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RESUMO

Buscou-se identificar e comparar a atividade antibacteriana do extrato alcodlico de trés
acessos de Allium tuberosum - Rottler ex Sprengl — Liliaceae - originarios da regido
metropolitana de Porto Alegre/RS frente a agentes de toxinfec¢des alimentares,
especificamente: Staphylococcus aureus (ATCC 25.923), Enterococcus faecalis (ATCC
19.433), Salmonella Enteritidis (ATCC 11.076) Escherichia coli (ATCC 11.229).
Inicialmente, in vitro, através de Teste de Dilui¢do, por meio de Sistema de Tubos
Multiplos e o emprego de desinibidores bacterianos, determinou-se a Intensidade da
Atividade de Inibicao Bacteriana (IINIB) e a Intensidade de Atividade de Inativacao
Bacteriana (IINAB), revelando-se capacidades seletivas sobre os diferentes indculos
Gram-negativos, que atingiram inibi¢do e inativacdo maximas e permanentes para
Salmonella as 48 horas de confrontacdo indculo/extrato, € as 72 horas de confrontagao
para Escherichia coli, respectivamente. As bactérias Gram-positivas ( Staphylococcus e
Enterococcus) apresentaram resisténcia total nas diferentes confrontacdes. Nao houve
diferenca significativa na atividade antibacteriana das trés amostras de alho em estudo.
Em um segundo momento, para um dos acessos de alho, através de Teste de Suspensao,
determinou-se =~ [INAB em duas simulagdes de preparagdo alimentar, requeijao
cremoso ¢ caldo de carne, condimentados com alho nird, respectivamente. No modelo
requeijdo, E.coli mostrou-se completamente resistente em concentragdes finais de 10°,
10*°10° U.F.C./mL, estas imediatamente acima da concentracio maxima tolerada pela
legislacdo brasileira, em trés tempos de confrontacdo (24, 48, 72 horas), nas
concentragdes finais do extrato alcodlico de 10, 20 e 30 %, atendendo a legislagdo
quanto a padrao de identificagdo e qualidade deste alimento. No caldo de carne, na
concentrag@o constante de 50 % de planta originalmente verde, Salmonella foi inativada
totalmente na concentragdo de 10° U.F.C./mL ja as 24 horas de confrontagdo, enquanto
Escherichia atingiu este patamar as 48 horas de confrontagdo,Comenta-se, outrossim, o
significado da inibi¢do bacteriana demonstrada, relacionada a  preditividade dos
resultados de diagnostico bacterioldogico em protocolos de investigacdo de surtos

toxinfectivos alimentares.

Palavras-chaves: Allium tuberosum, condimentos vegetais, atividade antibacteriana.



ABSTRACT

It was looked for to identify and to compare the antibacterial activity of the alcoholic
extract of three accesses of Allium tuberosum - Rottler ex Sprengl - Liliaceae -
original from Porto Alegre (RS/BR) metropolitan area, confronted to alimentary toxic
infections agents, specifically: Staphylococcus aureus (ATCC 25.923), Enterococcus
faecalis (ATCC 19.433), Salmonella Enteritidis (ATCC 11.076) Escherichia coli
(ATCC 11.229). Initially, in vitro, through Test of Dilution, System of Multiple Tubes
and the use of bacterial uninhibitors, was determined the Intensity of the Activity of
Bacterial Inhibition (IINIB) and the Intensity of Activity of Bacterial Inactivation
(IINAB), being revealed selective capacities on the different Gram-negative inoculums,
that reached inhibition and maximum and permanent inactivation for Salmonella at 48
hours of confrontation inoculum/extract, and 72 hours of confrontation for Escherichia
coli. The Gram-positive bacteria (Staphylococcus and Enterococcus) presented total
resistance in the different confrontations. There was not significant difference in the
antibacterial activity of the three accesses of garlic in study. Subsequently, for one of
the samples of garlic, through Test of Suspension, was determined IINAB in alimentary
simulation of creamy cheese seasoned with alcoholic extract in final concentration of
10, 20 and 30%, assisting to the legislation as for to identification pattern and quality of
this food; as well as in simulation of alimentary preparation of bouillon, with the plant
recently picked, in the final concentration of 50%. In the model creamy cheese, E.coli
was shown completely resistant in final concentrations of 10°, 10* and 10° U.F.C./mL,
these immediately above the maximum concentration tolerated by the Brazilian
legislation, in three times of confrontation (24, 48, 72 hours), in all of the final
concentrations of the alcoholic extract. In the conditions of the simulated bouillon,
Salmonella was totally inactivated in the concentration of 10° U.F.C./mL already at 24
hours of confrontation, while Escherichia reached this point at 48 hours of
confrontation. Is commented, likewise, the meaning of the demonstrated bacterial
inhibition, related to the prediction of the results of bacteriological diagnosis in

protocols of alimentary toxic infective outbreaks investigation.

Keywords;  Allium  tuberosum, vegetal condiments, antibacterial activity,
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INTRODUCAO
1.1 Consideracoes Iniciais

Por defini¢do, condimentos e especiarias sdo produtos aromaticos de origem
vegetal empregados principalmente para conferir sabor aos alimentos. Além desta
utilidade possuem também propriedades antimicrobianas, antioxidantes e medicinais e
aproximadamente 70 condimentos diferentes sdo largamente cultivados e utilizados em
todo mundo, relacionados a gastronomia étnica e cultural e disseminados através dos
movimentos migratorios ¢ mesmo turisticos (SHELEF,1983).Para o autor, porém, as
concentragdes da maioria dos condimentos empregadas para realcar o aroma e sabor dos
alimentos variam entre 0,5% a 1,0% , na qual nd3o inibiriam o desenvolvimento

microbiano, o que dependeria de concentragdes superiores a 1,0%.

Por sua vez, Ozcan & Erkmen (2001) destacam o interesse generalizado em
descobrir novos agentes antimicrobianos, devido ao alarmante aumento de

microorganismos resistentes aos antibidticos disponiveis.

Deans & Richtie (1987), bem como Bara (1992), ressaltam a demanda de
substituicdo dos aditivos sintéticos por produtos naturais existentes no diferentes
condimentos, na dependéncia fundamental da determinacdo de suas concentragdes

ideais nos alimentos.

Na industria alimenticia, sabe-se que a conservagao quimica limita a condi¢ao de
1198 B 29 .« o~ . . ,
alimento natural”, embora se apresente, por vezes, como condi¢cdo imprescindivel e

fundamental na questdo de seguranga alimentar (BEDIN, et al 1999).

Segundo Kyung et al. (1996), a utilizagao de condimentos naturais, de origem
vegetal, torna o alimento mais atrativo ao consumidor, por ndo apresentarem efeito
toxico, mesmo quando empregadas em concentragdes relativamente elevadas. Além dos
beneficios proporcionados a satde, diversos estudos t€ém demonstrado o efeito inibidor
de condimentos no desenvolvimento de microrganismos deterioradores € mesmo
patogénicos, veiculados por alimentos. As diferentes civilizagdes, através de complexas
manifestagdes de arte e cultura, mormente gastrondmicas, apropriam-se dos diferentes
recursos naturais renovaveis, disponiveis localmente, para agregar palatabilidade e

qualidade sanitéria aos seus alimentos.
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O presente estudo propde avaliar in vitro a atividade antibacteriana de amostras
de trés acessos de Allium tuberosum - Rottler ex. Sprengl- Liliaceae - procedentes da
regido metropolitana de Porto Alegre/RS/BR, frente a agentes toxinfectivos alimentares
padrdes, bem como testar sua eficacia em duas simulagdes de preparacdes alimentares,

relacionando-a, outrossim, a preditividade diagnostica dos resultados observados.

1.2 O problema

O Allium tuberosum Rottler ex Sprengl — Liliaceae -, utilizado como
condimento in natura, em diferentes condigdes de extragdo, possui atividade

antibacteriana seletiva em alimentos?

1.3 A hipotese

Como hipoétese principal neste projeto, espera-se que o alho nira (Allium
tuberosum Rottler ex Sprengl - Liliaceae) apresente atividade antibacteriana seletiva

sobre contaminantes, em preparagdes alimentares condimentadas.

1.4 Justificativa

A Atengdo Primaria em Saude ¢ definida pela utilizagdo de tecnologias praticas,
cientificamente asseguradas, socialmente aceitdveis, economicamente vidveis € que
possam ser postas ao alcance de toda a comunidade. Neste sentido, a valorizagdo do
potencial da medicina tradicional e o conseqiiente uso das plantas medicinais vém sendo
enfatizados como suportes que a fundamentam. Este fato ¢ refor¢ado pelas diferentes
resolugdes das Assembléias Mundiais de Saude, da Organizacdo Mundial de Saude,
sintetizadas por "save plants that save lifes", a simula da declaracdo de Chiang-Mai, em
1988 na Tailandia ( AKERLE, 1988 ).

Almeida Meirelles et al. (1996) exploram a existéncia de espagos no processo de
produgdo e escoamento de produtos agricolas visualizando, no cooperativismo ¢ na
industrializagdo, a viabilidade das unidades de producdo familiar-industrializagdo, pois

0 processo tangencia formas e procedimentos de aproveitamento de nichos de mercado
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para adquirir uma parcela de valor agregado aos produtos agricolas. Os autores
acrescentam que, do ponto de vista do mercado, ¢ necessario destacar que a procura
atual por produtos diferenciados vem abrindo mercados que viabilizam a producdo para
demandas especificas. As agroindustrias familiares, dentro desta perspectiva,
necessitam atender a estes requisitos e desenvolver linhas de produtos diversificados
que possam atrair consumidores, bem como concorrer com um setor oligopolista no

qual os precos sdo fixados unilateralmente.

No Brasil, destacam-se as analises pioneira e classicas de Josué¢ de Castro - um
dos fundadores da FAO - sobre o fenomeno da fome, ainda na década de 1930. A
agricultura camponesa familiar ja figurava como componente estratégico num modelo
de desenvolvimento com €nfase no mercado interno, sem subestimar a diversificagcao
das exportagdes e valorizando a integracdo regional. A instalagdo do CONSEA
(Conselho Nacional de Seguranca Alimentar) em 1993 contribuiu para a definitiva
introdugdo da questdo agroalimentar ¢ da fome como temas prioritdrios na agenda
politica nacional. Um de seus méritos foi dar notoriedade ao quadro dramético da
existéncia de 32 milhdes de miserdveis no campo e nas cidades. “A fome ndo pode
esperar” foi o lema que inspirou os fundamentos da Seguranca Alimentar / Nutricional
sustentavel quais sejam, a garantia de sua qualidade bioldgica, sanitaria, nutricional e
tecnologica, bem como a garantia de acesso a informagdo, educagdo, alimentar,

nutricional (Maluf et. al., 1996).

A Seguranca Alimentar deve assegurar que toda a populagdo disponha de acesso
fisico e econdmico a alimentos indcuos e nutritivos, que permitam manter uma vida
sadia, ativa e produtiva. (OPAS/OMS, 2001). O conceito brasileiro de Seguranca
Alimentar, elaborado na I Conferéncia Nacional de Seguranga Alimentar, em 1994
Jefere que devem ser garantidos alimentos para todas as pessoas em quantidades de

macro e de micronutrientes suficientes e com baixo custo.

O programa de Agroindustria Familiar implantado no Estado do Rio Grande do
Sul, em 1999, busca estimular a organizacdo solidaria dos agricultores familiares, em
agroindustrias, valorizando a identidade cultural, proporcionando a elaboragdo de
produtos diferenciados e de qualidade para o mercado local e regional. Um modelo

alternativo baseado na sustentabilidade, na preservagdo do meio ambiente e no

13



desenvolvimento regional (Governo do Estado do Rio Grande do Sul/ Secretaria da

Agricultura e Abastecimentos,1999).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Sistemas antimicrobianos naturais

A industria de alimentos necessita eficiéncia nas respostas as mudangas
constantes dos requisitos exigidos pelos consumidores. A tendéncia recente inclui o
desejo por alimentos de alta qualidade, preferencialmente que ndo estejam

extremamente processados e o mais naturais ¢ possivel (GOULD,1995).

H4 uma pressdo da industria de alimentos para que sejam removidos
completamente conservantes quimicos ou que se adotem alternativas naturais para a
preservacao do tempo de vida dos produtos alimenticios. Entre muitas alternativas
encontram-se os Sistemas Antimicrobianos Naturais, que poderiam ser usados no lugar
de outras substincias consideradas como ndo naturais (Tassou et al. 1995). Seguindo
esta tendéncia e tomando como base a toxicidade ou suspeita de toxicidade de alguns
aditivos quimicos aos consumidores ¢ o abuso da utilizacdo de compostos quimicos, 0s
aspectos legislativos da producao de alimentos t€ém demandado uma diminuicao dos
indices e utilizacdo de aditivos quimicos na industria de alimento (COOTE, BRULL

1999).

A concepgdo quimica de alimentos consiste ndo s6 em proteger o alimento por
uma substancia quimica determinada, mas sim em promover um ambiente hostil aos

microorganismos nocivos, utilizando os fatores possiveis (MULTON, 1988).

Com a difusdo das modernas técnicas de preservagdo, as pesquisas sobre a
atividade antimicrobiana das plantas se haviam tornado esporadicas, mas nesta ultima
década, porém, pode-se observar um interesse renovado pela atividade antimicrobiana
dos condimentos. Admite-se agora que os condimentos e ervas podem ter mais que uma
funcdo em alimentos nos quais sdo adicionados. Em adi¢do a propriedade aromatizante,
certos condimentos prolongam a vida util de estocagem de alimentos por sua atividade
bacteriostatica e bactericida, prevenindo o comeco da deterioragdo e o crescimento de

microorganismos indesejaveis (SHELEF, 1983).
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Avancini (1995) verificou a atividade antibacteriana do decocto de Baccharis
trimera (Less) D. C. — Compositae (carqueja), através de testes de padroes
internacionais (desinfectograma), em bactérias Gram-positivas (Stapyilococcus aureus e
Streptococcus uberis) e Gram-negativas (Salmonella pullorum e Escherichia coli), de
importancia em saude e produ¢do animal, demonstrando que, embora houvesse agao
antibacteriana nas Gram-negativas, as Gram-positivas apresentaram maior sensibilidade
ao extrato da planta, indicando seletividade. Esse estudo confirmou o atributo

antisséptico conferido popularmente a carqueja.

Bedin (1998), estudando bactérias de interesse em alimentos, demonstrou que o
decocto de Origanum applii (Domin.) Boros —Labiatae- (orégano) apresentava atividade
antibacteriana sobre Salmonella Enteretidis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
abrindo novas possibilidades para o processamento e conservagdo de alimentos com uso
de condimentos antimicrobianos. Em suas conclusdes, sugere que a determinacdo da
atividade antibacteriana de plantas permite subsidiar novas pesquisas reproduzindo
tecnologias de processamento de alimentos. Os sistemas antimicrobianos naturais, com
o uso de condimentos antimicrobianos associados a processos tecnoldgicos de
conservagao de alimentos, constituem um conceito novo € promissor nos programas de

seguranca alimentar.

2.2 Condimentos ou especiarias - Atividade antimicrobiana

As especiarias e os condimentos tém sido usados desde os tempos pré-historicos.
No antigo Egito, determinadas especiarias foram empregadas para embalsamar e, em
muitos paises, elas sdo usadas para fins medicinais, bem como em locais de clima
quente onde falta refrigeragdo, t€ém servido para mascarar o sabor ¢ odor de carnes em
inicio de decomposig@o. O interesse da microbiologia por esses condimentos se da por
quatro razdes fundamentais: os alimentos podem mofar, se mantidos & umidade e a
temperaturas inadequadas, podendo também conter quantidades de microorganismos
que, ao serem introduzidos nos alimentos, podem provocar alteragdes e ocasionar
enfermidades a quem os ingere. Em certos casos, podem ainda estimular o metabolismo
microbiano e exercer certa acdo antimicrobiana, ajudando na conservaciao de alimentos

(ICMSF,1980).
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Os sistemas de alimentacdo humana tém sofrido radicais modificacdes nos
grandes centros urbanos, que requerem alimentos industrializados, quase sempre de alto
valor nutritivo, porém carentes de cor e sabor que, no entanto, sdo acrescentados por
corantes e condimentos naturais, processados ou sintéticos. Os condimentos, além de
melhorar o sabor dos alimentos, exercem funcdo reguladora ponderal sobre o
organismo, estimulando a digestao através da salivagao e da secrecdo do suco digestivo.
As bases quimicas destes produtos naturais presentes nas ervas condimentares e
especiarias sdo responsaveis pelo efeito fisiologico benéfico a satide e ao bem estar

humanos (GIACOMETTI, 1989).

Especiarias e ervas sdo usadas diariamente em alimentos, principalmente por
seus sabores e aromas. Suas concentracdes nos alimentos sdo determinadas pela
preferéncia de sabores e normalmente se encontram entre 0,5 a 1% no produto final. Os
componentes dos sabores consistem em compostos como alcoois, aldeidos, ésteres,
terpenos, fendis, acidos organicos e outros, muitos dos quais ainda ndo foram totalmente
identificados. Estima-se que uma grande quantidade de especiarias sao consumidas
anualmente nos Estados Unidos, sendo que 20% destas sdo usadas na industria de

carnes (SHELEEF et al., 1980).

Consideram-se especiarias as substidncias aromadticas ou picantes de origem
tropical, usadas para dar sabor e odores aos alimentos, tais como a pimenta, a canela, o
gengibre e o cravo. Recentemente tém sido incluidas nesta classificagdo as folhas de
algumas plantas de clima temperado como o orégano, a alfavaca, a manjerona, o louro e
outras sementes de plantas que, em alguns casos, sdo tropicais como a mostarda e o
anis. Atualmente a Associagdo de Comércio define estes produtos como ““ aqueles de
origem vegetal que basicamente sdo usados para temperar os alimentos” (ICMSF,op

cit.).

Os condimentos sdo plantas aromadticas secas, usadas para aromatizar alimentos
e bebidas, incluindo folhas como as do alecrim e da salvia, flores e botoes florais como
cravo-da-india, bulbos como alho e a cebola, rizomas como asafétida, frutos como a

pimenta, cardamomo, bem como outras partes da planta (SHELEF, et al., op.cit.).

O Regulamento de Inspe¢ao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (Brasil, Ministério da Agricultura, Abastecimento e Reforma Agraria, 1997)

entende por condimento o produto contendo substancias aromaticas, sipidas, com ou
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sem valor alimenticio, empregado com o fim de temperar alimentos, dando-lhes melhor
aroma ¢ sabor. Permite 28 diferentes corantes e condimentos vegetais, fornece os

nomes cientificos e prevé que esteja a cargo do DIPOA a avaliagdo de origem animal.

Quanto a contaminag¢do de condimentos, Shelef et al. (op.cit.) referem que
poucos microorganismos estdo presentes em condimentos com alta atividade
antimicrobiana como orégano, salvia e cravo-da-india. Porém, em locais onde as
condigdes de higiene sdo precarias, podem-se encontrar contaminagdes por varias
bactérias e fungos nos condimentos. A sobrevivéncia e a multiplicagdo dos
microorganismos sdo limitadas nas ervas secas, mas a contaminacdo de condimentos

tem sido reportada como veiculo de deteriorantes e contaminantes em alimentos.

Segundo Kunz & Grohs, (2000), a intensidade de agdo inibitéria destes
compostos depende da natureza da especiaria, tipo de microrganismo, ¢ de fatores

relacionados ao armazenamento de alimentos (temperatura, umidade etc...).

Ozcelic et al ,(2002) estudaram a agdo de extratos aquosos de Cuminum
cyminum L. (cominho), Laurus nobilis L. (louro), Origanum vulgare L. (orégano),
Salvia fruticosa subs. Hirtum (Salvia) frente a E. coli 0157:H7, observando que o
orégano apresentou uma atividade inibitéria de crescimento muito satisfatéria quando

comparado com as demais especiarias.

Outros autores observaram a¢ao do 6leo de orégano e menta sobre o crescimento
de Aspergillus ochraceus e produgdo de ocratoxina, onde os condimentos apresentaram

total efeito inibitorio sobre os dois aspectos (BASILICO & BASILICO, 1999).

A adicdo de misturas de especiarias em carnes frescas provocaram uma redugao
de 86% no contetido de bactérias, quando comparadas com os resultados de carnes

frescas sem nenhuma condimentagdo ( KUNZ op.cit.2000).

A ag@o antibacteriana e antifingica do extrato aquoso de Allium sativum (alho)
e da Eugenia cariophyllata (cravo-da-india) observou-se uma inibi¢do do extrato de
alho sob bactérias e leveduras superiores aos antibioticos convencionais ( KAUR &

ARORA,1999).
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2.3 Atividade antimicrobiana do alho nira

Diferentes espécies de Allium ssp. , dentre as cerca de 500 descritas, entre elas
os diferentes bulbos, cebolas e o alho propriamente dito, os tipos foliares como o “nird”,
sdo empregados largamente como alimentos, como condimentos ou especiarias, ou
mesmo como medicamentos, mormente no hemisfério norte. Estas plantas constituem
uma fonte abundante de saponinas esteroidais, de alcaldides, bem como de compostos

sulfurosos.

299

O alho “nird”, constitui-se em alimento diario consumido geralmente verde,
recém colhido, para a grande maioria da populagdo chinesa, distribuindo-se em todo o
continente, sendo utilizado ndo somente como alimento, mas como medicamento,
constituindo-se este pais seu maior produtor mundial. Além do uso como alimento,
tanto as porgdes foliares, mas, principalmente, as sementes, possuem reputada indicacao
na medicina tradicional chinesa como tratamento da impoténcia masculina e das
emissoes noturnas. Segundo o Diciondrio das Drogas Chinesas, a parte foliar deste alho
¢ utilizada para o tratamento de dores abdominais, diarréia, hematemese, agressdes de
ofidios e para tratamento da asma, enquanto que as sementes se destinam,
prioritariamente, na medicina popular, como tonico e afrodisiaco. No ano de 2001, o

governo chinés reconheceu oficialmente e passou a indicar o consumo desta espécie de

alho, tanto como alimento bem como medicamento em todo o pais (Hu et al., 2006).

Sang et al (2003) remetem a estudos fitoquimicos de “jiucai” ou alho “chinés”,
indicando que as saponinas esteroidais referidas sdo glicosideos que ocorrem
espontaneamente, com propriedades de formacao de espuma, com acentuada atividade
hemolitica, toxicidade para peixes e formacdo de complexos com a colesterina. Nos
anos recentes, segundo os autores, os glicosideos esteroidais vem merecendo crescente
interesse pelo largo espectro de sua agdo biologica em seres vivos, incluindo agdo
antidiabética, antitumoral, antitussigena, bem como de inibicdo de agregacao de

plaquetas.

No Brasil, segundo Lima et al. (2005), Allium tuberosum, com sinonimia
de A. odorum, é conhecido como cebolinha chinesa, sendo largamente utilizado como
condimento, cultivado pelos japoneses e seus descendentes nas regides Sul, Sudeste e

Centro —Oeste.
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Carvalho (2005), na regido metropolitana de Porto Alegre, RS/BR, pesquisando
atividade antibacteriana em 32 plantas com indicativo etnografico condimentar,
demonstraram em 12 delas (em varias espécies de Capsicum e de Allium, em Artemisia,
Origanum, Salvia, Thymus) acao bioldgica in vitro, intensa ¢ seletiva, sobre diferentes
indculos bacterianos, entre eles Salmonella e Staphylococcus. Especificamente em
relagdo ao Allium tuberosum - Rottler ex Sprengl (Liliaceae) observou-se uma inibi¢do
média (10° U.F.C/mL) bem como nenhuma inativagio frente a S. aureus ¢ E. faecalis,
apresentando, outrossim, inibi¢io e inativagio méximas ( 10’ UFC/mL) frente a

Salmonella Enteritidis e Escherichia. coli.

O uso medicinal dos diferentes tipos de alho como antimicrobianos ¢ destacado
por Cellini et al (1996), atribuindo a alicina, um componente sulfuroso, a intensa
atividade descrita. Ankri & Mirelmann (1999) reforgam estas observacdes, ressaltando a
acao significativa sobre amostras de Escherichia coli enterotoxicogénicas, multidroga-
resistentes. Leuchner & Zamparini. (2002) relatam que a adi¢cdo de 1% de bulbo de alho
a maionese conseguiu reduzir a concentragdo de células viaveis de Salmonella
Enteritidis durante trés dias, por um fator logaritmico, mas aplicando-se o método de
isolamento do agente em 25 gramas de amostra, constataram a presencga constante da
Salmonella nas amostras testadas durante 10 dias de estocagem a 25° C., comprovando
o estado de bacteriostasia ou de laténcia do agente no alimento. Neste sentido a
legislacdo brasileira (Brasil, 2001), segundo as normas vigentes, determina a auséncia
de Salmonella spp. em 25 gramas de alimento, embora Board (1988) afirme serem
necessarias 10 UFC/g de Salmonella spp. no alimento ingerido para produzir uma

enfermidade toxinfectiva em uma pessoa sensivel.

Carvalho et al. (2006), em estudo sobre simulagao de prepara¢do alimentar
condimentada por Artemisia dracunculus var. inodora (“estragdo’), contaminada por
Salmonella Enteritidis e o posterior diagndstico bacteriologico segundo a legislagao
vigente, remetem a importancia de dados epidemioldgico-etnograficos relacionados
com condimentagdo e outros procedimentos de gastronomia cultural quando da
investigacdo de surtos toxinfectivos, no sentido de atender a preditividade dos
resultados, mormente do resultado negativo representado pelo ndo isolamento (falso —
negativo) em conseqiiéncia da inibicao/bacteriostasia demonstrada, = provavelmente
provocada pela acdo dos componentes condimentares presentes no alimento. Para os

autores, a condimentacao dirigida, fundada em estudos culturais, poderia integrar-se as
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demais acoes de satde indicadas na prevencao e no controle de surtos toxinfectivos

alimentares, atendendo aos diferentes paradigmas de epidemiologia e profilaxia..

Cavallito e Bailey (1944), testaram a acdo bactericida da alicina, com efeitos
positivos na inibi¢cdo do crescimento de varias bactérias tanto Gram-positivas quanto

Gram- negativas.

Kyung et. al. (1996) revisaram pesquisas sobre a atividade antimicrobiana do
extrato a vapor de alho (Allium sativum), reconhecida ha muitos anos. Os trabalhos
referem que 1 — 2 % do extrato inibe o crescimento bacteriano, enquanto, em altas
concentragdes, apresenta agdo germicida. O extrato de alho a 1% inibiu S. aureus, a
menos de 1% em meio de cultura inibiu fungos. Tanto o 6leo quanto o extrato de alho

inibiram o B. cereus, C. botulinum, C. perfringens e Candida utilis.

Kyung et. al. (op.cit.) isolaram bactérias que ocorrem naturalmente no alho
comercializado, identificando-as como Leuconostoc mesenteroides shsp. Mesenteroides.
Estas bactérias apresentaram resisténcia a atividade antimicrobiana do alho e cresceram

e sobreviveram em meio de cultura com ate 10% dessa planta.

2.4 Produtos lacteos e inoculos

A importancia dos indculos em laticinios vem merecendo atencdo redobrada
internacionalmente. Em alguns paises com renomada tradi¢do laticinista como a Franca
e a Suica, dispensa-se o uso de fermentos na fabricagdo de alguns tipos de queijos,
devido a exceléncia de qualidade do leite como matéria prima, este mesmo considerado
como fonte primaria dos indculos necessarios para sua efetivacdo. Por outro lado, na
maioria dos queijos fabricados industrialmente em todo o mundo, o fermento latico ¢ a
peca basica do esquema de fabricagdo, com a finalidade de produzir acidez, formacao

de olhaduras, sabores e aromas (FURTADO, 1991).

Os microorganismos mais comuns nos fermentados laticos sdo cocos Gram-
positivos mesofilicos, como Streptococcus cremosus, S. Lactis, S. lactis var.
diacetilactis, Leuconostoc cremosus, os termofilicos como Streptococcus thermophicus
e os bastdes Gram positivos termofilicos como lactobacillus bulgaricus e L. helveticus.

Os diferentes tipos de fermentos estdo divididos ainda em culturas puras e culturas
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mistas. A  presenga, no leite, de Dbacteri6fagos, antibioticos e de
sanitizantes/desinfetantes, inibem o crescimento das culturas inoculantes e a
conseqliente formacdo de 4cido latico, prejudicando olhadura, aromas e sabores (

FURTADO, op.cit.)

2.5 Produtos lacteos

A condimentacdo de produtos lacteos demonstra ampla importdncia em
diferentes paises, mormente na Europa, participando significativamente nas diferentes
culturas alimentares historicamente construidas e repassadas de geragcdo em geracao,
conseqiientes das relagdes do homem com a natureza, com o mundo natural, tendo o
leite como matéria-prima. Esta tradicdo estende-se também ao Brasil, através dos
diferentes movimentos migratdrios e colonizadores, estimulada, inclusive, nos dias mais
recentes, pela necessidade de competir e ocupar mercados consumidores internos e

externos.

Na otica da agroindustrializagao familiar de produtos lacteos, Schmidt (1996)
descreve e caracteriza grande nimero de produtos lacteos condimentados, ressaltando a
utilizagdo do coentro, do cominho, da alcaravia, das diferentes pimentas, do orégano, do
tomilho, dos diferentes alhos, das salsas, dos manjericdes, da alfavaca, do anis, da
paprica, entre varios outros, como imprescindiveis tecnologicamente nesta linha de

produgdo e de agregacdo de valor a matéria-prima leite.

A tecnologia dos queijos fundidos surgiu no século XX, como uma necessidade
de se deter os processos microbianos € enzimdticos de queijos suicos e alemaes, de

forma a viabilizar a exportacdo para paises de clima quente (VAN DENDER, 1992).

O Requeijao cremoso ¢ um tipo de queijo fundido, que obtém-se da massa de
coalhada dessorada e lavada obtida por coagulacdo acida e ou enzimatica do leite, com
adicao de creme de leite ou manteiga (BRASIL , 1997). A composi¢ao de um requeijao
cremoso tipico contém: 60% de agua, 27% de gordura, 11% de proteina, 2% de

carboidratos ¢ 1,5% de NaCl (FOODBASE, 1996).
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2.6 Microorganismos e alimentos

O armazenamento, o cozimento e as condi¢Oes sanitarias deficientes durante a
preparagao ¢ manipulagdo dos alimentos contribuem com o crescimento bacteriano
causadores de desconforto intestinais e doencas graves. As intoxicagdes alimentares
ocorrem ap6s a ingestdo de alimentos contaminados com toxinas produzidas por
microrganismos. Entre as diferentes intoxicacdes alimentares temos a estafilococica e o
botulismo que sdao mais freqiientes. A intoxica¢do alimentar causada por Staphylococcus

aureus ¢ a do tipo mais comum.

Na epidemiologia dos surtos toxinfectivos alimentares no Rio Grande do
Sul/BR, Pinto (1999), bem como Pinto & Bergmann (2000), analisando os registros
entre 1988/97, constataram que 33,63% dos surtos foram causados por Salmonella spp,
seguida em importancia por Staphylococcus spp., relatando, outrossim, que a maioria
dos surtos foram residenciais (28,64%) e no comércio de alimentos pré-preparados
(26,73%). Por outro lado, em 38,22% dos surtos ndo foi possivel identificar o agente
causador, ndo constando na investigagcao epidemiologica nenhuma referéncia a possivel
condimentacdo, aromatizacdo natural, procedimentos relacionados com gastronomia

étnica ou outros possiveis fatores intervenientes.

Gottardi & Schmidt (2003) relatam a diminui¢do gradativa dos surtos por
Salmonella no Municipio de Porto Alegre/RS e o incremento das intoxicagdes
alimentares por Staphylococcus nesta capital, sendo que, especificamente em 2002,

observou-se 0,0% de surtos por Salmonella e 17,0% de surtos por Staphylococcus.

2.7 Doencas Transmitidas por alimentos

Ha duas grandes categorias de doengas microbianas transmitidas por alimento: A
intoxicacdo alimentar e¢ a infec¢do transmitida por alimento. Nas intoxicagdes
alimentares, o agente bacteriano produz uma toxina no alimento, sendo ingerida a toxina
surgem os sintomas da doenga. J& nas Infec¢des transmitidas por alimentos, o patdgeno
¢ ingerido e se multiplica dentro do organismo. Nas infec¢des bacterianas transmitidas
por agua e alimentos, os microrganismos sdo veiculados ao organismo humano por
meio do consumo de agua e alimentos contaminados com fezes humanas ou de animais

e afetam geralmente o trato gastrointestinal. A gastrenterite ¢ acompanhada
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freqiientemente por diarréia, que pode resultar em desidratagao do organismo, aumento
da acidez sangiliinea. Nas infec¢des intestinais, a diarréia geralmente ¢ causada por
enterotoxinas microbianas, que estimulam a secrecdo de dgua e sais dentro do intestino,

sendo o tratamento repor de dos fluidos perdidos.

2.7.1 Escherichia coli

E uma bactéria que apresenta bastonetes gram-negativos, cresce bem nos meios
de cultura comuns, temperatura Otima para crescimento 37° C e o pH 7.0. Era
considerada residente do tubo intestinal dos animais ¢ do homem, colaborando no
processo digestivo, mas sem acdo patogénica. Foi entdo identificada nas fezes de
criancas por Escherich, em 1885. Sabe-se que em condi¢des favoraveis pode causar
colibaciloses tanto em animais como no homem, e sua presenga na agua ¢ uma
indicagdo de contaminagdo fecal (GUERREIRO 1984%). O grupo dos coliformes totais
e fecais colonizam o trato intestinal de animais de sangue quente, incluindo os humanos,
e tém sido empregados como indicadores de qualidade higiénica ha muitos anos(CALCI
et al.,1998). A Escherichia coli e os enterococos tém merecido maior consideragdo

(SHARF,1972).

2.7.2 Salmonella Enteritidis

O género Salmonella foi assim denominado por Ligniéres em 1900 em
homenagem a Salmon, bacteriologista que caracterizou o agente do paratifo suino em
1884 (Salmonella cholerae-suis). Sao bacilos Gram-negativos ¢ fazem parte da familia
Enterobacteriaceae. As infec¢des bacterianas transmitidas por 4gua e alimentos incluem
a  gastroenterite causada por Salmonella que tem interesse particular devido a
freqliéncia que ocorre e sua variedade de contaminagdo ¢ complexidade. O principal
reservatorio natural das salmonelas ¢ o trato intestinal do homem e dos animais (

ROITMAN et. al.,1987).

Existe apenas uma unica espécie de Salmonella enterica , mas existem mais de

2000 sorotipos , todos patogénicos ao homem e animais ( PELCZAR et al 1997).
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2.7.3 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus foi descrito pela primeira vez em 1878, por Roberto Koch em
pus humano. ( GUERREIRO,1984° ).E uma bactéria em forma de cocos (células
esféricas), com cerca de 1 micron de didmetro, sdo gram-positivas, aerobicas ou
anaerobicas facultativas, crescem bem a 37° C e em pH em torno de 7.0. A intoxicagdo
causada por alimento contendo enterotoxinas de Staphylococcus aureus ¢ um dos tipos
mais comuns de doencas de origem alimentar em todo o mundo. Sdo necessarias 10 °
células por grama de alimento para que a toxina seja acumulada em niveis capazes de
provocar uma intoxicagdo. Os sintomas aparecem em 30 minutos até 8 horas apos

ingestdo do alimento contaminado ( JABLONSKY & BOHACH, 1997).

2.7.4 Enterococcus faecalis

O termo Enterococcus faecalis foi utilizado em 1899 por Thiercelin para
descrever diplococos Gram-positivos de origem intestinal, em 1909, foram classificados
dentro do género Streptococcus como Streptococcus faecalis (PITA,2002). E um
encontrado também na flora intestinal do homens e animais, podendo ser encontrado na
mucosa oral, vaginal e na pele (TRABULSI & ALTERTHUM, 2004.). Ressaltam-se
ainda algumas restricdes em relagdo aos Enterococcus faecalis como indicador de
contaminagdo fecal, sua presenga em numeros elevados em alimentos indica praticas
sanitarias inadequadas ou exposi¢cdo do alimento a condi¢des imprdprias e favoraveis a

multiplica¢do de microrganismos (FRANCO & LANDGRAF, 1996) .
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Atividade antibacteriana in vitro e in sito de Allium tuberosum - Rottler ex Sprengl
( alho “nira” ou alho “japonés, “jiucai” ou alho “chinés”) — Liliaceae - sobre
agentes de toxinfeccoes alimentares.

Aratjo, C. A."; Carvalho, H.H.C.?; Avancini, C.A.M.'; Wiest, J. M. "**"

1 Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS/Brasil

2 Instituto de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, idem

3 Orientador

* Correspondéncia: José M.Wiest — ICTA/UFRGS, Campus do Vale, Av. Bento Gongalves 9.500, Caixa
Postal 15.090 CEP 91.505-970 Porto Alegre/RS/Brasil E-mail: jmwiest@ufrgs.br

RESUMO
Buscou-se identificar e comparar a atividade antibacteriana do extrato alcoodlico

de trés acessos de Allium tuberosum - Rottler ex Sprengl — Liliaceae - originarios da
regido metropolitana de Porto Alegre,RS/BR, ante agentes de toxinfecg¢des alimentares,
especificamente: Staphylococcus aureus (ATCC 25.923), Enterococcus faecalis (ATCC
19.433), Salmonella Enteritidis (ATCC 11.076) Escherichia coli (ATCC 11.229).
Inicialmente, in vitro, através de Teste de Dilui¢ao, por meio de Sistema de Tubos
Multiplos e emprego de desinibidores bacterianos, determinaram-se a Intensidade de
Atividade de Inibi¢do Bacteriana (IINIB) e a Intensidade de Atividade de Inativacdo
Bacteriana (IINAB), revelando-se capacidades seletivas sobre os diferentes indculos
Gram-negativos, que atingiram inibi¢do e inativacdo maximas e permanentes para
Salmonella as 48 horas de confrontacdo indculo/extrato, ¢ as 72 horas de confrontagdo
para Escherichia coli.. As bactérias Gram-positivas (Staphylococcus ¢ Enterococcus)
apresentaram resisténcia total nas diferentes confrontacdes. Houve diferenca
significativa na atividade antibacteriana entre os trés acessos de alho em estudo. Em um
segundo momento, para uma das amostras de alho, através de Teste de Suspensdo,
determinou-se IINAB em simulagdo alimentar de requeijao cremoso condimentado
com extrato alcoolico de alho em concentracao final de 10, 20 e 30 %, atendendo a
legislacdo quanto ao padrdo de identificagdo e qualidade deste alimento, bem como em
simulagdo de preparacdo alimentar de caldo de carne com a planta recém-colhida na
concentragdo final de 50%. No modelo requeijao, E.coli mostrou-se completamente
resistente em concentragoes finais de 10* , 10*°10° U.F.C./ml, estas imediatamente

acima da concentracdo maxima tolerada pela legislagdo brasileira, em trés tempos de
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confrontagdo (24, 48, 72 horas), em todas as concentragdes finais do extrato alcoodlico.
Nas condi¢des do caldo de carne simulado, Salmonella foi totalmente inativada na
concentragdo de 10° U.F.C./ml ja as 24 horas de confrontagio, enquanto Escherichia
atingiu este patamar as 48 horas de confrontagdo.Comenta-se, outrossim, o significado
da inibicdo bacteriana demonstrada, relacionada a  preditividade dos resultados de
diagnostico bacterioldogico em protocolos de investigagdo de surtos toxinfectivos

alimentares.

INTRODUCAO
Por definicdo, condimentos e especiarias sdo produtos aromadticos de origem

vegetal empregados principalmente para conferir sabor aos alimentos. Além desta
utilidade, possuem também propriedades antimicrobianas, antioxidantes ¢ medicinais e
aproximadamente 70 condimentos diferentes sdo largamente cultivados e utilizados em
todo mundo, relacionados a gastronomia étnica e cultural e disseminados através dos
movimentos migratdrios € mesmo turisticos (SHELEF,1983). Para o autor, porém, as
concentragdes da maioria dos condimentos empregadas para realgar o aroma e sabor dos
alimentos variam entre 0,5% a 1,0% , nas quais nao inibiriam o desenvolvimento
microbiano, o que dependeria de concentragdes superiores a 1,0%. Neste sentido,
Tassou et al. (1995) ponderam que as especiarias e seus produtos derivados podem agir
potencializando outros agentes antimicrobianos, ou mesmo agirem como conservantes
alimentares. Por sua vez, Ozcan & Erkmen (2001) destacam o interesse generalizado em
descobrir novos agentes antimicrobianos, devido ao alarmante aumento de
microorganismos resistentes aos antibioticos disponiveis, enquanto Deans & Richtie
(1987), bem como Bara (1992), ressaltam a demanda de substituicdo dos aditivos
sintéticos por produtos naturais existentes no diferentes condimentos, na dependéncia
fundamental da determina¢ao de suas concentragdes ideais nos alimentos. Na industria
alimenticia, sabe-se que a conservagdo quimica limita a condi¢do de “alimento natural”,
embora se apresente, por vezes, como condi¢do imprescindivel e fundamental na

questdo de segurancga alimentar (BEDIN, et al1999).

Segundo Kyung et al. (1996), a utilizagao de condimentos naturais, de origem
vegetal, torna o alimento mais palatavel ao consumidor, por ndo apresentarem efeito
toxico, mesmo quando empregadas em concentracdes relativamente elevadas. Além dos

beneficios proporcionados a satde, diversos estudos t€ém demonstrado o efeito inibidor
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de condimentos no desenvolvimento de microrganismos deterioradores, € mesmo
patogénicos, veiculados por alimentos. As diferentes civilizagdes, através de complexas
manifestagdes de arte e cultura, mormente gastrondmicas, apropriam-se dos diferentes
recursos naturais renovaveis, disponiveis localmente, para agregar palatabilidade e
qualidade sanitaria aos seus alimentos.

Diferentes espécies de Allium ssp. , dentre as cerca de 500 descritas, entre elas
os diferentes bulbos de cebolas e o alho propriamente dito, bem como os tipos foliares
como o0 “nird” japonés ou o “jiucai” chinés, sdo empregadas largamente como alimento,
como condimentos ou especiarias, ou mesmo como medicamentos, mormente no
hemisfério norte. Estas plantas constituem uma fonte abundante de saponinas
esteroidais, de alcaldides, bem como de compostos sulfurosos. O alho “nird” ou
“jiucai”, Allium tuberosum Rottler ex Sprengl. — Liliaceae — constitui-se em alimento
diario consumido geralmente verde, recém-colhido, pela grande maioria da populagao
chinesa, distribui-se por todo o continente, sendo utilizado ndo somente como alimento,
mas como medicamento, sendo esse pais seu maior produtor mundial. Além do uso
como alimento, tanto as por¢des foliares, mas principalmente as sementes, possuem
reputada indicacdo na medicina tradicional chinesa como tratamento da impoténcia
masculina e das emissdes noturnas. Segundo o Diciondrio das Drogas Chinesas, a parte
foliar desse alho ¢ utilizada para o tratamento de dores abdominais, diarréia,
hematemese, agressoes de ofidios, bem como para tratamento da asma, ao passo que as
sementes, na medicina popular, sdo usadas prioritariamente, como tonicos e
afrodisiacos. No ano de 2001, o governo chinés reconheceu oficialmente - e passou a
indicar - o consumo desta espécie de alho, tanto como alimento quanto como
medicamento, em todo o pais (Hu et al., 2006). Sang et al. (2003) remetem a estudos
fitoquimicos de “jiucai” ou alho chinés, indicando que as saponinas esteroidais referidas
sao glicosideos que ocorrem espontaneamente, com propriedades de formacgdo de
espuma, com acentuada atividade hemolitica, toxicidade para peixes e formacdo de
complexos com a colesterina. Nos anos recentes, segundo os autores, os glicosideos
esteroidais vém despertando crescente interesse pelo largo espectro de sua agdo
biologica em seres vivos, incluindo agdo antidiabética, antitumoral, antitussigena, bem
como de inibi¢do de agregacdo de plaquetas.

No Brasil, segundo Lima et al. (2005), Allium tuberosum, com sinonimia de A.

r

odorum, ¢é conhecido como cebolinha chinesa, sendo largamente utilizado como
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condimento, cultivado pelos japoneses e seus descendentes nas regides Sul, Sudeste e
Centro —Oeste.

Carvalho et al. (2005), na regido metropolitana de Porto Alegre, RS/BR,
pesquisando atividade antibacteriana em 32 plantas com indicativo etnografico
condimentar, demonstraram em 12 delas (em varias espécies de Capsicum ¢ de Allium,
em Artemisia, Origanum, Salvia, Thymus) a¢ao bioldgica in vitro, intensa e seletiva,
sobre diferentes inoculos bacterianos, entre eles, Salmonella ¢ Staphylococcus.
Especificamente em relagdo ao Allium tuberosum - Rottler ex Sprengl (Liliaceae)
observou-se uma inibi¢do média (10° U.F.C/ml) bem como nenhuma inativag¢io ante a
S. aureus e E. faecalis, apresentando, outrossim, inibicdo e inativa¢io méximas ( 10
UFC/ml) ante a Salmonella Enteritidis e Escherichia. coli.

O uso medicinal dos diferentes tipos de alho como antimicrobianos ¢ destacado
por Cellini et al. (1996), atribuindo a alicina, um componente sulfuroso, a intensa
atividade descrita. Ankri et al. (1999) reforgam estas observagdes, ressaltando a agdo
significativa sobre amostras de Escherichia coli enterotoxicogénicas, multidroga-
resistentes. Leuchner et al. (2002) relatam que a adi¢do de 1% de bulbo de alho a
maionese conseguiu reduzir a concentragao de células viaveis de Salmonella Enteritidis
durante trés dias, por um fator logaritmico, mas aplicando-se o método de isolamento do
agente em 25 gramas de amostra, constatou-se a presenca constante da Salmonella nas
amostras testadas durante 10 dias de estocagem, a 25° C., comprovando o estado de
bacteriostasia ou de laténcia do agente no alimento. Neste sentido, a legislagdo brasileira
(Brasil, 2001), segundo as normas vigentes, determina a auséncia de Salmonella spp. em
25 gramas de alimento, embora Board (1988) afirme serem necessarias 10 UFC/g de
Salmonella spp. no alimento ingerido, para produzir uma enfermidade toxinfectiva em
uma pessoa sensivel.

Na epidemiologia dos surtos toxinfectivos alimentares no Rio Grande do
Sul/BR, Pinto (1999), Pinto e Bergmann (2000), analisando os registros entre 1988/97,
constataram que 33,63% dos surtos foram causados por Salmonella spp, seguida em
importancia por Staphylococcus spp., relatando, outrossim, que a maioria dos surtos
foram residenciais (28,64%) e no comércio de alimentos pré-preparados (26,73%). Por
outro lado, em 38,22%, dos surtos ndo foi possivel identificar o agente causador, ndo
constando na investigacdo epidemioldogica nenhuma referéncia a possivel
condimentacdo, aromatizacdo natural, procedimentos relacionados com gastronomia

étnica ou outros possiveis fatores intervenientes. Gottardi et al. (2003), relatam a
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diminuicdo gradativa dos surtos por Salmonella no municipio de Porto Alegre/RS ¢ o
incremento das intoxicagdes alimentares por Staphylococcus nesta capital, sendo que,
especificamente em 2002, observou-se 0,0% de surtos por Salmonella e 17,0% de surtos
por Staphylococcus.

Carvalho et al. (2006), em estudo sobre simulagdao de prepara¢do alimentar
condimentada por Artemisia dracunculus var. inodora (“estragdo’), contaminada por
Salmonella Enteritidis e o posterior diagndstico bacteriologico segundo a legislagao
vigente, remetem a importancia de dados epidemioldgico-etnograficos relacionados
com condimentagdo e outros procedimentos de gastronomia cultural quando da
investigacdo de surtos toxinfectivos, no sentido de atender a preditividade dos
resultados, mormente do resultado negativo representado pelo ndo isolamento (falso —
negativo) em conseqiiéncia da inibicao/bacteriostasia demonstrada, = provavelmente
provocada pela acdo dos componentes condimentares presentes no alimento. Para os
autores, a condimentacao dirigida, fundada em estudos culturais, poderia integrar-se as
demais a¢des de satide indicadas na prevencdo e no controle de surtos toxinfectivos
alimentares, atendendo aos diferentes paradigmas de epidemiologia e profilaxia..

O presente estudo propde avaliar in vitro a atividade antibacteriana de trés
acessos de Allium tuberosum - Rottler ex. Sprengl (“alho nira” ou “alho japonés”,
“jiucai ou alho chinés”) — Liliaceae- originarias da regido metropolitana de Porto
Alegre/RS/BR, ante agentes toxinfectivos alimentares padrdes, bem como testar sua
eficacia em duas simulagdes de preparagdes alimentares, relacionando-a, outrossim, a

preditividade diagnostica dos resultados observados.

MATERIAL E METODOS
1 Amostras Vegetais

Foram feitas coletas de Allium tuberosum — Rottler ex Sprengl ( alho “nira”
ou alho “japonés”, “ jiucai” ou alho “chinés”) — Liliaceae — em trés diferentes locais
na regido metropolitana de Porto Alegre , em Viamdo, Eldorado do Sul e Lami,
respectivamente . A coleta foi realizada junto a propriedades de agricultura familiar, em
cultivos agroecoldgicos, no periodo entre junho/2005 e novembro/2006.

As plantas foram caracterizadas e identificadas botanicamente, a partir de
exsicatas segundo Ming (1996), pela botanica .Silvia Marodin, tendo sido

posteriormente encaminhadas para registro e deposito junto ao Herbario do Instituto de

Biociéncias/Departamento de Botanica da UFRGS, Porto Alegre/RS, Brasil.
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2 Preparo do Extrato Vegetal

Para a obtencao do extrato alcoolico, folhas e talos verdes das diferentes acessos
de alho em estudo foram cortados grosseiramente e colocados em dalcool etilico de
cereais a 96° GL, segundo Farmacopéia Brasileira (1959), na propor¢ao de 400 g de
planta verde para 1000 ml de alcool. Em um prazo ndo inferior a 15 dias, este extrato foi
submetido a destilagdo fracionada sob pressao reduzida em rota-vapor, desprezando-se a
porcdo alcodlica com posterior reidratacdo asséptica do concentrado final,
reestabelecendo-se assim as concentragdes iniciais da planta verde no extrato vegetal a
ser confrontado neste estudo. O controle permanente da assepsia destes procedimentos
realizou-se por plaqueamento e avaliacdo de aliquotas em meios de cultivo

bacteriologico.

3 Os Inéculos Bacterianos

Para avaliacdo da atividade antibacteriana do Allium tuberosum - Rottler ex
Sprengl. — Liliaceae - foram utilizadas amostras de bactérias padrdoes da American Type
Culture Colletion (ATCC), sendo duas gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC
25.923); e Enterococcus faecalis (ATCC 19.433), e duas gram-negativas: Escherichia
coli (ATCC 11.229) e Salmonella Enteritidis (ATCC 11.076), provenientes da colegdo-
bacterioteca do Laboratorio de Higiene do Instituto de Ciéncias e Tecnologia dos
Alimentos/UFRGS, mantidas em meios nutrientes (Nutrient Agar, OXOID ¢ BHI-Agar,
OXOID), reativadas em infusdo de cérebro e coragdo (BHI, OXOID) a 36°C por 18 a
24 horas de incubagdo, atingindo, no minino, 1,0 x 10 UFC/ml, para posterior
confrontacdo com os extratos vegetais, fracionadas através de diluicdes seriais
logaritmicas/concentragdes bacterianas, controladas biometricamente segundo Cavalli-

Storza (1974)

4 Avaliacao da atividade antibacteriana através dos Testes de Diluicao e de
Suspensao
Para avaliagao da atividade antibacteriana dos extratos de Allium tuberosum, lida

como Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB) e Intensidade de
Atividade de Inativagdo Bacteriana (IINAB), utilizaram-se os Testes de Diluigdo e de
Suspensdo, segundo Deutsche Veterinaermedizinische Gesellschaft (DVG, 1980), com

base na Técnica do Sistema de Tubos Multiplos, modificada por Avancini (2002,
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confrontando os extratos alcodlicos com oito ou mesmo nove diluigdes seriais
logaritmicas (10" a 10® ou 10° Unidades Formadoras de Coldnias por Mililitro —
UFC/ml) dos in6culos bacterianos, na dependéncia da concentragdo atingida as 24 horas
de incubagdo, durante sua ativagdo a partir da bacterioteca. Foram montadas duas linhas
de tubos para cada bactéria contendo, na primeira linha, tubos com o inoculo bacteriano,
meio de cultivo BHI (Brain Hearth Infusion OXOID®) e o extrato vegetal e, na
segunda, os mesmos itens acrescidos de trés desinibidores bacterianos, lecitina, Tween
80 e histidina. O crescimento bacteriano foi verificado através da presenga ou auséncia
de microorganismos viaveis nas placas de Petry, contendo agar nutriente sélido, sendo
que o controle era realizado através da inoculagdo de aliquotas dos diferentes tubos
multiplos, apos 24, 48 ,72 e 144 horas de incubacao a 37° C.

Entendeu-se por IINIB o resultado do confronto da bactéria com a solugdo do
extrato vegetal em meio especifico, ¢ INAB, o mesmo resultado, porém sob influéncia
dos desinibidores bacterianos (DVG, op.cCit).Os resultados de IINIB ¢ IINAB foram
representados por varidveis ordinais arbitrdrias, que assumiram valores de 9 a O,

indicando a intensidade da atividade antibacteriana, como demonstra a Tabela a seguir:

TABELA 1 — Representagdes das varidveis Intensidade da Atividade de Inibicao
Bacteriana (IINIB) e Intensidade de Atividade de Inativacao Bacteriana (IINAB) e suas

correspondentes dilui¢des e doses infectantes dos indculos bacterianos

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 Variaveis
ordinais de
intensidade de
atividade

10" | 107 10° 10 10° 10 107 |10® 107 U.F.C/ml —
dilui¢des dos
inoculos inibidas
ou inativadas

108 | 10’ 10° [10° 10° 10° [10° [10' 1 na | UF.C/ml-
doses infectantes
inibidas ou
inativadas

n.a = auséncia de atividade antibacteriana
U.F.C./ml= Unidades Formadoras de Colonias/ml

5 Simulacio de preparacées alimentares condimentadas

5.1 Alimento lacteo

O alimento lacteo utilizado no estudo foi processado em laboratorio em

condi¢cdes de assepsia, constituindo um requeijdo cremoso tipo Frescal. O



processamento do alimento ocorreu conforme Orsi (1996) ,utilizando-se leite tipo
integral UHT(1000 ml), gordura animal (50 g de manteiga industrializada), acido
acético PA (30 ml) e Nacl (3 g) . Nas amostras de requeijdo cremoso foi inoculada
Escherichia coli (ATCC 11.229), cultura ativada, durante 24 h em Caldo BHI com no
minimo 10° U.F.C./ml, rediluidas em cada uma de trés amostras de 100 g. de requeijdo a
10° U.F.C./ml. A seguir, em cada uma dessas amostras foi adicionado extrato de alho
nir4, atingindo concentracdes finais de 10, 20 e 30 %. Posteriormente, transferiram-se
10 g do alimento lacteo com extrato para uma solucdo de 90 ml de 4gua peptonada a
0,1%, agitando-se as amostras por 10 minutos. Todos estes procedimentos ocorreram
em condic¢oes de antissepsia. O controle de crescimento bacteriano posterior, as 24, 48 ¢
72 horas de incubagdo a 37° C, efetivou-se por plaqueamento de 0,1 ml em Meio
Chromocult (MerckI®), determinando-se novamente., por linha de dilui¢ao logaritmica,
concentragdes finais de 10°, 10* ¢ 10° U.F.C./ml nas amostras, atribuindo-se aos

resultados os valores arbitrarios constantes da TABELA 1.

5.2. - Caldo de carne condimentado

Simulou-se preparagdo alimentar da gastronomia chinesa, orientada por Ming
(2006), constituida de partes iguais de por¢des de folhares verdes de Allium tuberosum
cortadas grosseiramente, em concentragdo final de 50 % em caldo de carne /BHI com
desinibidores, preparagdo esta posteriormente distribuida em sistema de tubos multiplos
com fator logaritmico, autoclavados para controle de assepsia. E.coli e S.Enteritidis,
ativadas em Caldo BHI durante 24 horas a 37° C, foram acrescidos a estas diferentes
aliquotas alimentares, constituindo concentragdes finais entre 10° e 101, bem como 10°
a 10", respectivamente para cada bactéria. Apos confrontagio por 24, 48, 72 e 144 horas
a 37° C, avaliou-se o crescimento bacteriano por plaqueamento com alca calibrada de
0,05ml em meio PCA (OXOID®), atribuindo-se aos resultados os valores arbitrarios

constantes da TABELA 1.

6 Analise estatistica

A avaliagdo dos resultados obtidos das variaveis de IINIB e de IINAB para os
diferentes acessos de alho confrontados in vitro e in sito com os agentes toxinfectivos
foi verificada através de analise estatistica descritiva e analise de varidncia, com

complementacao pelo Teste de Tukey segundo Callegari-Jacques (2004).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 2 — Intensidade da Atividade de Inibicao Bacteriana (IINIB) e Intensidade de
Atividade de Inativacdo Bacteriana (IINAB) de extrato alcodlico a 50% de diferentes
acessos de Allium tuberosum - Rottler ex Sprengl ( alho “nird”ou alho “japonés”,
“jiucai” ou alho “chinés”) — Liliaceae - sobre Escherichia coli (ATCC 11.229)em dose
desafio 10° UFC mL", determinadas em diferentes meios de cultivo bacteriano,

segundo tempo de exposi¢ao:

34

Escherichia coli (ATCC) "

PCA @ Chromocult ©

Acesso / IINIB IINIB

Tempo exposicio

Eldorado 24h 7 6

do Sul 48h 8 7
72h 8 8
144h 8 8

Média 7,38 (A)

Lami 24h 4 4
48h 5 5
72h 5 5
144h 5 5

Média 6,48 (A)

Viamao 24h 5 6
48h 7 7
72h 7 7
144h 7 7

Média 5,19 (B)

(1): In6culo/concentragdo inicial de 2,3.10° U.F.C/ml (valor médio de trés repetigdes).
(2):PCA (Plat Count Agar);

(3): Chromocult ( Chromocult Coliform Agar);

8 a 0= Variaveis ordinais arbitrarias, indicando as diferentes concentragdes/dilui¢des do
inoculo de Escherichia coli (ATCC 11.229) inibidos ou inativados pelo extrato vegetal
na concentragio constante de 50% (8= 10" ou 10" 1=10" ou 10°®; 0= ndo atividade);.

O Teste de Tukey para comparar as trés amostras de alho resultou em : amostra
Eldorado (Média 7,38 A); amostra Viamao (média 6,48 A) e amostra Lami (média 5,19
B), sendo que médias com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p=
0,95). A Analise de Variancia, em relagdo aos dois meios de cultivo bacterioldgico, ndo

demonstrou diferenga significativa entre eles, (p=0,95). Especificamente, para cada um




dos acessos de alho, independente dos meios, porém, o teste ndo demonstrou diferenga

significativa entre a presenca (IINAB) e auséncia de desinibidores (IINIB)em p=0,95.

Tabela 3 — Intensidade da Atividade de Inibi¢do Antibacteriana de extrato alcoolico a
50% de diferentes acessos de Allium tuberosum - Rottler ex Sprengl ( alho “nira”ou alho
“japonés”, “jiucai” ou alho “chinés”) — Liliaceae - sobre Escherichia coli (ATCC

11.229)em dose desafiio de 10° UFC mL", determinadas em diferentes tempos de

exposicao:
Acesso Tratamentos

24 horas 48 horas 72 horas 144 horas
Eldorado do 6,25 (A) 7,25 (A) 8,00 (A) 8,00 (A)
Sul
Lami 4,08 (B) 5,25 (AB) 5,50 (AB) 6,00 (A)
Viamao 5,50 (B) 7,00 (A) 7,50 (A) 7,50 (A)

*M¢édias com a mesma letra ndo diferem significativamente.

Para cada acesso de alho, a diferenga entre os quatro tempos de confrontacao,
independente dos meios e da presenca ou auséncia de desinibidores, demonstrou-se:
para o acesso Eldorado (p=0,99), nos tempos de 72 e 144 horas (média 8,00 A), em 48
horas (média 7,25 A) e em 24 horas (média 6,25 B); para o acesso Lami (0,95), nos
tempos 144 horas (média 6,00 A, em 72 horas (média 5,50AB), em 48 horas (média
5,25 AB) e em 24 horas (média 4,00 B); para o acesso Viamao(0,99), nos tempos 72 e
144 horas (média 7,50 A), para 48 horas (média 7,00 A), para 24 horas (média 5,50 B).
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Tabela 4: Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB) e Intensidade da
Atividade Inativacdo Bacteriana (IINAB) de extrato alcoodlico a 50% do acesso
Eldorado do Sul de Allium tuberosum - Rottler ex Sprengl (alho “nira” ou alho japonés,
“jiucai” ou alho ‘“chinés”) — Liliaceae - sobre bactérias toxinfectivas alimentares em

doses desafio de 10> UFC mL™, segundo diferentes tempos de exposi¢io:

Bactérias ATCC
Tempo de S. aureus(1) E. faecalis(2)  Salmonella Escherichia
Exposicao Enteritidis(3) coli(4)
IINIB [1INAB [IINIB IINAB [IINIB IINAB 1INIB IINAB

24h 0 0 0 0 8 7 8 7
48h 0 0 0 0 8 8 9 8
72h 0 0 0 0 8 8 9 9
144h 0 0 0 0 8 8 9 9

(1): inéculo /concentragdo inicial de Staphylococcus aureus (ATCC 25.923) de 6,75
.10® U.F.C./ml ( valor de uma repeticio);

(2): indculo /concentragdo inicial de Enterococcus faecalis ( ATTC 19.433) de 4,20 .
10® U.F.C.ml ( valor de uma repeticio);

(3): inéculo /concentragdo inicial de Salmonella. Enteritidis (ATCC 11.076) de 6,6
.10® U.F.C. ml ( valor médio de duas repeti¢des);

(4): in6culo /concentracdo inicial de Escherichia coli (ATCC 11.229) de 5,55 .10°
U.F.C./ml ( valor médio de duas repeticdes);

(5)*: Variaveis ordinais arbitrarias, com valores de 9 a 0, indicando as diferentes
concentragdes/dilui¢des dos indculos bacterianos inibidos ou inativados pelo extrato
vegetal na concentragdo constante de 50% (9=10"%8=10";..1=10 " ; 0= ndo
atividade);

Em relagdo a Tabela 4 as bactérias gram-positivas demonstraram-se
completamente resistentes, valor arbitrario atribuido zero (o=ndo atividade), impedindo
analise estatistica. Comparando as duas bactérias Gram-negativas, independentemente
do tempo e da presenga ou auséncia de desinibidores, ndo se observou diferenga
significativa entre elas (p=0,95).

Os resultados revelam capacidade seletiva do extrato de alho “nird” sobre
indculos gram-negativos, que atingiram inibi¢do e inativagdo maxima e permanente
para Salmonella as 48 horas de confrontagdo e para
E.coli somente as 72 horas, respectivamente, embora sem significancia estatistica.

As diferencas entre [INIB e [INAB, tanto para Salmonella as 24 horas, como
para E.coli as 24 e 48 horas permitem questionar a preditividade dos resultados
negativos no diagndstico bacteriologico destes agentes, a luz das ponderagdes de Pinto

(1999), Pinto e Bergmann (2000), bem como de Carvalho et al. (2006).
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Tabela 5 : Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana (IINAB) de Allium
tuberosum - Rottler ex Sprengl ( alho “nird” ou alho “japonés”, “jiucai” ou alho
“chinés”) — Liliaceae - sobre Escherichia coli (ATCC 11.229 ) e Salmonella Enteritidis
(ATCC 11.076) em doses desafio de 10° UFC mL™, determinada através de Teste de
Suspensdo em simulagdo de preparagdo alimentar da gastronomia chinesa (50% de alho
nira em 50% caldo de carne/BHI), segundo concentragdo do indculo bacteriano e tempo

de exposic¢ao.

Bactérias Concentracao final do inéculo bacteriano no alimento
Tempo de
exposicio
10° 10" 10° 10° 10 100  10° 10" N°
arbitrari
Salmonella 0s
Enteritidis
(2) 24h % + + - - - - - 6
48h * + + - - - - - 6
72h * + + - - - - - 6
144h * + + - - - - - 6
Escherichia 24h + + +(82) + + - - - 4
coli (3) 48h + + @ (1o® O - - 7
72h + + - - - - - - 7
144h + + - - - - - - 7

1: Variaveis ordinarias, com valores 9 a 0, indicando as diferentes concentragdes dos
indculos bacterianos inativadas no alimento simulado ( 9= 10" 10'"'; 0= n3o atividade);
2: inéculo / concentracdo inicial de 4,5 U.F.C 10 */ ml ;

3 :indculo /concentragdo inicial de 3,4 U.F.C 10°/ ml ;

4: UF.C /ml em meio PCA, ao plaqueamento do alimento simulado por alca
bacteriologica calibrada de 0,05 ml;

+: crescimento incontavel em meio PCA, ao plaqueamento do alimento simulado por
alca bacterioldgica calibrada de 0,05 ml ;

- : ndo crescimento em meio PCA, ao plaqueamento do alimento simulado por alga
bacteriologica calibrada de 0,05 ml;

*: ndo testado, por insuficiente concentragdo inicial do indculo.

Em relacdo as bactérias testadas (TABELA 5) na simula¢do de preparacio
alimentar da gastronomia chinesa, quando se comparou tempo de exposi¢ao, presenca e
auséncia de desinibidores bacterianos independente entre si ndo houve diferenca (p=
0,95).

Nesta simulacdo de preparacdo alimentar conforme gastronomia chinesa (Ming,

2006) ressalta a inativagio permanente de 10° U.F.C./ml de Salmonella ja as 24 horas



iniciais de exposigdo, nas condi¢des do alimento , o que ndo se observou com E.coli,
que atingiu esta inativacdo somente as 48 horas de exposicdo, apesar de,

estatisticamente, ndo ter havido significancia.

Tabela 6: Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana (IINAB) de extrato
alcoolico do acesso “Lami” de Allium tuberosum - Rottler ex SprengL ( alho “nird” ou
alho “japonés’, ‘jiucai” ou alho “chinés”) - Liliaceae - reidratado a condigdo original
da planta verde, sobre Escherichia coli (ATCC 11.229 ) determinada através de Teste
de Suspensio em simulagdes de preparacdo alimentar (requeijdo cremoso)
condimentado com diferentes concentragdes do extrato, segundo diferentes
concentragdes bacterianas finais no alimento, a partir da contaminagdo inicial de 10°

U.F.C/g, em quatro tempos de confrontagao.

Extrato: Ino6culo bacteriano: concentracoes de estudo
Concentracio (U.F.C./g)
Tempo de 10° 10° 10°
confrontacao
10%
24h 0" 0 0
48h 0 0 0
72h 0 0 0
20%
24h 0 0 0
48h 0 0 0
72h 0 0 0
0 0 0
30%
24h 0 0 0
48h 0 0 0
72h 0 0 0

(**) variaveis ordinais arbitrarias, com valores de 9 a 0, indicando as diferentes
concentracdes dos indculos bacterianos inativadas no alimento simulado (9= 10° ; 1=
1 - ..
10°; 0= nao atividade).
Considerando os valores arbitrarios atribuidos (0 = ndo atividade), tornou-se
inaplicavel analise estatistica referente a simulagdo de preparacao alimentar no modelo
requeijdo cremoso, contaminado por E.coli. Ressalte-se a utilizagdo de extrato da

amostra “Lami” nesta simulagdo alimentar, significativamente diferente das demais
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amostras (TABELA 2), por indisponibilidade de matéria-prima. As concentragdes do
extrato, entre 10, 20 e 30%, atendem aos padrdes maximos tolerados, relativos a
identificacdo e qualidade de requeijdo, inclusive a sensorialidade. As concentragdes
finais do indculo bacteriano (10°, 10* ¢ 10° U.F.C./ml) encontram-se imediatamente
acima da concentragio maxima bacteriana, tolerada pela legislagio brasileira (10°
U.F.C./ml). Os resultados coincidem com Shelef (1983) ao afirmar que concentragdes
usuais entre 0,5 a 1%, ndo inibem o desenvolvimento bacteriano, apesar de contribuir

sensivelmente para a sensorialidade dos alimentos.

CONCLUSOES E RECOMENTACOES

e Allium tuberosum Rottler ex Sprengl — (alho “nira, ,”japonés, , “jiucai”,
“cebolinha chinesa”) — Liliaceae — apresentou atividade antibacteriana seletiva,
tanto em seu extrato alcodlico como “in natura”, em situacdes de estudo “in
vitro” ou em simulag¢des de preparagdes alimentares, confirmando resultados de
literatura;

e Diferentes acessos de “nird”, embora da mesma regido metropolitana,
apresentaram diferenca significativa em sua atividade antibacteriana;

e Agentes bacterianos gram-positivos mostraram resisténcia total a diferentes
concentragdes do alho, enquanto gram-negativas, Salmonella e E.coli
mostraram-se sensiveis, apresentando inibi¢ao e inativagdo significativas.

e A preditividade do diagnostico em surtos toxinfectivos alimentares,
principalmente dos resultados negativos, requer maior detalhamento quanto a
fatores intervenientes na producdo, preparaciao, armazenamento ¢ utilizagao das
diferentes preparacdes alimentares envolvidas, inclusive quanto a processamento
e condimentacoes;

e dados epidemioldgico-etnograficos relacionados com condimentagdo e outros
procedimentos de gastronomia cultural, presente caso requeijao cremoso versus
refogado de caldo de carne fundados em estudos culturais, poderiam integrar-se
as demais agdes de saude indicadas na prevencdo e no controle de surtos
toxinfectivos alimentares, atendendo aos diferentes paradigmas de

epidemiologia e profilaxia.
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INTENSIDADE DA ATIVIDADE DE INIBICAO BACTERIANA (IINIB) E
INTENSIDADE DA ATIVIDADE DA INATIVACAO BACTERIANA (IINAB)

ALHO NIRA ACESSO ELDORADO DO SUL

PCA CHROMOCULT TOTAL

TEMPO
(HORAS) SD CD |SOMA | SD CD |SOMA | SD CD | SOMA

24 7 6 13 6 6 12 13 12 25
48 8 7 15 7 7 14 15 14 29
72 8 8 16 8 8 16 16 16 32
144 8 8 16 8 8 16 16 16 32
> X 31 29 60 29 29 58 60 58 118

MEDIA 7,75 | 7,25 7,50 7,25 | 7,25 7,25 7,50 | 7,25 7,38

Yy X? 241 213 454 213 213 426 454 426 880
N 4 4 8 4 4 8 8 8 16
DESVIO
PADRAO 0,50 | 0,96 0,76 0,96 | 0,96 0,89 0,76 | 0,89 0,81
ERRO

PADRAO 0,25 | 0,48 0,27 0,48 | 0,48 0,31 0,27 | 0,31 0,20




ALHO NIRA ACESSO LAMI

46

PCA CHROMOCULT TOTAL
TEMPO
(HORAS) SD CD |SOMA | SD CD |SOMA | SD CD | SOMA
24 4 3 7 4 5 9 8 8 16
48 5 5 10 5 6 11 10 11 21
72 5 6 11 5 6 11 10 12 22
144 5 7 12 5 7 12 10 14 24
> X 19 21 40 19 24 43 38 45 83
MEDIA 4,775 | 5,25 5,00 4,775 | 6,00 5,38 4,75 | 5,63 5,19
Yy X? 91 119 210 91 146 237 182 265 447
N 4 4 8 4 4 8 8 8 16
DESVIO
PADRAO 0,50 | 1,70 1,20 0,50 | 0,82 0,92 0,46 | 1,30 1,05
ERRO
PADRAO 0,25 | 0,85 0,42 0,25 | 0,41 0,33 0,16 | 0,46 0,26




ALHO NIRA ACESSO VIAMAO

47

TEMPO PCA CHROMOCULT TOTAI
(HORAS) SD CD [SOMA | SD CD |[SOMA | SD CD | SOMA
24 5 6 11 6 5 11 11 11 22
48 7 7 14 7 7 14 14 14 28
72 7 8 15 7 8 15 14 16 30
144 7 8 15 7 8 15 14 16 30
> X 26 29 55 27 28 55 53 57 110
MEDIA 6,50 | 7,25 6,88 6,75 | 7,00 6,88 6,63 | 7,13 6,88
Yy X? 172 | 213 385 183 202 385 355 415 770
N 4 4 8 4 4 8 8 8 16
DESVIO
PADRAO 1,00 | 0,96 0,99 0,50 | 1,41 0,99 0,74 | 1,13 0,96
ERRO
PADRAO | 0,50 | 048 0,35 0,25 | 0,71 0,35 0,26 | 0,40 0,24




48

TODAS OS ACESSOS DE ALHO NIRA

TEMPO PCA CHROMOCULT TOTAL

(HORAS) SD CD |SOMA | SD CD |SOMA | SD CD | SOMA

24 16 15 31 16 16 32 32 31 63
48 20 19 39 19 20 39 39 39 78
72 20 22 42 20 22 42 40 44 84
144 20 23 43 20 23 43 40 46 86
> X 76 79 155 75 81 156 151 160 311

MEDIA 6,33 | 6,58 6,46 6,25 | 6,75 6,50 6,29 | 6,67 6,48

Yy X? 504 | 545 1049 487 561 1048 991 | 1106 | 2097
N 12 12 24 12 12 24 24 24 48
DESVIO
PADRAO 1,43 | 1,51 1,44 1,29 | 1,14 1,22 1,33 | 1,31 1,32
ERRO

PADRAO | 0,41 | 043 0,29 0,37 | 0,33 0,25 0,27 | 0,27 0,19




PERGUNTA N° 1. EXISTE DIFERENCA ENTRE OS TRES ACESSOS DE ALHO,
INDEPENDENTE DOS MEIOS E DO TEMPO DE ATUACAQ?

COMPARACAO DE TRES ACESSOS DE ALHO (IGNORANDO OS MEIOS E

49

0S TEMPOS DE ATUACAO).
FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ,
VARIACAO  LIBERDADE QUADRADOS  MEDIO F CALC. F
TAB
GL SQ QM
AMOSTRAS 2 42,06 21,03 24,17+ 321512
DE ALHO (5%) (1%)
DESINIBIDOR 1 1,71 1,71 1,97 (NS)
RESIDUO 44 38,23 0,87
TOTAL 47 82,00

** MUITO SIGNIFICATIVO (p=0,99)
NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)

TESTE DE TUKEY — PARA COMPARAR OS TRES ACESSOS DE ALHO (

p=0,95)

AMOSTRAS MEDIAS
ELDORADO DO SUL 7,38 (A)
VIAMAO 6,48 (A)
LAMI 5,19 (B)

MEDIAS COM MESMA A LETRA NAO DIFEREM SIGNIFICATIVAMENTE



PERGUNTA N° 2. EXISTE DIFERENCA ENTRE OS DOIS MEIOS DE
CULTIVO, INDEPENDENTE DOS ACESSOS DE ALHO E DO TEMPO DE
ATUACAO?

COMPARACAO ENTRE OS MEIOS DE CULTIVO (IGNORANDO OS
ACESSOS DE ALHO E OS TEMPOS DE ATUACAO).

50

FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ]
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. F
TAB
GL SQ QM
MEIO DE 1 0,02 0,02 0,01 (NS) 4,06
CULTIVO (5%)
DESINIBIDOR 1 1,90 1,90 1,07 (NS)
RESIDUO 45 80,06 1,78
TOTAL 47 81,98

NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)



PERGUNTA N°3. PARA CADA ACESSO DE ALHO HA DIFERENCA ENTRE

A PRESENCA E A AUSENCIA DE DESINIBIDOR, INDEPENDENTE DOS
MEIOS?

51

ACESSO ELDORADO DO SUL
FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ]
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. F
TAB
GL SQ QM
DESINIBIDOR 1 0,25 0,25 0,37 (NS) 4,60
RESIDUO 14 9,50 0,68
TOTAL 15 9,75
NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)
ACESSO LAMI
FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ]
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. F
TAB
GL SQ oM
DESINIBIDOR 1 3,07 3,07 3,20 (NS) 4,60
RESIDUO 14 13,37 0,96
TOTAL 15 16,44

NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)



52

ACESSO VIAMAO
FONTES GRAUS SOMA QUADRADO

DE DE DE ]

VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. F
TAB
GL SQ QM

DESINIBIDOR 1 1,00 1,00 1,09 (NS) 4,60
RESIDUO 14 12,75 0,91
TOTAL 15 13,75

NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)



PERGUNTA N°4. PARA CADA ACESSO DE ALHO HA DIFERENCA ENTRE
0S QUATRO TEMPOS INDEPENDENTE DOS MEIOS E DA PRESENCA OU NAO
DOS DESINIBIDORES?

ACESSO ELDORADO DO SUL

53

FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ,
VARIACAO  LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ oM
TEMPOS 3 8,25 2,75 22,00%* 3,49 5,95
(5%) (1%)
RESIDUO 12 1,50 0,13
TOTAL 15 9,75

** MUITO SIGNIFICATIVO (p=0,99)

TESTE DE TUKEY

TRATAMENTO MEDIAS
72 E 144 HORAS 8,00 (A)
48 HORAS 7,25 (A)
24 HORAS 6,25 (B)

MEDIAS COM MESMA A LETRA NAO DIFEREM SIGNIFICATIVAMENTE



ACESSO LAMI

54

FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE
VARIACAO  LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ QM
TEMPOS 3 8,69 2,90 3,49 5,95
(5%) (1%)
RESIDUO 12 7,75 0,65
TOTAL 15 16,44

* SIGNIFICATIVO (p= 0,95)

TESTE DE TUKEY

TRATAMENTO MEDIAS
144 HORAS 6,00 (A)
72 HORAS 5,50 (AB)
48 HORAS 5,25 (AB)
24 HORAS 4,00 (B)

MEDIAS COM MESMA A LETRA NAO DIFEREM SIGNIFICATIVAMENTE



ACESSO VIAMAO

FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ]
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ QM
TEMPOS 3 10,75 3,58 14,32%* 3,49 595
(5%) (1%)
RESIDUO 12 3,00 0,25
TOTAL 15 13,75

** MUITO SIGNIFICATIVO (p=0,99)

TESTE DE TUKEY

TRATAMENTO MEDIAS
72 E 144 HORAS 7,50 (A)
48 HORAS 7,00 (A)
24 HORAS 5,50 (B)

MEDIAS COM MESMA A LETRA NAO DIFEREM SIGNIFICATIVAMENTE
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TABELA 3

INTENSIDADE DA ATIVIDADE DE INIBICAO BACTERIANA E
INTENSIDADE DE INATIVACAO BACTERIANA DO ACESSO ELDORADO
DO SUL SOBRE BACTERIAS GRAM POSITIVAS E GRAM NEGATIVAS

S.ENTERITIDIS E. COLI TOTAL

TEMPO

(HORAS) SD CD [SOMA | SD CD |[SOMA | SD CD | SOMA
24 8 7 15 8 7 15 16 14 30
48 8 8 16 9 8 17 17 16 33
72 8 8 16 9 9 18 17 17 34
144 8 8 16 9 9 18 17 17 34
> X 32 31 63 35 33 68 67 64 131

MEDIA 8,00 | 7,75 7,88 8,75 | 8,25 8,50 8,38 | 8,00 8,19

Yy X? 256 | 241 497 307 275 582 563 516 1079
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PRIMEIRA PERGUNTA : HA DIFERENCA ENTRE AS BAACTERIAS,
INDEPENDENTE DE TEMPO E DA PRESENCA OU AUSENCIA DE
DESINIBIDORES?

COMPARACAO DE RESULTADOS ENTRE S. ENTERITIDIS E E.COLI
IGNORANDO TEMPO E PRESENCA OU AUSENCIA DE DESINIBIDORES

FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ oM
BACTERIAS 1 1,57 1,57 4,49 (NS) 4,84
RESIDUO 14 4,87 0,35
TOTAL 15 6,44

NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)
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TERCEIRA PERGUNTA : INDEPENDENTE DA BACTERIA , HOUVE
INFLUENCIA DO TEMPO DE EXPOSICAO?
FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ,
VARIACAO  LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ oM

TEMPO 3 2,69 0,90 2,90 (NS) 3,49

RESIDUO 12 3,75 0,31

TOTAL 15 6,44

NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)



QUARTA PERGUNTA: INDEPENDENTE DA BACTERIA, HOUVE
INFLUENCIA DA PRESENCA OU NAO DE DESINIBIDOR?

59

FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ]
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ QM
DESINIBIDOR 1 0,57 0,57 1,36 (NS) 4,60
RESIDUO 14 5,87 0,42
TOTAL 15 6,44

NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)



QUINTA PERGUNTA: POR BACTERIA HOUVE INFLUENCIA DA PRESENCA

OU DA AUSENCIA DO DESINIBIDOR?

S. ENTERITIDIS

60

FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ]
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ QM
DESINIBIDOR 1 0,12 0,12 0,96 (NS) 5,99
RESIDUO 6 0,75 0,13
TOTAL 7 0,87
NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)
E. COLI
FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ]
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ QM
DESINIBIDOR 1 0,50 0,50 0,86 (NS) 5,99
RESIDUO 6 3,50 0,58
TOTAL 7 4,00

NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)
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SEXTA PERGUNTA: POR BACTERIA SE HOUVE INFLUENCIA OU NAO DO

TEMPO DE EXPOSICAO
S. ENTERITIDIS
FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ]
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ QM
TEMPO 3 0,37 0,12 0,92 (NS) 6,59
RESIDUO 4 0,51 0,13
TOTAL 7 0,88
NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)
E. COLI
FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ]
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ QM
TEMPO 3 3,00 1,00 4,00 (NS) 6,59
RESIDUO 4 1,00 0,25
TOTAL 7 4,00

NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)



TABELA N° 4

INTENSIDADE DE INATIVACAO BACTERIANA DO ALHO JAPONES
SOBRES. S. ENTERITIDIS E ESCHERICHIA . COLI

TEMPO S. ESCHERICHIA
(HORAS) | ENTERITIDIS COLI TOTAL
24 6 4 10
48 6 7 13
72 6 7 13
144 6 7 13

TOTAL 24 25 49

PRIMEIRA PERGUNTA : INDEPENDENTE DE TEMPO, HA DIFERENCA
ENTRE AS BACTERIAS ( S. ENTERITIDIS E E. COLI).

62

FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ oM
BACTERIAS 1 0,12 0,12 0,11 (NS) 5,99
RESIDUO 6 6,75 1,13
TOTAL 7 6,87

NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)
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SEGUNDA PERGUNTA: INDEPENDENTE DE BACTERIAS, HOUVE
DIFERENCA ENTRE OS DIFERENTES TEMPOS DE EXPOSICAO?

FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE
VARIACAO  LIBERDADE QUADRADOS MEDIO FCALC. FTAB
GL SQ QM
TEMPO 3 3,25 1,08 1,11 (NS) 6,59
RESIDUO 4 3,88 0,97
TOTAL 7 7,13

NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)

TERCEIRA PERGUNTA: EM CADA BACTERIA, HOUVE DIFERENCA ENTRE
OS DIFERENTES TEMPOS DE EXPOSICAO?
S. ENTERITIDIS

FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE ]
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ oM
TEMPO 3 0,37 0,12 0,92 (NS) 6,59
RESIDUO 4 0,51 0,13
TOTAL 7 0,88

NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)



ESCHERICHIA COLI

FONTES GRAUS SOMA QUADRADO
DE DE DE
VARIACAO  LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F CALC. FTAB
GL SQ QM
BACTERIAS 1 0,12 0,12 0,11 (NS) 10,13
TEMPO 3 3,37 1,12 0,99 (NS) 9,28
RESIDUO 3 3,38 1,13
TOTAL 7 6,87

NS — NAO SIGNIFICATIVO (p=0,95)
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