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Resumo

O alho tem sido utilizado ao longo da histéria para fins medicinais e culinarios. Para
além do sabor carateristico que confere aos pratos em que é utilizado, o alho é conhecido pelas
suas atividades biologicas, nomeadamente, pela sua capacidade antioxidante. Os compostos
bioativos do alho sdo bem conhecidos por possuirem efeitos benéficos para a salde,
nomeadamente na prevencdo de diversas patologias, como por exemplo, doencas

cardiovasculares, doencas ateroscleroticas e cancro.

No ambito da avaliagédo da atividade antioxidante do alho, foi efetuada a determinacéo
dos teores de fendis e de flavonoides totais de extratos das diferentes formas de apresentacao /
partes do alho (bulbo, casca, em p6, comprimidos/capsulas). Determinou-se também a
capacidade antioxidante dos mesmos, através do método do radical DPPH" e por reducdo do
ido férrico (FRAP). Foi ainda avaliada a capacidade de captacdo de espécies reativas (02,
H20., NO") dos referidos extratos. Por fim, estudou-se a influéncia da fervura e do
congelamento nas propriedades do bulbo.

Concluiu-se, com base nos resultados obtidos, que quanto maior o teor de fendis totais
obtido, maior a capacidade de inibicdo das espécies reativas (NO*, O2" e H20,) dos diferentes
extratos. Embora todos os extratos tenham evidenciado valores significativos de compostos
fendlicos e flavonoides, o extrato de alho congelado foi aquele que apresentou uma maior
guantidade destes compostos, 0 que consequentemente o torna o extrato com maior capacidade

de captacdo das espécies reativas NO*, 02" e H20:.

Quanto ao método do radical DPPH* e ao método FRAP, obteve-se para o extrato de
alho cozido uma maior atividade antioxidante. O extrato de cascas de alho evidenciou uma
atividade antioxidante significativa, enquanto que os extratos de comprimidos a base de alho e
do condimento de alho picado apresentaram uma menor atividade antioxidante em comparacao

com a do alho fresco.

Palavras-chave: Alho; Allium sativum; congelamento; cozimento; cascas de alho; condimento
de alho; suplemento de alho; polifendis; fenodlicos; flavonoides; atividade antioxidante;

captacdo de espécies reativas.



Abstract

Garlic has been used throughout history for medicinal and culinary purposes. Besides
the characteristic flavor that it gives to the dishes in which it is used, the garlic is known for its
biological activities, namely, for its antioxidant capacity. Garlic bioactive compounds are well
known to have beneficial health effects in prevention of various conditions, for example, heart
diseases, atherosclerotic diseases and cancer.

In the evaluation of the antioxidant activity of garlic, total phenolic and flavonoid
contents of extracts of the different forms of presentation / parts of the garlic (bulb, peel,
powder, tablets / capsules) were determined. The antioxidant capacity was also determined by
the DPPH" radical and the ferric ion reduction (FRAP) method. It was also evaluated the
capacity of capture of reactive species (O2~, H202, NO") of said extracts. Finally, the influence
of boiling and freezing on the properties of the bulb was studied.

Based on the results obtained, the higher the total phenol content obtained, the greater
the inhibition capacity of the reactive species (02", H2O2 and NO") of the different extracts.
Although all the extracts showed significant values of phenolic compounds and flavonoids, the
frozen garlic extract was the one that presented a greater amount of these compounds, which
consequently makes it the extract with greater capacity of capture of the reactive species O2™,
H202 and NO".

In relation to DPPH" radical method and FRAP method, a higher antioxidant activity
was obtained for the extract of cooked garlic. The extract of garlic peels showed a significant
antioxidant activity, whereas extracts of garlic tablets and garlic seasoning had a lower
antioxidant activity compared to fresh garlic.

Keywords: Garlic; Allium sativum; freezing; cooking; garlic peels; garlic seasoning; garlic
supplement; polyphenols; phenolics; flavonoids; antioxidant activity; capture of reactive

species.
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Lista de abreviaturas

AMP ciclico (ou cAMP): monofosfato ciclico de adenosina (do inglés cyclic adenosine

monophosphate)

BHA: mistura dos isomeros 2-terc-butil-4-hidroxianisol e 3-terc-butil-4-hidroxianisol (do

inglés 2-tert-butyl-4-hydroxyanisole and 3-tert-butyl-4-hydroxyanisole (mixture))
BHT: hidroxitolueno butilado (do inglés butylated hydroxytoluene)

CFT: contetdo fendlico total

COX: cicloxigenase

DAF-2T: triazolofluoresceina fluorescente (do inglés 4,5-diaminofluorescein triazole)
DMSO: dimetilsulfoxido

DPPH?": radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (do inglés 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)
EAG: equivalentes de acido galhico

EC: equivalentes de catequina

EQ: equivalentes de quercetina

ESF: equivalentes de sulfato ferroso

FRAP: poder antioxidante por reducdo do ido férrico (do inglés ferric reducing antioxidant
power)

GMP ciclico: monofosfato ciclico de guanosina (do inglés cyclic guanosine monophosphate)
HDL.: lipoproteinas de alta densidade (do inglés high density lipoprotein)

ICs0: metade da concentracdo maxima inibitéria (do inglés half maximal inhibitory

concentration)

LDL.: lipoproteina de baixa densidade (do inglés low density lipoprotein)

VI



NADH: dinucleétido de nicotinamida e adenina (do inglés nicotinamide adenine dinucleotide)
NBT: azul de nitrotetrazolio (do inglés nitro-blue tetrazolium)

NOC-5: 3-(aminopropil)-1-hidroxi-3-isopropil-2-oxo-1-triazeno; (do inglés nitric oxide amine

complex)

PMS: metossulfato de fenazina (do inglés phenazine methosulfate)
ROS: espécies reativas de oxigénio (do inglés reactive oxigen species)
TFT: teor de flavonoides total

Tiron: &cido 4,5-di-hidroxi-1,3-benzenodissulfonico

Tris: 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol

Trolox: &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
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Atividade antioxidante do alho (Allium sativum L.) quando submetido a diferentes processos tecnolégicos

CAPITULO |
1.1. Introducéo

As especiarias conferem, essencialmente, sabor e aroma aos alimentos, sendo por
este facto muito utilizadas no @mbito da culinaria. Alguns dos inumeros exemplos que
podem ser referidos dizem respeito a canela, a pimenta, ao alho, entre outros. No entanto,
para além do sabor que conferem aos pratos dos quais fazem parte, as especiarias tém
vindo a ser cada vez mais procuradas por promoverem a satde e uma melhor qualidade
de vida (Leelarungrayub et al., 2006; Cortés et al., 2017; Seki e Hosono, 2015).

Desde a antiguidade que a medicina recorre a utilizacdo de especiarias e plantas
para o tratamento e prevencdo de muitas patologias. Por este facto, o alho, mais
concretamente, o bulbo da espécie Allium sativum, tem vindo a ser investigado
extensivamente pelos seus beneficios para a saude. Sdo atribuidas ao alho varias
atividades terapéuticas, sustentadas por inumeros estudos cientificos. Sabe-se, por
exemplo, que o alho possui propriedades antioxidantes (Oommen et al., 2003; Banerjee
et al., 2003; Ray et al., 2011; Naji et al., 2017), antitrombéticas (Rahman, 2007),
anticancerigenas (Tsai et al., 2012; Roy et al., 2016, Huang et al., 2015).

O género Allium, do qual o alho faz parte, engloba vérias outras espécies, das quais
se destacam a cebola, a chalota e o cebolinho. Estes tém vindo a ser muito estudados,
tendo despertado grande interesse nas industrias alimentares ao longo das Ultimas décadas
(Benkeblia, 2005; Garcia-Diez et al., 2017; Cicero et al., 2017; Tocmo et al., 2017; Kim
et al., 2017; Lisanti et al., 2015). Esta especial atencdo advém da potencial capacidade
antioxidante de alguns compostos que fazem parte da sua composi¢cdo. Uma vez que
alguns antioxidantes de natureza sintética, usados na industria alimentar, como é o caso
da mistura dos isomeros 2-terc-butil-4-hidroxianisol e 3-terc-butil-4-hidroxianisol
(BHA), e do hidroxitolueno butilado (BHT), parecem ser nocivos para a saude, tem vindo
a existir uma maior preocupacgdo na pesquisa de antioxidantes naturais (Mancini et al.,
2015). Este facto associado a uma crescente consciencializacdo dos consumidores em
relacdo a seguranca dos aditivos alimentares, levou a procura de fontes de antioxidantes

alimentares naturais mais seguras (Kallel et al., 2014).

Por outro lado, tem vindo a existir um interesse cada vez maior pelas diferentes

preparacdes comerciais, que incluem, por exemplo, produtos em po, e que podem ser

1
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utilizadas na elaboracdo de uma ampla gama de receitas culinarias (Cardelle-Cobas et al.,
2009). O alho, para além de ser encontrado comercialmente como especiaria em po, pode
também utilizar-se cru, frito ou cozido, com o objetivo de temperar carnes, molhos, entre
outro tipo de alimentos. No entanto, o alho possui uma composi¢do quimica muito
complexa, que difere com a forma em que se encontra (Lanzotti et al., 2014). Produtos
com base no alho, tais como manipulados em capsulas, comprimidos e medicamentos
homeopaticos, podem também ser encontrados em ervanarias ou farmacias (Grunwald e
Janicke, 2009). No que diz respeito a casca de alho, ndo existem ainda muitos estudos,
uma vez que esta é considerada uma parte ndo edivel. Contudo, ha resultados que
perspetivam a casca de alho como sendo uma fonte promissora de compostos com
atividade antioxidante (Chhouk et al., 2017).

Habitualmente, tanto o alho, como os vegetais em geral, sdo sujeitos ao processo
de cozedura antes do seu consumo. O cozimento € o processo doméstico frequentemente
utilizado na preparacdo dos alimentos, enquanto a congelacdo € usada para garantir a
conservacgao dos mesmos. Porém, é importante saber que modificacdes podem ocorrer ao
nivel da composicdo quimica dos mesmos e, consequentemente, das propriedades
preventivas e curativas que possam eventualmente ter, nomeadamente, investigar a
existéncia de alteracdes da sua capacidade antioxidante durante os processos comuns de
cozimento e congelacdo (Jiménez-Monreal et al., 2009).

Neste ambito, este trabalho experimental pretendeu avaliar e comparar o contetdo
fenolico total, o teor de flavonoides total, a atividade antioxidante e a capacidade de
captacdo de espécies reativas de diversas amostras de alho ou com base no alho,
nomeadamente, alho cru, alho cozido, alho congelado, casca de alho, alho em po,

utilizado habitualmente como tempero, e ainda comprimidos a base de alho.

A revisdo bibliografica necessaria a realizacdo deste trabalho realizou-se entre 0s
meses de novembro de 2016 e janeiro de 2018, através das fontes de pesquisa cientificas
PubMed, Science Direct e b-On e em motores de busca, tais como 0 Google Académico.
Os critérios utilizados na selecdo dos artigos resultantes da pesquisa cientifica foram o
interesse para o0 tema, limitando a pesquisa a artigos cientificos e estudos escritos em
inglés e portugués, com data de publicacdo inferior a 10 anos ou mais antigos se o

conteudo fosse relevante.
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CAPITULO 11
2.1. O ALHO
2.1.1. Perspetiva historica

O alho (Allium sativum L.) é uma planta bolbosa pertencente ao género Allium e
a familia Liliacea, que inclui também a cebola (Allium cepa L.), o alho-porro (Allium
ampeloprasum L.), a chalota (Allium ascalonicum L.) e a cebolinha (Allium fistulosum
L.) (Harris et al., 2001). A palavra Allium, nome latino do alho, é derivada da palavra
celta al, que significa pungente ou queimacdo, enquanto sativum significa plantado,

cultivado ou semeado (Agarwal, 1996).

A origem do alho remonta a aproximadamente 6000 anos. Embora ndo haja
unanimidade, tudo indica que a Asia é o continente de origem do alho, sendo hoje
cultivado e consumido em praticamente todo o mundo. Julga-se que o deserto da Sibéria
seja o local exato da sua origem e que mais tarde tenha sido levado por tribos asiaticas
noémadas para o Egito. Especula-se ainda que tenha seguido até ao extremo oriente através
das rotas de comércio com a india, e tenha chegado de igual modo & Europa (Estévao,
2017).

Durante muitos anos, o alho foi utilizado nas mais diversas situac@es, entre as
quais as reportadas por Corzo-Martinez et al. (2007), ao referir a sua ingestao por atletas
olimpicos na Grécia, com a funcdo de estimulante, por forma a melhorar o desempenho
dos mesmos, e ainda fazendo parte da composicéo de logdes antisséticas na india, usadas
na lavagem de feridas e Ulceras. Em muitas culturas, o alho foi administrado aos operarios

com o intuito de aumentar a forca e a capacidade para o trabalho (Rivlin, 2001).

O interesse pelos potenciais beneficios do alho teve origem na antiguidade, tendo
sido um dos primeiros exemplos de plantas utilizadas no tratamento de doencas e na
manutencdo da saude a ser documentado (Rivlin, 2001). A primeira citacdo desta planta
foi encontrada no Codex Ebers (1500 aC), um papiro médico egipcio que relata mais de
800 formulas terapéuticas, das quais 22 mencionam o alho como remédio util para uma
variedade de doencas, como problemas cardiacos, dor de cabeca, mordidas, vermes e
tumores (Block, 1985).
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Mais recentemente, a ciéncia moderna tende a confirmar muitas das crencas das
culturas antigas em relagdo ao alho, definindo mecanismos de acdo e explorando o
potencial do alho na prevencéo e tratamento de muitas doencas (Rivlin, 2001). Hoje em
dia, devido ha existéncia de numerosos estudos cientificos, sabe-se que o0 alho possui um
amplo potencial terapéutico, por exemplo na reducéo do colesterol e no desenvolvimento
da aterosclerose (Upadhyay, 2017). O alho apresenta efeitos benéficos no tratamento de
varias doencas, incluindo o cancro e a diabetes. Durante seculos o alho demonstrou
exercer efeitos medicinais substanciais e é hoje considerado um dos melhores alimentos

para a prevencao e tratamento de muitas doencas (Bradley et al., 2016).

2.1.2. Composicao qualitativa

O alho € uma planta herbacea resistente que pode atingir entre 25 a 70 cm de
altura. Possui flores cor-de-rosa ou verdes claras, bulbos e bulbilhos, denominados dentes

de alho, e ainda caules compridos de cor avermelhada (Grunwald e Janicke, 2009).

Figura 1. Alho (Allium sativum) (retirado do site Beleza e Salde - https://belezaesaude.com/alho).

O bulbo é a parte da planta de alho mais commumente utilizada, sendo o local
onde se encontram maioritariamente os constituintes ativos, dos quais se destaca a aliina.
Quando o alho é triturado ou esmagado, a aliina fica exposta a enzima alinase, formando-
se a alicina. Esta Ultima é maioritaria responsavel pelo odor forte do alho, carateristico do
mesmo (Oomen et al., 2004), tendo sido o primeiro composto de enxofre a ser descoberto

(Cavallito e Bailey, 1944). A alicina é responsavel por uma ampla gama de atividades
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bioldgicas. Para aléem da capacidade em inibir a proliferacdo de bactérias e fungos, a
alicina possui também a capacidade de inibir a proliferagdo e até mesmo causar a morte
de células cancerigenas (Borlinghaus et al., 2014).

-

,“\‘ -

S NH,
‘ / HZCZ/-— \:\O \
‘ Aliina
5 4 (l:l) /
S = Libertacéo da enzima
NN glinase
Alicina

Figura 2. Esquema que ilustra a libertacdo da enzima alinase quando ocorre a rutura das células que
constituem o alho. Adaptado de https://www.remedio-caseiro.com/tratamentos-utilizando-o-cha-de-alho/;

http://m.alunosonline.uol.com.br/quimica/compostos-sulfurados-ou-tiocompostos.html

A natureza volatil de alguns dos compostos que fazem parte da constituicdo do
bulbo de alho estd altamente relacionada com os mecanismos de defesa das plantas de
alho contra pragas e inUmeros agentes patogénicos, uma vez que a sua libertacdo é

consequéncia de danos celulares (Hile et al., 2004).

A composicdo do bulbo de alho é bastante complexa. Para além de ser
maioritariamente composto por agua, 0 seu peso seco é constituido por hidratos de
carbono, contendo também proteinas, compostos de enxofre, fibras e aminoacidos livres.
Entre os minerais, o alho € conhecido por ter altos niveis de fésforo, seguido de calcio,
ferro, potassio, zinco, selénio, magnésio, sddio e manganés (Rahman, 2003). Possui ainda
vitaminas A, C e do complexo B. E considerado uma fonte rica de outros fitonutrientes
ndo volateis com importantes propriedades medicinais e terapéuticas, sendo dado especial
énfase aos compostos fendlicos, flavonoides, saponinas e sapogeninas, 6xidos de azoto,

amidas e proteinas (Lanzotti et al., 2014; Rahman, 2003).

Relativamente a composi¢cdo quimica das cascas de alho, estas apresentam um
baixo teor de lipidos e um alto teor de proteinas, sendo também uma boa fonte de

minerais, nomeadamente célcio, potassio e magnésio (Kallel et al., 2014).

5
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2.1.3. Beneficios do alho

O alho é uma planta muito complexa em termos de constituintes ativos com efeito
benéfico para a saide. Em 1858, Louis Pasteur foi o primeiro a observar as propriedades
antimicrobianas do alho (Lanzotti, 2006). Mais tarde, em 1932, Albert Schweitzer tratou
a disenteria amebiana em Africa com recurso ao alho. Este foi de igual modo utilizado no
tratamento de vérias doencas epidémicas, como tifo, colera, tuberculose e difteria
(Bhagyalakshmi et al., 2005). Esta ainda descrito que, durante a Segunda Guerra
Mundial, se recorreu ao alho para o tratamento de feridas de soldados, ao ser aplicado
diretamente sobre as mesmas com o intuito de inibir a propagacéo de qualquer tipo de
infecdo (Lanzotti et al., 2014).

Diversos estudos tém demonstrado que o consumo de substancias antioxidantes
na dieta diaria pode produzir uma a¢ao protetora efetiva contra 0s processos oxidativos
que ocorrem naturalmente no organismo (Beretta et al., 2017; Bozin et al., 2008; Lenkova
et al., 2017); Santas et al., 2008). A existéncia de uma relacdo inversa entre o consumo
de alimentos ricos em antioxidantes e o risco de doengas crénicas, COmo 0 cancro e as
doengas cardiacas, € hoje uma certeza (Dogan et al., 2017; Kumar e Asdaq, 2017;
Palafox-Carlos et al., 2011; Roy et al., 2016). Algumas investigagdes realizadas com
animais e em humanos confirmaram que o alho e os seus derivados tém capacidade para
inibir a acumulagao de radicais livres no organismo e aumentar a atividade enzimatica
celular responsavel pelos processos antioxidantes (Ray et al., 2011). Contudo, é
importante perceber primeiramente o que sdo e de que forma os compostos antioxidantes

exercem os seus efeitos.

A atividade antioxidante carateristica de muitos tipos de alimentos ¢,
essencialmente, devida a presenca de compostos fenolicos que desempenham um papel
importante na eliminagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Oliveira et al., 2009).
Embora, os radicais livres tenham um papel importante, nomeadamente, na geragao de
ATP nas mitocondrias, na destoxificacdo de xenobiéticos pelo citocromo P450, na
apoptose de células defeituosas, assim como na luta contra agentes patogénicos
(Devasagayam et al., 2004), quando h& uma maior producdo destas especies reativas do
que a sua neutralizag@o ocorre o0 stresse oxidativo. Este excesso de radicais livres pode
sobrecarregar enzimas protetoras, tais como a superoxido dismutase, a catalase e a

peroxidase, dando origem a efeitos celulares destrutivos e letais, que sdo consequéncia da
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oxidagao dos lipidos das membranas celulares, proteinas celulares, ADN e enzimas

endogenas (Singh et al., 2009).

Com o intuito de perceber em detalhe o papel dos antioxidantes, tém vindo a ser
realizados cada vez mais estudos ao longo do tempo. Por exemplo, Tsai et al. (2012)
descobriram que estes compostos atuam ao induzir a apoptose e a inibicao da ativagao e
metastizacdo do tumor, bem como através do aumento do controlo e da regulagdo dos
mecanismos imunologicos envolvidos nestas patologias. Segundo Del Rio et al. (2010),
0s compostos fenolicos protegem contra o stresse oxidativo que afeta as membranas
celulares e os seus componentes, assim como 0s acidos nucleicos. Quando em contacto
com células cancerigenas, os compostos fendlicos tém a capacidade de inibir a sua
proliferacdo, particularmente em tumores do estdmago e colon (Dogan et al., 2017;
Fratianni et al., 2016). Kodali e Eslick (2015) realizaram uma meta-analise e concluiram,
com base na compilacéo de varios estudos, que o consumo de alho encontra-se associado
a uma reducao do risco de desenvolvimento de cancro gastrico. Assim sendo, é possivel
afirmar que existe uma correlagéo entre o consumo de grandes quantidades de alho e um

risco reduzido de desenvolvimento de cancro em diversos 6rgaos.

De um outro ponto de vista, as infegdes bacterianas apresentam atualmente um
cenario critico, uma vez que os antibidticos utilizados como agentes terapéuticos sdo cada
vez menos efetivos, essencialmente devido as resisténcias adquiridas aos farmacos
sintéticos. Posto isto, as propriedades antimicrobianas do alho podem ser exploradas
como uma alternativa as prepara¢des farmacéuticas mais comuns, visto que este apresenta
um desempenho efetivo contra bactérias resistentes a antibiéticos habitualmente usados
a nivel clinico (Bilal et al., 2016; Johnson et al., 2016; Lemar et al., 2005; Nejad et al.,
2014; Shakurfow et al., 2015). Numa investigacao realizada por Fratianni et al. (2016),
os extratos de alho alvo de estudo demonstraram possuir atividade antimicrobiana contra

bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

O consumo de alho pode estar de igual forma associado a uma diminui¢do dos
niveis de colesterol no sangue. Estudos em humanos revelaram que o consumo de alho
diminui os niveis das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), 0 que consequentemente

ajuda a prevenir o aparecimento de doengas cardiovasculares (Tsai et al., 2012).
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Outra propriedade encontrada no alho é a sua capacidade de reduzir a agregacgéo
plaquetéria, dado que a alicina, além de impedir a atividade da cicloxigenase (COX), pode
também atuar através da diminui¢do do monofosfato ciclico de adenosina (AMPCc) e do
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), bem como através da reducdo da habilidade
das plaquetas para se ligarem ao fibrinogénio conseguida pela interacdo direta com o0s
recetores GPIlIb/lla (Rahman, 2007). Beretta et al. (2017) avaliaram a atividade
antiplaquetaria de seis espécies pertencentes a familia Allium, destacando-se o alho, uma

vez que demonstrou ser o inibidor plaquetario mais potente.

Ja no inicio deste século havia evidéncias clinicas que sugeriam que a adi¢ao de
alho a um regime alimentar diério podia ajudar a reduzir os factores de risco associados
as doencas cardiovasculares (Banerjee e Maulik, 2002). Outro estudo mais recente
permitiu obter mais evidéncias pré-clinicas e clinicas de que o alho reduz os riscos
associados as doencas cardiovasculares, diminuindo o colesterol, inibindo a agregacédo

plaquetaria e reduzindo a pressao arterial (Bradley et al., 2016).

O alho tem efeitos beneficios ao nivel das doencas ateroscleréticas, apresentando
de facto uma acdo positiva sobre os fatores de risco associados a aterosclerose
(Mohammadi e Oshaghi, 2014). Segundo um estudo de Durak et al. (2002), o alho
demonstrou a sua habilidade para prevenir reagdes de oxidacdo, eliminando, assim, o

stresse oxidativo presente em doentes ateroscleroticos.

Kumar et al. (2013) avaliaram a reducdo dos niveis de glicemia em jejum e
glicemia pos-prandial num grupo de doentes medicados com Metformina® e num outro
com doentes medicados com o mesmo farmaco em conjugacdo com o consumo de alho.
Concluiu-se que, em ambos 0s grupos alvo de estudo, houve uma reducao significativa
nos niveis sanguineos de glicemia em jejum e glicemia pés-prandial, embora tenha
ocorrido uma maior percentagem de redugdo no grupo de doentes medicamos com
Metformina® em associacdo com o consumo de alho, o que justifica as propriedades anti-

hiperglicémicas atribuidas a este ultimo.

Nos dias de hoje existe um interesse crescente no uso de vegetais desidratados
como ingredientes alimentares (Gamboa-Santos et al., 2012), nomeadamente cebola e
alho desidratados, que podem ser usados na elaboracdo de uma ampla gama de géneros

alimenticios. Dependendo da preparacéo, os efeitos benéficos podem ser mais ou menos
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intensos, uma vez que a composicao do alho pode variar de acordo com as condicdes de

processamento e/ou armazenamento (Cardelle-Cobas et al., 2009).

Apesar de existirem estudos que comprovem a capacidade anticolesterolémica do
alho, existiam poucas evidéncias de que o alho em pd possui também a capacidade de
diminuir os niveis de colesterol. No entanto, Sobenin et al. (2016) comprovaram que 0
consumo de alho em po evita o desenvolvimento de aterosclerose induzida por um

elevado valor do colesterol total.

O bulbo do alho fresco também evidencia ter outros beneficios relativamente ao
desidratado. Por exemplo, o extrato de alho fresco tem uma eficacia maior do que o
extrato de alho em pé na inibicdo do crescimento da Candida albicans. A medida que as
concentrag0es de ambos 0s extratos aumentaram, as taxas de crescimento da Candida

albicans diminuiram (Lemar et al., 2002).

Uma vez que a parte edivel do alho € o bulbo, os beneficios para a saude das cascas
de alho ndo foram ainda muito bem estudados. No entanto, ja existem estudos com
informacdes acerca da sua composic¢ao quimica e ainda alguns autores que lhes atribuem
algumas atividades (Kallel et al., 2014; Ichikawa et al., 2003; Wu et al., 2015). Ichikawa
et al. (2003) descobriram que o extrato de cascas de alho possui uma forte atividade de
eliminagdo do DPPH, tendo sido os primeiros a identificar seis derivados
fenilpropandides como constituintes antioxidantes priméarios do extrato. Um estudo
levado a cabo por Ifesan et al. (2014) demonstrou gque os extratos etanolicos de casca de
alho possuem atividade antioxidante e antimicrobiana quando usados no tempero de carne
cozida. E de salientar que, com base nas investigacdes realizadas, as cascas de alho s&o
uma fonte promissora de antioxidantes naturais passiveis de serem utilizados em

diferentes aplicacGes alimentares e medicinais.

2.1.4. Interacdo entre o alho e alguns farmacos

A ingestao simultanea de alho e alguns medicamentos pode originar alteracdes
farmacocinéticas destes ultimos, podendo levar a que ndo exercam a sua acao de forma
adequada (Tsai et al., 2012). Alguns dos compostos presentes no alho tém a capacidade

de modificar profundamente os perfis de plasma do principio ativo, o que pode levar a
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falhas terapéuticas ou efeitos colaterais indesejados e ainda a toxicidade (Berginc et al.,
2010).

Por exemplo, os doentes que fazem uma terapéutica diurética com
hidroclorotiazida (usada no tratamento de problemas urinarios) nao deverao consumir
alho, uma vez que o seu consumo podera levar a que ocorra um aumento do efeito

diurético do farmaco (Asdaq e Inamdar, 2009).

Por sua vez, um estudo clinico mostrou que o consumo concomitante, a longo
prazo, de Saquinavir® e suplementos de alho, pode causar uma diminuic&o significativa
da extensdo da absorcdo do farmaco, evidenciando um impacto profundo dos
constituintes do alho na regulacdo transcricional, translacional e/ou pés-traducdo do
transportador e/ou expressao enzimatica e, portanto, sobre a eficécia terapéutica deste
medicamento (Berginc et al., 2010). Piscitelli et al. (2002) também ja tinham estudado os
efeitos derivados do consumo de suplementos de alho na farmacocinética do Saquinavir®.
O uso prolongado de suplementos de alho levou a um declinio significativo nas
concentragdes plasmaticas de Saquinavir®, um inibidor da protease HIV-1.

2.1.5. Efeitos do aguecimento e congelamento

Os vegetais sdo geralmente cozidos antes do seu consumo. Porém, esta pratica
pode alterar as suas propriedades fisicas e quimicas, nomeadamente, ao nivel dos
compostos antioxidantes e fitoquimicos, como fendlicos totais e flavonoides (Ali et al.,
2015; Turkmen et al., 2005).

Na maioria dos casos, 0 cozimento quebra os vegetais mais delicados e destroi
muitos dos seus nutrientes. Cozer 0s vegetais em agua leva a uma perda consideravel de
vitaminas hidrossolUveis e a alteracbes na composicdo quimica dos mesmos (Ali et al.,
2015).

No entanto, o efeito do tratamento térmico depende do vegetal e do método de
cozimento. Por exemplo, o conteddo fendlico total (CFT) dos tomates ndo é
significativamente alterado quando estes sdo sujeitos ao processo de fervura ou
cozimento, mas € consideravelmente reduzido quando os tomates sdo fritos (Sahlin et al.,

2004). A quantidade de fendlicos totais aumentou no caso do feijdo verde e do espinafre,
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quando estes vegetais foram sujeitos ao processo de fervura usando o microondas. No
entanto, o efeito oposto foi verificado para a abdbora, ervilha e alho-porro. A atividade
antioxidante aumentou para a abobora, feijéo verde, brocolos e espinafre, e diminuiu para
as ervilhas com todos os trés métodos de preparacdo culinaria (vaporizacédo, fervura e

microondas) (Turkmen et al., 2005).

Existem alguns estudos que comparam 0s compostos bioativos e o potencial
antioxidante do bulbo do alho fresco e cozido (Gorinstein et al., 2005; Ali et al., 2015).
Os autores concluiram que a diferenca entre a atividade bioldgica do alho depende do
método de cozimento, da temperatura e do tempo. Segundo Queiroz et al. (2014), o
processamento térmico do alho diminui tanto os compostos bioativos, quanto a sua

capacidade antioxidante.

Cavagnaro et al. (2007) decidiram analisar a atividade antiagregante plaquetaria
in vivo induzida pelos extratos de diferentes amostras de alho (dentes de alho esmagados
versus dentes de alho intactos), as quais foram previamente submetidas ao processo de
aquecimento, recorrendo-se a diferentes métodos e temperaturas de cozimento. Tanto o
aquecimento em forno a uma temperatura de 200°C, como a imersdo em agua fervente
durante 3 minutos, ndo afetaram a capacidade das amostras de alho esmagado e ndo
esmagado para inibir a agregacdo plaquetaria. Por sua vez, 0 aquecimento por 6 minutos
nas mesmas condi¢Oes descritas anteriormente suprimiu completamente a atividade
antiagregante da amostra de alho ndo esmagado. O mesmo nao se verificou nas amostras
previamente esmagadas, apesar de se ter evidenciado uma atividade antiplaquetaria
reduzida. A incubacéo prolongada por mais de 10 minutos a esta temperatura (200°C)
eliminou completamente a atividade antiagregante de todas as amostras. Isto permite
concluir que, a medida que se aumenta a temperatura de aquecimento para o alho, a sua

capacidade para inibir a agregacédo plaquetaria vai diminuindo.

Sabe-se que o cozimento pode levar a uma perda consideravel de compostos
fendlicos. Tanto os extratos quimicos, como os extratos enzimaticos de alho cozido,
apresentaram menor potencial antioxidante do que os seus homdlogos frescos, o que
devera estar relacionado com a destruicdo de compostos fendlicos por a¢do do calor
(Bhatt e Patel, 2013). Gorinstein et al. (2008) ja tinham também quantificado diferentes
compostos bioativos do alho, antes e depois de varios tratamentos téermicos, e concluiram

que o calor origina a destruicdo de compostos fenolicos.
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O congelamento é uma técnica de preservacdo amplamente utilizada para
alimentos, incluindo-se os vegetais e algumas frutas. Contudo, este processo de
conservacao pode destruir a sua estrutura celular. Um estudo realizado por Li et al. (2015)
mostrou que o congelamento pode afetar a qualidade do alho preto, evidenciando
resultados em que o congelamento durante 30 horas tem o maior impacto, reduzindo os

niveis de agUcares.

El-Hadidy et al. (2014) realizaram estudos em duas variedades de cebola (Giza 6
e Proton). Os resultados dos estudos levados a cabo em folhas e bulbos de cada variedade
indicaram que houve uma diminuicao ligeira da pungéncia e da atividade antioxidante,

avaliada pelo método do DPPH, apds o seu congelamento durante 3 meses.
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CAPITULO Il
3.1. Objetivo

O objetivo deste trabalho experimental inclui a determinacéo do contetdo fendlico
total e do teor de flavonoides total, bem como das propriedades antioxidantes de extratos
das diferentes formas de apresentacdo / partes do alho existentes no mercado (bulbo, em
p6 e em comprimidos/capsulas), pelo método do radical DPPH" e pela avaliacdo do poder
antioxidante por reducdo do ido férrico (FRAP). Avaliou-se ainda a capacidade de
captacéo de especies reativas (02, H202, NO’) dos mesmos extratos. Por ultimo,
pretendeu-se comparar a atividade bioldgica, recorrendo aos mesmos meétodos, das varias
formas de apresentacéo / partes do alho existentes no mercado com a das cascas de alho,
consideradas por norma residuos, tendo também em conta algumas varidveis que podem

influenciar as propriedades do bulbo fresco, nomeadamente, a fervura e o congelamento.
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CAPITULO IV

4.1. Materiais e métodos

4.1.1 Reagentes

No decurso deste trabalho experimental, e para a realizacdo das diferentes

metodologias abaixo referidas, foram utilizados os seguintes reagentes de grau analitico:

1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH");
2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (Tris);
3-(Aminopropil)-1-hidroxi-3-isopropil-2-oxo-1-triazeno (NOC-5);
Acido 4,5-di-hidroxi-1,3-benzenodissulfonico (Tiron);
Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox);
Acido ascorbico;

Acido cloridrico (HCI);

Acido galhico (C7HgOs);

Carbonato de sddio (Na2COs);

Catequina (C15H140e);

Cloreto de aluminio (AICI5);

Cloreto de azul nitrotetrazélio (NBT);
Dimetilsulfoxido (DMSO);

Dinucle6tido B-nicotinamida adenina (NADH);
Hidroxido de sodio (NaOH);

Metossulfato de fenazina (PMS);
N,N’-Dimetil-9,9’-biacridinio dinitrato (Lucigenina);
Nitrito de sédio (NaNOy);

Quercetina;

Reagente fenol de Follin-Ciocalteu;

Sulfato ferroso (FeSOs).
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4.1.2. Amostras

Os bulbos de alho, de origem portuguesa e com calibre 40/60 mm, foram
adquiridos numa superficie comercial do distrito do Porto, no més de dezembro de 2016.
Os comprimidos de alho “BioActivo Alho — Coragao saudavel” (300 mg de alho) sdo da

marca Pharma Nord. O condimento alho picado usado é da marca Margéo.

A excecdo da casca de alho e do condimento de alho picado, todas as amostras

foram previamente trituradas.

No caso da amostra de alho congelado, a mesma sofreu um processo prévio de
congelacdo a -70°C durante 16 dias, antes da preparacdo do respetivo extrato. Ja no caso
do alho cozido, deixaram-se 10 g de alho triturado em 200 mL de agua em ebuli¢do
durante 15 minutos, filtrando-se de seguida o alho, que foi posteriormente usado para a

preparacdo do extrato.

4.1.3. Preparagéo dos extratos

Para a preparacdo dos extratos usou-se uma mistura de etanol/agua 1:1 (v/v).
Prepararam-se extratos de 0,5 g de amostra com 25 mL de solvente, deixando-se a
mistura, com agitacdo, durante 30 minutos, a 40°C. Conservaram-se 0s sobrenadantes a

uma temperatura de -70°C até posterior utilizacéo.

4.1.4. Determinacao do teor de humidade

O teor de humidade das amostras foi determinado instrumentalmente, recorrendo
a uma balanca de determinagdo da humidade de marca Ohaus, modelo MB35Halogen.
Aproximadamente 1g de amostra seca e moida foi sujeita a um processo de secagem (+/-
100°C) até atingir um peso constante. A analise foi efetuada em triplicado a cada uma das

amostras e os resultados expressos em percentagem (%).
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4.1.5. Determinacéo de compostos bioativos e da atividade antioxidante
4.1.5.1. Determinagéo do contetdo fendlico total

O contetdo fendlico total foi determinado por um método espetrofotométrico,
utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteu (Vinha et al., 2015). Na presenca deste, 0s
polifendis atuam como agentes redutores, ocorrendo reacdes de oxidacdo-reducdo, das
quais resulta a formag&o de um complexo de cor azul, com um maximo de absor¢éo a 765
nm. Com efeito, a 500 pL de extrato adicionaram-se 2,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteu a 2 N (diluicdo de 10x). De seguida, adicionaram-se 2 mL duma solucéo de
carbonato de sodio (Na.COz) a 7,5%. Deixou-se a mistura reagir num banho de agua, ao
abrigo da luz, a uma temperatura de 45°C, durante 15 minutos. Arrefeceu-se a mistura
durante 30 minutos a temperatura ambiente e procedeu-se a leitura da absorvéncia a 765
nm num espetrofotdmetro. O ensaio foi realizado em triplicado. Como padréo utilizou-se
uma solucdo de &cido galhico. A correlacdo entre a absorvéncia da amostra e a
concentracdo do padrdo (acido gélhico) foi obtida através duma curva de calibragdo. Os
resultados obtidos foram expressos em miligramas de equivalentes em acido galhico

(EAG) por grama de extrato (mg EAG/g de extrato seco).

4.1.5.2. Determinacao do teor de flavonoides total

O teor de flavonoides total foi determinado através da realizacdo de um ensaio
colorimétrico, baseado na formacdo de complexos flavonoide-aluminio (cor rosa), 0s
quais apresentam um méaximo de absorcao a 510 nm (Rodrigues et al., 2013). Com efeito,
a 30 uL de extrato adicionaram-se 75 pL de agua destilada e 45 pL de solucdo de nitrito
de sddio (NaNO2) a 1%. Ap6s 5 minutos de reacdo, adicionaram-se 45 ul de uma solucao
de cloreto de aluminio (AICl3) a 5% e aguardou-se 1 minuto. Por fim, adicionaram-se 60
uL de hidréxido de sédio (NaOH) e 45 pL de agua destilada. As leituras foram efetuadas
a 510 nm num espetrofotémetro. Utilizou-se como padrdo uma solucdo de catequina em
diferentes concentracdes, de modo a tracar uma curva de calibracdo. Os resultados foram
expressos em miligramas de equivalentes de catequina (EC) por grama de extrato seco

(mg EC/g de extrato seco).
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4.1.5.3. Determinacdo da atividade antioxidante
4.1.5.3.1. Método do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH")

Na presenca de compostos antioxidantes, a reducdo na concentracdo de DPPH" é
controlada por absorvéncia a um comprimento de onda especifico. Na sua forma
radicalar, o DPPH" absorve entre 514 a 517 nm, no entanto, ap6s a sua redugdo por um
agente antioxidante, ocorre descoloracdo, passando de violeta a amarelo (Rodrigues et
al., 2013).

A mistura reacional foi feita numa placa de 96 pocos, onde foram adicionados 30
pL de amostra e 270 pL de DPPH". Prepararam-se solu¢fes com diferentes concentracdes
(2,5 — 100 ppm) deste composto, diluidas em etanol absoluto. Apds um periodo de
incubagdo de 40 minutos, & temperatura ambiente e no escuro, a absorvéncia foi medida
a 517 nm, num leitor de microplacas Synergy HT Reader (BioTek Instruments, Synergy
HT GENS5, USA). A curva de calibracdo foi obtida a partir da solu¢cdo mae de Trolox
(&cido  6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), utilizado como controlo
positivo. Os resultados foram expressos como percentagem da redugdo do DPPH" a
difenil-picril-hidrazina. A capacidade antioxidante foi expressa em ICso (concentragdo
inibitdria, in vitro, para diminuir 50% da quantidade do radical livre DPPH"), calculada

através da curva de percentagem de inibicao.

4.1.5.3.2. Avaliacdo do poder antioxidante por reducao do ido férrico (FRAP)

Este método é caraterizado pela reducdo do complexo Fe(lll)/ferricianeto [FeCl,
/IKFe(CN),] a forma ferrosa, pela presenca de um composto antioxidante na solugéo, em
meio 4cido. Esta reacdo origina a formacdo de um complexo de cor azul intensa (Costa et
al., 2014).

Adicionaram-se 90 pL de extrato a 270 pL de 4gua destilada e 2,7 mL de reagente
FRAP (10 mL de tampé&o acetato 0,3 M, 1 mL de solu¢do TPTZ 10 mM e 1 mL de cloreto
férrico 20 mM). Homogeneizou-se a solucdo e colocou-se em banho-maria a 37°C,
durante 30 minutos. Apds incubacao, as absorvéncias foram lidas a 595 nm num leitor de
microplacas Synergy HT Reader, (BioTek Instruments, Synergy HT GENS5, USA).
Utilizou-se sulfato ferroso a 1 Mm como padrdo, para a obtencdo de uma curva de
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calibracdo. A atividade antioxidante foi expressa em ICso (%), calculada através da curva

de percentagem de inibicéo.

4.1.5.3.3. Capacidade de captacao de espécies reativas
4.1.5.3.3.1. Condic0es gerais

Os seguintes ensaios estdo de acordo com Chisté et al. (2011). Os diferentes
extratos, depois de liofilizados, foram dissolvidos em tampdo fosfato e testados a
diferentes concentracdes, em triplicado. Os resultados foram apresentados em ICsgo
(concentracéo inibitoria, in vitro, para diminuir 50% da quantidade de espécies reativas

nos meios testados), calculados através da curva de percentagem de inibicéo.

4.1.5.3.3.2. Determinacéo da capacidade de captacdo do Oz~

O radical superoxido (O.") foi gerado através do sistema n&do-enzimatico
NADH/PMS/O,, sendo que a capacidade de captacdo do radical superdxido foi
determinada espetrofotometricamente no leitor de microplacas, através da monitorizacao
do efeito do composto em estudo na reducdo do NBT, induzida pelo O, formando um
diformazan de cor roxa. A monitorizacdo foi realizada no leitor de Microplacas Synergy

HT a 560 nm, a cada 2 minutos, num tempo total de 6 minutos.

As misturas reacionais nos pogos da microplaca continham os seguintes reagentes
nas concentracdes finais indicadas (num volume final de 300 pL): NADH 166 uM (50
puL), NBT 43 uM (150 uL), 50 pL de solvente (para o branco e controlo) ou dos extratos
testados a diferentes concentragdes ou dos extratos testados a diferentes concentracoes e
PMS 2,7 uM (50 pL). NADH, NBT e PMS foram dissolvidos em tampéo fosfato 19 mM,
pH 7,4. Ndo se observou efeito direto entre DMSO e O2" nas presentes condi¢cdes de
ensaio. Utilizaram-se 3 controlos positivos: uma solucdo de quercetina, uma solucéo de
acido ascorbico e uma solucdo de Tiron. Os resultados foram expressos como
percentagem de inibicdo da reducéo de NBT para diformazan. Por fim, calculou-se o ICso

da atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres.
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4.1.5.3.3.3. Determinacao da capacidade de captacdo do H202

A capacidade de captagéo de H>O> foi medida monitorizando o efeito dos extratos
e padrdes testados na oxidacdo da lucigenina induzida pelo H2O2. As misturas reacionais
na microplaca continham o0s seguintes reagentes nas concentragdes finais indicadas
(volume final de 250 pL): tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 (91,5 pL); 50 pL de solvente
(para o branco e controlo) ou dos extratos testados a diferentes concentracées, dissolvidos
em tampéo fosfato 19 mM, pH 7,4; lucigenina 800 uM (100 pL), dissolvida em tampéo
Tris-HCI 50 mM; H202 1% (8,5 pL). O sinal de quimiluminescéncia foi detetado no leitor
de microplacas durante 5 minutos. Os resultados foram expressos como percentagem de
inibicdo da oxidag&o da lucigenina induzida pelo H.O2. Como controlos positivos foram
utilizadas duas solu¢des: uma solucdo de quercetina e uma de &cido ascorbico. Calculou-

se 0 ICso da atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres.

4.1.5.3.3.4. Determinacédo da capacidade de captacdo do NO*

A capacidade de captacdo do NO* foi medida através da monitorizacdo do efeito
do extrato no NO’, pela inibi¢do da formacéo de triazolofluoresceina fluorescente (DAF-
2T), a partir da DAF-2 ndo fluorescente. O NO" foi gerado pela decomposi¢éo de NOC-
5. As misturas de reacdo continham o0s seguintes reagentes nas concentracfes finais
(volume final de 300pL): DAF-2 5 uM (200 pL), 50 uL de solvente (para o branco e
controlo) ou dos extratos testados a diferentes concentracdes, NOC-5 10 uM (50 pL). Os
reagentes DAF-2 e NOC-5 foram dissolvidos em tampéo fosfato 50 mM, pH 7,4. O sinal
de fluorescéncia foi detetado no leitor de microplacas apds um periodo de incubagédo de
30 minutos, a uma temperatura de 37°C, com comprimento de onda de emisséo a 528 +
20 nm e de excitacdo a 485 + 20 nm. Os resultados foram expressos como percentagem
de inibicdo da oxidacdo de DAF-2 induzida por NO*. Como controlos positivos foram
utilizadas duas solucdes: uma solucdo de quercetina e uma de acido ascérbico. Por fim,

calculou-se o I1Csg da atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres.
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CAPITULO V
5.1. Resultados e discussao
Determinacéo do teor de humidade:

O teor de humidade é um fator importante, pois esta relacionado com a
estabilidade do produto alimentar, bem como com a sua qualidade e composicao. Quanto
menor o teor de humidade, maior o tempo de vida Util de um alimento (Madrona e

Almeida, 2008), pois had menor crescimento de microrganismos.

Tabela 1. Teores de humidade obtidos para as amostras alvo de estudo.

Amostras % Humidade
Bulbo de alho picado 63,11
Alho picado congelado 61,93
Comprimidos a base de alho 5,37
Cascas de alho 17,8
Condimento de alho picado 4,62
Alho cozido 84,78

Pela analise da tabela 1, pode ver-se que os valores obtidos variam entre 4,62% e
84,78% para as amostras alvo de estudo. A percentagem de humidade foi inferior para a
amostra de condimento de alho picado, tendo-se obtido um valor de 4,62%. Por sua vez,
a amostra de alho cozido foi a que apresentou uma maior percentagem de humidade, com
um valor de 84,78%.
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Determinacédo de compostos bioativos:

Os compostos bioativos sao compostos que se encontram presentes naturalmente
nos alimentos e que apresentam diversas propriedades benéficas para a satde. Estas
propriedades estdo relacionadas principalmente com o0s compostos antioxidantes
(Biesalski et al., 2009), os quais se caraterizam por inibir a acdo dos radicais livres,

evitando assim o aparecimento de inameras patologias (Silva et al., 2017).

Estes compostos dividem-se em grupos distintos com carateristicas igualmente
diferentes, entre 0s quais se encontram os compostos fenoélicos. Estes sdo subdivididos

noutras classes, das quais fazem parte os flavonoides (Biesalski et al., 2009).

Na tabela 2 estdo apresentados o conteudo fendlico total (CFT) e o teor de
flavonoides total (TFT) presentes nas diferentes amostras utilizadas neste estudo.

Tabela 2. Conteudo fendlico total e teor de flavonoides total no alho (Allium sativum) e derivados. Média
+ Desvio Padrao (n=3).

Fendlicos totais Flavonoides totais
Amostras
(mg EAG/g de extrato seco) (mg EC/g de extrato seco)

Bulbo de alho picado 56+0,2 30+04

Alho picado congelado 6,8+0,6 6,74 + 0,08

Comprimidos a base de alho 1,4+0,2 0,47 + 0,08
Cascas de alho 2,1+0,1 25+0,2
Condimento de alho picado 39+05 57+0,9
Alho cozido 38%£0,1 96+0,7
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O CFT das diferentes amostras foi determinado com recurso a um método
colorimétrico, atraves da utilizacdo do reagente de Folin-Ciocalteu. Na presenca deste
reagente, os compostos fendlicos sdo oxidados formando complexos de cor azul com

absorcdo maxima a um comprimento de onda maximo de 750 nm.

Pela analise da tabela 2, pode ver-se que os valores obtidos variam entre 1,4 € 6,8
mg EAG/g de extrato seco. O CFT foi superior na amostra de alho picado congelado (6,8
mg EAG/g extrato), tendo-se encontrado o teor mais baixo para os comprimidos a base
de alho (1,4 mg de EAG/g de extrato). O alho cozido apresentou um valor de CFT de 3,8
mg EAG/g extrato, inferior ao do bulbo de alho picado cru. Estes resultados indicam que
0s métodos de congelagdo e de cozimento interferem diretamente no CFT, mas de forma

oposta.

Por sua vez, o TFT foi determinado segundo um método colorimétrico que se
baseia na complexagao dos flavonoides com Al(I1l) em meio alcalino. Ao adicionar-se
AICl;, este forma um complexo estavel flavonoide-Al** de coloragio rosa, cuja
concentragao ¢ proporcional a concentragao de flavonoides presentes na amostra. Quanto
aos resultados obtidos, a amostra de alho cozido foi a que apresentou um resultado
superior (9,6 mg EC/g de extrato). Por sua vez, os comprimidos a base de alho foram a
amostra que obteve o valor de TFT mais baixo, 0 que vai de encontro ao resultado

apresentado para o CFT.

Bozin et al. (2008) quantificaram o CFT e o TFT do bulbo do alho recorrendo a
um processo de extracdo por maceragdo durante 76 h, a temperatura ambiente, com uma
solucdo metanodlica a 80%. O extrato foi filtrado e evaporado a secura, tendo-se
posteriormente dissolvido em agua para a determinacdo do contetdo em fendlicos e
flavonoides totais, recorrendo aos métodos de quantificacdo usados neste trabalho
experimental, com pequenas altera¢es. Obtiveram 0,18 mg EAG/g de extrato para o
contetdo em fendlicos totais ¢ 5,78 pug de EQ (equivalentes de quercetina)/g de extrato
para o teor em flavonoides totais. Os resultados obtidos por estes autores foram muito
inferiores aos obtidos neste trabalho experimental, contudo ha fatores que podem ser
relevantes para esta diferenca de resultados, destacando-se: (i) as condigOes edafo-
climaticas, uma vez que o alho usado por Bozin et al. tem origem na Sérvia; (ii) o método

usado para a extracdo, que difere no solvente, no tempo e na temperatura usados.
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Ali et al. (2015) estudaram o efeito do cozimento (fervura) no CFT de varios
vegetais. Apos o0 processo de cozimento, o CFT dos extratos de oito (incluindo o alho)
dos onze vegetais estudados, foi significativamente reduzido, o que vai de encontro aos
resultados obtidos neste estudo. De acordo com Sultana (cit. in Ali et al. 2015), as raz0es
que podem explicar este decréscimo tém a ver com o fenémeno de lixiviacdo ocorrido
durante o processo de fervura, com a formacdo de complexos proteina-fenol e com a

exposicao dos &cidos fendlicos a agua nas camadas mais externas.

Um outro estudo realizado por Park et al. (2009) comparou os contetdos fendlicos
totais dos extratos metandlicos de alho cru (liofilizado, ap6s vaporizacao, para evitar a
oxidacdo, e depois triturado) e de alho aquecido (alho em pé liofilizado sujeito a
aquecimento por corrente de ar). O alho aquecido mostrou uma diminuicao significativa
do CFT (0,751 mg EAG/g extrato) em relacédo ao extrato de alho fresco (1,734 mg/ EAG/g
extrato). Segundo os autores, esta reducdo, que ocorre normalmente durante o
aquecimento, € provocada principalmente pela acdo de enzimas oxidativas, como

polifenoloxidases e peroxidases.

Num outro estudo realizado por Bhatt e Patel (2013), os valores de CFT de alho
fresco e cozinhado, extraidos com uma solucéo acida (pH 2,0) de metanol a 80% foram
de 0,68 e 0,35 mg EAG/g de extrato, respetivamente. Embora o solvente extrator e as
condicGes edafo-climaticas do alho sejam diferentes dos deste estudo, verifica-se também
uma diminuicdo consideravel do teor em fendlicos totais quando o alho é cozinhado, a
semelhanca do que aconteceu nos resultados desta dissertacdo (de 5,6 para 3,8 mg EAG/g

de extrato).

Kallel et al. (2014) realizaram um estudo com o objetivo de determinar os
contetdos em fenolicos e flavonoides totais das cascas de alho, recorrendo a varios
solventes / misturas de solventes de extracdo diferentes. Para a amostra extraida com uma
mistura etanol:agua (50/50), o contetdo fendlico determinado foi cerca de 13 mg EAG/g
casca de alho seca, enquanto o teor de flavonoides totais se situou em 0,507 mg EQ/g
casca de alho seca. Comparando estes valores com os obtidos neste estudo, pode-se
concluir que o CFT publicado por Kallel et al. é cerca de seis vezes superior, enquanto
gue o TFT destes autores se revelou cerca de um quinto. Nuutila e colaboradores (2003)

obtiveram valores de fendlicos totais significativamente mais elevados para o extrato
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metanolico das cascas do que para o do bulbo fresco, o que esta em desacordo com o0s

resultados deste estudo.

Num estudo realizado por Li et al. (2015), as amostras de alho hibrido de Laiwu
comecaram por ser sujeitas a um pré-tratamento por congelagéo a -18°C. Posteriormente
foram incubadas a 45°C durante 4 dias, seguindo-se um processo de aquecimento abaixo
de 70°C por varios dias. O CFT foi determinado de dois em dois dias, atingindo o valor
maximo de concentragdo de cerca de 24 mg EAG/g extrato alho seco ao 22° dia, 1,6 vezes
maior que o controlo ap6s 0 mesmo periodo de tempo e 7,6 vezes superior ao do alho a
temperatura ambiente no inicio do processo (cerca de 3,2 mg EAG/g extrato alho
seco).Este estudo permitiu concluir que a congelacdo como pré-tratamento pode originar
a formacdo de materiais funcionais.

Park et al. (2015) estudaram a atividade dos extratos de alho congelados a
diferentes temperaturas (-20°C, -80°C e -196°C), a fim de determinar a temperatura de
congelamento ideal para manter a atividade fisioldgica do alho. Um extrato de alho
mantido a 4°C foi utilizado como controlo, sendo o seu contetdo fendlico 6,91+ 0,69 ug
EAG/g de extrato, e o seu teor de flavonoides 0,315 + 0,017 pg EQ/g de extrato. Embora
o0 conteudo fenolico nao tenha sido afetado pelas diferentes temperaturas de
congelamento, o teor em flavonoides do extrato congelado a -20°C sofreu uma ligeira

reducao.

Determinacdo da atividade antioxidante:
Método do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH"):

O método DPPHe tem por base a transferéncia de eletroes onde o DPPH’, que
possui cor purpura, ¢ reduzido formando difenil-picril-hidrazina de coloragdo amarela,
por agdo de um antioxidante ou de uma espécie radicalar sintética. Consequentemente
ocorre um desaparecimento da absor¢do, podendo a mesma ser monitorizada pelo

decréscimo da absorvéncia (Kedare e Singh, 2011).

De acordo com os valores apresentados na tabela 3, verificou-se que o extrato de
alho cozido foi o que evidenciou uma atividade antioxidante superior, com um ICso de

23,4 pug/ml, seguindo-se as amostras de bulbo de alho picado, casca, comprimidos e alho
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picado congelado, sendo o extrato de condimento de alho picado o que mostrou menor

atividade.

Tabela 3. Atividade antioxidante determinada pelo método DPPH" para as diferentes amostras de alho
(Allium sativum) e derivados estudadas. 1Csp=concentra¢io inibitoria, in vitro, que diminui em 50% a

guantidade do radical. Média £ Desvio Padrio (n=3).

Amostras 1Cs0 (ng/mL)
Bulbo de alho picado 30,4+0,9
Alho picado congelado 51+1
Comprimidos a base de alho 47,7+£0,5
Cascas de alho 46 2
Condimento de alho picado 56 £ 2
Alho cozido 23408

Os valores de 1Cso, que representam a concentragao inibitoria, in vitro, que
diminui em 50% a quantidade do radical, foram obtidos a partir do grafico tracado da
atividade de eliminacdo do radical DPPH" contra diferentes concentracdes de extrato.

Uma maior atividade de eliminacdo deste radical esta associado a um ICsg mais baixo.

Ichikawa et al. (2003) concluiram que o extrato das cascas de alho possui uma
forte atividade de eliminacédo do radical DPPH". Uma concentragdo do extrato de cascas
de alho a 0,1%, eliminou aproximadamente 90% dos radicais DPPH’. Também Ifesan et
al. (2014) investigaram a capacidade antioxidante do extrato das cascas de alho, tendo
obtido um valor de ICso de 79,07 pug/mL em comparacdo com a vitamina C, que
apresentou um valor de 4,09 pg/mL.

Park et al. (2009) mostraram que 0s extratos metandélicos de alho cru (liofilizado,
ap0s vaporizacdo, para evitar a oxidacdo, e depois triturado) evidenciavam menor
capacidade antioxidante do que os de alho aquecido (alho em po liofilizado sujeito a
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aquecimento por corrente de ar), o que esta de acordo com os resultados da tabela 3.
Segundo um estudo realizado por Ali et al. (2015), a atividade antioxidante do alho
cozido, determinada pelo método do radical DPPH?", foi inferior & do alho cru, o que
contraria os resultados deste estudo. Contudo, dos onze vegetais que Ali et al. estudaram,
sete obtiveram maior atividade antioxidante ap6s o processo de cozimento, o que pode
ser explicado pela quebra da parede celular devido ao aquecimento, provocando a
libertacdo de antioxidantes, a formagéo de antioxidantes novos e/ou mais fortes ou a

inibicdo de enzimas oxidantes.

Gorinstein et al. (2005) também compararam a atividade antioxidante do alho
fresco e cozido recorrendo ao método do radical DPPH’, tendo o extrato de alho fresco
obtido um valor ligeiramente inferior ao de alho cozido. Estes autores concluiram que
amostras de alho aquecidas a 100°C, durante 20 minutos, preservam 0s seus compostos

bioativos e a sua atividade antioxidante.

Nguyen (2016) comparou a atividade antioxidante, pelo método do DPPH", de
amostras de alho sujeitas a diferentes pré-tratamentos. Os resultados mostraram que a
atividade antioxidante do alho sujeito a branqueamento a vapor por 6 minutos ou
congelado por 36 horas ou a combinacdo de branqueamento por 8 minutos e
congelamento por 36 horas é maior relativamente a do alho sujeito a outros pré-
tratamentos. O alho congelado durante 36 horas evidenciou a maior capacidade
antioxidante, comparativamente aos outros métodos e ao controlo, que estd em desacordo

com os resultados da tabela anterior.

De acordo com Locatelli et al. (2017), a atividade antioxidante do alho
determinada pelo método do radical DPPH' é maior para o alho fresco e menor para o
alho frito, tendo o alho cozido obtido valores intermédios. Num outro estudo realizado
por Bhatt e Patel (2013), os extratos metandlicos de alho fresco evidenciaram uma maior
atividade antioxidante comparativamente aos do alho cozido, que demostraram possuir
uma menor atividade. Resultados semelhantes foram relatados por Locatelli et al. (2017).
Estes resultados contrariam os obtidos neste estudo, embora algumas variaveis possam
ter influenciado, tais como as condig¢Ges edafo-climaticas e o congelamento prévio das

amostras em azoto liquido.

26



Atividade antioxidante do alho (Allium sativum L.) quando submetido a diferentes processos tecnolégicos

Outro artigo de Park et al. (2015) refere a determinacao da atividade antioxidante
de extratos de alho congelados a diferentes temperaturas (-20°C, -80°C e -196°C). A
capacidade de sequestracdao do radical DPPH" dos extratos de alho a -80°C foi de 61%,
enquanto a dos extratos congelados a -20°C e a -196°C se situou nos 51%. Estes
resultados sugerem que o congelamento a -80°C parece ser mais adequado que o método

convencional (-20°C) no que diz respeito a perda de atividade fisioldgica do alho.

Avaliacao do poder antioxidante por reducéo do ido férrico (FRAP):

O ensaio FRAP ¢ um ensaio indireto, caraterizado pela redugao do complexo
férrico (Fe*) ao estado ferroso (Fe?"), obtida pela agio de um composto antioxidante, em
meio acido, por forma a manter a solubilidade do ferro. Ocorre a formagao do complexo

ferroso de cor azul intensa por reducao do complexo férrico (Kesi¢ et al., 2015).

Tabela 4. Avaliagao do poder antioxidante por reducao do ido férrico (FRAP) das diferentes amostras de
alho (Allium sativum) e derivados estudadas. ICso=concentragao inibitéria, in vitro, que diminui em 50%

a quantidade do radical. Média + Desvio Padrao (n=3).

FRAP
Amostras
ICso (uM/g de amostra seca)
Bulbo de alho picado 58+0,3
Alho picado congelado 11+1
Comprimidos a base de alho 9,1+0,9
Cascas de alho 72+0,7
Condimento de alho picado 15+1
Alho cozido 2,2+0,3
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A semelhanca do que se verificou para o método do radical 1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo, conclui-se que o extrato de alho cozido foi 0 que evidenciou uma atividade
antioxidante superior, seguindo-se o0s extratos de bulbo de alho picado, casca,
comprimidos, alho picado congelado e, por ultimo, condimento de alho picado, que

evidenciou menor atividade.

Um estudo realizado por Locatelli et al. (2017), ja referido no contexto do método
do DPPH?, evidenciou uma maior atividade antioxidante determinada por reducédo do ido
férrico (FRAP) para o alho fresco relativamente ao cozido. No entanto, este estudo prova

que o alho cozido por processos doméstico mantém a sua atividade antioxidante.

Bhatt e Patel (2013), na sequéncia do seu estudo, obtiveram para os extratos
metandlicos de alho fresco uma atividade antioxidante maior do que a do alho cozido, tal
como referido anteriormente para o método do radical DPPH®, embora os valores obtidos

estejam dentro da mesma ordem de grandeza.

A capacidade antioxidante, determinada pelos métodos de FRAP e do radical
DPPH’, revelou-se superior para o alho fresco ou sujeito a um processo de cozimento
rapido. Os autores deste estudo concluiram gue se o alho for cozinhado durante um curto

periodo de tempo, preserva um alta bioatividade (Jastrzebski et al., 2007).

Volden et al. avaliaram (2009) o efeito do congelamento na atividade antioxidante
da couve-flor, pelo método FRAP, e concluiram haver uma ligeira diminui¢do da mesma
ao fim de 3 meses de armazenamento, que se tornou mais significativa ao fim de 1 ano.
El-Hadidy et al. (2014) chegaram a um resultado semelhante quando estudaram o efeito
do congelamento em cebolas, justificando a diminuicdo da atividade antioxidante pela
inibicdo do poder catalitico das hidrolases.

Capacidade de captacdo de espécies reativas:

O organismo possui sistemas naturais de eliminagdo de radicais livres,
enzimaticos ou nao. Estes originam a eliminagao dos radicais livres ou a interrupcdo da
sua transformagao em produtos mais toxicos para as células. O efeito prejudicial dos
radicais livres ocorre quando estes estao em quantidades excessivas no organismo,

ultrapassando a capacidade do mesmo em neutraliza-los com 0s seus sistemas naturais.
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Esses sistemas de defesa combatem, no organismo, diversos radicais livres, tais como, 0
radical superoxido (O2™), o déxido nitrico (NO), e o peroxido de hidrogénio (H203)
(Barbosa et al., 2010).

- Determinacédo da capacidade de captacéo do Oz™:

Pensa-se que o O->" é o radical que inicia o stresse oxidativo, uma vez que é
facilmente produzido por multiplos processos in vivo e leva a geragao de muitos outros
oxidantes. Este radical ¢ transformado em H20: pela enzima superoxido dismutase e, ao
reagir com metais redox ativos, gera HO" pela reagao de Fenton. Por sua vez, o H.O> pode
reagir com o Cl através da enzima mieloperoxidase e formar HOCI nos neutrofilos. Por
fim, o O2” pode reagir com o NO°, dando origem a uma espécie altamente oxidante, o
ONOO" (Ribeiro et al., 2015).

A capacidade de captacdo deste radical pelos extratos alvo de estudo apresentaram
IC50 superiores ao da quercetina (0,72+0,02 pg/ ml), controlo positivo usado neste
estudo. O extrato de alho picado congelado foi 0 que apresentou maior capacidade de
captacdo de Oz (39 pg/ ml), ndo tendo os extratos de casca de alho, comprimidos a base
de alho e condimento de alho em p6 evidenciado qualquer atividade, como se pode
observar na tabela 5. Para todos os extratos que mostraram atividade, verificou-se uma
correlacdo positiva entre o contedo em fendlicos totais e a capacidade de inibi¢do do

radical superdxido.

Pedraza-Chaverri et al. (2006) determinaram a capacidade de captacao do radical
O, e verificaram que o extrato de alho cozido possui uma menor capacidade de captacao
deste radical relativamente & do extrato de alho fresco. O mesmo estudo mostrou também
que o extrato de alho em p6 tem uma menor capacidade de captacdo do radical superéxido
do que o alho fresco. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos neste estudo, como

se pode verificar pela analise da tabela 5.
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Tabela 5. Capacidade de captagdo pelos diferentes extratos do radical superéxido (O2™), do peroxido de
hidrogénio (H20-) e do radical 6xido nitrico (NO"). ICso = concentragio inibitoria, in vitro, que diminui

em 50% a quantidade de espécies reativas na média testada. Média + Desvio Padrao (n=3).

% inibicdo da espécie reativa
ICs0 (ng/mL) n=3

Amostras O H202 NO*
Bulbo de alho picado 50+ 2 802 26+1
Alho picado congelado 39+3 58+ 1 22+1

Comprimidos a base de

alho Sem atividade 886 63 £2
Cascas de alho Sem atividade 953 48,3%0,9
Condimento de alho Sem atividade 87+2 31,1£06
picado
Alho cozido 74 £5 86 2 32=x1
Controlos positivos
Quercetina 29+ 2 - 0,72 £ 0,025
Acido ascorbico - 96 +3

- Determinacéo da capacidade de captacao do H20::

O H202 é um metabolito do oxigénio extremamente reativo, que detém a
capacidade de atravessar membranas biologicas e oxidar compostos celulares (Bozin et
al., 2008). A sua reatividade advém da participacdo como intermediario na reagdo que
produz o radical hidroxilo (Andrade et al., 2010). Alguns processos, tais como, a
proliferacdo, diferenciacdo e reparacdo de tecidos, utilizam este metabolito de oxigénio

de baixo peso molecular como composto de sinalizagéo (Sies, 2014).
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De acordo com os resultados apresentados na tabela 5, o extrato de alho picado
congelado foi 0 que apresentou a maior capacidade de captacdo do H202 (58 ug/mL),
enquanto que o extrato de cascas de alho (95 pg/mL) foi 0 que obteve a menor capacidade.
Quanto aos controlos positivos, todos os extratos estudados apresentaram valores
inferiores aos do acido ascérbico (96 ug/mL). De uma forma geral, com a excegdo dos
comprimidos a base de alho, ha uma relacdo entre a capacidade de inibi¢do do H-Oz e 0
contetdo em fenolicos totais, pois quanto maior o CFT, maior a capacidade de inibi¢do

do perdxido de hidrogeénio.

Benkeblia (2005) estudou a capacidade de captacdo do H2O: de cebola e alho,

tendo este Ultimo apresentado uma alta capacidade de captacdo deste radical (91%).

Um dos parametros avaliados num estudo realizado por Bozin et al. (2008) foi a
capacidade de captacdo do H20,, em que para o extrato de alho fresco extraido através de
um método de maceracdo com 80% de metanol obtiveram um valor de ICso de 2,01

mg/mL.

Num estudo realizado por Pedraza-Chaverri et al. (2006), a amostra de alho fresco
demonstrou possuir uma maior capacidade de captacdo do H.O2 do que as amostras de
alho cozido. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos neste estudo, uma vez que,
para o extrato de alho fresco, se obteve um valor de ICso de 80 ug/mL, sendo que para o
extrato de alho cozido o valor de ICsp obtido foi de 86 pg/mL.

- Determinacéo da capacidade de captacdo do NO*:

O NO" € uma molécula de sinalizagdo com um importante papel. Possui funcGes
essenciais no sistema cardiovascular e neural, na resposta inflamatoéria, e ainda um papel
protetor ao nivel do figado ao inibir a ocorréncia de trombose e apoptose . Devido ao seu
eletrdo nao emparelhado, o NO* é um radical livre sem carga (Modun et al., 2014).
Contudo, este radical tem sido associado a papéis bastante criticos em numerosos
processos fisiologicos, como no dano do ADN nuclear e mitocondrial, e também na
fisiopatologia de muitas doengas, tais como, doenga pulmonar aguda, aterosclerose e

choque sético (Eiserich et al., 1998, D’ Ambrosio et al., 2001). A sua toxicidade nao esta
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apenas relacionada com os niveis de geragdo de NO°, mas também das espécies que com

ele reagem, tornando-o um oxidante toxico.

O extrato de alho picado congelado (22 ug/mL) foi 0 que evidenciou maior
capacidade de inibicdo do radical NO*, enquanto o extrato de comprimidos a base de alho
(63 ng/mL) mostrou ter a menor capacidade de todas as amostras estudadas, embora todos
0s extratos apresentem valores de 1Cso muito superiores aos da quercetina. Verificou-se,
para todos os extratos estudados, que quanto maior o contetdo em fendlicos totais, maior

a capacidade de inibicdo do NO".

Num estudo realizado por Gorinstein et al. (2005), observou-se a ocorréncia de
uma ligeira diminuicdo da capacidade de captacdo do Oxido nitrico do alho cozido em
relacdo a do alho fresco. Estes resultados vao de encontro aos obtidos neste estudo, uma
vez que se obteve um maior valor de ICsp para o alho cozido (32 pg/mL) em relacdo ao
alho fresco (26 ug/mL), o que se traduz numa menor capacidade de captacdo do NO' para

o alho cozido.
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CAPITULO VL.
6.1. Conclusao

O ser humano recorreu desde sempre ao uso de plantas. Inicialmente a utilizagéo
destas foi devida ao seu aporte nutricional, mas foi desde a descoberta das suas
propriedades medicinais que a flora natural se tornou util para o tratamento de doencas e

para uma melhoria da saude das comunidades.

O alho apresenta um amplo beneficio para a saude, havendo evidéncias acerca da
sua eficacia terapéutica na prevengao das mais diversas patologias, como é o caso das
doencas cardiovasculares, da diabetes e das doencas ateroscleroticas. Estas propriedades
benéficas do alho advém da sua composicao heterogénea, da qual fazem parte compostos
fendlicos e flavonoides.

Os fendlicos, um grupo bem conhecido de metabdlicos secundarios de plantas,
sdo sequestradores de radicais livres. De uma forma geral, verificou-se que quanto maior
foi o contetdo em fendlicos totais obtido para os diferentes extratos, maior a capacidade
destes ultimos para inibir as espécies reativas NO°, O2™ e H20-. Posto isto, apesar de todos
0s extratos apresentarem valores consideraveis de compostos fenélicos e flavonoides, o
extrato de alho congelado pode ser considerado o mais promissor, tendo apresentado uma
maior quantidade dos mesmos. Verificou-se entdo para este extrato uma maior capacidade

de captacgdo das espécies referidas.

Quanto a atividade antioxidante, o extrato de alho cozido apresentou maior
atividade, tanto pela metodologia do radical DPPH", como pelo método FRAP. Como tal,
deverd ser preferencialmente consumido alho cozido comparativamente ao alho fresco,

dada a sua maior capacidade antioxidante evidenciada pelos dois métodos referidos.

Relativamente as cascas de alho, concluiu-se que estas sdo uma fonte promissora
de compostos antioxidantes naturais de facil acesso. Consequentemente, esta parte do
alho, habitualmente néo edivel, podera ser aproveitada para diferentes aplicacGes, tanto a
nivel alimentar, como bioldgico. Por outro lado, os suplementos de alho apresentam uma

menor atividade antioxidante, comparativamente ao alho fresco.
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