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Resumo

A alicina (dialil-tiosulfinato) € o componente kigico mais activo no alho com iniUmeras aplicacGeivel
da salde, ja conhecida desde décadas.

Existem actualmente diversos métodos publicadaes gpaieterminacao do teor de alicina no alho porGiPL
e espectrofotometria. No entanto, os resultadogramosdiscordancia no teor de alicina medido pelsos
métodos.

Este estudo tem por objectivo a determinagdo dodealicina por métodos de HPLC e espectrofotametr
e comparacéo dos seus resultados.

Os métodos de HPLC usados neste estudo foramopssgtos por Eagling e Sterlihg pelolnstitute for
Nutraceutical AdvancemerftNA)2 Através do primeiro método, que se baseia nadngido de um padrdo
interno (PI) na amostra e a sua analise por HPb@Bve-se uma concentracdo média de 2.Qicmano hum
+0.32. No método INA, que consiste hum método dedmexterno de alicina obtido por uma técnica de
extraccdo em fase sélida (SPE) obteve-se uma cwwacé&a de alicina média no alho de 5.4,@3@Jaho hum
+0.70.

Os métodos de espectrofotometria usados para doeftam os propostos por Lawgom por Mirord.
Através do primeiro método, que se baseia na readgécisteina em excesso com alicina, obteve-se uma
concentracdo de alicina média no alho de 0.9idDano num * 0.48. No segundo método, que se baseia na
reaccao de 4-mercaptopiridina em excesso com ajioloteve-se uma concentracédo de alicina médithnada
2.5 MGiicing atho hum * 0.30.

Palavras-chave:Alho; Alicina; HPLC; Espectrofotometria



Abstract

Allicin (diallyl-thiosulfinate) has been known falecades and is the main biologically active compbire
garlic with numerous applications in health.

Actually there exist several methods for the debeation of Allicin content in garlic by HPLC and
spectrophotometry, however, the results publisHeteovarious methods don’t coincide.

The main objective of this study is to determine dilicin content by HPLC and spectrophotometrgrider
to evaluate the results obtained.

The HPLC methods used for this study were takem fEagling and Sterlifgand from thenstitute for
Nutraceutical Advanceme(ifNA) % By the first method, which consists of a mixtofean internal standard (PI)
in the sample and HPLC assay, results a mediugiradoncentration of 2.0 mgkin/Qgaric + 0.32. Using the INA
method, which includes an external standard metfodllicin by a solid phase extraction (SPE), resua
medium allicin concentration of 5.02 gagh/Jgariic + 0.39.

The spectrophotometric methods used in this stuehe wroposed by Lawsdand Mirorf. Through the first
method which consists on the reaction of cysteinexicess with allicin, results a medium allicin centration
of 0.9 MQyicin/Ogaric = 0.48. With the second method, which consists onrélaetion of 4-Mercaptopyridine in

excess with allicin, results a medium allicin camication of 2.5 Mgjicin/Ggaric = 0.30.

Keywords: Garlic; Allicin; HPLC; Spectrophotometry
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1. Introducéo

1.1. Alho

Um condimento bastante utilizado na culinaria daailade e ha vérias centenas de anos é o alfw, cu
nome botanico Allium Sativum LA sua exploracao ndo foi apenas como especserao também utilizado
para outros fins dependendo da cultura. Ao longe @mpos foi-se descobrindo que o bolbo desta glant
possuia também propriedades benéficas para a’saléléos sdo os componentes sulfatados do alho que
proporcionam estas propriedades, mas o compon@aiégito mais activo é a alicina (dialil-tiosulfitg, que

representa 70 % dos compostos sulfatados existentahs’.

1.2. Alicina

A alicina é o componente responséavel pelo odorctanatico do alho e € uma forma de defesa comstra a
agressoes vindas do exterior; ndo estando preserato intacto produz-se apenas quando o alhmiéazalo,
isto é, quando é cortado ou esmagado.

Quando as células do alho sdo rompidas, quebraemwd®m as membranas que isolam a aliina da alinase
presente no alho e o seu contacto permite a foonadeicido sulfénico intermediétiestando representada na
reaccao a) da figura 1.1. Tal como a aliina, outmapostos sulfatados presentes no alho tambéonsertem,
combinando-se rapidamente entre si os compostotaete$ e por condensacdo enzimatica forma-se a aicina

estando representada na reacc¢do b) na figura 1.1

(0] NH,
[l H Alinase —l_
a) 2H,C=C—C—S—C—C—COOH ——— H,C=C—C—S—OH + 2 H,C=—COOH
H H2 HZ | + H HZ
NH,
Aliina Acido sulfénico intermediario
NH (0] O
2 [l
b) H,c=C—C—S—OH + 2 H,C=—C00H ——> H,C=C—C—S—S—C—C=CH, + 2H,C COOH + 2NH,
> H H 2 -HO H H H, H
2 ) 2 2
Acido sulfénico intermedidrio Alicina Acido Piruvico

Figura 1.1 - Reacc0fes para a formacao da alicina por congiémsazimatica.

A alicina quando produzida elimina fungos e inibdesenvolvimento de bactérias que se encontrera a su
volta, pois devido ao seu poder antioxidante pravama reacgdo instantanea com os grupos livremlde t
penetrando facilmente nas células biolégicas desaco as suas enzimal Estas caracteristicas da alicina

conferem-lhe particularidade e interesse pelarspaitancia.



1.3. A importancia da alicina

A alicina tem uma importancia fulcral em inGmeradicacdes ao nivel da saude, tendo sido isolada por
Cavalitto e Bailey em 1944 Ao longo dos anos vérios estudnsvitro demonstraram que a alicina tem uma
forte actividade anti-bacteriana, anti-flingicaj-parasitaria contra uma vasta gama de microrgargsit e ao
nivel de reducéo do colesterol e da pressdo sadjuiApesar da sua enorme actividade, o desenvolviordmt

seu estudin vivo ndo tem sido muito aprofundado devido principalmeénsua instabilidade

1.4. Dificuldades no estudo da alicina no alho

O estudo da alicina torna-se dificil especialmeleteido & sua instabilidade, pois como se produzgeada
muito rapidamente na presenca de outros compdstos-se complicada a sua estabilizacdo e detegaundo
seu teor no alho, sendo também um composto deladintetizar e armazenar em condicdes notffais

A forte actividade da alicina € reduzida sob terapgas elevadas, pois a alicina é desnaturada com o
aumento da temperatura a que é submetida, sentérrmmm dos inconvenientes no estudo do teor deafic

Desde a descoberta da alicina varios estudos foeatizados neste ambito, de modo a possibilitar a

quantificacdo da alicina em amostras de alho, sdogvarios métodos para a sua determinacéo.

1.5. Métodos para a determinacao do teor de alicinao alho

Na literatura podem-se encontrar varios traballoiseso estudo do teor de alicina no & utilizando
diferentes técnicas como: HPLC (Cromatografia ldguile Alta Performance), GC (Cromatografia Gasesa)
espectrofotometria. A espectrofotometria tem vagtagobre os métodos cromatogréaficos pelo factcAdesar
necessario a utilizagdo de amostras padrao denalidleste trabalho irdo ser abordados apenas nsétodo

utilizando a cromatografia liquida (HPLC) e espafctiometria.

1.5.1. Método HPLC proposto por Eagling e SterlingMétodo PJ)

Este método consiste na utilizacdo de um padr@niot(Pl), que é analisado no HPLC misturado na
amostrd. O PI utilizado tem uma concentracdo conhecidzalmente e devera ter uma estrutura semelhante e
ndo reactiva com a alicina. A utilizagdo do HPL®lica a necessidade de uma fase movel que arrastestra
injectada para uma fase estacionéaria, onde asésuims presentes sdo separadas. O método utiliza o
hidroxibenzoato de etilo como Pl e uma fase moéwektituida por metanol e agua ultra pura (dgudlaésate
desionizada) na propor¢cdo 50:50. Injectando a amest HPLC, pode-se calcular o teor de alicina ho a
através da equacéao 1.1.

C:PI Aalicina VPI (11)
rnalho API

Calicina (mgalicina / galho hum) =



Onde,Cp, € a concentracdo da solugadrdem, € a massa da pasta de allg,é a area correspondente ao
pico do Pl,A,icina € @ area correspondente ao pico cromatogréficalidiea eVp € 0 volume da solugdo de

padrdo interno na preparacdo da amostra.

Vantagens e limitagdes do &todo Pl

Este método é simples, sendo recomendado pela E@peia Brasileira®* mas tem a desvantagem de

utilizar um PI, que pode ndo ter um factor de reeemelhante ao da alicina.

Estudos realizados utilizando o método

David Eagling e Sam Sterlirfg realizaram um estudo de 200 amostras com vagios e alho australiano,
apresentando-se a distribuicdo da frequéncia dantracdes na figura 1.2, onde se retira uma ¢iga para

concentracao de alicina de 0.5 até 9§gJano num A Maioria das amostras possuia uma concentratém 2 a

6 MGuicind Jatho hum

50

40

30

20

LB

1 2 3 4 5 8 7 8 9

Alicina (mg'g alho hum)

Figura 1.2 - Distribuicdo de frequéncia do teor de alicina2f@ amostras de alho australiano.

1.5.2. Método HPLC proposto peldnstitute for Nutraceutical Advancement
(Método INA)

O Método INAsurgiu na sequéncia do método estudado por Laasenés de HPLE. Este método
consiste na extraccao em fase soélida (SPE) de almeéds aquosa de alho em pé com o objectivo darisol
alicin&. Esta solucdo obtida sera a solucéo padréo déipara a introducdo no HPLC a varias concentracdes
diluindo a solugdo méae. Para cada solucédo diludénose a quantidade de alicina por unidade deadraaés

de um cromatograma. Com os valores obtidos paraadas concentragfes da solugdo padrdo pode-se

" Comissdo Permanente de Revisdo da Farmacopeia Baasi@PRFB, instituida pelas Portarias n° 686 deelRezembro
de 2002 e n° 56 de 27 de Janeiro de 2003.



representar uma curva de calibracdo, cuja equaragtp de um modo simples a determinacdo da caoradat

de outras solugdes aquosas de alho, dependendasagsearea do pico de alicina para essa solugao.

Critérios de aceitacéo da curva de calibracao

Para a obtencgéo da curva de calibragdo as solpededo s6 serdo validas se a equacdo tiver uncieoeé
de correlacéorf) igual ou superior a 0.999; e se em relacdo &&olpadrao mée forem aceites os seguintes

critérios:

1. A razdo das absorvancias da solucdo para um coenonte onda de 240 e 254 nm tera de se encontrar

dentro do intervalo pretendido, representado nagiul.2.

R="PS0 14 R<15 (1.2)
Ab§54

Onde,Absyo € a absorvancia da solucéo padrdo mae a 240Ab8:4 € a absorvancia da solugéo a 254 nm.

2. A percentagem de impurezas da solugdo tera denfaior a 12 % através da sua andlise por HPLC,

utilizando para o célculo a equagéo 1.3.

| (%) = Aotal _ AAliAc:na - A\/Ietanol xlOO, 1 <12% (13)
otal

Onde,Aqiq € a area total dos picos obtidos pelo cromatograga. € a area do pico correspondente a

alicina eAnetanol€ @ area do pico correspondente ao metanol.

Ap6és a satisfacdo destes critérios, o calculo daertracdo da alicina presente na solucéo padra@ma

baseado na absorvancia a 240 nm através da equdcao

Clug/ml) = 2030 100000  (1.4)

1%
Icm

Onde £, =145.4¢€ o coeficiente de extingéo da alicina em agualen?4 para uma cuvete de quartzo de

1cm eAbsy,a absorvancia para o comprimento de onda de 240 nm

Vantagens e limitagdes ddlétodo INA

Este método usa a alicina como padréo externodsa em HPLC, conferindo vantagem, pois usa esdrd
de alicina para a determinagio da concentracaddideaanoutras amostras. E limitado, pois os pasirde
alicina utilizados nédo sao obtidos através deraigiura, mas por extrac¢cdo em fase sélida de sswggihtendo
alicina. Esta extraccao de alicina da amostra paddile ndo ser completa, afectando o valor da wdstia

obtida para o célculo da concentracao.



Estudo comparativo entre oMétodo INAe oMétodo PI

No Laboratério de Processos de Separacdo e Refc8&E) do Instituto Politécnico de Braganca foi
realizado um estudo com o objectivo de comparhtétodo INAcom oMétodo PI%. Através do estudo foi
retirada a conclusédo que a concentracdo de ali@terminada peldlétodo INAera superior & concentragdo
obtida utilizando oMétodo PJ] e que a temperatura ideal para a conservagdmldgds de alicina para a
realizacdo destes métodos seria a 4°C. Os valaes @ concentragdo de alicina obtidos para os dois

método&’encontram-se na tabela 1.1.

Tabela 1.1- Estudo do teor de alicina no alho utilizanddé&todo INAe PI.

Experiéncia C aicia, P C aiicina, INA
(MGhticind Gatho hund (MGkiicina Jaiho hurd

1 1.1700 2.8100
2 1.0400 3.5800
3 1.2100 3.4000
4 1.1500 3.8300
5 1.0900 2.8500
6 1.1800 3.0300
7 1.1800 3.3100
8 1.5100 3.5500
9 1.4200 .
10 1.4300 ]
1 1.6700 .
12 1.2100 )

Com a amostra contendo maior teor de alicina da n#todo (amostra 4 paraM@#todo INAe a amostra 11
para oMétodo P) foi feito um estudo da sua estabilidade ao lodgotempo, onde a figura 1.3 mostra a

evolucdo da concentracdo da alicina em cada amdstiante oito di&3.

—=— INA Method 110.001

6.04 —e— Eagling and Sterling Method
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Figura 1.3 —Evolucao da concentracdo de alicina ao longo dpdepara dViétodo INAe oMétodo Pl

No estudo o valor da concentragdo média de alitiostrou-se mais estavel pardlétodo INAdo que no
Método Pl O facto da concentragéo de alicina ser menadeaiitlo oMétodo Ple da sua instabilidade pode
dever-se a reaccgéo inesperada do Pl com a alamcantrando-se menos alicina na solucgédo final @oeistia

inicialmente, conferindo-lhe uma desvantagem.



1.5.3. Método espectrofotomeétrico indirecto de Lavas utilizando cisteina
(Método Cisteing

O Método Cisteingoi proposto por Lawson e utiliza somente anéfise espectrofotometria Consiste
numa primeira etapa na reacc¢ao da cisteina comNBiginando NTB, para quantificar a cisteina.

Numa segunda etapa faz-se reagir cisteina em excess alicina formando S-alil mercaptocisteina e
cisteina que ndo reagiu, pois a alicina sera crégadimitante. Numa segunda reacc¢éao, a cisteieaga reagiu
em conjunto com DTNB forma NTB. O decréscimo daoafncia do NTB da primeira para a segunda etapa
indica a quantidade de alicina presente em sol@asquema reaccional da segunda etapa esta repoEsea

figura 1.4.

2 Cisteina 4+ Alicina ———s 2 S-alilmercaptocisteina + Cisteina (que ndo reagiu)

DTNB

NTB

Figura 1.4 — Representacdo geral das reac¢des que ocorremicecapldaviétodo Cisteina.

A concentragdo de alicina na solugédo de alho &ahitravés da equagdo 1.5, retirada de um estudo

utilizando o método de Lawson, abordado nos estiedizados utilizando este métédo

AAbs;;,x100000 (1 5)

Calicina(rnrnojalli(:ina/ Lsol) =
£4l2
Onde, A Abs,;=Abs, (NTB formado sem a presenca de alicinadbs (NTB formado com a presenca de

alicina), ¢,,, =14150 € o coeficiente molar de extingdo do NTB e 2 $igmique a alicina se encontra numa

proporcéo de metade em relacéo a cisteina.
‘9412
Vantagens e Limitac6es dd/étodo Cisteina

Este método tem vantagem sobre o proximo métodecesfiotométrico em estudo, pois € valido para uma
gama de concentra¢Bes de alicina superior.

Contudo, confere desvantagem porque é complexasagando da sequéncia de duas reaccles para a
analise dos resultados, conduzindo mais facilmantros experimentais. Outra desvantagem € que é um
método indirecto, pois é a quantidade de NTB foiomaal segunda reaccao da segunda etapa, que vanidete

a quantidade de alicina presente no alho.



Estudos realizados utilizando o método

Yu Li et alf* utilizaram oMétodo Cisteingara a determinacéo do teor de alicina em alhestado da
microencapsulagdo de alicina em p6. O avanco resitelo permitiu simplificar a utilizacdo do métode

Lawson, na medida em que tornou mais facil o priooeko e o calculo da concentracao de alicina.

1.5.4. Método espectrofotométrico directo de Miron utilizando 4-

mercaptopiridina (Método 4MB

O Método 4MPé um método espectrofotométrico proposto por MirdBste método consiste inicialmente
na medicdo da absorvancia do 4MP sem a presenglcia®. Numa segunda etapa faz-se reagir o 4MP em
excesso com alicina e mede-se a absorvancia dogdidPao reagiu; a reaccao que ocorre esta repaidsema
figura 1.5. O decréscimo da absorvancia do 4MPritaejra para a segunda etapa indica a quantidadéaiea

presente em solugéo.

S—S—C—C=CH
SH o H, H 2
N | N = o
2 + HC—=—C—C—S—S—C—C=—CH, - 2 + 2
7 H H, H, H
N N

4-MP Alicina 4-alilmercapto-tiopiridina

Figura 1.5— Reacc¢do da alicina com 0 4MP em excesso piligtado 4MP

A determinac&o do teor de alicina pode ser caleutathvés de um método estatico ou um método @inéti

como se apresenta de seguida.

Método estatico

O método estatico aplica-se para concentracdediaiea numa gama baixa, entre®1@® 10°M, utilizando
no calculo da concentracéo de alicina a equacao 1.6
Calicina(/Lgalicina/mlsol) = w (16)

5324
Onde,4Abs,~= Abg (4MP sem alicina) -Abs (4AMP com alicina) £,4= 39600 M cmt é o coeficiente de
extingdo do 4MP e a dilui¢do corresponde ao voldmeolucdo que se utiliza para diluir a misturacemal

antes da leitura da absorvancia.

Método cinético

O método cinético aplica-se para concentracdeslidi@aanuma gama mais elevada, entreX1P°® e
7.5x10* M, consistindo numa aproximacéo cinética do conamoento da alicina na presenca do 4MP,

utilizando para o célculo da concentracdo de aiaiequacéo 1.7.



AAb%24

(M) = -396x10™  (1.7)

v=KkC,,» C - C

alicina alicina

amp

Onde k=82 M'min?, Csup=10* M e 4Abs;,~= Abs (4MP sem alicina) -Abs (4MP com alicina).

Limitacdes e vantagens ddétodo 4MP

Este método tem a vantagem de ser simples poissitcapenas de uma reacgéo para quantificarimsadic
€ directo na medida em que o0 composto em anabsgué reage com esta. Mas tem a desvantagem délisier

apenas para uma gama pequena de concentracéésrdearh solucao.

1.5.5. Resumo e comparacdao global dos métodos

De modo a facilitar a compreensédo das diferencas es varios métodos, apresenta-se a tabela 1.2 e

com uma breve comparacao entre eles.

Tabela 1.2— Comparacédo entre os métodos por HPLC que utiliza padréo ndo reactivo.

Método PI Método INA
Padréo interno (PI) p-hidroxibenzoato de etilo Na&o utiliza
Amostra Padréo Né&o utiliza Obtida por SPE
Fase movel Metanol e agua ultra pura (50:50) Metanol e agua ultra pura (50:50)
A (nm) 240, 254 240, 254

Os métodos por HPLC foram testados no laboratoB&RHE/IPB e a maior diferenca entre ambos é a

utilizacdo de um PI paraMétodo Ple oMétodo INAutilizar uma amostra padrédo externo de alicina.

Tabela 1.3— Comparacao entre os métodos espectrofotométfieostilizam um padréo reactivo.

Método Cisteina Método 4MP
Composto em excesso Cisteina AMP
& (M min?) Na&o utiliza 19800
A (nm) 412 324

Os compostos utilizados nos métodos espectrofotmmgtpossuem um grupo tiol, que facilita a reacgéo
com a alicina devido & sua propriedade oxidantegmos SHf, baseando-se estes métodos na reaccéo

representada na figura 1.6.

R—S—S—R + 2 R—SH ——> 2 R—S—S—R' + H,0

Figura 1.6 —Reaccéo da alicina e outros tiosulfinatos na pgséa tiois ndo reactivos.



2. Objectivo

Este trabalho tem como objectivo o estudo de digersétodos para a determinacdo do teor de alicina n
alho, de modo a seleccionar um método que sejalesmpensivel e exacto na andlise da quantificagio
alicina.

As discrepancias encontradas entrengsodos Pk INAZ levam & necessidade de comparacdo com outros
métodos existentes. Experimentalmente vai se efeatma analise comparativa do teor de alicina ho al

medido por técnicas cromatograficas e espectrofétioras recentemente desenvolvidas



3. Estudo experimental

O estudo experimental consistiu na aplicacdo dasds#s cromatogréaficad/iétodo INAe Método PJ e
técnicas espectrofotométricddétodo Cisteina Método 4MP e comparacao dos seus resultados

O custo de alicina pura é bastante elevado e aistese complexH, pelo que, utilizar-se-4 apenas alicina
proveniente da pasta de alho e de alho em pé; seedmagamento do alho para a formacéo da pastatapma
muito importante e comum nos métodos, pois a piode toda a alicina presente no alho dependealpdgr

maturacéo.

3.1.Equipamento

3.1.1. Cromatografia liquida de alta performance (FPLC)

A analise das amostras por HPLC realizou-se ndpamento dalascq esquematizado na figura 3.1 e
ilustrado na figura 3.2. O equipamento de HPLQufdizado para dMétodo Ple INA.
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Figura 3.1 - Esquema do equipamento experimental de HPLC.

Figura 3.2 - Equipamento de HPLGQasco, PU-2080 plus, UV-2075 plus.
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O equipamento de HPLC é constituido por uma bomha2080plusintelligent pump(8) que bombeia o
solvente liquido, designado de fase moével, encodtrage num frasco (2). No tubo (1) ligado & bomba cppta
a fase mdvel estd um filtro (3) que evita que atiqdas suspensas obstruam os capilares ou cordama
bomba.

A fase moével deve ser filtrada e consequentemesggaseificada, de forma a néo prejudicar a perfuzena
da coluna e do detectddV-2075plus intelligent detectof9), nunca deixando que esta diminua abaixo to fil
para ndo haver entrada de ar para a coluna. S& entdeve-se recorrer & sua purga, abrindo ale&(10) e
retirando o ar com uma seringa pelo tubo de puBgdd modo a que a bomba fique ferrada, isto &apae® nos
tubos apenas fase movel e retirando todo o ar.

Ligando a bomba para um determinado caudal, farveeinjecgao rapida de 19l da amostra na entrada
do injector (13), enchendo na totalidade o tubovgialesde o injector até o inicio da fase estatianComo o
equipamento tem urtoop de 20pL, entdo, 80uL da quantidade injectada ir4 sair pelo tubo ddas#él4).
Rodando o injector dead parainject efectua-se um impulso, onde, a amostra sera ateaptda fase movel até
a fase estacionaria (estrutura sélida e poroséida) 1a coluna (12).

A separacdo é efectuada na fase estacionaria @isasea diferenca de tempo com que os solutos se
distribuem entre a fase mdvel e estacionaria. @edduma maior ou menor afinidade dos solutos com o
adsorvente da fase estacionaria, tém consequertenm@nmaior ou menor tempo de retengdo na columgoc

representado na figura 3.3.

Amostra

S
Lur

¢ o ang
— () I:I
L o -

|| /

[ L R

Temps g

Figura 3.3— Esquema do processo de separacédo dos componaritsg estacionaria do HPLC.

Essa diferenga de velocidades vai permitir ao titeaptar por diferentes ordens de chegada o$osplu
medindo a sua absorvancia e enviando a informagia p processador de daddRl Peak Simple
chromatography data systelf7), que converte a informagdo para o computadd) ¢om o software de

aquisicdo de dados.
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Através do programBeak Simplebtém-se no monitor (16) um cromatograma, aprasdotem forma de
picos a quantidade de cada substéancia por unidaédeed.

Ap6és a leitura da absorvancia pelo detector a &olpercorre pelo tubo (4) até o frasco de restos (5

3.1.2. Espectrofotometro

Para a leitura da absorvancia das solucdes fazadid o espectrofotometidV-Visivel V-530 da Jasco
esquematizado na figura 3.4 e ilustrado na figua ® espectrofotometro foi utilizado nos métodos
espectrofotométricos e mMdétodo INA

1

e 2 |

2 _5__'

0 f e _
r
il
2 7
I:j o
0 b =
1 &

Figura 3.5 — Espectrofotdometro UV-Visivelasco, V-530.

O espectrofotdmetro possui uma lampada de deutériouma luz na gama do UV e Visivel (1). Para a
analise da solucao, esta é colocada numa cuve®, (@pdendo ser de vidro, silica ou quartzo depedd dol
do feixe de luz incidido. Para os métodos abordddogitilizada umacuvetede quartzo, visto que, 2
necessario € de 324, 240, 254 e 412 nm.

Para se determinar a absorcéo da solucéo, essarédmno caminho éptico do aparelho (4 e 5), opd®
um determinadd o espectrofotometro mede a quantidade de luz albdsoapos se incidir um feixe na solugéo.

A intensidade da luz antes de passar pela solus@nbblizada pot, e apés a sua passagem € simbolizada
por |. A transmitancia da solucéo € a razéid [p) sendo a absorvancia definida pela lei de BeerHeatn

representada na equacéo 1.8.
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Abs= Iogloll—=5xcx L (1.8)
0

Onde, Abs é a absorvancia medidhk, é a intensidade da luz incidente para um dadb é a intensidade
transmitida pela solugdb,é o caminho Optico percorrido pela solugédo (dgtague a luz percorreu na solugao,
cm), ¢ € absorbtividade molar (constante que varia paila sabstancia), €é a concentracdo da substancia na

solugdog L.

Para a leitura da absorvancia de uma amostracdiféiialmente cautozerg que permite colocar a zero a
absorvancia no espectrofotdmetro, sendo realizidwés da leitura da absorvancia sem as cuvee8)2

De seguida é feito um branconde se faz a leitura da absorvancia com a solggédoi utilizada como
solvente na preparacdo da amostra, isto é, contenlés as substancias da amostra excepto a substnc
analisar.

Para a analise da amostra € mantida na cuvetes@ygio considerada o branemquanto que na cuvete
(2) é colocada a amostra a analisar permitinddaazcdo da absorvancia do branecabsorvancia total obtida
da leitura da amostra. Esta subtraccao efectualdaegpectrofotometro implica que a absorvanciaeitarh
final seja apenas da substancia a analisar. Am#g#io é captada pelo software do computador (6ji¢aono

monitor (7) através do prograrfixed Wavelength Measurement

3.1.3. Analisador de humidadesartorius

Para obter uma relacdo para a passagem da basld@seco para a base em alho himido, foi utilizado
aparelho de analise de humidaBartorius MA-45lustrado na figura 3.6. O aparelho contém no sé&arior um
prato onde se coloca o bolbo de alho e registassi@eso antes e depois da sua secagem, apoexposa
determinada temperatura (neste caso 130°C).

As massas obtidas indicam a conversao da quastitladlho himido que corresponde & quantidadende al

seco. O analisador de humidagkrtoriusfoi utilizado para Método INA.

Figura 3.6 — Aparelho de andlise de humida8estorius MA-45.
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3.2.Método PI

A solucdo de alho foi preparada utilizando comovesaie uma solucdo de padrédo interno (PI) com

concentracao conhecida, permitindo a andlise piuCHfa quantidade de PI e alicina por unidade da. are

3.2.1. Reagentes

Os compostos utilizados foram: o metanol parssa fadvel e o p-hidroxibenzoato de etilo como Ptlepn
os dados, cuidados de manuseamento e armazenasaarioontram no apéndice A.

A fase mével utilizada foi uma solucéo constitydda metanol e agua ultra pura, numa proporcaddsds
Para a preparacdo das amostras foi utilizado athonércado 4lho @ e alho roxo fresco da marca “Ajos
Montejano” @lho b).

Preparacao da solucao de PI

Juntou-se 500 mg de p-hidroxibenzoato de etilo ank@e metanol num baldo volumétrico de 1000 ml,
misturando-se bem até uma dissolucdo completa. ceguee 900 ml de agua ultra pura (dgua destilada e
desionizada) até uma temperatura de 80°C e juet@ursistura anterior, perfazendo-se o baldo volicoétom
agua ultra pura & temperatura ambiente.

Preparou-se 1 L da solucéo de Pl com uma concéotide 0.5042 mg/ml, armazenou-se a uma temperatura

de 4°C e utilizou-se na preparagéo das amostraside as experiéncias.

3.2.2. Condigbes experimentais

Para todas as experiéncias foram utilizadas as@m@wexperimentais, apresentadas na tabela 3.1.

Tabela 3.1- Condic¢des experimentais de todas as experiédaisigtodo Pl

CondigcGes experimentais

Coluna Gemini, C 18, fim
Pré-coluna C18
Enchimento Silica gel
Tamanho da particulau) 5

Detector UV a 240 nm
Fase movel Metanol#® ultra pura (50:50)
Fluxo (ml/min) 0.75

Volume de injeccaoul) 100

Volume doloop (uL) 20

Tempo de andlise (min) 25

Tempo de limpeza (min) 40
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3.2.3. Procedimento

Preparacdo da amostra

Esmagou-se 3 dentes de alho com um peso aproxidegaflg num esmagador, triturando-se de seguida
10 min num almofariz e 2 min no ultra-turrax comauratacdo de 11000 rpm/min, formando uma pastdhde a
Para a amostra pesou-se 5 g da pasta de alhoienadise 25 ml da solugcdo de PI. Incubou-se a amost
durante 20 min a uma temperatura de 30°C e cegatfise durante 5 min a uma rotagdo de 4000 rpm/min.
Retirou-se cuidadosamente 2 ml de sobrenadante egair parte sélida e adicionou-se a 8 ml de fase
movel. Filtrou-se a solugdo para um frasco pequéiiaando um filtro de seringa com o poro de Ol e
armazenou-se até a sua injec¢do, numa camarafde-aruma temperatura de 4°C devido & instabikddd

alicina. De modo a clarificar o procedimento apnésase o esquema 3.7.

3 dentes de alho descascados de aprox. 5 g cada

Esmagar no .
esmagador
seguido de 10 min

no almofariz. Triturar no ultra-turrax ~11000 rpm;
-Durante 2 min.

Y

Pesar 5 g da pasta de alho

% -T=30 °C;
Adicionar 25 ml de PI & pasta de alho e colocar na estufa -Durante 20 min.

l -4000 rpm;
Centrifugar a solugao -Durante 5 min.

-Ter cuidado para

Retirar 2 ml da solucdo ndo extrair parte
solida.

I -Filtros de
Adicionar a 8 ml de fase moével e filtrar a solucéo seringa de 0.20 pum.

J -T=4 oC
Armazenar até injeccdo

Figura 3.7 — Esquematizacao da preparacédo da amostra paétodo Pl

3.2.4. Resultados e discussao

Foram realizadas sete experiéncias e em cada Udewduaos trés ensaios com um intervalo de
aproximadamente 75 min, de maneira a testar difiabe dos valores obtidos. Entre cada injeccimasta

armazenou-se numa camara-de-ar frio a uma tempeidaui°C.
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Andlise da amostra

Injectando-se a amostra no HPLC obteve-se um ¢omrama, com as areas correspondentes a quantidade

de alicina e PI introduzidos, permitindo o calcdl concentracdo da alicina. O cromatograma obtita p

ensaio 1 da experiéncia 1 apresenta-se na fig8ra 3.

180 4

©
160 | c
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140 | 2
120 - o —
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£ 100
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@
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0 T Lo T T T 1
0 5 10 15 20 25

Tempo (min)

Figura 3.8— Cromatograma da experiéncia 1, ensaiolMétmdo PI.

Na tabela 3.2 mostra-se os tempos de retertgde és areas dos picos para a alicina e PI, obpidls

cromatograma da figura 3.8. Contudo, no cromatogranngem também outros picos ndo identificadogjcsen

impurezas.

Tabela 3.2— Area e tempo de retencéo para a experiénciasajal, ddviétodo Pl

Componente t, (min) A
Alicina 11.1830 2308.4720
Pl 21.1660 2811.1935

Utilizando uma massa de pasta de alho de 5.06@7cglculo da concentracdo de alicina é efectuado co

base nos valores da tabela 3.2 e aplicando a emadobteve-se 2.0445 mghgnam

Reprodutibilidade do método

Na tabela 3.3, apresentam-se os valores obtid@s gsaareas dos picos.etconcentracéo de alicina para
cada ensaio, de modo a comparar resultados e eatsda reprodutibilidade.

Nas trés primeiras experiéncias foi utilizada approédo Vpi:mun) de (25 ml:5g), enquanto que as 4
experiéncias finais utilizou-se uma propor¢do dertl:2 g). Houve esta mudanca na proporcéo, paraifire

uma melhor comparagédo deste método com os métsgestefotométricos.
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Pela analise da tabela pode-se observar que a gaidanmarca de alho implicou uma pequena variagao

nos valores de concentrag&o de alicina, obtendorroancentracdo no extracto diho a do que nalhob.

Tabela 3.3—- Valores de concentracdo obtidos para todaspsiércias ddétodo Pl

Extracto  Experiéncia Ensaio My,  Vp tr (alicina) Aaiicina t 1) Ap C aiicina (MGaiicind
(@9 (ml) (min) (min) Gaiho hun)
1 111830 2308.4720 21.1660 2811.1935 2.0445
1 2 50627 111330 1953.0000 20.9000 2361.7150 2.0598
3 113160 2323.4600 21.6500 2836.3095 2.0396
1 17.3660 5230.3605 34.3000 5184.5220 25112
Alho & 2 2 5.0638 17.2660 5114.9440 33.4330 5118.8830 2.4873
3 17.2660 5653.0956 33.1830 5452.4365 25808
1 %> 111660 32193200 21.3160 3476.5890 2.3037
3 2 5.0668 112000 3169.4275 21.3160 3372.6310 2.3379
3 10.7000 3245.4520 19.0660 3482.6260 2.3183
1 10.8000 24145500 19.4660 3438.6640 1.7605
4 2 50276 10.8000 2474.6545 19.4500 3569.5180 1.7381
3 10.7830 2440.6760 19.3160 3523.9440 1.7365
1 10.7000 2191.4460 19.2660 3420.0290 1.6069
5 2 20105 107330 2199.5005 19.3830 3313.7880 1.6646
3 10.7000 2231521 19.2000 3403.9325 1.6436
1 10.6660 1436.1610 18.9660 1728.6160 2.0874
Alho 6 2 2.0068 10.7000 14317775 19.0000 1723.1310 2.0876
. 10.7160 1433752 19.1000 1707.0595 2.1102
1 10 107330 28314770 191830 4643.3070 15129
7 2 20322 10.7330 2978.8885 19.1500 4274.2700 1.7291
3 107000 2777.372 18.9660 3838.2450 1 7953
1 10.8500 3235.8240 19.0830 3306.8610 2.4323
8 2 20141 10.6830 31355725 18.8330 3578.1810 2.1782
3 10.7000 2945577 189330 3333.2755 2.1966

Como a concentracdo de alicina presente no alpende do cultivo, localizacdo da planta, condigies
processamento, armazenamento e manipui3céi@ esperado que a mudanca do tipo de alho assicuma

variacdo nos valores da concentracdo de alicina.

A mudanca na propor¢do nao teve qualquer efeita pavariacdo da concentracdo, pois foi realizada u
experiéncia conalho b utilizando 5 g de alho para 25 ml de Pl e os esomantiveram-se semelhantes
utilizando o mesmo tipo de alho mas para a outsp@ao.

De modo a visualizar melhor os resultados obtfdesm determinadas as concentracdes médias deaalici
bem como os seus desvios, apresentando-se na 3adbel@s parametros estatisticos da tabela 3.4efd@ntes

a concentracéo de alicina em gy Jaino numda tabela 3.3.

T Alho do mercado.
* Alho da marca “Ajo Montejano”.
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Tabela 3.4— Valores para a média de concentracéo de alicamiéncia e desvio padrao Wgtodo Pl

Alho a Alho b Total
Média 2.2981 1.8853 2.0401
Variancia 0.0439 0.0735 0.1017
Desvio Padréo +0.2095 +0.2712 +0.3189

PeloMétodo Plobteve-se uma concentracdo de alicina média den@/@no ham+ 0.3189. O valor obtido
encontra-se dentro de uma gama tipica, como inglicaestudo de 200 amostras com varios tipos de alho
australian®, ja referido na seccdo 1.5.1, em que a gama deentracdo de alicina variou entre 0.5 até 9

MQg/Gino ham t€NO @ maioria das amostras uma concentracé®®at6 Mg/Gho ham

3.3.Método INA

Este método € mais complexo que o método antegonsiste em obter numa primeira etapa uma amostra
padrdo através da purificacdo da alicina em solpgdSPE, para a representacao de uma curva deacdio
utilizando HPLC. Com a relacdo entre a concentraigfalicina e a quantidade de alicina por unidasldrda
obtida pela curva de calibragdo, determina-se nseganda etapa a concentracdo de alicina noutrastraso

teste.

3.3.1. Reagentes

Os compostos utilizados foram: o metanol parssa fadvel, onde, os dados, cuidados de manuseamento
armazenamento se encontram no apéndice A. A fagelmtilizada foi uma solugéo constituida por metan
agua ultra pura, numa proporcéo de 50:50.

Para a preparacdo da amostra padrdo foi utilizéilo em pé da marca Margdo enquanto que para a
preparacao das amostras teste foi utilizado alko fresco da marca “Ajos Montejancélfio b) e alho em p6 da

marca Margéaoalho ¢.

3.3.2. Condi¢Oes experimentais

Para todas as experiéncias, as analises por HRA® fujeitas as condi¢bes apresentadas na tabela 3.

Tabela 3.5—- Condi¢des experimentais de todas as experiédoisi€todo INA

Condicdes experimentais

Coluna Gemini, C 18, um
Pré-coluna C18

Enchimento Silica gel
Tamanho de particulaui) 5

Detector UV a 240 nm
Fase movel Metanol:® ultra pura (50:50)
Fluxo (ml/min) 0.75

Volume de injeccaaul) 100

Volume doloop (uL) 20

Tempo de analise (min) 15

Tempo de limpeza (min) 30
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Para a leitura da absorvancia a 240 e 254 nmzauilse o espectrofotémetro UV-Visivel com a
caracteristicalasco, V 530representado na figura 3.5. Na conversdo da éasalho seco para base em alho
hamido, através da secagem do alho, foi utilizadmalisador de humidadgartorius representado na figura
3.6.

3.3.3. Procedimento

12 Parte

Preparacdo da amostra Padréo

Para a preparacdo da amostra padrdo foi implen®rdaprocedimento de acordo com o descrito em
(Alonso et all, 2006). Colocou-se 1.2 g de alhopmmem 3 tubos cénicos e introduziu-se 30 ml de adfua
pura no tubo 1 da figura 3.9 e ap6s uma forte g@itacom a méo durante 1 min, deixou-se de repousatiura
10 min. Retirou-se o sobrenadante com uma seritigmélo-se a solucéo com filtros de seringa de f2um
e colocou-se o filtrado no tubo 2, como ilustraddigura 3.9.

De seguida agitou-se o tubo 2 também com a mam@dutamin e deixou-se em repouso 10 min, retirando
sobrenadante filtrado para o tubo 3.

Ap6s agitar também o tubo 3 durante 1 min e degrRarepouso durante 10 min filtrou-se o sobrenaddmte
tubo 3, sendo esta solugcdo submetida a uma extratedase solida para purificar a alicina em saluea

eliminar o maximo de impurezas possivel.

Figura 3.9— llustragdo da preparagdo da amostra padré¢étado INA

8 A agitagdo efectuou-se com a mao na tampa do tmimimizando as trocas de calor da mé&o para a &olué
centrifugacdo nao foi utilizada para a agitagcao tramsferir calor para a amostra.
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Separacéao por SPE

Numa primeira fase € necessario um acondicionantantartucho de extraccao que ira ser utilizagmsA
a colocacéo do cartucho de extraccdanamifoldque se encontra ligado & bomba de succdo, comesmyado
na figura 3.10, o acondicionamento consistiu nathtcdo de 6 ml de metanol seguido de 18 ml derfeise!.
Ap6s a introducdo do metanol, descartou-se atérsgwa um caudal de 1 gota/s. A regulacdo do tauda
através da manipulacdo de uma anilhanamifold em que a diminuigdo ou aumento do caudal, consiste
deixar entrar mais ou menos ar no vacuo, respectisite. Depois deixou-se passar 3 volumes do cartdeh
fase movel (18 ml), sempre a um caudal de 1 go@/acondicionamento introduzindo de metanol permite

activar os centros para a extraccao.

Figura 3.10- Instalacdo experimental para a extraccdo por §PEartucho de extraccao, b) Baldo
volumétrico, c)Manifold, d) Bomba de succao.

A separagéo por SPE consistiu na introdugéo dedarsolucéo filtrada do tubo 3 no cartucho deaet#io
pré-acondicionado e deixou-se descartar até o o®nis

Numa segunda fase introduziu-se 5.2 ml de faseeh@uescartou-se permitindavashing a lavagem das
impurezas por arraste.

Numa terceira fase introduziu-se 2.7 ml de fasgehido cartucho de extrac¢éo até ao menisco ehegol
se para um balé@o volumétrico de 5 ml com 1.5 ndglea ultra pura, estando previamente a uma terpe dé
4°C pelo menos durante 15 min.

No final perfez-se o volume do baldo volumétriconcagua ultra pura, armazenando-se a solugdo a uma
temperatura de 4 °C. De seguida mediu-se a absvav@la solucdo final no espectrofotobmetro para o
comprimento de onda de 240 e 254 nm utilizando cumete de quartzo de 1 cm.

Para a solucdo padréo ser valida teve-se em osmatérios de aceitabilidade referidos na sed¢gé@. De

modo a clarificar o procedimento apresenta-sewadi§.11 e 3.12.
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Pesar 1.2 g alho em p¢ para 3 tubos

/

, -Agitar forte 1 min;
Adicionar agua ultra pura (T=4°C) ao tubo 1 —Rgpousar 10 min.

Y

Retirar o sobrenadante e filtrar para o tubo 2 -Agitar forte 1 min;
-Repousar 10 min.

Y

. . -Agitar forte 1 min;
Retirar o sobrenadante e filtrar para o tubo 3 -Repousar 10 min.

Y

Filtrar 2 a 3 ml do sobrenadante

Figura 3.11- Esquematizacao da preparacado da amostra padid@dee dd1étodo INA

-Descartar até
0 menisco;
-caudal de 1 gota/s.

6 ml de metanol no cartucho de extracgao

Y

18 mi de f Vel ho d - -Descartar até
8 ml de fase movel no cartucho de extracgao 0 Menisco;

-caudal de 1 gota/s.

Y

= N -Descartar até
1 ml de soluggo filtrada no cartucho de extracgao 0 menisco;

-caudal de 1 gota/s.

‘ -Descartar até
5.2 ml de fase mdvel no cartucho de extracgdo 0 menisco;

-caudal de 1 gota/s.

Colocar 1.5 ml
agua ultra pura
num baldo de
5 ml, T=4°C .

2.7 ml de fase mdvel no cartucho de extracgao -Recolr)er no b_alao. de
5ml até o menisco;
-caudal de 1 gota/s.

\

Perfazer o baldo com agua ultra pura

-Manter sempre a solugdo
a uma Temp de 4°C .

Y

Leitura da absorvancia a 240 e 254 nm

/

. o -Se a solugdo for valida
Injecgdo da solugao no HPLC vereficando os critérios,

diluir a sol. padrao para
a curva de calibragado.

Figura 3.12— Esquematizacdo da separacéo da alicina das ingsuper SPE paraMétodo INA.
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22 Parte

Preparacao de amostras com alho seco

Colocou-se 0.5 g de alho seco num tubo de 50 &due ultra pura no frigorifico a uma temperatwaeC.
Adicionou-se 25 ml de agua ultra pura fria ao aboo e agitou-se vigorosamente durante 1 min,h@arar um
bom contacto entre a agua e o p6. Na agitacdocagser o tubo pela tampa com o cuidado de néo émnsf
calor para a amostra, através das maos. De segglitianou-se mais 25 ml de agua ultra pura fria piluir a
amostra e filtrou-se a solugdo com um filtro denggr de poro 0.2@m, apéds ter ficado 15 min em repouso.
Injectou-se a amostra no HPLC e com o cromatogantido retirou-se a quantidade de alicina por whedde

area.

Preparacdo de amostras com pasta de alho

Pesou-se 0.7 g da pasta de alho e adicionou-sd @8 4gua ultra pura fria a pasta de alho e adpiase
vigorosamente durante 1 min. Na agitacédo agarrdgarsbém o tubo pela tampa com o cuidado de nasféran
calor para a amostra, através das maos. De segglicianou-se mais 25 ml de agua ultra pura fria piluir a
amostra e filtrou-se a solugdo com um filtro denggr de poro 0.2@um, apos ter ficado 15 min em repouso.

Injectou-se também a amostra no HPLC obtendo-smatigade de alicina por unidade de area.

3.3.4. Resultados e discussao

Para este método realizaram-se varias experiéntgasando em cada uma melhorar o racio das
absorvéancias, diminuir a percentagem de impurezgstimizar a curva de calibragéo. Para uma boaacdey
calibragéio o objectivo era a obtengéo de um cesfieide correlagie?, igual ou superior a 0.999 e aumentar o
maximo possivel a concentracdo da solugcao paduficerdando assim a gama de concentragdes da cweva. D

seguida apresenta-se os valores obtidos atravéspéctrofotometro, na tabela 3.6.

Tabela 3.6— Leitura das absorvancias obtidas para a ampathdio ddviétodo INA.

Abs
A= 240 nm A =254 nm
Branco™ 0.0897 0.0557
Amostra 1.2875 0.8588

Injectando-se a amostra no HPLC obteve-se um ¢ograma, com a area correspondente a quantidade de
alicina introduzida, permitindo o calculo da suaceantracdo. O cromatograma obtido apresenta-seaficay
3.13:

™ Agua ultra pura.
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Figura 3.13— Cromatograma do ensaio 1, experiéncia Mdtmdo INA

Os compostos conhecidos séo apenas o metanolieiraAOs restantes componentes sdo impurezas, que
permitem a aceitacdo da amostra se estas exigireisolucdo numa quantidade inferior a 12%. Na &84l

apresenta-se os valores para o tempo de retenggia @s areas de cada componente obtidos por HPLC.

Tabela 3.7— Area e tempos de retencéo para os componentdgétodo INA.

Componente t, (min) Area
Impureza 2.95 33.5185
Impureza 3.683 8.5545
Metanol 4.133 24.467
Impureza 6.433 50.557
Alicina 10.7 1096.3625
Impureza 13.883 26.276
total - 1239.7355

O célculo da concentragdo de alicina da soluc@indpaé efectuado com base no valor de absorvancia a

240nm da tabela3.6 e aplicando a equacdo 1.4,dd8n88.5488gaicina/Ml, para a experiéncia 1.

Critérios de aceitacdo da amostra padréo

Mediante os valores obtidos de absorvancia e pexgem de impurezas estabeleceu-se na tabela 3.8 a

validade da solucéo, de acordo com o cumprimenttoumprimento dos dois critérios exigidos, atradés

equacdo 1.2 e 1.3.

Tabela 3.8— Critérios para a aceitacédo ou rejeicao da ampstirdo nd1étodo INA

Cumprimento dos

Critério Valores obtidos .
critérios
Abs,,,
R 14< ﬁ <15 1.4992 Cumpre
54
Imp (%) Aolal - AAlioc:nal_ A\Aelanol xlOOS 12 95912 Cumpre
otal
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Como ambos os valores respeitam os critérios, @s@apadrdo foi aceite para a construcdo da aeva
calibracdo. Para a curva, diluiu-se a amostra ogua &ltra pura a uma temperatura de 4 °C criandisiaas
padréo a varias concentracfes e injectando cadedsoho HPLC para obter a quantidade de alicinaipiolade
de area. Foi obtida uma gama de concentragdes &31%5d88 e 11.1420dajicindMlso, €Stando representada a

curva de calibracéo na figura 3.14.

C (Malicina/Mi sol)

o T T T T T 1
0 200 400 800 1000 1200

Aalicina
Figura 3.14— Curva de calibragdo do padrdo de alicindétodo INA
A equacado da curva de calibracdo pela qual se basateterminacdo da quantidade de alicina noutras

amostras de alho corresponde & equacéo 1.9.
CAlicina (Iug alicina /ml) = 0'08:|'1'A‘Alicina - 00454 (19)

Onde,C ajicina € @ concentracéo de alicind\g.in, € a quantidade de alicina por unidade de areaadogfitido no

cromatograma.

Preparou-se amostras teste com pasta de alho esedtloo Tomando como exemplo a experiéncia 1, foi
utilizada uma massa de pasta de alho de 0.504lligaliem 50 ml de 4gua ultra pura obteve-se uma dee
897.474, originando uma concentracdo de 66.7000..4/Mlso, aplicando a equacao 1.9. Utilizando a

quantidade de alho por solucéo, a concentracabiciteacé cerca de 5.4M@indYaho hum

Reprodutibilidade do método

Na tabela 3.9, apresentam-se os valores obtiddsedae concentracdo de alicina para cada expiex,ié&lec

modo a comparar resultados obtidos pelo métodtudasa sua reprodutibilidade.
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Tabela 3.9— Valores da concentracéo de alicina para todesmesiéncias détodo INA

Tipo de alho EXperiénCia Maiho Aalicina Calicina Ca\licina
(g) (Ugalicincjmlso) (mgalicine/galho hun)
1 0.5041 897.4740 72.3311 5.4443
Alho b 2 0.5021 1092.4055 88.1401 6.6605
3 0.5017 902.2135 72.7156 5.0544
4 0.7117 828.0390 66.7000 4.6860
Alho 't 5 0.7174 967.0390 77.9729 5.4344
6 0.7024 861.0390 69.3763 4.9385

Analisando a tabela 3.9 pode-se verificar que sénotvalores mais elevados utilizand@lbo ¢ do que
utilizando oalho b.

Os valores da concentracdo de alicina paedho ¢ ndo sdo obtidos directamente, necessitando de uma
conversédo da base em alho seco,(fgdano secy Para base em alho hiimido (R@+daino hu) COM 0 Objectivo
da comparacdo de valores entre a pasta de alhalloaem pd. Para tal foi utilizada uma converséatdab
experimentalmente, pesando-se um bolbo e secandaoalisador de humida&artoriusda figura 3.6, a uma
temperatura de 130°C até evaporar toda a agua.s@tado obtido indica que 3.952 g de alho himido
correspondem a 2.999 g de alho seco.

Esta conversao introduz erros na obtencdo do ddoconcentracdo de alicina no alho em pd, pois a
percentagem contida no bolbo utilizado na secagmde ser diferente & percentagem contida nos bolbos
utilizados na execucéo das experiéncias.

Os parametros estatisticos da tabela 3.10 sd@médsra concentracdo de alicina emygagd9ano humda

tabela 3.9 paraalho aealho h

Tabela 3.10- Valores para a média de concentracéo de alicamg@ncia e desvio padrao Mgtodo INA.

Alho b Alho ¢ Total
Média 5.0196 5.7198 5.3697
Variancia 0.1450 0.7019 0.4858
Desvio Padréo +0.3808 +0.8378 +0.6970

PeloMétodo INAobteve-se uma concentracdo de alicina média palteodode 5.0 MgicindGaiho hum* 0.38 €
para oalho cde 5.7 Mgicind Gaiho hum* 0.84 numa média global de 5.4 M@/ Jano hum= 0.70.

Estes valores de concentracédo sao superioresbtidesopeloMétodo Ple também se encontram dentro da
gama tipica de valores esperados de concentracabicd® obtida no estudo realizado, ja descritcseecéo
1.5.1.

Comparando com os resultados obtidos para o mesttmdo num estudo realizado no LSRE, abordado na

seccao 1.5.2, pode-se verificar que estes sdonbastaperiores, sendo obtido nesse estudo um weigimo de

3.8Ma/Gino ham

™ Alho em p6é da marca Margéo.
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3.4.Método Cisteina

Este método espectrofotometrico consiste numa pametapa na reacgdo da cisteina com o DTNB
formando NTB, para quantificar a cisteina. Numaugelg etapa faz-se reagir a cisteina com a alicioaee
ndo reagiu de cisteina reage com DTNB, lendo-dsareincia do NTB formado. O decréscimo da abscraan

do NTB formado da primeira para a segunda etapearadquantidade de alicina presente em solucéo.

3.4.1. Reagentes

Os compostos utilizados foram o DTNBlepes L-cisteina e NaOH, onde, os dados, cuidados de

manuseamento e armazenamento se encontram no@pAndi

Preparacao da solucdo tampBleges, 50 mM, pH 7.5

Preparou-se uma solucdo #epescom uma concentracdo de 50 mM, tendo a solucdo Hnde
aproximadamente 5.4 houve necessidade do seu ,acenm ilustrado na figura 3.15, Para elevar o @H d
solucao utilizou-se NaOH com uma concentracao ®&0 foram utilizadas outras concentracdes pa@ugado
de NaOH, mas este era o que permitia boa sensitbligpara o acerto e a adicdo de pouco volume, @do s

diluindo muito a solugéo ddepes

Figura 3.15- Instalacdo experimental para o acerto do pH le&o deHepesno Método Cisteina

A solucédo de DTNB foi preparada utilizando comtvente a solucdo tampédo ¢tepescom 50 mM de
concentracdo e um pH de 7.5.
Para a preparagéo das amostras foi utilizadorakmfresco da marca “Ajos Montejandlijo b).

3.4.2. CondigOes experimentais

Para a leitura da absorvancia foi utilizado o espftémetro Jasco, V 530, UV-Visivel; representado
figura 3.5. A temperatura a que decorreram as descfpi a temperatura ambiente, sendo registadaqzata

experiéncia.
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3.4.3. Procedimento

12 Parte

Preparou-se uma solugdo de L-cisteina com uma otvacéo de 20 mM e adicionou-se 5 ml a 1ml de agua
destilada. Diluiu-se 1 ml desta solugdo em 100emglua destilada e colocou-se 4.5 ml desta solugadaldo
volumétrico de 5 ml perfazendo-se com solucdo ddB®Eom uma concentracdo de 1.5 mM.

Ap6s a jungdo da solucéo diluida com o DTNB deiged temperatura ambiente durante 15 min. Ap&s ess
periodo leu-se a absorvancia da solucdo para urprooanto de onda de 412 nm, correspondendo este aal
Abs,

22 Parte

Preparou-se uma pasta de alho, esmagando inici@meresmagador e triturando-se muito bem o alho no
almofariz, durante 10 min, seguido de 2 min der@itdo no ultra-turrax. Segundo descrito’&na proporcéo
(Mane Vheped @ utilizar € de (1 g:5 ml), entdo pesou-se 2 gasta de alho e adicionou-se 10 miHEpes
deixando-se 10 min a temperatura ambiente paraifreuma conversdo enzimatica completa. De seguida
filtrou-se a solugdo com papel de filtro e adiciorse 1 ml desta solugdo a 5 ml de solucdo de mastei
deixando-se 15 min & temperatura ambiente. De degiiluiu-se 1 ml desta solugdo em 100 ml de agua
destilada, retirando-se 4.5 ml para um baldo volucede 5 ml e perfazendo-se com solugdo de DTNB,
deixando-se & temperatura ambiente durante 15Apis o decorrer da reaccao leu-se a sua absorvaa
um comprimento de onda de 412 nm, corresponderidval®r aAbs.

De modo a clarificar o procedimento apresentamsefiguras 3.16 e 3.17 para a 12 e 22 parte,

respectivamente.

5 ml solugdo de cisteina | 4+ 1 ml agua destilada

N N -Perfazer com
1 ml desta solugdao num baldo de 100 ml agua destilada.

o - -Perfazer com solugao
4.5 ml da solugao diluida num baldo de 5 ml de DTNB, 1.5 mM.

Y

-Deixar & T. Ambiente;
-Durante 15 min.

/

Medir a absorvancia (412 nm)
(Ao)

Figura 3.16— Esquematizacdo da 12 parte do procedimento timméisteina.
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2 dentes de alho descascados de aprox. 5 g cada

Esmagar no
esmagador
seguido de 10 min y
no almofariz.

-11000 rpm;

Triturar no ultra-turrax -durante 2 min.

/

Pesar 2 g de pasta de alho e adicionar 10 ml Hepes

-T. ambiente, 10 min;
-Proporgao tampao:alho,

5:1.
- filtrar com papel
Filtrar a solugao de filtro
l -T. ambiente;
5 ml solucdo de cisteina + 1 ml solugdo filtrada -Durante 15 min.

N N - Perfazer com
1 ml desta solugao num baldo de 100 ml 4gua destilada.

l -Perfazer com DTNB, 1.5 mM
4.5 ml da solugdo diluida num baldo de 5 ml -Deixar @ T. Ambiente;
-Durante 15 min.

\
Medir a absorvancia (412 nm)

(A)

Figura 3.17— Esquematizacdo da 22 parte do procedimenhdélodo Cisteina.

3.4.4. Resultados e discussao

Para este método o solvente utilizado na preparmdgaonostra e compostos, foi uma solugdo tampédo com
pH de 7.5, para diminuir a instabilidade da alicidadicdo de NaOH & solucdo tamp&o para o acerfiHdde
5.80 até 7.50 pode provocar reacc¢des lateraisndio acorréncia das reaccdes teoricamente esperabhiscao
tampao ao ser basica implica também a facilidade-csteina se converter em L-cistina.

Logo o facto ddHepespara uma concentracdo de 50 mM ter um pH acidapdeximadamente 5.80 pode
ser vantajoso, pois pode diminuir a conversao desteina em L-cistina, como explicado no apéndicEriao,
para além da aplicagcdo do método para um pH deflispu-se também para um pH de 5.40, verificamdoa

importancia.

ParapH=7.5

Apés a leitura das absorvancias obtidas na 12par®8, utilizando a solugdo tampéo para um pH 8e 7.
obtiveram-se os valores de 1.9141 e 1.4465, ragpa@nte, para a experiéncia 1. O calculo da cdragio de
alicina efectuou-se com base nestes valores denv@ineta e aplicando a equacdo 1.5 obteve-se 1.4841
MMObyicind Mlsor Utilizando a quantidade de alho por solucdo 8876 g/10ml e a massa molecular da alicina de

162.2764 g/mol, a concentracéo de alicina no alberéa de 1.2 mgindJaiho hum.
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Para pH =5.80

Utilizando a solugdo tamp&o com um pH de 5.80, alsrgs de absorvancia oscilavam bastante apds os
15min de reacgdo. Entdo registou-se a absorvanclango do tempo até estabilizar, como se repraseat
figura 3.18 e 3.19 a evolucéo do valor de absoigdrara a 12 e 22 etapa, respectivamente.

Ap6s a estabilizacéo de valores, a absorvanci fibnde 0.4335 e 0.3636 na 12 e 22 parte, reispentnte,
para a experiéncia 1. O calculo da concentracadicaa efectuou-se com base nesses valores devahsia e
aplicando a equacgédo 1.5 obteve-se 0.2470 gungdlso.

Utilizando a quantidade de alho por solucdo d®360g,,/10 mk, e a massa molecular da alicina de

162.2764 g/mol a concentracéo de alicina é cer€admngicindJaiho hum.
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Figura 3.18 —Grafico da evolucao do valor de absorvancia coempb, da 12 parte da experiéncia IMiodo
Cisteina
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Figura 3.19 —Gréafico da evolucao do valor de absorvancia coempb, da 22 parte da experiéncia IMiodo
cisteina.

Nas experiéncias realizadas utilizando a solugémpéo com pH de 5.80 obteve-se em todas semelhante

oscilacdo na absorvancia, onde, se apresentaniovesabtidos na tabela 3.11.
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Tabela 3.11- Valores de concentracao de alicinaM&todo Cisteinapara pH = 5.80.

C aie:
fANCE Maiho TAmb 12 parte TAmea arte AbSO, AbS AAb&uz CAli(:ina A“élr_la
Experiéncia @ (oc)p (°C)p (mM) ;:iagz.:a){
1 2.0036 23.9 23.5 0.4335 0.3636 0.0699 0.2470 00.20
2 2.0076 225 22.7 0.6437 0.5417 0.1020 0.3606 1@.29
3 2.0058 223 22.2 0.5672 0.4765 0.0907 0.3205 $259

Os valores de concentracdo obtidos utilizando sstacdo tampédo com este pH sédo mais baixos do que
utilizando um pH de 7.5. Nao se realizou mais @gperas utilizando esta solu¢do tampé&o porque doooee
mais oscilacao dos valores de absorvancia, ndo ¥at#ajoso, nem é objectivo deste estudo testdiferentes
formas de realizar cada método, mas sim a concoald@los valores de concentracdo de alicina atrdwés
diferentes métodos. Esta oscilacéo indica quewgdoltampéo ndo estabiliza tdo facilmente com unagitio
do que com um pH basico, implicando que a reaceg@orsais lenta. Logo, o estudo incidiu entdo nacagéio

do método utilizando um pH de 7.5, como indicadend@todo.

Reprodutibilidade do método

Na tabela 3.12, apresentam-se os valores obtigi@sgs absorvancias e concentracdo de alicinacpdea
experiéncia, utilizando a solucdo tampao com undeH.5 de modo a comparar resultados obtidos pélodn

e estudar a sua reprodutibilidade.

Tabela 3.12— Valores de concentracéo de alicinaM&todo 4MP para pH = 7.50.

TAmb 12 TAmb 22

7 H m alho AbSJ 412 AbS A Ab C Alicina C Alicina
Experiéncia ") meops My (v TN (G )
1 2.0076 222 223  1.9698 1.5498 0.4200 1.4841 1.1996
2 2.0063 23.4 239 1.7961 1.6554 0.1407 0.4972 0.4021
3 2.0063 23.0 223  1.7875 1.5754 0.2121 0.7495 0.6062
4 2.0064 22.2 223 2.2409 1.7108 0.5301 1.8731 1.5150
5 2.0079 22.3 223  1.8553 1.7139 0.1414 0.4996 0.4038
6 2.0623 222 223  1.9074 1.4785 0.4289 1.6522 1.2239

Pela analise da tabela 3.12, pode observar-segtande variabilidade entre os valores de conceirac
de alicina obtidos. Além disso, peMétodo Cisteinaresultaram também concentracfes negativas, as quai
foram rejeitadas uma vez que néo faziam sentidafieente. Devido aos factos relatados pode dizquseeste
método apresenta pouca consisténcia, evidencianddraca reprodutibilidade.

A tabela 3.13 consolida o referido anteriormempegdendo-se observar a grande varidncia e desvio
padrdo para as concentracdes obtidasMébodo Cisteina Os parametros estatisticos da tabela 3.12 séo

referentes & concentracdo de alicina emidhdano numda tabela 3.11 e 3.12.

Tabela 3.13- Valores para a média de concentracédo de alicam&@ncia e desvio padrao dtetodo Cisteina.

pH 5.80 pH 7.5
Média 0.2503 0.8918
Variancia 0.0021 0.2306
Desvio Padrao +0.0464 +0.4802
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Pelo método cisteina obteve-se uma concentragabioitea média, utilizando uma solugéo tamp&o com pH
5.80, de 0.3 mglg, hum+ 0.05 e utilizando uma solucdo tampéo com pH 7.8.9eng/Qno hum= 0.48.

3.5.Método 4MP

Este método espectrofotométrico € menos complex» @unétodo anterior pois envolve apenas uma
reaccdo. Numa primeira etapa mede-se a absorvdodidP sem a presenca de alicina. Numa segunda etap
faz-se reagir o 4AMP com a alicina e mede-se a afiscia do 4MP que nao reagiu. O decréscimo da elrstia
do 4MP da primeira para a segunda etapa indicasmtigade de alicina presente em solucéo.

Este método s6 é credivel para concentracbesaiesadintre 18 e 10° M através de um método estatico e entre
1.2x10°e 7.5 10*M através de um método cinético.

3.5.1. Reagentes

Os compostos utilizados foram o 4MP, o fosfato ddis e o EDTA, onde, os dados, cuidados de

manuseamento e armazenamento se encontram noa@pAndi

Preparacao da solucdo tampBeges A 2 mM EDTA, 50 mM fosfato de sédio, pH 7.2

Preparou-se 250 ml de uma solugéo de EDTA comestragédo de 4 mM e 250 ml de uma solucdo de
fosfato de sodio com concentracéo de 100 mM, desdefeito de diluicdo, juntando-se ambas as sefugda
preparacao da solucdo de EDTA houve dificuldadsugadissolucdo em agua ultra pura, devido ao \d#or
massa por ml ser maior do que o valor maximo debdlilade*. Entdo para uma boa homogeneizacdo deixou-
se em agitacdo durante toda a noite cerca de I@rhp se mostra na figura 3.20. Para uma experiéncia

realizando 3 ensaios é necessario 1500 ml de sotlefdepes A500 ml para cada ensaio.

Figura 3.20- llustracéo da agitacao das solucOeblépes Apara o Metodo 4MP.

¥ A solubilidade do EDTA é de 0.5 mg/mL e a masgeoituzida para a preparacéo de uma solugdo de 2%0da
1.1808mg/ml.
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Como a solucéo ddepes Apara uma concentragdo de 2 mM de EDTA e 50 mM diatio de sddio tem
um pH de aproximadamente 3.18, entdo fez-se untagermH, onde, na figura 3.15 se encontra repradam
instalacdo experimental. Para o acerto utilizolNa®H com uma concentracdo de 1 M, sendo este dalor
concentracdo o que permitia uma boa sensibilidata p acerto, e ndo era necessario a adicao ddegran
volume de NaOH.

A solucdo de 4MP para uma concentracdo de 0.1 md@apou-se usando a solucao Hiepes Acomo
solvente. Para a preparacdo das amostras de pastéhal foi utilizado alho roxo fresco da marca “é\jo
Montejano” @lho b).

3.5.2. Condi¢cdes experimentais

Para a leitura da absorvancia foi utilizado o espftémetro Jasco, V 530, UV-Visivel; representado
figura 3.5. A temperatura a que decorreu a reaegAccada experiéncitoi a temperatura ambiente, sendo

registada para cada experiéncia.

3.5.2. Procedimento

12 Parte

Preparou-se uma solucdo de 100 ml de 4MP com ctvacép de 0.1 mM e mediu-se a absorvancia para
um Ade 324 nm, correspondendo este valoAls. Agitou-se muito bem a solucdo antes da leitura da

absorvancia.

22 Parte

Preparou-se a pasta de alho, esmagando-se 1 dermale triturando-se uma pequena quantidade no
almofariz, durante 10 min. De seguida pesou-se52.13de pasta de alho e colocou-se em 500 ml dedilep
deixando-se a solugdo em agitacdo durante 10 ntEm@eratura ambiente, para permitir uma conversao
enzimatica completa. Esta proporcéo foi determirsitivés de um estudo para o racigrgmVieped, de forma
a concentracao final de alicina estar dentro doitds impostos pelo método, como descrito no apérdi

De seguida filtrou-se a solucdo com papel de fétretirou-se 0.02 ml desta solucéo juntando-s©& 10l
de solucdo de 4MP, de modo a obter 1 ml de solugactiva. Apés 30 min de reaccdo leu-se o valor da
absorvancia para urhde 324 nm, correspondendo este valAbg.

De modo a clarificar o procedimento apresenta-asgoema 3.21 e 3.22 da 12 e 22 parte, respectitame
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Figura 3.21— Esquematizacéo da 12 parte do procedimeniéodo 4MP.

Esmagar no
esmagador

seguido de 10 min

no almofariz.

Preparagdo da solugdo de 4MP com C=1x10-4 M

Y

Leitura da absorvancia da solugdo de 4MP sem alicina

1 dente de alho descascado

Triturar 10 min no almofariz

Y

-A =324 nm

Pesar 0.1352 g de pasta de alho e adicionar a 500 ml Hepes A

T,

amb;
-Durante 10 min.

Y

Filtrar a solucdo

0.98 ml de solugdo de 4MP + | 0.02 ml de alicina

|

Leitura da absorvancia da solugdo de 4MP com alicina

- 30 min de reacgdo.

-A =324 nm

Figura 3.22— Esquematizacéo da 22 parte do procedimenhéodo 4MP.

3.5.3. Resultados e discussao

Registando a leitura das absorvancias da 12 ate?qadculou-se os valores da concentracdo daalidilizando

a equacéo 1.6, obtendo-se os valores apresentadalsaia 3.14.

Tabela 3.14— Valores obtidos para a concentracéo na aplicdgdéétodo 4MP.

Experiéncia Ensaio Tamo, Tamb, Majho (OPIV Abs Abs AAbS;, Caiicina Caiicina
lzgae Z(agén)e @ (M) (mV) (mV) (mol/lL)  (MGhiicind aino hum)
1 23 22.7 2.1591 0.0955 2.41E-06 2.8808
1 2 225 225 0.1358 2.2546  2.1730 0.0816 2.06E-06 2.4634
3 235 23 2.1834 0.0712 1.80E-06 2.1485
1 243 24.2 2.1714 0.0832 2.10E-06 2.5116
2 2 25 246 0.1358 10* 2.2546 2.1696 0.0850 2.15E-06 2.5660
3 24 24.1 2.1561 0.0985 2.49E-06 29713
1 23 23.1 2.3401 0.0688 1.74E-06 2.0761
3 2 225 225 0.1358 2.4089 2.3199 0.0890 2.25E-06 2.6847
3 22 22.2 2.3222 0.0867 2.19E-06 2.6152
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Através da tabela 3.14 pode-se verificar que exista pequena variagdo entre os valores de concaatra
de alicina podendo esta dever-se a varios facextesnos que podem influenciar a quantidade déali®©s
factores da temperatura ambiente, trituracdo agiptsao factores minimamente controlaveis, magagueno
desvio pode originar grandes variacdes na conggittrnal, neste e nos restantes métodos.

Os parametros estatisticos da tabela 3.15 saemédsra concentracdo de alicina emyipag9ano hum da

tabela 3.14.

Tabela 3.15- Valores para a concentracao média de alicin&@n@a e desvio padrao dtétodo 4MP

Alho b
Média 2.5464
Variancia 0.0880
Desvio Padrao +0.2967

Pelo Método 4MPobteve-se uma concentracdo de alicina média den@y5indYaino hum = 0.30. Este valor
médio tem uma aproximacgéo ao valor médio obtido ptodo P) sendo esta de 2.0 gighd/Jaiho hum= 0.32.

Na figura 3.23 apresenta-se a comparacdo entrealoses obtidos pelMMétodo Ple pelo Método 4MP

observando-se alguns valores obtidos bastanterpogxi

4 -
2
8 3* o a
\c_s/ o g o o Método PI
g o Metodo 4MP
T 1-
©]

0 T T 1

0 4 8 12

BExperiéncia

Figura 3.23— Gréfico comparativo dos valores da concentragfalicina médios paraMétodo Ple para
o Método 4MP.
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4. Conclusodes

Através da aplicacao experimental dos quatro métedo estudo pode-se concluir que existe uma variaca
entre os valores da concentracdo média de aliditidaopara cada método. O valor de concentracddaméd
obtida corresponde a 2.0401 mg/gham + 0.3189 para détodo PJ 5.0196 mg/gho ham = 0.3808 para détodo
INA, 0.8918 mg/gho ham+ 0.4802 para dMétodo Cisteina 2.5464 mglgho ham + 0.2967 para détodo 4MP

Utilizando oMétodo INAobteve-se o valor mais elevado da concentragadiciea nas amostras de alho.
No entanto este método seria mais rigoroso e rfiagzese fossem utilizados padrdes de alicina pmayez da
utilizacdo da extraccdo de solu¢des aquosas deeaihd, por SPE.

Pelo Método Cisteinaoram obtidos valores bastante baixos em comparagé os restantes métodos,
havendo também uma grande oscilacédo de valoresoddmprdprio método e experiéncias com concentrdea
alicina negativa, ndo sendo estas contabilizadasgmterem significado légico. Pode-se entdo eonglie este
método além de mais complexo em relagdo aos restanimais fragil a factores externos e menos depire|
0 que leva a depositar menos credibilidade nestedoé

Contudo foram obtidos valores para a concentrdgfalicina bastante semelhantes entre dois métodos:
Método Ple oMétodo 4MP Esta convergéncia de valores entre dois métoeiwsife concluir que dos métodos
cromatograficos ja estudados anteriormente no LB /o Método Pl podera ser o qual fornece dados da
concentracao de alicina mais proximo da contidaandeterminada massa de alho.

Como concluséo final a determinacédo do teor d@naliem alho é bastante sensivel e ndo muito precis
pois depende de varios factores externos como pef@tura, maturagdo do alho, tempo que decorreéras
etapas, agitacdo das solucdes, volatilizagdo dmale quantidade de alicina que varia entre oewvdolbos

usados; por isso a dificuldade do seu estudo.
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Apéndice A

Na tabela A.1.1 e A.1.2 apresentam-se os dadadjil$ade, cuidados de manuseamento e armazenamést@m conta para 0s compostos utilizados naeriéxcias

realizadas.
Tabela A.1.1 -Dados e cuidados a ter em conta para os compdiipados.
Solubilidade
M Pureza em agua . Cuidados de Cuidados de
Compostos Formula Molecular (g/mol) (%) (25°C) Estabilidade Manuseamento Armazenamento
(mg/ml)

Metanol CHOH 32.04 99.9 - Estavel sob as condicdes Evitar contacto com a pele, Guardar o recipiente
recomendadas de olhos e inalagédo do vapor hermeticamente fechado
armazenamento. ou névoa. Manter afastado em lugar seco, fresco, bem

de qualquer fonte de ventilado e direito para
ignicao. evitar disperséo.
p-hidrixibenzoato de ~ HOCG¢H,CO,C,H5 166.18 99 Soluvel Estavel.Evitar: agentes Na&o respirar a poeira. Manter hermeticamente
etilo, oxidantes fortes bases Evitar o contato com fechado.
fortes. olhos, pele e vestimentas e
exposi¢do prolongada ou
repetida.
L-cisteina GH,NO,S 121.16 97 280 Em contacto com oxigénidyao respirar a poeira, Manter hermeticamente
solugdes aquosas neutras evitando exposicao fechado.
ou alcalinas, converte-se prolongada. Evitar
em L-cistina. contacto com os olhos,
pele e vestimenta.
Acido 5,5'Ditiobis(2-  [SCsH3(NO,)COH], 396.35 929 Solavel Estavel sob as condicdes Evitar contacto com os Manter hermeticamente
nitrobenzoico)(DTNB) recomendadas de olhos e pele. Evitar fechado num local fresco,
armazenamento. formacéo de pé e seco, escuro e bem
aerossois, utilizando ventilado.
ventilacdo adequada.
Hepes @H1sN-O,S 238.31 99.5 100 Estavel sob as condi¢desUstilizar ventilagao Manter hermeticamente

recomendadas de
armazenamento.

adequada, quando se fechado; num local fresco,
formarem poeiras. seco e bem ventilado.




Tabela A.1.2 —Continuacg&o da tabela anterior.

Solubilidade . .
Compostos Formula Molecular M Puoreza em agua (25°C) Estabilidade Cuidados de Cuidados de
(g/mol) (%) (mg/ml) Manuseamento Armazenamento
4-Mercaptopiridina GHsNS 111.16 95 Solavel Estavel. Evitar agentes Evitar contacto com os Manter hermeticamente
oxidantes fortes e bases. olhos, pele e vestimenta. fechado. Armazenar entre
2e8°C.
Acido Etilenodiamino- (HO,CCH,) , NCH,CH,N 292.2 99 0.5 Estavel. Evitar agentes  N&o respirar a poeira, Manter hermeticamente
tetracético (CH2CO2H), oxidantes fortes. evitando exposigéo fechado; num local fresco,
(EDTA) prolongada e contacto comseco e bem ventilado.
os olhos, pele e
vestimenta.
Fosfato de Sodio NaH,PO, 119.98 99 Solavel Estavel sob as condic¢des Utilizar ventilagdo Manter hermeticamente
Monobasico recomendadas de adequada, quando se fechado; num local seco,
armazenamento. formarem poeiras. fresco e bem ventilado.
Higroscépio.
Hidréxido de sodio NaOH 40 98 1,09E+03 Estavela®bondicdes  Armazenar em local Evitar a formacgéo de po e

recomendadas de
armazenamento. Evitar
agentes oxidantes fortes,
acidos fortes e materiais
orgéanicos

fresco. Guardar o

aerossois.

recipiente hermeticamente Providenciar uma

fechado em lugar seco e
bem ventilado.

adequada ventilagdo em
locais onde se formem
poeiras.




Apéndice B

No Método Cisteinaim factor importante a ter em conta é que a lefriatsofre oxidagédo na presenca de ar

ou em solugéo aquosa neutra e alcalina convertemeon L-cistin®, como se indica na figura B.1. e B.2.

tiol (2 R—S—H) —  dissulfeto (R—S—S—R)

Figura B.1 — Representacéo geral da oxidacdo de um tiolesepca de ar convertendo-se num dissulfeto.

2 HO; C—C—SH ——> HO; C—C—S—5— O,H
| 2 H,
NH, NH, NH,
L-cisteina L-cistina

Figura B.2 — Representacao da oxidacéo da L-cisteina (wlyertendo-se em L-cistina (dissulfeto).
Entéo o facto de se utilizar um pH de 7.50, condicanno método, pode facilitar a conversao de tefria

em L-cistina, ndo sendo esse 0 objectivo, serésaade a preparagdo da solucdo de cisteina noipdiprpara

cada experiéncia e ter cuidado para ndo deixaxeos&ao ao ar.



Apéndice C

Como oMétodo 4MPutilizado é valido para concentracdes de alicim@ee10® e 10° mol/L, através da
equacédo C.1 foi calculado o racio maximo entre asmale alho e o volume de SoOlUCAQHITV eped. iStO €, a
qguantidade maxima de alho por litro de solugaoa pae, supondo uma concentragdo tedrica de ahairedho
numa gama tipica, a concentracdo de alicina enc&blndo ultrapasse os@nol/L. Os valores obtidos

apresentam-se na tabela C.1.

C.icina (MA/ 9prs) .
C.iuna(Mol/L) = alicina aho’__racio /L
allcma( ) M i xlog(mg/ mol) (galho Hepes)
1072 M alicina (C 1)

racio (Gano / Liepes) = Caicina (M7 aio)
alicina alho

Tabela C.1 —Valores maximos do racio @n/Veped Para varias concentragoes teéricas de alicirahm

Calicina tedrica Réacio Ca\licina tedrica Réacio
(mgalicina/galho hun) (mg alho/LHepeQ (mgalicina/galho hun) (mg alho/LHepeQ

0.3 5.4092 4.8 0.3381
0.6 2.7046 51 0.3182
0.9 1.8031 54 0.3005
1.2 1.3523 5.7 0.2847
15 1.0818 6 0.2705
1.8 0.9015 6.3 0.2576
21 0.7727 6.6 0.2459
2.4 0.6762 6.9 0.2352
2.7 0.6010 7.2 0.2254

3 0.5409 7.5 0.2164
3.3 0.4917 7.8 0.2080
3.6 0.4508 8.1 0.2003
3.9 0.4161 8.4 0.1932
4.2 0.3864 8.7 0.1865
4.5 0.3606 9 0.1803

De modo a escolher o racio mais razoavel, deteursgopara cada um a concentracao de alicina em
solucéo que teria, dependendo da quantidade desatjoe poderia estar contida no alho. Como o mérogde
que a concentracdo de alicina varie entré 40.0° mol/L em solucdo, obteve-se um intervalo de valata
concentracao de alicina no alho para o qual o métodilido, estando os valores representados sitBIR.

Os valores a cinza saem fora da gama de concemtestiulada pelo método, pelo que convém escolher
um racio ndo muito pequeno e que abrangesse umadrta das concentracdes de alicina que podera esta
contida no alho.

Quanto maior for a quantidade de alicina contidalho, menor sera a massa de alho a pesar nung@solu
de modo a ter uma concentragdo de alicina em sohlegidtro dos limites necessarios, menor entaooseéio.

Para um racio menor, as possibilidades para a igadst de alicina no alho aumentam; como se pode
verificar na tabela C.2, foi utilizado do menorraaior racio obtendo um intervalo valido para a d¢idade de

alicina no alho do maior ao menor, respectivamente.
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Tabela C.2— Valores de concentragdo de alicina em solug& qaata racio, dependendo da quantidade de alicimiala no alho.

Racio (mgalho/VHepe;
(r(r:]a”?‘”f’“e"’”“ 0.1803 0.1932 0.2080 0.2254 0.2459  0.2705 0.3005 0.3381 0.3864 0.4508 0.5409
gallcma/galho)
Concentrag@o(molyjicind L Heped
0,3 3.33E-07  3.57E-07  3.85E-07  4.17E-07  4.55E-07  5.00E-07  556E-07  6.25E-07  7.14E-07  8.33E-07 1.00E-06
0,6 6.67E-07  7.14E-07  7.69E-07  8.33E-07  9.09E-07  1.00E-06  1.11E-06 1.25E-06 1.43E-06 1.67E-06 2.00E-06
0,9 1.00E-06 1.07E-06 1.15E-06 1.25E-06 1.36E-06 1.50E-06  1.67E-06 1.88E-06 2.14E-06 2.50E-06 3.00E-06
1,2 1.33E-06 1.43E-06 1.54E-06 1.67E-06 1.82E-06 2.00E-06  2.22E-06 2.50E-06 2.86E-06 3.33E-06 4.00E-06
1,5 1.67E-06 1.79E-06 1.92E-06 2.08E-06 2.27E-06 2.50E-06  2.78E-06 3.13E-06 3.57E-06 4.17E-06 5.00E-06
1,8 2.00E-06 2.14E-06 2.31E-06 2.50E-06 2.73E-06 3.00E-06  3.33E-06 3.75E-06 4.29E-06 5.00E-06 6.00E-06
2,1 2.33E-06 2.50E-06 2.69E-06 2.92E-06 3.18E-06 3.50E-06  3.89E-06 4.38E-06 5.00E-06 5.83E-06 7.00E-06
2,4 2.67E-06 2.86E-06 3.08E-06 3.33E-06 3.64E-06 4.00E-06  4.44E-06 5.00E-06 5.71E-06 6.67E-06 8.00E-06
2,7 3.00E-06 3.21E-06 3.46E-06 3.75E-06 4.09E-06 4.50E-06  5.00E-06 5.63E-06 6.43E-06 7.50E-06 9.00E-06
3 3.33E-06 3.57E-06 3.85E-06 4.17E-06 455E-06 5.00E-06  5.56E-06 6.25E-06 7.14E-06 8.33E-06 1.00E-05
3,3 3.67E-06 3.93E-06 4.23E-06 4.58E-06 5.00E-06 5.50E-06  6.11E-06 6.88E-06 7.86E-06 9.17E-06 1.10E-05
3,6 4.00E-06 4.29E-06 4.62E-06 5.00E-06 5.45E-06 6.00E-06  6.67E-06 7.50E-06 8.57E-06 1.00E-0f  1.20E-05
3,9 4.33E-06 4.64E-06 5.00E-06 5.42E-06 5.91E-06 6.50E-06  7.22E-06 8.13E-06 9.29E-06 1.08E-05  1.30E-05
4,2 4.67E-06 5.00E-06 5.38E-06 5.83E-06 6.36E-06 7.00E-06  7.78E-06 8.75E-06 1.00E-05 1.17E-05  1.40E-05
45 5.00E-06 5.36E-06 5.77E-06 6.25E-06 6.82E-06 7.50E-06  8.33E-06 9.38E-06  1.07E-05  1.25E-05  1.50E-05
4.8 5.33E-06 5.71E-06 6.15E-06 6.67E-06 7.27E-06 8.00E-06  8.89E-06 1.00E-05 1.14E-05  1.33E-05  1.60E-05
5,1 5.67E-06 6.07E-06 6.54E-06 7.08E-06 7.73E-06 8.50E-06  9.44E-06  1.06E-05  1.21E-05  1.42E-05  1.70E-05
5,4 6.00E-06 6.43E-06 6.92E-06 7.50E-06 8.18E-06 9.00E-06  1.00E-05  1.13E-05  1.29E-05  1.50E-05  1.80E-05
5,7 6.33E-06 6.79E-06 7.31E-06 7.92E-06 8.64E-06 9.50E-06  1.06E-05  1.19E-05  1.36E-05  1.58E-05  1.90E-05
6 6.67E-06 7.14E-06 7.69E-06 8.33E-06 9.09E-06 1.00E-05  1.11E-05  1.25E-05  1.43E-05  1.67E-05  2.00E-05
6,3 7.00E-06 7.50E-06 8.08E-06 8.75E-06 955E-C 1.05E-05  1.17E-05  1.31E-05  1.50E-05  1.75E-05  2.10E-05
6,6 7.33E-06 7.86E-06 8.46E-06 9.17E-06 1.00E-C 1.10E-05  1.22E-05  1.38E-05  157E-05  1.83E-05  2.20E-05
6,9 7.67E-06 8.21E-06 8.85E-06 9.58E-0( 1.05E-05  1.15E-05  1.28E-05  1.44E-05  1.64E-05  1.92E-05  2.30E-05
7,2 8.00E-06 8.57E-06 9.23E-06 1.00E-0! 1.09E-05  1.20E-05  1.33E-05  1.50E-05  1.71E-05  2.00E-05  2.40E-05
75 8.33E-06 8.93E-06 9.62E-06 1.04E-05  1.14E-05  1.25E-05  1.39E-05  1.56E-05  1.79E-05  2.08E-05  2.50E-05
7.8 8.67E-06 9.29E-06 1.00E-05 1.08E-05  1.18E-05  1.30E-05  1.44E-05  1.63E-05  1.86E-05  2.17E-05  2.60E-05
8,1 9.00E-06 9.64E-06 1.04E-05  1.13E-05  1.23E-05  1.35E-05  1.50E-05  1.69E-05  1.93E-05  2.25E-05  2.70E-05
8,4 9.33E-06 1.00E-05 1.08E-05  1.17E-05  1.27E-05  1.40E-05  1.56E-05  1.75E-05  2.00E-05  2.33E-05  2.80E-05
8,7 9.67E-06  1.04E-05  1.12E-05  1.21E-05  1.32E-05  1.45E-05  1.61E-05  1.81E-05  2.07E-05  2.42E-05  2.90E-05
9 1.00E-05  1.07E-05  1.15E-05  1.25E-05  1.36E-05  1.50E-05  1.67E-05  1.88E-05  2.14E-05  2.50E-05  3.00E-05
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Para se tirar uma conclusdo do melhor réacio, tevers conta a concentracdo maxima obtida em cada um

dos restantes métodos em estudo, apresentaddseta@as.

Tabela C.3 —Valores de concentracdo média obtidos pavitmdo PI, INA e Cisteina

Método PI Método INA Método Cisteina
C aiicina medialMGhiicind Yaiho) 2.0401 5.0196 0.8981
Desvio padrao +0.3189 +0.3808 +0.4857
RACIO (Qino /Leped 0.6879 0.3005 1.1727

Como o valor de concentracdo média de alicina m&xon cerca de 5.5 M@indJano € de minimo 0.42
MQaicind Jaho €NtAO tentou-se escolher um racio que incluisdmams extremos obtidos.

Mediante os intervalos da quantidade de alicinalho validos, o qual abrange o limite superior ésrsa
aproxima do inferior € utilizando um racio de 0.276endo este valido para concentragfes de alieirta6 a 6
MGGaiicind Jaiho-

O intervalo maior anterior seria utilizando um cade 0.2459 mas era valido para concentracdesdaiteaal
de 0.9 a 6.6 M@.indJano afastando-se mais do limite inferior.

De modo a incluir o limite inferior teria de seliatir o racio 0.5409, onde seria valido para cotregfes
de alicina de 0.3 a 3.3 @igndTano limitando muito mais a quantidade de alicina présaro alho, pois o
intervalo é muito menor e nao inclui o limite supepbtido. Como a concentracdo média minima oladizeio
do método cisteina, sendo este método ndo muitodetivel, ndo foi dada tanta importancia ao linniterior,

sendo escolhido o racio 0.2705 pois abrange quatggide alicina em alho mais provaveis.
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