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1. INTRODUGAO

Devido a crescente demanda por alimentos livres de aditivos e
antimicrobianos sintéticos e que, mesmo assim, sejam considerados seguros ao
consumidor, torna-se necessaria a busca por substancias naturais que em
determinadas concentracdes, assegurem a inocuidade do produto final.
Concomitantemente, a substancia natural adicionada ao alimento ndo deve
modificar as caracteristicas sensoriais originais do produto final, a menos que
essa alteracdo seja desejavel, como é o caso da adigdo de condimentos e
especiarias, que além de realcarem o sabor, também possuem principios ativos
volateis conhecidos como 6leos essenciais, que apresentam acido antimicrobiana
(MALLET, 2011).

Oleos essenciais (OE) sdo produtos obtidos de partes de plantas (flores,
folhas, raizes, frutos, sementes, entre outros) mediante destilagao por arraste de
vapor ou hidrodestilagdo, bem como os produtos obtidos por expressdo dos
pericarpos de frutos citricos (ISO, 1997). Sdo misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odorificas e liquidas, em concentragcées que
variam de acordo com a localizacdo do OE na planta, as quais também sao
influenciadas pela época da colheita, das condigdes climaticas e do solo
(MALLET, 2011).

A atividade antimicrobiana do OE vai depender do tipo, composigao,
concentracdo, processamento e das condi¢gdes de estocagem do produto, bem
como das caracteristicas dos micro-organismos testados (BERTINI et al., 2005).
Diversos estudos tém analisado a acédo antimicrobiana de OE de condimentos
como orégano, alecrim, agafrdo, alho, manjericao, pimenta, tomilho, entre outros
(MALLET, 2001).

Staphylococcus aureus é uma bactéria que apresenta forma esférica (coco)
Gram-positiva, anaerdbia facultativa, presente no ambiente e alimentos, sendo os
humanos e os animais seus principais reservatérios. Este patégeno produz uma
grande variedade de fatores de viruléncia, como as enterotoxinas, que sado as
principais causadoras de intoxicagao alimentar estafilococica (Forsythe, 2002).

Escherichia coli € um bastonete Gram-negativo, ndo esporulado, anaerébio
facultativo, que habita naturalmente o trato gastrointestinal de humanos e
animais. As linhagens patogénicas de E. coli sao divididas em seis patotipos de
acordo com os sintomas clinicos e com os mecanismos de patogenicidade.
Destes patotipos, pode-se destacar E. coli enterohemorragica (EHEC), que pode
causar diarreia sanguinolenta, colite hemorragica, entre outros sintomas
(Forsythe, 2002). Escherichia coli O157:H7 é o sorotipo mais importante
pertencente ao patotipo EHEC, e é transmitida ao homem, principalmente, através
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do consumo de alimentos contaminados, tais como carne moida crua ou mal
cozida e leite cru (WHO, 2011).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antibacteriana do 6leo essencial extraido de alho (Allium sativum L.), contra S.
aureus e E. coli O157:H7.

2. METODOLOGIA

O OE de alho foi extraido de folhas escamiformes (dentes de alho) por
hidrodestilacdo durante 2 h em equipamento Clevenger. Em seguida, a fase
oleosa foi retirada e armazenada sob refrigeragdo. Foram utilizadas as cepas S.
aureus ATCC 25923 e E. coli O157:H7 NCTC 12900, pertencentes a bacterioteca
do Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas. A avaliacido da
atividade antibacteriana do OE foi realizada através da técnica de difusdo em
agar, preparando-se os indculos de cada bactéria a ser testada em solugao salina
0,85%, de acordo com a escala 0,5 de Mc Farland (1,5 x 108 UFC mL"), os quais
foram semeados em superficies de placas de Petri contendo agar Muller Hinton
(MH). Posteriormente, 2 yL de OE foram inoculados em discos de papel filtro
esterilizados, com 6 mm de didametro e, apés a secagem dos discos, esses foram
colocados sobre as placas contendo MH, as quais foram incubadas a 37 °C por
24 h. Para avaliar a concentragao inibitéria minima (CIM), utilizou-se a técnica de
micro-dilui¢ao, seguindo as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012), com modificagdes. Adicionou-se caldo Brain Heart Infusion
contendo 1% de Tween 80 (agente emulsificante) nas cavidades de microplacas
e, apos, foram adicionadas concentragcdes de OE de alho variando de 1% a 10%,
juntamente com os indculos bacterianos. Também foram incluidos controles
positivo e negativo. As microplacas foram incubadas a 37 °C, e a densidade 6ptica
a 630 nm (DOes0) foi medida nos tempos 0 h, 24 h e 48 h de incubagdo em
espectrofotbmetro modelo Spectra Max 190 (Molecular Devices®), sendo a
atividade antibacteriana avaliada como a diferenca entre a DOsszono fim (48 h) e
no inicio (0 h) do periodo de incubacdo. A CIM foi definida como a menor
concentragdo do composto capaz de restringir a multiplicagado bacteriana para um
nivel mais baixo do que 0,07 de DOeso. A partir dos resultados da CIM, realizou-se
a determinacdo da concentragdo bactericida minima (CBM), definida como a
menor concentracdo do OE capaz de inibir 99,9% do in6culo bacteriano. As
concentragdes que atingiram a CIM foram semeadas em placas de Petri contendo
agar Brain Heart Infusion, e incubadas a 37°C por 24h. Os ensaios de difusdo em
agar foram realizados em triplicata e os da CIM e CBM em duplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste da difusdo em agar, a cepa de S. aureus utilizada neste estudo
demonstrou resisténcia ao OE de alho testado, enquanto E. coli O157:H7 mostrou
sensibilidade ao OE (Figura 1). Estes resultados séo diferentes dos obtidos por
SANTOS et al. (2011) que, utilizando a mesma técnica, observaram que o dleo
essencial de alho nao inibiu cepas ATCC e nem isolados de E. coli.
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Figura 1. Atividade antibteriana de dleo essencial de alho contra S. aureus
(esquerda) e E. coli (direita) pelo método de agar difusédo

Os valores da zona de inibicdo obtidos no teste de difusdo em agar
condizem com os resultados encontrados no teste da CIM e CBM, como pode ser
observado na Tabela 1.

Tabela 1. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de 6leo essencial de alho
contra S. aureus e E. coli por difusdo em agar, Concentracédo Inibitéria Minima e
Concentragao Bactericida Minima

Bactéria Difusdo em agar CIM CBM
S. aureus NI* 4% Bacteriostatico
E. coli 10 mm 3% Bactericida

*NI: ndo apresentou halo de inibigdo; CIM: Concentragdo Inibitéria Minima;
CBM: Concentracao Bactericida Minima.

O resultado de atividade do OE de alho contra E. coli (Tabela 1) mostra-se
promissor, tendo em vista que outros autores, como INDU et al. (2006), relataram
que o OE dessa planta apresentou atividade antibacteriana excelente contra
diferentes isolados de E. coliem todas as concentragcdes acima de 25% que
foram testadas.
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Figura 2. Média das absorbéancias das Concentracgdes Inibitérias Minimas (CIM)
por bactéria nos trés periodos de leitura

A lipofilicidade dos OE permite a sua passagem através da parede celular e
membrana citoplasmatica das bactérias, rompendo a estrutura de diferentes
camadas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipideos, degradando-os e
alterando a permeabilidade. Portanto, a atividade antibacteriana do OE de alho
sobre a bactéria Gram-negativa testada neste trabalho pode ser devida a
capacidade desses compostos hidrofébicos de chegarem ao citoplasma dessas
bactérias, passando pelos poros de proteinas presentes em sua membrana
externa. Segundo BURT (2004), geralmente os OE sdo mais ativos contra
bactérias Gram-positivas do que contra bactérias Gram-negativas, diferentemente
dos resultados encontrados no presente trabalho, bem como por USHIMARU et
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al. (2007) que, ao estudarem a ag&o antimicrobiana dos extratos metandlicos de
cravo-da-india e alho em bactérias Gram-negativas (E. colie Salmonella spp.) e
Gram-positivas (S. aureus e Enterococcus sp.), verificaram que o extrato
metanodlico de cravo-da-india foi mais eficaz para Gram-positivas e o extrato
metandlico de alho, mais eficaz contra as Gram-negativas.

4. CONCLUSOES

O OE de alho testado tem atividade antibacteriana contra S. aureus e E.
coli O157:H7, embora seja mais eficaz contra E. coli O157:H7, demonstrando
potencial de utilizagdo como bioconservantes em alimentos.
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