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NOTA CIENTIFICA

Atividade antimicrobiana e analise fitoquimica preliminar do extrato vegetal de alho
no controle de fungos fitopatogénicos
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Antimicrobial activity and analysis phytochemical preliminary extract vegetable garlic
in fungi phytopathogenic control

Nadine Cunha Costa®, Aloisio Freitas Chagas Junior?, Antonio Carlos Costa Ramos®, Layssah Passos Soares’, Gessiel
Newton Scheidt®

Resumo: As potencialidades de utilizacdo de métodos alternativos no controle de doengas de plantas sdo incessantemente
estudadas e avaliadas por varios pesquisadores no mundo inteiro, com o objetivo de minimizar o impacto ambiental através da
utilizacdo de produtos naturais. Este trabalho teve como objetivo tracar o perfil fitoquimico preliminar verificando a atividade
antimicrobiana in vitro do extrato hidroalc6olico de Allium sativum L. contra Bipolaris spp., Curvularia lunata e Fusarium
subglutinans através do mecanismo de pulverizacdo na Torre de Potter. Observou-se na analise fitoquimica a presenga de
taninos hidrolisaveis, saponinas e flavonodides. O extrato possuiu atividade antimicrobiana sobre todos os fungos
fitopatogénicos testados, com destaque para os fungos Curvularia lunata e Fusarium subglutinans nas concentracées de 40 a
50%, no entanto, o fungo Bipolaris spp. mostrou-se mais resistente com sensibilidade apenas na concentracdo maxima de 50%.

Palavras-chave: Fungicida. Farmacognosia. Produtos naturais. Allium sativum L.

Abstract: The potential use of alternative methods in plant disease control are constantly studied and evaluated by several
researchers worldwide with the aim of minimizing the environmental impact through the use of natural products. This study
aimed to trace the preliminary phytochemical profile and check the in vitro antimicrobial activity of garlic hydroalcoholic
extract in different concentrations against Bipolaris spp., Curvularia lunata and Fusarium subglutinans through the spray
mechanism in the Potter Tower. It was observed in the presence of phytochemical analysis hydrolysable tannins, saponins and
flavonoids. The extract possessed antimicrobial activity against all pathogenic fungi tested, especially the fungi Curvularia
lunata and Fusarium subglutinans in concentrations of 40 to 50%, however, the fungus Bipolaris spp. it proved to be tougher
with sensitivity only at the maximum concentration of 50%.
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INTRODUCAO

Desde a antiguidade até os dias atuais, as plantas sdo
utilizadas como fontes de alimentos, fibras, medicamentos e
muitos outros produtos UGteis pela humanidade (GURIB-
FAKIM, 2006). H4 muito tempo o uso de plantas medicinais
no tratamento de doengas humanas e animais é bem
conhecido, porém, sua utilizagdo no controle de fitopatdgenos
é mais recente (TAPWAL et al., 2011). A biodiversidade
brasileira é rica em espécies vegetais com moléculas quimicas
de importancia terapéutica que também podem ser utilizadas
no controle de pragas e doencas de plantas na agricultura.

A crescente demanda internacional e nacional por
produtos organicos vem se destacando em todo o mundo, e a
utilizacdo de extratos vegetais com propriedades antiflingicas
desponta como alternativa ecolégica e proposta vidvel a
protecdo tradicional promovida pela aplicacdo de fungicidas
quimicos no setor agricola (TRIPATHI; DUBEY, 2004). O
uso racional desses produtos pode ter em curto tempo um
efeito positivo para o produtor. No entanto, em longo prazo,
além do surgimento de isolados multirresistentes, esses
produtos tornam-se prejudiciais a sociedade e ao meio
ambiente, principalmente pelo depdsito de residuos causados
por esses compostos (GURJAR et al., 2012).

Nos paises em desenvolvimento mais de 800 milhdes de
pessoas ndo possuem alimentos adequados para consumo.
Isso ocorre principalmente pelo aumento significativo da
aplicacdo de fertilizantes quimicos nas plantagfes agricolas,
aliado ao grande numero de perdas ocasionadas pelos
fitopatdgenos nas culturas (STRANGE; SCOTT, 2005).

O fungo Fusarium subglutinans é o principal causador
da fusariose no abacaxi e é considerada a doenga mais grave
dessa fruta no Brasil (DE MATQS, 1995). Outro fungo muito
encontrado em diferentes cultivares é o Bipolaris spp., um
fungo fitopatogénico que infecta as culturas do trigo, cevada
entre outros grdos ocasionando sintomas como podridao
comum da raiz, ponta preta dos grdos e mancha marrom
(GHAZVINI, 2008). Outro grande problema fitopatol6gico
esta relacionado ao fungo Curvularia lunata, um fitopatdgeno
muito encontrado nas lavouras agricolas por causar grandes
prejuizos aos produtores, provocando as chamadas manchas
dos gréos detectadas com frequéncia nas culturas de arroz.
Nesse caso, uma das alternativas para reducdo do dano
causado pelas doengas foliares na cultura do arroz € o
controle quimico, entretanto, pouco sucesso tem se obtido
pela resisténcia dos fungicidas convencionais por esses
patégenos (LIMA et al., 2011).

Em meio a tantas espécies vegetais, o alho (Allium
sativum L.) é considerado uma especiaria que pertence a
familia Liliaceae, que contém mais de 700 espécies. E uma
planta herbacea caracterizada por um bulbo (cabeca) dividido
em dentes (bulbilhos) rico em alicina que possui agdo
antiviral, antifangica e antibi6tica (CORZO-MARTINEZ et
al., 2007). Pesquisas realizadas com extratos vegetais tém
indicado o seu potencial no controle de fitopatdgenos por
possuirem compostos secundarios que tanto podem ter acdo
fungicida direta, quanto na inibicdo de micélio e na
germinacdo dos esporos (CAMATTI-SARTORI et al., 2011;
VENTUROSO et al., 2011; SILVA et al., 2012).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar o perfil fitoquimico preliminar do extrato
vegetal de alho e a atividade antimicrobiana in vitro no

controle dos fungos fitopatogénicos
Curvularia lunata e Fusarium subglutinans.

Bipolaris  spp.,

MATERIAL E METODOS

Os bulbos de alho foram adquiridos no comércio local
da cidade de Gurupi — TO e posteriormente encaminhados ao
Laboratério de Bioprocessos e Microbiologia da Universidade
Federal do Tocantins Campus Universitario de Gurupi para
aplicacédo dos testes fitoquimicos e microbioldgicos.

O extrato vegetal etanolico foi obtido pelo processo de
maceracdo a frio a partir dos bulbos de alho. Apos a coleta,
fez-se a selecdo desprezando os bulbos danificados e
posteriormente foram lavados em &gua corrente. Em seguida,
foi realizada assepsia em cabine de fluxo laminar do material
vegetal em alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito 3% por 4
minutos e novamente em alcool 70% por 30 segundos
(SOUZA et al., 2004).

Os bulbos foram colocados sobre bancadas e secos a
temperatura ambiente por sete dias. Apos esse periodo foram
triturados e pesados em balanca analitica para obtencdo da
massa vegetal de 350 g. Utilizou-se solvente extrator
alcoolico 92 °GL na proporcdo de 1:3 com renovacdo de
solvente a cada 24 horas durante trés dias (MATQOS, 2009). A
seguir o extrato alcéolico foi submetido ao Rotoevaporador
rotativo (SL-126®) sob pressdo reduzida (40 °C) para
obtencdo do volume concentrado de 200 mL e peso seco de
0,050 g mL™ com rendimento de 5%.

A triagem fitoquimica qualitativa foi realizada de acordo
com Matos (2009), onde foram aplicados métodos para
deteccdo de taninos e fendis (teste do FeCls), saponinas (teste
de formacdo de espuma), flavondides (teste de Schinoda) e
eterpendides (teste de Liberman-Burchard).

Todos os fungos fitopatogénicos foram identificados
morfologicamente segundo Barnett (1960). O fungo Bipolaris
spp., foi isolado a partir de gréos armazenados de feijdo e os
fungos Curvularia lunata e Fusarium subglutinans de frutos
do tomateiro e de abacaxizeiro respectivamente, cultivados no
Estado do Tocantins e com sintomas caracteristicos das
doencas. Os microrganismos foram repicados em meio de
cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) até sua completa
colonizag@o e posteriormente foram incubados em cadmera de
crescimento (B.O.D.) sob fotoperiodo de 12 h & temperatura
de 25 + 2 °C (TAPWAL, 2011).

As avaliacbes da atividade antimicrobiana foram
realizadas nas concentragBes de 20 a 50% do extrato vegetal
sobre o crescimento micelial dos microrganismos a partir dos
seguintes tratamentos: TO, testemunha 0% de etanol; T1, 20%
de etanol; T2, 30% de etanol; T3, 40% de etanol e T4, 50% de
etanol.

Para verificacdo da analise antimicrobiana, o extrato
vegetal foi submetido a técnica de pulverizagdo na Torre de
Potter (Burkard Scientific®) (SATO et al., 2002).

A pulverizacao do extrato ficou regulada a pressdo de 15
Ib pol, garantindo aplicacdo de 1,5 + 0,5 mg de calda cm™,
de acordo com metodologia recomendada pela “International
Organization for Biological and Integrated Control of
Noxious Animals and Plants (IOBC, 1992). O volume de
aplicacdo depositado foi de 100 uL do extrato nas diferentes
concentragBes sobre o desenvolvimento de Bipolaris spp.,
Curvularia lunata e Fusarium subglutinans (STERK et al.,
1999; VAN de VEIRE et al., 2002). A avaliacdo do
experimento iniciou 48 horas apds sua instalagdo, com auxilio
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de um paquimetro realizou-se medicdes correspondente a
média de trés medidas diametralmente opostas ao micélio
com intervalo de 24 horas entre cada analise por um periodo
de doze dias. A porcentagem de inibicdo do crescimento
(PIC) foi avaliada por meio da férmula: I = (C — T/C) x 100,
onde | é a porcentagem de inibicdo, C o diametro da colénia
no controle e T o didmetro da colbnia no tratamento
(VINCENT, 1947).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualisado com trés repeticdes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade utilizando o software
ASSISTAT 7.7 Beta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise fitoquimica do extrato alcéolico do Alho
sativum L. apresentou os seguintes grupos de compostos
quimicos: taninos hidrolisaveis, saponinas e flavondides
(Tabela 1).

Nos ultimos anos, os metabolismos secundarios das
plantas tém sido extensivamente investigados como fonte de
novos agentes medicinais. Assim, prevé-se que 0s testes
fitoquimicos com adequada eficAcia antifingica serdo
utilizados no rastreamento de novas moléculas no tratamento
de doencas flungicas (KRSHNARAJU, 2005). Segundo
Mikail (2010), a triagem fitoquimica em pé do bulbo de Alho
sativum L. foi fortemente positiva para 0s seguintes
metabdlitos secundarios: saponinas, taninos, esteroides,
hidratos de carbono, alcaldides, flavonoides e glicosideos. A
presenca de saponinas, taninos e flavondides também foram
reveladas nesse trabalho reforcando assim, a riqueza de
moléculas ativas com propriedades antimicrobianas existente
no alho para o tratamento de doengas fitopatolégicas.

Resultados similares foram encontrados nos estudos de
Joseph (2014), pela forte presenca de saponinas, esterdides e
terpendides a partir do p6 do bulbo de alho em testes
farmacognosticos e bioquimicos no sul da india, sugerindo
gue estes seriam os metabdlitos potentes e responsaveis pela
atividade antimicrobiana do alho. Este estudo corrobora com
os resultados de Joseph (2014), quanto a presenca de
saponinas no extrato alcéolico do alho.

Segundo Garba (2014), avaliando a fitoquimica
preliminar do extrato de alho através de solventes aquosos e
alcdolicos, foi possivel constatar que houve presenca de
taninos e saponinas utilizando os dois tipos de solventes,
entretanto, o aparecimento de alcal6ides e flavondides foram
encontrados em apenas um dos extratos, 0 primeiro no extrato
alcéolico e o segundo em extrato aquoso. No entanto,
diferentemente do ocorrido no estudo anterior, foi possivel
verificar a presenca de flavanoides nessa pesquisa utilizando
solvente alcdolico.

As moléculas quimicas encontradas neste estudo,
mostram a diversidade de compostos biologicamente ativos
presente no alho e o direcionamento que eles possuem na
acdo antimicrobiana. Mais uma vez pesquisa com extrato
metanélico do alho para verificacdo de metabdlitos

secundarios, revela que o0 comparecimento de taninos,
alcal6ides e glicosideos tiveram fraca manifestacdo quando
comparados aos compostos fendlicos (ODUTUGA, 2014).

Roy et al. (2006), afirma que os fitoconstituintes do alho
tém sido conhecido e suas propriedades antimicrobianas
amplamente relatadas. A atividade antimicrobiana do extrato
de alho foi ligada a longa presenca de alguns compostos
bioativos, onde os mesmos servem para proteger as plantas
contra infeccbes bacterianas, flingicas e virais (EL-
MAHMOOD; AEY, 2007).

Quanto a atividade antimicrobiana in vitro, os resultados
mostraram que o extrato de alho inibiu todos os fungos
fitopatogénicos sobre diferentes concentragdes (Tabela 2).
Observou-se que as concentracfes de 40 a 50% foram mais
eficazes para inibir o crescimento micelial dos fungos
Curvularia lunata e Fusarium subglutinans com destaque
para 0 fungo Fusarium subglutinans. No entanto, o fungo
Bipolaris spp. mostrou-se mais resistente com sensibilidade
apenas na concentragdo maxima de 50% no décimo segundo
dia.

Bianchi et al. (1997), mostraram que o extrato aquoso de
Alho sativum, apresentou atividade antimicrobiana contra
Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Colletotrichum
lindemuthianum e Fusarium solani causando alteracdes
morfoldgicas nas hifas. Nesse estudo, pode se verificar que a
partir da concentracdo de 40% do extrato de alho sobre a
atividade antimicrobiana in vitro de Fusarium subglutinans
houve redugdo dos esporos como evidenciado na Figura 1.

Stoll e Seebeck (2006) relatam que os bulbilhos do alho
intacto contém 0,24% em peso de alicina, fator determinante
pelas acBes antimicrobianas apresentadas por esse vegetal.
Staba et al. (2001) afirmam em seus estudos que qualquer
forma de processamento do alho como liofilizac&o, destilacdo
a vapor, maceracao e baixa temperatura de secagem resultam
na producdo de misturas complexas e dentre elas se destaca a
alicina.

Resultados semelhantes foram apresentados por
Arannilewa et al. (2006), que utilizaram o éter de petréleo e
etanol como solventes de extracdo por maceracdo para fazer
comparagOes diretas e precisas sobre o cheiro forte do alho
resultado determinado pela presenca de compostos
organossulfurados atribuido a alicina.

De acordo com Ankri (1999), o extrato de alho possui
acdo sobre bactérias, porém, ele é mais eficaz no tratamento
de doengas flngicas. Demonstra ainda que o extrato do éleo
essencial em diferentes concentra¢des inibiu o crescimento de
Aspergillus niger, Penicillium e Fusarium oxysporum.

Produtos naturais com atividade pesticida estdo sendo
cada vez mais explorados a fim de tornar disponiveis novos
produtos, que sejam facilmente biodegradaveis, seletivos e
que possam ser produzidos localmente, especialmente para os
agricultores que ndo podem pagar por pesticidas sintéticos
caros. Novos testes deveram ser realizados para quantificagdo
e separacdo desses constituintes e aplicacdo in vivo nas
cultivares em casa de vegetagdo. O desenvolvimento de
preparacdes de alho para utilizagdo alternativa aos fungicidas
quimicos na agricultura esta sendo cada vez mais elucidado.

Tabela 1. Analise fitoquimica preliminar do extrato de Alho sativum L.

Antocianinas

Espécie vegetal Taninos  Fendis Antocianidinas

Leucoantocianidinas
Catequinas Flavonas

Flavondides  Cumarinas  Esteréides  Alcaldides  Saponinas

A. sativum +++ - - -

+++ - - - ++

! Fortemente positivo (+++); fracamente positivo (++); ausente (-)
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Tabela 2. Atividade antimicrobiana do extrato alc6olico de Alho sativum L. sobre Bipolaris spp., Curvularia lunata e

Fusarium subglutinans.

6 dias 9 dias 12 dias

Concentracdes (%) DC PIC DC PIC DC PIC DC PIC

(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)

Bipolaris spp.
20 419a 33,5 442 a 34,3 46,0a 36,4 489 a 43,3
30 51,7 a 19,3 55,9 a 26,0 53,1a 21,6 54,7 a 24,0
40 50,8 a 21,5 60,3 a 37,0 619a 26,5 52,6 b 24,4
50 60,0 a 37,2 62,8 a 38,2 50,2 a 39,2 49,7b 25,1
Testemunha 516a - 57,7 a - 60,1 a - 62,4 a -
CV (%) 9,1 9,1 12,3 2,5
Curvularia lunata
20 450a 43,4 47,2 a 48,1 458 a 47,1 457 a 449
30 529 a 27,9 54,8 a 31,0 412a 30,1 50,0 a 23,1
40 422 a 59,4 38,5ab 50,6 35,3 ab 50,1 31,3b 452
50 37,7b 40,8 435b 40,4 339b 39,1 295¢ 36,2
Testemunha 48,8 a - 45,6 a - 447 a - 48,8 a -
CV (%) 55 97 47 36
Fusarium subglutinans

20 19.0a 82,4 20,8a 91,9 18,8a 81,2 16,7 a 91,3
30 289a 60,0 28,4 a 58,6 31,7a 68,8 155b 37,1
40 279a 75,2 26,2a 69,1 16,2 b 34,0 143b 32,8
50 279a 75,2 19,2 ab 61,5 13,7¢ 34,0 10,2 ab 35,5
Testemunha 18,8 a - 316a - 252 a - 272a -
CV (%) 14,4 22,1 3,8 2,0

IMédias seguidas pela mesma letra nas colunas, néo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (5%). 2DC*diametro da col6nia PIC* porcentagem

de inibi¢do do crescimento

Figural. Inibicdo dos esporos de Fusarium subglutinans pelo extrato de Alho sativum L. em cAmera de Neubauer.

e e ———

= g
40x

TO=0%

CONCLUSOES

O extrato de alho apresentou intensa atividade
antimicrobiana em especial para o fungo C. lunata e
aparecimento de importantes metabdlitos secundarios
direcionados a agdo antiflngica.
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