade do extrato, a atividade antimicrobiana também foi
reduzida, como observados nas figuras 2, 3 e 4 que ndo houve inibicdo do crescimento
microbiano.

No que diz respeito as caracteristicas particulares dos OEs em algumas pesquisas a
respeito de sua composicdo, como é o caso de Nascimento (2007), defendem que mesmo
variagdes genéticas intraespecificas da espécie vegetal podem alterar o teor do principio ativo
presente no 6leo. Entretanto, varios outros fatores incluindo clima, solo, época, forma de plantio
de cada agricultor, condicbes ambientais, proveniéncia do material da planta sendo fresco ou
seco, técnica de extragdo utilizada, fonte boténica, tratos culturais e colheita podem afetar a
composicao quimica dos 6leos, podendo provocar alteragbes em sua atividade antimicrobiana.

Portanto, o fato dos extratos multienzimaticos contribuirem na agdo antimicrobiana dos
OE ainda precisa ser mais estudado, principalmente no que se refere ao extrato utilizando o
Rhizopus microsporus, ja que este nao apresentou atividade no presente estudo e ndo existe até

o momento comparativo equivalentes na literatura.

4. CONSIDERACOES

Diante do presente estudo, foi possivel concluir que a técnica abordada pela extragao
enzimatica como solvente se faz eficaz no seu resultado final, podendo obter quantidades
significativas na extragdo de 6leos essenciais, como ja analisados em outros estudos. Também é
importante ressaltar a importancia do controle de qualidade e como os parametros organolépticos
sado mais popularmente analisados entre os pesquisadores.

E nitido que pesquisas ainda devem ser realizadas para os 6leos essenciais extraidos por
esses extratos enzimaticos, e o fato de que a enzima ativa advinda do fungo Rhizopus
microsporus nao ajude o o6leo na acdo antibacteriana precisa ser mais aprofundada,
principalmente porque ele somente foi testado em cepas de Staphylococcus aureus.

Varios parémetros podem ser analisados como o método de extracdo utilizado neste
estudo ndo ser de melhor escolha ou nao favorecer a enzima, fazendo com que o éleo essencial
perca sua fungado, ou pode estar relacionado com o cultivo, o solo, a colheita, entre outros fatores
que podem ter desfavorecido o alho comprometendo o objetivo final do éleo.
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Visto isso, faz-se necessaria a realizacdo de outros estudos sobre o tema abordado, sob o
intuito de ampliar conhecimentos e beneficiar o publico-alvo para o combate da resisténcia

bacteriana, com a efetividade comprovada e a devida segurancga ao consumidor.
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