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Resumo: Uma das principais causas da deterioracdo dos alimentos é a contaminacéao
microbiana, que compromete a seguranca alimentar e reduz a vida Gtil dos produtos.
Bactérias como Staphylococcus aureus sao encontradas frequentemente,
representando uma ameaca significativa a saude publica por meio de doencas
patogénicas apresentadas. A busca por op¢des mais naturais, seguras e eficazes para
preservar, prolongar a qualidade dos alimentos é impulsionada pela crescente
resisténcia das bactérias a aditivos, conservantes quimicos e antibibticos
convencionais. Como resultado, a utilizacdo de plantas aromaticas, ervas e 6leos
essenciais, como o alho (Allium sativum), ganha destaque por suas propriedades
antimicrobianas. O estudo teve como objetivo principal a extracdo do 6leo essencial
de alho, por hidrodestilacdo, seguido pela avaliacdo de sua atividade antimicrobiana
contra cepas de S. aureus, utilizando o método de difusdo agar. Os testes foram
conduzidos em duplicatas, amostra controle em branco e antibiético convencional
cloranfenicol também foram analisados para comprovacao, assegurando a precisao
nos resultados. Os resultados foram realizados com concentracfes de 6leo essencial
de alho de 10 pL e 20 pL, como meio de comparacédo apresentando um halo de
inibicdo consideravel no crescimento das cepas testadas, demonstrando potencial
como agente antimicrobiano natural. A agdo antimicrobiana observada do Oleo
essencial de alho pode ser atribuida a compostos ativos em especial a alicina. A
eficacia observada do 6leo essencial de alho contra S. aureus neste estudo reforca o
potencial dessa abordagem, abrindo caminho para futuros desenvolvimentos na
formulacdo de conservantes naturais e, possivelmente, em aplicagOes terapéuticas.
O alho ndo s6 é uma solugéo viavel na preservacéo de alimentos, mas também uma
contribuicdo valiosa para a promocdo de praticas alimentares mais seguras e
sustentaveis.

Palavras-chave: Microrganismo, Inibicdo, Meio de cultura.

1 INTRODUCAO

Os Oleos essenciais sdo complexas misturas de compostos quimicos
volateis armazenados nas estruturas internas das plantas que se acumulam. Esses
compostos volateis sdo responsaveis principalmente pelo aroma caracteristico e parte

do sabor de diferentes plantas medicinais, isso € devido pela composicdo quimica
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sofrer constante modificacdes, permitindo a planta se adaptar de forma dinamica as
mudancas em seu ambiente interno e externo (GALPER; SHUTES, 2021).

Dessa forma, estudos tém sido conduzidos com o objetivo de substituir
aditivos por alternativas naturais com propriedades antimicrobianas como no caso 0
Oleo essencial de alho, visando aumentar a vida util dos alimentos, reduzindo os
potenciais efeitos téxicos, além de combater, inibir ou até mesmo retardar os
microrganismos patogénicos, garantindo a qualidade e seguranca dos alimentos
(JUNG et al., 2017).

De acordo com Caldas et al. (2019), o método por hidrodestilacao,
utilizando o aparelho Clevenger, destaca-se como uns dos métodos de destilacao
mais eficaz para a extracdo de Oleos essenciais, proporcionando um rendimento
superior e uma qualidade elevada do produto obtido.

A patrtir disso, esse trabalho tem por finalidade verificar a acdo inibitoria do
microrganismo Staphylococcus aureus bactéria Gram-positivo, frente ao 6leo
essencial de alho, através do método de extracdo por hidrodestilacdo, estudo de
grande importancia principalmente para as industrias de alimentos.

Contudo, o presente estudo contribuird no avanca das pesquisas na area
dos 6leos essenciais, uma area amplamente explorada, por diferentes aplicacdes

devido aos seus componentes amplamente benéficos a saude humana.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais (OEs) sdo definidos como substancias lipofilicas e
odoriferas, geradas por plantas aromaticas como resultado do seu metabolismo
secundario. Constituidas principalmente por terpenos e fenilpropanoides, sé&o
instaveis na presenca de metais, umidade, calor, luz e ar (ALVES et al., 2022).

Para Correa (2017), Oleos essenciais sdo compostos naturais,
reconhecidos pela sua volatilidade e solubilidade em lipidios e solventes orgéanicos,
caracterizados por exalar aromas intensos provenientes de plantas aromaticas
durante o metabolismo secundario. Frequentemente, sdo obtidos por destilacdo a
vapor, sendo amplamente reconhecidos por suas propriedades medicinais, incluindo
atividades bactericida, virucida e antifangica.
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Sousa (2018) acrescenta que além da acao bactericida e antifingica, os
Oleos essenciais apresentam atividades anti-inflamatdrias, antissépticas,
antioxidantes, analgésica, capacidade hidratante e poder cicatrizante.

De acordo com Galper e Jhutes (2021), 6leos essenciais sdo extratos
aromaticos altamente concentrados, obtidos por destilacdo ou expresséo de diversos
materiais botanicos, incluindo flores, sumidades floridas, frustos e suas cascas, ervas,
folhas, agulha e seus ramos, resinas, raizes, sementes e madeiras.

Os Oleos essenciais sdo conhecidos por terem baixo peso molecular e
serem liquidos oleosos naturais. A composicdo quimica desses compostos pode
variar significativamente devido a diversos fatores, incluindo a regido geografica,
clima, tipo de solo, exposicdo solar e niveis de precipitacdo. Essas variacdes
ambientais e ecoldgicas resultam na formacdo de diferentes quimiotipos dentro da
mesma espécie, subespécie ou variedade de planta. Esses quimiotipos se distinguem
pela presenca de metabdlitos secundarios distintos ou pela variacdo nas quantidades
desses metabdlitos, conferindo-lhes propriedades quimicas e biolodgicas Unicas
(CORREA 2017; POLATOGLU, 2013).

Segundo Reis et al., (2020), os 6leos essenciais presentes nas especiarias
desempenham func¢des bioldgicas cruciais nos mecanismos de defesa das plantas.
Eles atuam como agentes antimicrobianos naturais e tém potencial para serem
utilizados como aditivos, substituindo conservantes artificiais convencionais.

Nesse contexto, ha um crescente interesse na investigacdo das
propriedades antimicrobianas de plantas e ervas, destacando-se o alho (Allium

sativum) como um dos principais botanicos a serem explorados (YADAV et al., 2015).

2.2 ALHO E SUA COMPOSICAO

O alho (Allium sativum) é uma planta herbacea aromatica, pertencente a
familia Liliaceae, amplamente consumida em todo mundo, tanto como alimento quanto
no uso de medicamentos fitoterdpicos como remédio tradicional para diversas
doencas, inclusive propriedades antimicrobianas (FERREIRA et al., 2021).

Tais propriedades do alho estdo relacionadas aos compostos quimicos e
bioativos, o principal sdo os compostos organossulfurados, que estdo diretamente

relacionados ao sabor e aroma caracteristicos da planta (ALVES et al., 2021).
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Dentre os compostos organossulfurados, os principais componentes ativos
encontrados no alho séo tiossulfonato de dialil (alicina), aliina, ajoenes, sulfeto de
dialil, sulfeto de metil alilo, vinilditiinas e flavonoides, como a quercetina (YOO et al.,
2014, BATIHA et al., 2020).

Oliveira et al., (2021) descreve que a alicina e os fenélicos séo os principais
compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana, o alho (Allium sativum) tem
acdo antifungico, antibacteriano viabilizando a atividade patogénica no processo de
supresséo celular.

Na pesquisa realizada por Lopes et al., (2023), estudos demonstram que
a atividade antimicrobiana do alho tem ganhado grande visibilidade, especialmente se
tratando dos Oleos essenciais e sua eficAcia contra diversas espécies de
microrganismos (MO). Existem diversos métodos que podem ser utilizados, sendo a

hidrodestilacdo um dos principais e mais comuns.

2.3 METODOS DE EXTRACAO

Os 6leos essenciais por serem compostos volateis, sdo caracterizados por
apresentarem forte e intenso aroma, extraidos de fontes naturais, como plantas
aromaticas e especiarias. Existem diversos métodos para a extracdo de Oleos
esssenciais, tais como: destilacdo por arraste a vapor, extragdo com CO2 supercritico,
maceracao, ultrassom, destilacdo com agua ou hidrodestilacdo e expressao a frio,
sendo esses dois Ultimos os principais métodos utilizados (BUENO et al., 2023;
GASPER; JUTHES, 2021).

2.3.1 Extracao por Hidrodestilacdo

A extracdo por hidrodestilagdo € um método tradicional e versatil, onde o
material vegetal € mantido em contato com a agua fervente. O vapor resultante forca
a abertura das paredes celulares, fazendo com que o 0Oleo presente entre as células
da planta se evapore (SILVA FILHO, 2022).

Nesse processo, utiliza-se um baldo de fundo redondo, onde a matéria-
prima, geralmente vegetal, € misturada com agua destilada. O baldo é acoplado em
manta térmica até chegar ao ponto de ebulicdo. O vapor de agua transporta essas
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substancias aromaticas volateis até o condensador, onde a mistura é resfriada e
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retorna ao estado liquido. Contudo, os 6leos essenciais ndo se misturam com a agua,
resultando em uma separacédo de fases, onde a fase oleosa permanece na parte

superior e a fase aquosa fina na parte inferior (FRANCA, 2021).

2.3.2 Expresséo a Frio

O termo expresséo a frio, também é conhecida como presséo a frio ou
écuelle & piquer, refere-se a um método especifico de extracdo para 0leos essenciais
de frutas citricas, como tangerina, limdo, bergamota, laranja e lima. Os Oleos
essenciais citricos nesse processo sao separados por separacdo mecanica do 6leo
gue estao presentes nas cascas dos frutos. Por serem processados a frio a vantagem
que esses Oleos oferecem € um aroma idéntico ao da casca fresca dos citricos. As
principais diferencas entre o0s 0leos citricos destilados e os espremidos estdo
diretamente ligados a sua toxicidade e a sua volatilidade, os 6leos destilados acabam
se degradando mais rapidamente e sao mais instaveis comparando com 0S
espremidos (GALPER; JHUTES, 2021).

2.4 POTENCIAL ANTIMICROBIANO E APLICACOES

Atualmente, ha um crescente interesse na investigacédo das propriedades
antimicrobianas de plantas e ervas, especialmente em relacado aos 6leos essenciais
(OEs) e sua eficacia contra diversas espécies de microrganismos (YADAV 2015;
LOPES et al., 2023).

O alho (Allium sativum) destaca-se nesse contexto, tendo sido amplamente
utilizado como medicamento fitoterapico devido aos seus compostos bioativos. Esses
compostos, particularmente os sulfurados como a alicina, sdo reconhecidos por suas
propriedades terapéuticas robustas, que incluem atividades antimicrobianas
significativas (OLIVEIRA et al., 2021).

Pesquisas recentes tém explorado os mecanismos de acdo desses OEs,
visando desenvolver alternativas promissoras aos antibidticos convencionais e
combater a crescente resisténcia antimicrobiana. Estudos demonstram que o 0leo
essencial de alho é eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,

abrangendo uma ampla gama de patdgenos, como Staphylococcus aureus e
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Escherichia coli, além de fungos e virus. A acdo desses compostos envolve a
interferéncia em processos celulares essenciais dos microrganismos, como a sintese
de proteinas e a integridade da membrana celular (SALEHI et al., 2019).

Além disso, a aplicacdo de Oleos essenciais de alho em produtos
alimenticios como agentes preservativos naturais tem ganhado atencéo, contribuindo
para a seguranca alimentar e a reducdo do uso de conservantes sintéticos,
representando uma alternativa promissora no controle de patégenos alimentares e
clinicos (JUNG et al., 2017).

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Este procedimento descreve a extracdo de 6leo essencial de alho (Allium
sativum) utilizando o método de hidrodestilacdo, incluindo etapas detalhadas de
preparacdo do material vegetal, montagem do sistema de extracdo, coleta do Oleo

essencial e analise quimica.

3.1 PREPARACAO E EXTRACAO DO BULBO DE ALHO

Os bulbos frescos de alhos (Allium sativum) foram adquiridos e
armazenados na geladeira até sua utilizacdo. Para a preparacdo e extracdo da
amostra foi utilizado como referéncia a metodologia de Caldas et al., (2019), com
algumas adaptacdes. Para a preparagédo da amostra, usou-se 30 gramas de bulbo de
alho in natura devidamente descascados e selecionados. Em seguida foram cortados
em pequenos pedacos e esmagados com o auxilio de um almofariz e pistilo estéril e
deixados descansar por aproximadamente 10 minutos em temperatura ambiente para

aumentar a quantidade de alicina presente na amostra.

3.1.1 Procedimento de obtencéo do 6leo essencial de alho

Dando continuidade aos estudos de Caldas et al., (2019), para a extracao
do 6leo essencial de alho, utilizou-se o aparelho de Clevenger. Apds o periodo de
espera de 10 minutos, a amostra macerada foi transferida para um baldo de fundo
redondo com capacidade de 500 mL. Em seguida foram acrescidos 120 mL de agua

destilada previamente aquecida a temperatura de 60 °C. O baldo de fundo redondo
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com a amostra é colocado na manta aquecedora, onde é acoplado o condensador,
devidamente conectado as mangueiras de entrada e saida de agua para garantir um
fluxo continuo de agua fria, essencial para a condensacao dos vapores. Com todos
0Ss componentes montados, inicia-se a destilacdo mantendo o aquecimento em torno
de 50 a 60 °C, iniciando o processo de extracdo de Oleo essencial de alho por
hidrodestilacdo. O sistema de evaporacdo e condensacao foi mantida de forma
continua por um periodo de 6 horas, ao término do qual o sistema foi desligado e o
hidrolato coletado.

A quantificacdo do volume de O6leo essencial extraido foi realizada
diretamente na escala volumétrica do tubo separador do aparelho Clevenger. Em
seguida, o Oleo obtido foi transferido para um frasco ambar de 5 mL, sendo
armazenado na geladeira e protegido da luz direta.

4.1 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS COM MICROORGANISMOS

O ensaio para avaliar a capacidade inibitéria do 6leo essencial de alho foi
conduzido utilizando o microrganismo Staphylococcus aureus, bactéria Gram-positiva.
Foram mensurados os diametros dos halos de inibicdo formados por duas

concentracdes diferentes do 6leo.

4.1.1 Cultivo e meios de cultura microbiana

O microrganismo Staphylococcus aureus foi obtido a partir de uma cepa
padrdao armazenada em cultura de estoque. Inicialmente, a cepa foi reativada em
caldo de cultura TSA (Triptona Soja Agar) e incubada a 34 °C por 24 horas. Apds a
incubacédo, permaneceu sobre refrigeragéo.

Posteriormente, foram preparadas as placas de Petri contendo agar
Mueller-Hinton utilizado para investigar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de alho por meio de difusdo em disco. Para a preparacédo foram dissolvidos 18 gramas
do p6 em 500 mL de agua destilada, aquecendo a solugdo até atingir o ponto de
ebulicdo. A solucao foi mantida em fervura continua por um periodo de 5 minutos para

assegurar a completa dissolucédo e homogeneizacdo dos componentes.
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A solucéo foi entdo esterilizada em autoclave a 121 °C por 15 minutos.
ApoOs a esterilizacdo, foi distribuida em placas de Petri estéreis e armazenada sob

refrigeracdo sem a incidéncia de luz até o momento da utilizacao.

4.1.2 Ensaios microbioldgicos

As placas previamente preparadas com agar Mueller foram retiradas da
refrigeracao e deixadas alcangar a temperatura ambiente.

O in6culo foi padronizado adotando a escala padréo de turbidez McFarland
a 0,5%, método amplamente utilizado para quantificar a densidade de suspensdes
bacterianas em meios liquidos, correspondendo a uma concentracao aproximada de
1,5x108 Unidades Formadoras de Colbnias (UFC).

Para iniciar a preparacdo da suspensao bacteriana, 5 mL de solucéo salina
a 0,9% foram adicionados a um tubo de ensaio, ao qual S. aureus foi gradualmente
incorporado com uma alca de inoculagéo até atingir a turbidez desejada, conforme a
escala de McFarland.

Os ensaios foram realizados em duplicata, placas de Petri preparadas com
agar Mueller-Hinton foram estriadas com o auxilio da alca de inoculacéo esterilizada
mergulhada na suspensao bacteriana.

Para avaliar a inibi¢cdo, discos de 6 mm de diametro foram colocados no
centro de placas contendo 6leo essencial de alho nas concentracdes de 10 pL e 20
uL. Além das diferentes concentragdes do Oleo essencial, foram preparadas duas
placas de controle. A primeira foi tratada com 30 pg de cloranfenicol, um antibiético
utilizado como referéncia positiva de inibicdo. A segunda placa ndo recebeu nenhuma
substéancia, funcionando assim como controle negativo. Essas placas foram incubadas
em estufa a 37 °C por um periodo de 24 horas. ApoOs esse periodo, os diametros dos
halos de inibicdo formados ao redor dos microrganismos nas placas foram

cuidadosamente medidos e registrados.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados obtidos por meio do método de difusdo em disco demonstraram
a formacgéao de halos de inibi¢do do crescimento em todas as cepas analisadas neste
estudo, conforme apresentado na Tab. 1.
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Tabela 1: Resultados obtidos, mostrando a média dos diametros dos halos de

inibicdo (mm) do 6leo essencial de alho frente a cepa S. Aureus.

Oleo essencial de alho

Bactéria Concentracéao Halos (mm)
Staphylococcus aureus 10 uL 16 -18
Staphylococcus aureus 20 uL 19-20

Antibidtico 30 uL 28

Resultado Eficaz

Fonte: Do autor (2024).

Diante dos resultados obtidos, a extracdo por hidrodestilacdo do 6leo
essencial de alho demonstrou uma atividade antimicrobiana promissora contra
Staphylococcus aureus nas concentracdes de 10 e 20 pL. Observou-se ainda uma
inibicdo significativa do crescimento bacteriano com a zona de inibi¢cdo variando de 16
a 20 mm, dependendo da concentracgao utilizada.

O alho contém uma elevada concentracdo de compostos ativos, sendo a
alicina um dos mais destacados.

Ao ser cortado, macerado ou triturado, a enzima alinase promove a
transformacao da aliina em alicina, o principal composto bioativo do Allium sativum.
Essa transformacéo é a responsavel pelo aroma caracteristico do alho, resultado da
conversdo da aliina, um dos componentes mais abundantes na especiaria. A alicina,
liberada durante a trituracdo do alho, torna-se uma substancia intensamente
perceptivel em termos de sabor e odor, conferindo ao alho suas propriedades
sensoriais distintivas (OLIVEIRA et al., 2021).

Assim, com base na analise dos resultados obtidos, pode-se determinar
que o Oleo essencial de alho demonstrou uma inibicdo significativa e eficacia
antimicrobiana contra o microrganismo testado.

A partir dos testes apresentados na Fig. 1, constatou-se que a amostra que
foi submetida na concentracdo de 20 puL demonstrou melhor resultado perante ao

microrganismo.
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Figura 1: Testes de difusdo em agar com dleo essencial
de alho frente a bactéria S. aureus.

Fonte: Do autor (2024).
Durante os ensaios, foram conduzidos testes comparativos envolvendo um
controle com branco e um controle com antibiético, conforme ilustrado na Fig. 2, para

assegurar a confiabilidade dos resultados.

Figura 2: Testes controle o branco e antibiético.
» . - . . *-. ., - o

Fonte: Do autor (2024).

Nas Fig. 3 e Fig. 4, os testes conduzidos em duplicata revelam claramente
a formacdo de halos de inibicdo nas concentracbes de 10 puL e 20 pL,
respectivamente.

Fig

ura 3: Concentragéo de 10
™ = . .

L

Fonte: Do autor (2024).
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Fonte: Do autor (2024).

5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o 6leo essencial de
alho, extraido pelo método da hidrodestilacéo, apresenta uma notéavel eficacia contra
0 microrganismo Staphylococcus aureus. A atividade antimicrobiana observada
sugere gue este 6leo essencial pode ser considerado uma alternativa promissora no
combate as infeccbes causadas por essa bactéria, reforcando seu potencial para
aplicacbes em areas como a preservacao de alimentos e a formulacdo de produtos
antimicrobianos.

A composicao quimica do alho rica em compostos sulfurados, como alicina
e dialil dissulfeto, parece ser o principal fator responsavel pela elevada acéo
antimicrobiana observada. Além disso, a extracdo do 6leo essencial de alho realizado
através do sistema Clevenger demonstrou ser uma técnica eficiente em se tratando
de compostos bioativos, preservando suas propriedades.

A analise dos dados sugere que o 6leo essencial de alho ndo apenas é
eficaz contra Staphylococcus aureus, mas também pode ser uma alternativa natural
promissora para o desenvolvimento de agentes antimicrobianos, especialmente em
um cenario onde a resisténcia bacteriana aos antibidticos tradicionais continua a
crescer.

Portanto, este estudo contribui de maneira significativa para a
compreensdo da acdo do 6leo essencial de alho, abrindo caminhos para futuras
pesquisas, para tanto existe a necessidade da continuacdo dos estudos, para que
sejam aprimoradas diferentes aplicacbes do alho devido a grande variedade de

espécies.
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