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Resumo

O alho (Allium sativum L.) é utilizado em todo o mundo ndo sO pelo seu
interesse dietético mas também pelo seu interesse nutricional, na profilaxia e tratamento
de diversas patologias. O alho apresenta um interessante perfil nutricional bem como
compostos bioativos, responsaveis pelas suas propriedades biologicas, nomeadamente
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, imunoestimuladoras, hipoglicémicas, entre
outras.

O presente trabalho tem como objetivo estudar os bolbilhos (dentes) de alho
cultivado submetidos a diferente processamento (alho branco e alho preto) e de
diferentes proveniéncias (area geografica e sistema de agricultura).

Todas as amostras foram estudadas relativamente ao seu perfil nutricional e a
sua composicdo quimica (valor nutricional e energético, compostos hidrofilicos e
lipofilicos) e igualmente quanto as suas propriedades bioativas (atividade antioxidante e
antimicrobiana).

Nutricionalmente a amostra de alho preto apresentou menor percentagem de
humidade (54 %), maior teor em acucares totais (33,55 g/100 g fw) e valor energético
(176,63 Kcal/100 g fw). Os resultados das amostras de alho branco ndo apresentaram
diferencas significativas entre si, tendo-se destacado a amostra comercial. A amostra de
alho preto apresentou resultados significativamente diferentes quando comparada com
as amostras de alho branco.

As amostras de alho preto apresentaram resultados bastante satisfatorios no que
se refere a atividade anitimicrobiana, com especial destaque contra Staphylococcus
aureus resistente a meticilina.

O estudo da composicdo quimica dos alimentos que compdem a nossa dieta e do
impacto que estes tém no nosso organismo € de extrema importancia. Nos ultimos anos
novas técnicas de processamento tém sido desenvolvidas e colocadas no mercado, com
0 objetivo de melhorar o sabor e o valor nutricional dos alimentos. Nos alimentos com
propriedades bioativas reconhecidas é igualmente importante analisar se essas técnicas

influenciam alteracdes nas suas caracteristicas fisico-quimicas.
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Abstract

Garlic (Allium sativum L.) has been used worldwide not only for its dietary
interest, but also for its medicinal purposes, in prophylaxis and for the treatment of a
diverse of pathologies. Garlic presents an interesting nutritional profile as well as
bioactive compounds, responsible for its biological properties, namely, antioxidant,
antimicrobial, immunostimulatory, hypoglycemic, among others.

The present work aimed to study bulbils (cloves) of cultivated garlic submitted
to different processes (white and black garlic) and from different origins and type of
farming system.

All samples were studied regarding their nutritional and chemical composition
(nutritional and energetic value, hydrophilic and lipophilic compounds), as well as their
bioactive properties (antioxidant and antimicrobial activity).

Regarding the nutritional composition, black garlic presented the lowest
moisture content (54%), higher total sugars (33.55 g/100 g fw) and energetic value
(176.63 Kcal/100 g fw). The white garlic sample did not reveal significant differences
between all samples, thus being highlighted the commercial sample.

Black garlic samples presented satisfactory results regarding antimicrobial
activity, with especially against methicillin resistant S. aureus.

The study of the chemical composition of the foods that make up our diet and
the impact they stimulate in our body is extremely important. New processing
techniques have been developed and placed on the market in recent years to improve the
organoleptic and nutritional value of food products. Moreover, for foods with
recognized bioactive properties, it is also equally important to analyze whether these

techniques influence changes in their characteristics.
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1. Introducéo

1.1. Allium sativum L. e os seus usos medicinais

Allium sativum L. é uma planta herbécea bolbosa, com folhas lineares, flores
brancas ou avermelhadas e que pode atingir até 70 cm de altura (Figura 1). O seu bolbo
encontra-se protegido no solo (geofito) e € composto por um conjunto de bolbilhos
oblongo-agucados, comumente denominados de dentes de alho (Cunha et al., 2009). Os
seus bolbilhos ndo possuem peciolo (sésseis) e estdo cobertos por tdnicas externas
(pecas de protecdo) de cor branca ou rosada. Atualmente estd incluida na
familia Amaryllidaceae (The Plant List) e foi registada por Linnaeus em 1753

(International Plant Names Index).

Atz sativum

Figura 1. Representacdo botanica de A. sativum. Coccygodynious (2012).

Acredita-se que o alho seja originario da Asia central e ocidental (Cunha et al.,
2006). Atualmente apresenta uma ampla distribuicdo geografica, com uma area de
cultivo de 1 547 381 ha e uma producdo de 24 939 965 toneladas, segundo dados FAO
publicados em 2014 (FAO, 2014).

Desde a antiguidade que o alho (A. sativum L.) é utilizado pelas populag¢des quer
pelo seu interesse gastronémico, como condimento, quer pelas propriedades medicinais
que Ihe sdo atribuidas.

O registo mais antigo conhecido do alho remonta a uma pintura rupestre, datada
de 3000 A.C. Encontra-se também referido num papiro egipcio, de 1600 A.C., o qual
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reporta que os trabalhadores que construiram as piramides realizaram uma greve para
reivindicar um aumento da quantidade de alho e cebola (outra planta do género Allium)
que Ihes era destinada (Fintelmann et al., 2010).

Quanto as suas propriedades medicinais, o alho foi mencionado no famoso
Papiro de Ebers, no papiro magico grego e foi igualmente descrito por Hipocrates para o
tratamento da pneumonia e de feridas, no seu Corpus Hippocraticum. O alho estd
igualmente ligado a diversas supersticdes dizendo-se que é um excelente repelente de
vampiros e um antidoto para dentadas de cdo, sendo mais recentemente usado pelas
parteiras gregas para afastar o “olho do diabo” das salas de parto (Borlinghaus et al.,
2014).

A parte mais utilizada séo os bolbilhos (denominados dentes de alho), no entanto
em culinaria também se utilizam as suas folhas frescas (Martins et al., 2016). O alho
apresenta um sabor e aroma bastante caracteristicos que derivam da hidrolise de alguns
dos seus componentes (Cunha et al., 2009).

No que respeita as suas propriedades medicinais, o alho é descrito como tendo
propriedades antimicrobianas, antissépticas, antiflngicas, antivirais, antioxidantes,
anticancerigenas, imunoestimuladoras, cardioprotetoras e hipoglicémicas (Cunha et al.,
2006, 2009; Fintelmann et al., 2010; Ried, et al., 2016; Zhou et al., 2016). Estas
propriedades estdo relacionadas com os seus compostos bioativos, em especial 0s
compostos organossulfurados (Martins et al., 2016).

Desde ha décadas que sdo conduzidos estudos in vitro e in vivo que confirmam e
validam as propriedades que sdo atribuidas ao alho. De acordo com Lee et al. (2009), a
utilizacdo de alho apresentou potencial hipoglicémico quando incluido na dieta de ratos
com Diabetes mellitus tipo 2. Também pela sua atividade antioxidante pode
prevenir/minimizar complicacdes desta patologia (Lee et al., 2009; Ha et al., 2015).

Os compostos sulfurados, principalmente os hidrossollveis, sdo 0s principais
responsaveis pela diminuicdo da agregacdo plaquetéria e pelo aumento da atividade
fibrinolitica. Ja as frutosanas sdo os compostos responsaveis pela acao diurética do alho
(Cunha et al., 2009).

Acredita-se que a alicina, um dos compostos bioativos do alho, seja a principal
responsavel pelas suas propriedades medicinais. A alicina é fisiologicamente ativa em
células microbianas, vegetais e em mamiferos e pode levar a inibicao da proliferacéo de
bactérias e fungos de modo definitivo. Além disso em linhas celulares de mamiferos,

incluindo células cancerigenas, a alicina induz morte celular e inibe a proliferacéo
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celular. A alicina apresenta uma variedade de propriedades promotoras da saude, por
exemplo, diminui¢do dos niveis de colesterol e de pressdo arterial (efeitos que séo
vantajosos para o sistema cardiovascular) (Borlinghaus et al., 2014).

Apesar de, no geral, o alho ser benéfico para a saude também pode apresentar
alguns efeitos adversos. Esses efeitos ndo passam apenas pelo odor que fica impregnado
no corpo e que pode resultar em mau-halito; em doses excessivas, pode causar reagdes
alérgicas, problemas estomacais e diarreia (Amagase et al., 2001; Borlinghaus et al.,
2014).

Um estudo recente comparou 6leos essenciais de A. sativum L. obtidos com
diferentes solventes quanto a sua composi¢do quimica e atividade microbiana. Foram
testadas amostras de alho branco e alho roxo, sendo que o ultimo apresentou um teor
bastante superior de 6leo essencial. A sua composicdo quimica era idéntica diferindo no
teor de cada componente, 0 que se poderad dever a sua diversidade genética e origem
geogréfica (El-sayed et al., 2016).

A necessidade de desenvolver trabalhos sobre a conservacdo e exploragdo da
diversidade de cultivos tradicionais, locais e comerciais € uma componente essencial da
agricultura sustentavel. As variedades tradicionais estdo intimamente associadas com 0s
usos, conhecimentos e habitos que os agricultores desenvolveram ao longo do tempo e
querem manter. A generalizagdo da agricultura moderna, intensiva e industrializada tem
conduzido a substituicdo das variedades tradicionais de muitas culturas, levando a uma
grande perda de biodiversidade (Buhk et al., 2017).

No entanto, no caso de alimentos de grande consumo, como é o caso do alho,
torna-se praticamente inevitavel a utilizacdo de culturas intensivas sendo bastante
comum a utilizacdo de adubos. Altas concentracdes de azoto, na forma de sulfato de
amonio e de ureia resultam no aumento do conteudo de acido pirdvico e na acumulacao
de nitrato nos tecidos das plantas. Por outro lado, a fertilizacdo com enxofre esta
possivelmente ligada ao conteudo de aliina nos bolbilhos de alho, enquanto que um
aumento da taxa de azoto pode ndo significar um aumento no teor de aliina (Martins et
al., 2016).

Beato et al. (2011) testaram a influéncia do local de cultivo e do genétipo na
composicao quimica do alho. Para tal, estudaram 10 variedades de A. sativum (de alho-
branco, alho-roxo e alho chinés) cultivadas em quatro localizagdes distintas. A
localizacdo nédo afetou significativamente o teor de fendis totais, mas 0 mesmo néo se

verificou para o genotipo, para o qual se registou uma variagdo nos resultados. O fator
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que mais influenciou o conteddo em acidos fenolicos foi a interacdo
localizagdo/gendtipo.

O alho encontra-se disponivel para consumo, ndo sé no seu estado natural, mas
também noutro tipo de formulacGes, de acordo com as técnicas de processamento
aplicadas. Entre essas formulacdes estdo os extratos, o Oleo essencial, as pilulas, as
capsulas e o alho em pd. No entanto, a composi¢do quimica e o teor em compostos
bioativos variam consideravelmente de formulagdo para formulacdo (Lanzotti et al.,
2014; Haet al., 2015).

Exemplo disso sdo algumas discrepancias nos resultados de alguns estudos
realizados com 6leo e alho em pd, que demonstraram nao ter qualquer efeito na reducao
do nivel de lipidos e de glicémia no sangue, ao contréario do que aconteceu com o alho
fresco (Ha et al., 2015).

O alho em pé tem vindo a demonstrar um comportamento inferior ao alho fresco
em relacdo a varios parametros, nomeadamente na sua capacidade antimicrobiana

contra algumas estirpes microbianas (Martins et al., 2016).

1.2. Composicdo quimica de A. sativum

O alho € rico em compostos sulfoxidos, entre os quais podemos encontrar aliinas
(sulféxidos de alquilcisteina) e aminoacidos ndo volateis (tiossulfinatos), aos quais se
devem as propriedades medicinais que lhe sdo reconhecidas (Martins et al., 2016;
Cunha et al., 2009). E composto ainda por frutosanas (cerca de 75%), agucares
redutores (15%) compostos tiocianicos (tiocinato de alilo e outros derivados alilicos),
sais minerais, saponinas e vestigios de vitaminas (A, complexo B e C) (Cunha et al.,
2009).

As propriedades medicinais do alho estdo relacionadas com 0s seus compostos
bioativos, especialmente 0s compostos organossulfurados que sdo igualmente
responsaveis pelo seu sabor e aroma. Por outro lado, estes compostos podem aumentar a
biossintese de glutationa, com reconhecidas propriedades antioxidantes. Entre 0s
compostos responsaveis pelo seu sabor estdo o0s aminoacidos ndo volateis
(tiosulfinatos), nomeadamente aliina ou sulfoxido de S-alilcisteina (Martins et al.,
2016).

Outros compostos volateis significativos sdo os ajoenes bem como diversos

compostos sulfurados para além da aliina, como a alicina, 1,2 — vinilditina, alixina e S-
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alilcisteina. Contém ainda sulfidos como dialil-, metilalil- e dipropil mono-, di-, tri- e
tetra-sulfidos que s&o formados a partir da decomposicgéo de tiosulfinatos.

A natureza volatil destes compostos bioativos estd altamente envolvida nos
mecanismos de defesa da planta contra pragas e agentes patogénicos, uma vez que a sua
libertacdo ocorre em resposta a danos celulares e lesdes nos tecidos das plantas. Os
compostos organossulfurados do alho mais caracteristicos e mais volateis séo libertados
apos destruicdo da membrana celular por uma rea¢do enzimatica que causa a a-, -
eliminacdo da aliina e de outros sulfoxidos (Borlinghaus et al., 2014; Martins et al.,
2016).

O percursor da alicina € um aminoécido ndo proteico, a aliina (sulféxido S-
alilcisteina). Sendo um tiossulfinato, a alicina € uma espécie reativa de enxofre (RSS) e
passa por reacdes redox com grupos tiol presentes na glutationa e em proteinas, reacdes
essas que sdo essenciais para a sua bioatividade. A aliina e outros sulféxidos S-alquil-L-
cisteina (localizados no citoplasma) séo hidrolisados pela enzima aliinase (localizada no
vacuolo) e, no caso da aliina, esta reacéo leva a producdo de desidroalanina e de acido
alilsulfurico. A partir de uma molécula de alicina condensam-se espontaneamente duas
moléculas de acido alil-sulfarico (Borlinghaus et al., 2014).

O substrato de aliina pode ser extraido a partir de bolbilhos de alho ou
sintetizado a partir da cisteina por alquilacdo seguida de oxidagdo. Como a alicina
apresenta uma alta reatividade e uma baixa estabilidade térmica é dificil de obter e
armazenar alicina pura sem contaminacdo por compostos relacionados homeadamente,
ajoene, vinilditiina ou polissulfano. No entanto, solu¢des aquosas armazenadas a -70 °C
demonstraram ser estaveis durante alguns anos (Borlinghaus et al., 2014).
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Figura 2 - Sintese dos principais compostos presentes em A. sativum (Adaptado de
Lanzotti et al., 2014).

O ajoene é um dos principais componentes identificados em extratos alcoolicos
de bolbo de alho e apresenta atividade antiagregante plaquetéaria, sendo capaz de
potenciar a prostaciclina. Para além disso inibe a ativacdo das plaquetas, a unido das
mesmas a parede de vasos sanguineos danificados e a formacdo de trombos. A sua
fosfatase plaquetérias (Navarro, 2007).

Para além dos compostos volateis, o alho podera conter vitaminas
(especialmente vitaminas do complexo B e vitamina C) e é rico em antioxidantes (em
especial a quercetina e a alicina), e minerais (especialmente P, K e Se), sendo
igualmente considerado uma fonte rica noutros fitonutrientes ndo volateis com
importantes propriedades medicinais e terapéuticas, com principal énfase para 0s
flavonoides, saponinas e sapogeninas, 6xidos de compostos fendlicos azotados, amidas

e proteinas. Péptidos como o c-glutamil-s-2-propenil-cisteina (GluAlc), c-glutamil-s-
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trans-1-propenil-cisteina e c-glutamil-s-metil-cisteina sdo importantes intermediarios
metabolicos da biossintese do sulfoxido de S-alilcisteina e sdo também considerados
reservas celulares de azoto e enxofre.

O alho foi classificado em segundo lugar numa lista de 23 vegetais consumidos
regularmente, no que diz respeito ao conteddo em fendis totais (Vinson et al., 1998).
Outros estudos tém ido de encontro a esses resultados, sugerindo-o como uma das mais
ricas fontes de compostos fendlicos totais e estando muito bem classificado no que diz
respeito ao consumo per capita de fendis na dieta humana (Lanzotti et al., 2014).

No entanto, existe uma grande variabilidade no conteddo de fendis totais
observado, ndo sO nos varios gendtipos e ecétipos, mas também de acordo com as
técnicas de cultivo aplicadas e as condi¢Bes de crescimento. Outros indicadores de
qualidade relacionados com a composi¢cdo quimica, nomeadamente sélidos soluveis
totais, pH e glacidos, apresentam também uma grande variabilidade entre os genotipos,
independentemente das condi¢des de crescimento (Martins et al., 2016).

O processamento também pode influenciar a composi¢do quimica(Ramirez et
al., 2016). Por exemplo, cozinhar o alho a 100 °C durante 40 e 60 min diminuiu o
conteddo em fendis totais, como demonstrou Jastrzebski et al. (2007).

Segundo Borlinghaus et al. (2014), a atividade antimicrobiana do alho é
atribuida quase exclusivamente a alicina. O facto de o dialil dissulfeto (DADS) (figura
2), um dos produtos diretos da decomposicdo da alicina, ter uma atividade
antimicrobiana significativamente baixa indica que o grupo tiossulfinato tem um
importante papel nesta atividade (uma vez que se perde na reducdo da alicina para
DADS). Os derivados de tiossulfinato diferem nos grupos alquilo que estdo acoplados
ao grupo tiossulfinato, tanto no comprimento da cadeia como nas ramificacGes. A
ramificacdo de grupos alquilo resulta numa diminuicdo da atividade. O tiossulfinato
mais eficaz é o n-pentil-tiossulfinato, ligeiramente mais eficaz e muito mais estavel que
a alicina devido a auséncia de ligacGes duplas. O efeito bacteriostatico de tiossulfinatos
contra bactérias Gram positivo torna-se mais forte com o aumento da cadeia de
carbonos, mas mais fraco para bactérias Gram negativo.

A eficacia de antibidticos convencionais, tais como B-lactamicos ou glicosidos, é
comparavel a alicina. No entanto, a alicina é ativa contra um espetro mais amplo do que
a maioria dos antibioticos disponiveis, sendo ativa tanto contra bactérias Gram positivo

como contra Gram negativo.

25



A alicina demonstrou ser eficaz contra os agentes patogénicos resistentes a
determinados antibidticos. Um caso a realgar é o Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), o principal causador de infecBes hospitalares, devido a sua
multirresisténcia a maioria dos antibioticos disponiveis. A alicina tem vindo a
demonstrar um potencial inibitorio contra essa estirpe (Borlinghaus et al, 2014).

Na maioria dos estudos tém-se utilizando extratos de alho em detrimento de
alicina pura. Em geral, a atividade antimicrobiana do alho est4 diretamente relacionada
com o conteddo de alicina sendo que nos extratos nos quais a sua atividade € inibida
durante a extracdo, o extrato perde a sua capacidade antimicrobiana. No entanto, um
estudo demonstrou que os extratos de alho contendo alicina sdo duas vezes mais
eficazes que a propria alicina sintética, na inibicdo de Staphylococcus aureus. Isto
indica que a alicina atua sinergéticamente com outros compostos presentes no alho
(Fujisawa et al., 2009).

Chegou-se também a conclusdo de que os principios ativos presentes no alho,
responsaveis pela sua atividade antibacteriana, assim como alguns antibidticos de
origem sintética, reagem com a cisteina, ndo estando demonstrada a razdo para essa
reacdo, mas acreditando-se que se deve a uma inibicdo enzimatica. O preé-tratamento
destes antibiGticos com cisteina leva a perda total da sua atividade (Borlinghaus et al.,
2014).

Apesar de quimicamente a alicina ser um oxidante, em doses baixas atua como
antioxidante ao nivel fisioldgico. Um exemplo da oxidacdo de um fator de transcricao
redox-sensivel é o sistema Nrf2/keapl que regula a expressdo de varias enzimas
antioxidantes, tendo varios estudos demonstrado a capacidade da alicina induzir este
sistema. A sua ativacdo pela alicina é importante ndo s6 no contexto de doencas
cardiovasculares, mas também para outros problemas de salde como doencas
neurodegenerativas. A alicina demonstra igualmente a capacidade de suprimir a
enzimas acetil-CoA sintase (Borlinghaus et al., 2014).

A alicina atua ainda como anti-hipertensor o que se deve mais uma vez a sua
reatividade. Como a alicina se decomp®e rapidamente nos seus produtos de degradacao,
demonstrou-se que uma complexa reacdo de cascata com tidis (em particular a
glutationa) resulta na libertacdo de sulfeto de hidrogénio, molecula gasosa sinalizadora

da regulacdo da pressdo sanguinea. O sulfeto de hidrogénio diminui a pressdo arterial
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por relaxamento das células da musculatura lisa dos vasos sanguineos que se expande e
resulta na diminuigédo da pressao (Borlinghaus et al., 2014).

No que toca aos compostos fenolicos sdo varios os estudos que os identificaram
em extratos de alho. Entre os compostos identificados encontram-se: acidos fenolicos
(e.g. acido cafeico, ferulico, p-cumarico, galico e clorogénico); flavan-3-ols (e.g.
derivados de catechina e epicatequina); flavonas (e.g. apigenina e luteolina), flavanonas
(e.g. naringenina) e flavonois (e.g. derivados de quercetina) (Fratianni et al., 2016;
Kallel et al., 2014).

Li et al. (2015) efetuaram um estudo onde inibiram a formacdo dos compostos
volateis sulfurados que se formam durante o processamento do alho. Como resultado
dessa inibicdo conseguiram identificar cinco novos compostos fendlicos presentes no
alho, bem como nove compostos ja conhecidos. As cinco novas flavonas identificadas
foram: diosmetina (8-(3-metil-(E)-1-butenil), crisina (8-(3-metil-(E)-1-butenil), crisina
(6-(3-metil-(E)-1-butenil) e aliumonas A e B.

A identificacdo destes compostos pode contribuir para a compreensdo da
influéncia dos compostos fendlicos na formacdo enzimatica e ndo enzimatica dos
compostos sulfurados (Li et al., 2015).

Fratianni et al. (2016) estudaram diferentes variedades italianas de alho e
verificaram que apesar de alguns dos compostos fendlicos estarem presentes em todas
as variedades (como o acido galico, clorogénico e Isotiocianato de alila) a concentracédo
era distinta entre elas.

A casca de alho, um bio-residuo, é uma fonte ainda pouco explorada quanto as
suas potencialidades nutricionais e medicinais. No entanto os desperdicios alimentares
comecam a ser encarados com possivel interesse agroindustrial. Um estudo efetuado em
casca de alho, por Kallel et al. (2014), verificaram que este bio-residuo continha um alto
teor proteico, apreciaveis niveis de magnésio, potassio e calcio. A casca de alho revelou
ainda um alto teor em fibra e em lignina, sendo esta constituida por diferentes grupos
funcionais que incluem grupos hidroxilo alifaticos, grupos carboxilo e grupos fenélicos.

Nesse estudo foram identificados 14 polifendis com especial relevancia para o
acido hidroxibenzdico, o acido p-cumarico, acido cumaroilquinico e o glucésido de

acido p-cumarico (Kallel et al., 2014).
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1.3. Novos produtos a base de A. sativum

Apesar das suas propriedades reconhecidas, muitos consumidores evitam a
utilizacdo de alho fresco. Esta opc¢do prende-se com o facto de associarem o alho a um
aroma forte (devido aos compostos organossulfurados) que permanece no corpo e pode
originar mau halito. Além disso, o alho também tem sido associado a irritacdo gastrica
(Heber, 1997).

Nesse sentido, existe uma preocupacdo em encontrar e colocar novos produtos
no mercado que resultem da eliminacdo do aroma desagradavel e da melhoria do
paladar. Com esse objetivo, tém sido aplicados novos tipos de processamento

nomeadamente, envelhecimento, fermentacao e tratamento térmico.

1.3.1. Técnicas de envelhecimento

Os extratos de alho envelhecido obtém-se através de uma extracdo prolongada
(até 20 meses) de bolbos de alho fresco. Varios estudos tém demonstrado que o alho
envelhecido ndo s6 mantém as propriedades do alho fresco (imunomoduladoras,
hepatoprotetoras e protetoras a nivel cardiovascular) como apresenta uma melhor
capacidade antioxidante (Borek, 2001).

Esta também descrito que uma extracdo prolongada de alho fresco com uma
solucdo hidroalcoodlica a temperatura ambiente, origina um extrato menos irritante e sem
aroma. Durante a extragéo existe uma modificacdo dos compostos organossulfurados do
alho em compostos solUveis, nomeadamente a s-alilcisteina (tornando-os mais estaveis)
(Wang, 2015).

Nencini et al. (2011) testaram extratos hidroetandlicos a 15% de uma amostra de
A. sativum e de outras trés espécies espontaneas de Allium quanto ao seu potencial
antioxidante e ao conteudo em fenois totais. Neste estudo, o contetido em fendis totais
foi superior no extrato envelhecido de alho, em compara¢do com o alho fresco. Além
disso concluiram que o extrato envelhecido de folhas de A. sativum apresentou uma
maior atividade antioxidante que o extrato obtido a partir dos bolbos.

Estes resultados poderiam sugerir que a capacidade antioxidante se possa dever
ndo s6 aos compostos organossulfurados mas também a outro tipo de compostos como
alcaloides, formados durante o processo de envelhecimento e que poderdo ser mais

abundantes nas folhas do que nos bolbos (Nencini et al., 2011).
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1.3.2. Técnicas de fermentacao

Os alimentos fermentados sdo produzidos através da utilizacdo de culturas
iniciais de microrganismos e as condicOes de fermentacdo séo importantes para prevenir
atividade bacteriana prejudicial, sabores intensos e outros efeitos indesejaveis. Estdo
disponiveis no mercado variados produtos que contém bolbilhos de alho descascados
fermentados, com ou sem adicdo de outras especiarias. O alho fermentado podera
proteger diabéticos, através dos seus efeitos antioxidantes (Jung et al., 2014). A
fermentagdo pode fornecer uma série de vantagens adicionais, como um enriquecimento
do sabor e de metabolitos desejaveis produzidos pelos microrganismos.

O contetido em compostos organossulfurados no alho descascado em conserva,
fermentado a partir de uma cultura de Lactobacillus pentosus, é alterado durante o
processamento e armazenamento. Em particular, apds a fermentacdo com culturas de L.
pentosus, 0 alho apresentou uma diminuicdo dos compostos sulfurados bioativos, em
comparacdo com o alho fresco esmagado (Beato et al., 2012).

Montafio et al. (2004) estudaram as alterac6es na composicado quimica (conteudo
em acucares, acido latico e vitamina C), durante a fermentacdo espontanea de alho
descascado em salmoura. No entanto, entre as desvantagens deste tipo de fermentacéo
encontra-se uma diminuicdo do acido ascorbico. O alho é fermentado por bactérias
laticas, enquanto que na fermentacdo de outros alimentos se utilizam fungos, como
bolores e leveduras como culturas iniciais.

Em particular, Saccharomyces cerevisiae € um tipo de levedura utilizada na
fermentacdo do vinho e de milho. O fungo Monascus sp. tem sido utilizado para
produzir alimentos orientais fermentados, em estudos académicos e na industria devido
a sua capacidade para produzir diversos compostos biologicamente ativos; Mimulus
pilosus é um exemplo especialmente proeminente devido a utilizacéo alargada dos seus
produtos de fermentagéo (Montafo et al., 2004).

Em conjunto, estes estudos sugerem que 0s compostos organossulfurados
utilizados no alho sao afetados por diferentes condicdes de fermentacdo e pode ser um
importante fator no controlo de qualidade e na avaliagdo dos produtos de alho
fermentado. No entanto, muitas culturas iniciais ainda ndo foram estudadas durante o

processo de fermentacgdo de alho descascado.
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Assim sendo, Kim et al. (2016) propuseram-se validar métodos analiticos para
determinar 11 tipos de compostos organossulfurados em alho descascado, utilizando o
LC-MS.

Além disso, foram avaliadas as alteracdes na composicdo de compostos
organossulfurados no alho, durante o processo de fermentacdo. A fermentacdo do alho
foi induzida por culturas iniciais de trés estirpes microbianas: S. cerevisiae, M. pilosus e
Lactobacillus  plantarum. O conteddo no péptido c-glutamil  diminuiu
significativamente, mas o contedo correspondente em S-alq(en)il-L-cisteina aumentou
drasticamente durante a fermentacao.

Os resultados indicaram que o contetdo em S-alilcisteina pode ser incrementado
mais eficazmente utilizando M. pilosus em relagdo as outras estirpes. A maior
quantidade de cicloaliina foi obtida quando se utilizou S. cerevisiae. Estes resultados
podem ser Uteis para os produtores de alho decidirem em relacdo as varias estirpes

microbianas (Kim et al., 2016).

1.3.3. Tratamento térmico

O tratamento térmico é o metodo de processamento mais utilizado para remover
0 sabor e odor desagradaveis de alho. Quando os bolbos de alho sdo submetidos a
tratamento térmico, ocorrem varias alteragdes fisico-quimicas, incluindo alteracdes no
sabor, cor e teor de nutrientes. O produto resultante é conhecido como alho preto e €
assim denominado precisamente devido a alteragdo da cor dos bolbilhos (Angeles et al.,
2016)

Os bolbos de alho fresco sdo colocados inteiros no escuro, em condi¢bes
controladas de temperatura e humidade durante cerca de um més. Este tratamento
térmico leva a reagfes ndo enzimaticas de escurecimento tais como a reagdo de
Maillard, a caramelizacdo e a oxidacdo quimica de fendis. Muitas reacdes nao
enziméticas de escurecimento estdo associadas a formagdo de compostos com fortes
propriedades antioxidantes (Manzoco et al., 2001).

O alho preto apresenta um aroma menos intenso que o alho fresco e um sabor
adocicado, que se deve a transformacéo da alicina em compostos antioxidantes soluveis
em agua, tais como S-alilcisteina, tetra-hidro-p-carbolinas, alcaloides biologicamente
ativos e flavonoides. A S-alilcisteina é formada no catabolismo de y-glutamilcisteina e

inibe 0 estado de oxidacdo relacionado com o envelhecimento e varias doencas
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cronicas. Foram também identificados derivados de tetra-hidro-B-carbolina, formados
pela condensacao entre triptofano e aldeido, & semelhanca do que ocorre na producgéo de
acido piravico pela via aliina-alicina das reacdes de Maillard (Bae, 2014).

Vaérios estudos atestam que o alho preto, a semelhanca do alho fresco, apresenta
beneficios para a satde, devido as suas propriedades antioxidantes, antidiabéticas, anti-
inflamatorias, hipocolesterolémicas, hipolipidémicas e antitumorais (Bae et al., 2014).
Estes estudos tém demonstrado uma maior atividade antioxidante do que o alho fresco e
uma maior eficacia para a prevencdo de doencas metabdlicas e hepatotoxicidade
alcodlica.

Jeong et al. (2016), compararam a atividade antioxidante e anti-inflamatéria de
uma amostra de alho fresco com outra de alho-negro. Nesse estudo constataram que,
apesar do alho preto apresentar uma capacidade antioxidante superior, 0 mesmo nao se
verificou quanto a atividade anti-inflamatoria.

Ao administrar alho preto a ratos numa dieta rica em lipidos, o nivel de glucose
no sangue diminui significativamente assim como a insulina. Além disso, o nivel de
lipidos e de colesterol diminuiu significativamente. Comparando com estudos idénticos
realizados com alho fresco, o alho preto teve 0 mesmo efeito com uma concentracao
bastante inferior (2% para o alho fresco e 0,5% para o alho preto) (Ha et al., 2015). A
producdo de alho preto ainda ndo se encontra estandardizada, sendo que cada produtor
pode aplicar diferentes condi¢cGes de temperatura e humidade, bem como diferentes
duracgdes de tratamento.

Para avaliar quais as condi¢fes 6timas para a producdo de alho preto, tém sido
desenvolvidos vérios estudos. Esses estudos procuram igualmente perceber as
alteracdes quimicas e organoléticas que ocorrem durante o processo e a influéncia de
cada um dos parametros referidos para essas alteracdes. Tém sido testadas diferentes
temperaturas (40, 55, 70 e 85 °C) ao longo de 45 dias.

Neste periodo, o contetdo em humidade diminuiu, para todas as temperaturas.
Para as temperaturas mais altas o pH diminuiu de forma mais significativa e a
intensidade da cor aumentou (figura 3) (Bae et al, 2014; Choi et al., 2014, Liang et al.,
2015). O contetdo em S-alilcisteina aumentou mais para temperaturas mais baixas.

Por outro lado, a atividade antioxidante, baseada nos ensaios de DPPH (2,2,-
difenil-1-picril-hidrazilo) e de poder redutor, aumentou mais para temperaturas mais
altas, acompanhando o aumento de compostos de escurecimento, de S-alilcisteina,

fenois totais e flavonoides totais (Bae et al., 2014). Outros estudos revelaram ainda um
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aumento no conteudo de acidos (Choi et al., 2014), em especial acido acético (Liang et
al., 2015).
Como seria de esperar, 0 conteido em alicina diminuiu drasticamente, dando

origem a outros compostos (Liang et al., 2015).

0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias

Figura 3. AlteracOes na cor do alho preto ao longo do estudo de Choi et al., 2014.

Os autores Choi et al. (2014) sugeriram como condic¢Bes étimas para a producdo
de alho preto a temperatura de 70 °C e 90 % de humidade relativa, durante 21 dias. Até
ao 21° dia, o conteldo em humidade, os acUcares redutores e a acidez total aumentaram
significativamente. Os contetdos de fendis e flavonoides totais aumentaram
significativamente até esse dia, mantendo-se praticamente inalterados ap6s esse periodo
e a atividade antioxidante foi consistente com a variagcdo dos compostos antioxidantes
(Choi et al., 2014).
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2. Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo geral caraterizar diferentes amostras de A.
sativum de diferentes proveniéncias e dois tipos de processamento: alho-branco fresco
(ndo processado) e alho-negro (submetido a tratamento térmico). O tratamento térmico
tem por objetivo melhorar as caracteristicas organoléticas do alho. Ao comparar as
amostras, pretende-se perceber se o0 processamento influencia positivamente as
caracteristicas nutricionais e bioativas do alho, como sugerido pela bibliografia.

Assim, este trabalho teve como principais objetivos:

I. Caracterizar quimicamente as amostras de alho no que concerne a sua
composi¢cdo em macronutrientes e compostos individuais hidrofilicos e lipofilicos.

a) Determinacdo de macronutrientes (humidade, gordura, proteinas, glucidos e
valor energético) segundo protocolos oficiais de analise de alimentos.

b) Anélise de aclcares por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI).

c) Analise de acidos organicos por HPLC acoplada a um detetor de fotodiodos
(HPLC-DAD).

d) Anélise de acidos gordos por cromatografia gasosa acoplada a um detetor de
ionizagdo de chama (GC-FID).

e) Analise de tocoferdis por HPLC acoplada a um detetor de fluorescéncia
(HPLC-Fluorescéncia).

I1. Avaliar as propriedades bioativas das amostras de alho

a) Avaliacdo da atividade antioxidante pelo efeito captador de radicais livres,
poder redutor e inibi¢do da peroxidacdo lipidica em homogeneizados cerebrais (ensaios
in vitro).

b) Avaliacdo da atividade antimicrobiana efetuados por ensaios in vitro
utilizando o método da microdiluicio, com o corante INT (cloreto de
iodonitrotetrazdlico) para o célculo da concentragdo minima inibitoria - CMI
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3. Material e métodos

3.1. Amostras

As amostras de alho cultivado (Allium sativum L.) ensaiadas sdo provenientes
de:

(i) Sistemas de tradicional e foram adquiridas em 2015, diretamente aos
produtores em mercados locais em Braganca (Tras-os-Montes) e Silves (Algarve).
Correspondem a variedades ndo identificadas do tipo alho-branco, mantidas pelo
agricultor;

(it) Sistemas de agricultura intensiva e adquiridos em 2015 numa grande
superficie comercial, sendo oriundos do sul de Espanha. Variedade desconhecida do
tipo alho-branco;

(iii) Processamento por tratamento térmico, amostras de alho-negro fornecidas
diretamente por uma empresa Espanhola. Variedade e tipo desconhecidos.

Todas as amostras foram previamente liofilizadas (FreeZone 4.5, Labconco,

MO, EUA), reduzidas a p6 (20 mesh) e conservadas a -20 °C para andlise posterior.

3.2. Padrdes e reagentes

Os solventes acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99,8%, de grau
HPLC foram adquiridos na Lab-Scan (Lisboa, Portugal). O metanol e os restantes
reagentes quimicos de grau analitico foram obtidos a partir de fontes comuns. A mistura
padrdo com 37 ésteres metilicos de &cidos gordos (FAME) (referéncia 47885-U) foi
adquirida na Sigma (St. Louis, MO, EUA), bem como os padrfes de aclcares e acidos
organicos e o Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico). A
solugdo de Tocol racémico e o padrdo de tocoferois foram adquiridos na Matreya
(Pleasant Gap, PA, EUA). O 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido na Alfa
Aesar (Ward Hill, MA, EUA). O corante cloreto de p-iodonitrotetrazélico (INT) foi
adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e utilizado como indicador do
crescimento microbiano. A agua foi tratada recorrendo a um sistema de purificagdo
Milli-Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, Carolina do Sul, EUA).
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3.3. Determinac&o do valor nutricional e dos compostos hidrofilicos

3.3.1.Valor nutricional e energético

Foi avaliada a composicdo em macronutrientes (cinzas, proteinas, lipidos e
glucidos), a humidade e o valor energético seguindo os métodos oficiais de analise de
alimentos (AOAC, 2016). O teor de proteinas totais foi estimado pelo método macro-
Kjeldahl por conversdo do azoto total utilizando o fator de correcdo (N x 6,25). A
gordura total foi determinada apds extracdo de uma massa conhecida da amostra com
éter de petréleo, utilizando o aparelho de Soxhlet. As cinzas foram determinadas por
incineracdo numa mufla a 600+15 °C. Os glucidos foram calculados por diferenca e a

energia foi calculada de acordo com a seguinte equacéao: Energia (Kcal) = 4 X (g proteinas

+g glﬂcidos) +9x(g Iipidos)-

3.3.2. Acucares livres

Os acucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI), seguindo o protocolo
de extracdo e andlise previamente descrito pelos autores (Grangeia, Heleno, Barros,
Martins, & Ferreira, 2011). As amostras liofilizadas (1 g) foi adicionado 1 mL de
padrdo interno (melezitose, 5 mg/mL) e posteriormente procedeu-se a extragdo com 40
mL de etanol 80% a 80 °C durante 1h 30 min. De seguida, procedeu-se a filtracdo e
evaporacdo do etanol (evaporador rotativo Bichi K-210) e o sobrenadante obtido foi
lavado trés vezes sucessivas com 10 mL de éter etilico. Apds concentracdo a 40 °C, o
residuo sélido foi redissolvido em &gua para um volume final de 5 mL, filtrado (filtros
de nylon de 0,2 um) para vials e analisado por HPLC-RI.

Os acgucares foram determinados usando o0 HPLC (Knauer, sistema Smartline) a
35 °C. O sistema de HPLC estava equipado com um detetor de Rl (Knauer Smartline
2300) e com uma coluna 100-5 NH2 Eurospher (4,6 x 250 mm, 5 mm, Knauer). A fase
movel foi acetonitrilo/agua desionizada, 70:30 (v/v) com um caudal de 1 mL/min. A
identificacdo dos agUcares foi feita comparando os tempos de retencdo relativos dos
picos das amostras com padrdes. Os resultados foram obtidos pelo método do padrao
interno e expressos em g por 100 g de massa fresca (fw).
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3.3.3. Acidos organicos

Os &cidos organicos foram determinados apds um procedimento previamente

descrito por Barros et al. (2013).

As amostras de alho (1.5 g) foram extraidos por agitacdo com 25 mL de &cido
metafosforico (25 °C a 150 rpm) durante 25 min e, filtradas através de papel Whatman

N ° 4. Posteriormente, as amostras foram filtradas através de filtros de nylon de 0,2 pm.

A anadlise foi realizada utilizando uma série Shimadzu 20A series UFLC
(Shimadzu Corporation). A separacdo foi conseguida através de uma (Phenomenex),
coluna de fase inversa C18 SphereClone (5 um, 250x4,6 mm), termostatizado a 35 ° C.
A eluicdo foi realizada com acido sulfarico 3,6 mM usando um caudal de 0,8 mL/min.
A detecdo foi levada a cabo num DAD, utilizando 215 nm e 245 nm (para 0 acido
ascorbico) como comprimentos de onda. Os acidos organicos encontrados foram
quantificados por comparacgdo da area dos seus picos registados a 215 nm com as curvas
de calibracdo obtidas a partir de produtos comerciais de cada composto. Os resultados

foram expressos em mg por 100 g de massa fresca (fw).

3.4. Compostos Lipofilicos

3.4.1. Acidos gordos

Os acidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com detecdo por
ionizacdo de chama (GC-FID), como descrito anteriormente por Grangeia et al. (2011),
e apOs 0 seguinte processo de trans-esterificacdo. A massa obtida por extracdo em
Soxhlet foi misturada com 5 mL de metanol/acido sulfarico/tolueno 2:1:1 (v/iviv),
durante pelo menos 12 h, num banho a 50 °C a 160 rpm; de seguida, adicionaram-se 3
mL de &gua desionizada, para obter a separacéo das fases. A FAME foi recuperada com
3 mL de éter etilico em agitagdo no vortex; fez-se passar o sobrenadante através de uma
microcoluna de sulfato de sodio anidro, a fim de eliminar a &gua; recuperou-se a
amostra para um vial com tampa contendo membrana de teflon e filtrou-se com um

filtro de nylon 0,2 um Milipore.
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O perfil de acidos gordos foi obtido num GC modelo DANI 1000 equipado com
um injetor split/splitless, detetor de ionizagdo de chama (FID) e uma coluna Macherey
Nagel (30 mx0,32 mmx0,25 um). O programa de temperatura do forno foi o seguinte: a
temperatura inicial da coluna foi 50 °C, durante 2 min; em seguida, aumentou-se a
temperatura a 30 °C/min até 125 °C, 5 °C/min até 160 °C, 20 °C/ min até 180 °C, 3
°C/min até 200 °C, 20 °C/min até 220 °C que permaneceu durante 15 min. O gas de
transporte (hidrogénio) tinha um caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A
injecdo split (1:40) foi realizada a 250 °C. Para cada andlise, injetou-se 1 uLL da amostra.

A identificacdo de &cidos gordos foi feita com base nos tempos de retencédo
relativos dos picos da FAME e das amostras. Os resultados foram processados usando o
software CSW 1,7 (DataApex 1,7) e expressos em percentagem relativa de cada acido

gordo.

3.4.2. Tocoferéis

Os tocoferdis presentes nas amostras foram determinados de acordo com o
procedimento otimizado pelos autores Heleno, Barros, Sousa, Martins, & Ferreira
(2010). Antes de se proceder a extracdo, adicionou-se as amostras uma solucdo de BHT
(2,6-di-terc-butil-4-metilfenol) em hexano (10 mg/mL, 100 pL) e o padréo interno (PI)
de tocol em hexano (50 ug/mL; 400 pL). As amostras liofilizadas (~500 mg) foram
homogeneizadas com 4 mL de metanol num vdrtex durante 1 min. De seguida,
adicionaram-se 4 mL de hexano procedendo-se, posteriormente, a nova
homogeneizacdo no voértex (1 min). Posteriormente adicionou-se ainda 2 mL de uma
solucdo aquosa saturada de cloreto de sddio, homogeneizou-se no vértex (1 min),
centrifugou-se (centrifuga refrigerada Centurion K240R-2003, 5 min, 4000g) e
transferiu-se o sobrenadante para um frasco rodeado de gelo e protegido da luz. As
amostras foram re-extraidas mais duas vezes com hexano. Os extratos foram levados a
secura recorrendo a uma corrente de azoto, re-dissolvidos em 2 mL de hexano,
desidratados com sulfato de sddio anidro, filtrados (filtro de 0,22 um), transferidos para
vials ambar e analisados por HPLC-fluorescéncia.

O equipamento de HPLC consistia num sistema integrado com uma bomba
quaternaria (Smartline 1000, Knauer), um desgaseificador (Smartline 5000), um
amostrador automatico (AS-2057 2500) e um detetor de fluorescéncia (Jasco)

38



programado para excitacdo a 290 nm e emissdo a 330 nm. Os dados foram analisados
usando o software Clarity 2,4 (DataApex). A separacdo cromatogréfica foi conseguida
com uma coluna em fase normal Poliamida Il (250%x4,6 nm) YMC da Waters, operando
a 30 °C (forno 7971 R Grace). A fase movel utilizada foi uma mistura de hexano e
acetato de etilo (70:30, v/v) com um caudal de 1 mL/min. A quantificacdo foi baseada
na resposta do sinal de fluorescéncia, usando o meétodo do padrdo interno e por
comparacao cromatografica com padrées. Os resultados foram expressos em pg por 100

g de massa fresca (fw).

3.5. Avaliacao das propriedades bioativas

3.5.1. Preparacao dos extratos e consideracdes gerais

As amostras liofilizadas (1,5 g) foram submetidas a uma extracao solido-liquido
por agitagdo com metanol (30 mL) a 25 °C a 150 rpm durante 1 h e filtrado através de
papel Whatman No. 4. O residuo obtido foi re-extraido com uma porcdo adicional de
metanol. Os extratos metanolicos combinados foram evaporados a pressdo reduzida e
re-dissolvidos em metanol a fim de obter uma concentracao final de 40 mg/mL (solucao

stock) e armazenados a 4 °C para 0 uso posterior.

3.5.2. Atividade antioxidante

Aos extratos mencionados na secgédo 2.5.1., foram efetuadas dilui¢fes sucessivas
a partir da solucdo stock, com o objetivo de obter solucdes de diferentes concentragdes
(20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,15625 mg/mL) a fim de as submeter a testes in
vitro para avaliar as suas propriedades antioxidantes. O padrdo utilizado como controle

positivo foi o Trolox.

3.5.2.1. Atividade bloqueadora de radicais DPPH
Esta metodologia foi realizada recorrendo ao leitor de microplacas ELX800
(Biotek, Instruments Inc), em microplacas de 96 po¢os. A mistura de reacdo em cada
um dos pogos consistia em: solugdes dos extratos com diferentes concentragdes (30 pL)
e solugdo metandlica contendo radicais DPPH (6x10™ mol/L, 270 pL). A mistura foi
mantida em repouso e ao abrigo da luz durante 60 min, para a estabilizacdo dos valores

de absorvancia, sendo avaliada posteriormente a reducéo do radical DPPH pela medicao
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da absorvancia a 515 nm. A atividade captadora de radicais livres (RSA) foi calculada

como uma percentagem de descoloracdo de DPPH usando a seguinte equacao:

% RSA = [(ApprH — As) / Apppr]) % 100

Nesta equacdo, As corresponde a absorvancia da solugdo que contém a amostra e
Apppy € a absorvancia da solugdo de DPPH. O valor de ECsy (concentracdo de amostra
responsavel pela captacdo de 50% de radicais DPPH) foi calculado por interpolacédo

gréfica da percentagem de ACR em funcéo da concentracdo da amostra.

3.5.2.2. Poder Redutor

Esta metodologia foi realizada utilizando o leitor de microplacas mencionado
anteriormente e foi avaliada a capacidade de reduzir Fe®*" a Fe®*. As solucdes de extrato
com diferentes concentra¢des (0,5 mL) foram misturadas com tampdo fosfato de sodio
(200 mmol/L; pH 6,6; 0,5 mL) e ferricianeto de potéssio (1% w/v; 0,5 mL). A mistura
foi incubada a 50 °C durante 20 min e, de seguida, adicionou-se acido tricloroacético
(10% w/v; 0,5mL). A mistura (0,8 mL) foi colocada em microplacas de 48 poc¢os, assim
como 4&gua desionizada (0,8 mL) e cloreto de ferro (0,1% wi/v; 0,16 mL).
Posteriormente, as microplacas foram lidas a uma absorvancia de 690 nm.

A concentracdo de amostra que fornece 0,5 de absorvancia (ECsp) foi calculada a

partir do grafico de absorvancia a 690 nm em funcdo da concentracdo da amostra.

3.5.2.3. Inibicéao da descoloragéo do g-caroteno/linoleato

Foi preparada uma solugdo por dissolugdo de B-caroteno (2 mg) em cloroférmio
(10 ml) e transferiram-se 2 mL desta solucdo para um baldo de fundo redondo. Apds
remocdo do cloroférmio a 40 °C, sob vacuo, juntou-se acido linoleico (40 mg),
emulsionante Tween 80 (400 mg) e agua destilada (100 mL) e agitou-se vigorosamente.

Uma aliquota (4,8 mL) desta emulséo foi transferida para tubos de ensaio
contendo diferentes concentracfes dos extratos (0,2 mL). Os tubos foram agitados e
incubados a 50 °C em banho-maria. Imediatamente apo6s a adicdo da emulsdo a cada
tubo mediu-se a absorvancia a 470 nm no tempo zero (absorvancia inicial).
Posteriormente, os tubos foram mantidos a 50 °C durante 2h e foi medida novamente a

absorvéancia, sendo esta designada de absorvancia ap6s 2h de ensaio.
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A inibi¢do da descolora¢ao do B-caroteno/linoleato foi calculada utilizando a
seguinte equacgéo:

(absorvancia ap6s 2 h de ensaio/absorvancia inicial) x 100.

A concentracdo de extrato que leva a 50% de atividade antioxidante (ECsp) foi
calculada a partir do grafico de percentagem da inibi¢do da descoloragao do B-caroteno

em funcéo da concentracgao de extrato.

3.5.2.4. Inibicdo da peroxidacao lipidica na presenca de substancias
reativas do 4cido tiobarbiturico (TBARS)

Para a realizacdo deste ensaio, foi utilizado tecido cerebral de porco (Sus scrofa),
obtido a partir de animais de abate oficial. Este tecido foi dissecado e homogeneizado
em gelo com tampdo Tris-HCI (20mM, pH 7,4) para produzir um homogeneizado
cerebral que foi centrifugado a 3000 g durante 10 min. Uma aliquota (100 pL) do
sobrenadante foi incubada com diferentes concentracfes das solucdes de extratos (200
uL) na presenga de sulfato de ferro (10 mM, 100 uL) e &cido ascorbico (0,1 mM; 100
uL) a 37 °C durante 1h. A reacéo foi parada com a adi¢do do &cido tricloroacético (28%
w/v, 500 pL) seguindo-se a adigdo do acido tiobarbitarico (TBA, 2% w/v, 380 uL) e a
mistura foi submetida a 80 °C durante 20 min. Apéds centrifugacdo a 3000g durante 10
min, para a remocdo do precipitado de proteinas, a intensidade da cor do complexo
malondialdeido (MDA)-TBA do sobrenadante foi medida através da leitura da sua
absorvéancia a 532 nm. Foi preparado um tubo de controlo com tampdo Tris-HCI em vez
de solugéo de extrato.

A percentagem de inibi¢do de peroxidacao lipidica (%) foi avaliada pela inibicédo
da formacdo de TBARS (substancias reativas do acido tiobarbiturico) e calculada
segundo a formula:

Inibicdo (%) = [(A-B)/A] x 100%, onde A e B correspondem a absorvéancia de
controlo e da solucdo da amostra, respetivamente. A concentracdo de amostra
correspondente a 50% de inibicdo da peroxidacdo lipidica (ECsp) foi calculada a partir
do grafico da percentagem de inibicdo da formacdo de TBARS em funcdo da

concentracdo de amostra.
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3.5.3. Atividade antimicrobiana

A avaliagéo da atividade antimicrobiana foi realizada de acordo com o protocolo
de Pereira, Barros, Alves, Santos-Buelga, & Ferreira (2016), utilizando microrganismos
provenientes de isolados clinicos (Centro Hospitalar de Tras-os-Montes e Alto Douro,
Vila Real, Portugal).

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de alho foram usadas oito
bactérias:

Bactérias Gram-positivo: Enterococcus faecalis (isolado de urina); Listeria

monocytogenes (isolada de liquido cefalorraquidiano); Staphylococcus aureus

resistente a meticilina (MRSA) (isolado de expetoracdo); Staphylococcus aureus

sensivel a meticilina (MSSA) (isolados de exsudado de ferida);

Bactérias Gram-negativo: Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa

(isolados de expectoracdo), Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (isoladas

de urina).

A identificacdo dos microrganismos e os testes de suscetibilidade foram feitos

utilizando painéis MicroScan (MicroScan®; Siemens Medical Solutions Diagnostic,
West Sacramento, CA, EUA) pelo método de microdilui¢do em placa.
A concentragdo minima inibitéria (CMI) foi determinada através do método de
microdiluicdo e por ensaio colorimétrico utilizando o corante cloreto de p-
iodonitrotetrazolium (INT). Os organismos Vviaveis provocaram uma alteracdo na cor de
amarelo a cor-de-rosa. A CMI foi definida como sendo a menor concentracao de extrato
para inibir o crescimento bacteriano;

A CMB foi definida como a minima concentracdo de extrato para matar as

bactérias. Os ensaios foram realizados em duplicado.

3.6. Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados foram expressos
em valores médios + desvio padrdo (SD). Os resultados foram analisados por uma
anélise one-way de variancia a (ANOVA) seguida de teste HSD Tukey’s com o = 0,05.
A andlise estatistica foi realizada usando o programa IBM SPSS Statistics para
Windows, versao 23.0. (IBM Corp., Armonk, Nova lorque, EUA).
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4. Resultados

4.1. Valor nutricional e compostos hidrofilicos

O valor nutricional e os compostos hidrofilicos encontrados nas amostras de A.
sativum estdo representados na Tabela 1. Os glucidos foram os macronutrientes mais
abundantes, seguidos das proteinas, cinzas e lipidos. Os valores mais elevados em
glucidos, cinzas, e contribuicdo energética foram encontrados na amostra de alho preto
(BG), enquanto o conteldo em proteinas foi maior para a amostra de agricultura
tradicional proveniente do Algarve (TGA). O teor em lipidos foi maior para as amostras
de agricultura tradicional de Tréas-os-Montes (TGTM) e para BG, sem diferencas
estatisticas. Estudos anteriores realizados em alho branco apresentaram resultados
semelhantes aqueles encontrados na amostra de alho comercial oriundo de Espanha
(CG) no que diz respeito ao teor em lipidos e proteinas, mas um menor teor em cinzas
em comparacdo com o presente estudo (Haciseferogullari et al., 2004; Khalid et al.,
2014; Suleria et al., 2012). A percentagem de humidade foi superior para a amostra
TGTM e mais baixa para a amostra BG. Outros estudos também demonstraram uma
menor percentagem de humidade (aproximadamente menos 20%) para amostras de alho
preto quando comparadas com o alho branco (Bae, 2014; Choi, 2014).

Em relacdo aos acUcares livres (Tabela 1), a frutose foi o composto encontrado
em maior abundancia na amostra BG, enquanto a sacarose foi 0 mais abundante para as
restantes amostras. A sacarose foi encontrada em maior concentragdo na amostra TGA e
em menor concentracdo na amostra BG. A amostra de alho preto foi a Unica que
apresentou xilose. O maior teor em glucose e frutose foi encontrado em BG e 0 menor
teor em glucose verificou-se para a amostra TGA. Ao contrario deste estudo, Jeong et
al. (2016) ndo detetaram glucose na amostra BG, mas as amostras de alho branco fresco
apresentavam concentracGes similares aquelas encontradas para a amostra CG. A
concentracdo de frutose também foi significativamente maior para a amostra BG do que
para a amostra de alho fresco. Li et al. (2015) e Mashayekhi et al. (2016) sugeriram que
a temperatura e o tempo de armazenamento provocam uma diminui¢cdo na composicao
em aculcares do alho. Durante o processo de brotamento do alho a concentragcdo de
sacarose, glucose e frutose oscilam no tempo de acordo com o papel que cada um destes

acucares tem no crescimento do broto (Mashayekhi et al., 2016).
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Foram detetados cinco acidos organicos (Tabela 1), acido oxalico, acido malico,
acido piravico, &cido citrico e acido fumérico. A amostra CG foi a que apresentou um
teor total mais elevado, enquanto BG apresentou o teor total mais baixo. Para CG, o
acido piravico foi o acido organico predominante, seguido dos acidos citricos e oxalico.
Para a amostra TGA o acido mais abundante foi o oxalico e para a amostra TGTM foi o
acido citrico. Para a amostra BG o &cido com maior concentracdo foi o acido malico,
seguido do acido oxalico e quantidades vestigiais do acido piravico. Em todas as
amostras, com excecdo da amostra de alho preto, foram identificados apenas vestigios

do &cido fumarico
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Tabela 1. Valor nutricional e compostos hidrofilicos de A. sativum.

BG CG TGA TGTM
Humidade (%) 54+3c 62+7h 64.7+0.5b 74+2a
Lipidos (g/100 g fw) 0.722+0.001a 0.47+0.02c 0.67+0.03b 0.74+0.02a
Proteinas (g/100 g fw) 7.4%0.1b 6.5+0.1c 7.8%0.2a 5.2+0.1d
Cinzas (g/100 g fw) 3.240.1a 2.9+0.1b 2.7+0.2¢ 1.60+0.04d
Gldcidos (g/100 g fw) 35+3a 28+2b 24.2+0.4b 18+2¢c
Energia (kcal/100 g fw) 177+8a 141+8b 134+2b 100+9¢c
Acucares livres (g/100 g fw)
Xilose 0.82+0.01 nd nd nd
Frutose 30.4+0.7a 0.45+0.01b 0.09+0.01d 0.20£0.01c
Glucose 2.14+0.03a 0.28+0.02b 0.04+0.01d 0.12+0.01c
Sacarose 0.23+0.05d 0.58+0.01b 1.35+0.01a 0.38+0.01c
Acucares totais 33.6+0.7a 1.32+0.05bc 1.48+0.01b 0.70+0.01c
Acidos organicos (g/100 g fw)
Acido oxalico 0.12+0.02c 0.13+0.01c 0.257+0.001a 0.20+0.01b
Acido mélico 0.32+0.01a tr 0.006+0.003b 0.32+0.01a
Acido piravico tr 1.43+0.01a 1.38+0.01b 0.10£0.01c
Acido citrico nd 1.07+0.01a 0.57+0.02c 0.82+0.02b
Acido fumarico nd tr tr tr
Acidos organicos totais 0.430+0.001d 2.64%0.01a 2.21%0.01b 1.44+0.01c

FW- massa fresca; nd- N&do detetado; v- vestigios. Em cada fila, diferentes letras correspondem a diferencas
significativas (p <0.05). BG- alho preto; CG- alho comercial; TGA- alho de agricultura tradicional do Algarve;
TGTM- amostra de agricultura tradicional de Trés-os-Montes.

Foram identificados 27 &cidos gordos (Tabela 2), dos quais os acidos gordos
saturados (SFA) foram predominantes na amostra BG, CG e TGTM, enquanto na
amostra TGA os acidos gordos polinsaturados (PUFA) foram os predominantes. Os
PUFA predominaram em relagéo aos acidos gordos monoinsaturados (MUFA) em todas
as amostras, com excecéo de BG.

Para a amostra de alho preto os &cido gordos mais abundantes foram o palmitico
(C16:0), o oleico (C18:1n9) e o estearico (C18:0). Para as restantes amostras os acidos
gordos mais abundantes foram o linoleico (C18:2n6c), o palmitico (C16:0) e o oleico
(C18:1n9). Os é&cidos caprico (C10:0), laurico (C12:0) e palmitico (C16:0) foram
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identificados em estudos anteriores em amostras de alho branco, em percentagens
inferiores aquelas encontradas no presente estudo (Kamanna et al., 1980).
O oa-tocoferol foi o dnico isémero de tocoferdis encontrado em todas as

amostras, tendo sido predominante nas amostras CG (Tabela 2).
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Tabela 2. Composicdo quimica em compostos lipofilicos de A. sativum.

BG CG TGA TGTM
Acidos gordos (%)
C6:0 1.4+0.1 1.01+0.01 0.61+0.05 1.440.1
C8:0 1.150.06 0.75+0.01 0.47+0.03 1.05:0.06
C10:0 3.0620.01 1.93+0.04 1.17+0.04 2.61+0.06
C11:0 0.02+0.01 0.01+0.01 0.15+0.01 0.0120.01
C12:0 1.80+0.07 1.15+0.04 0.69+0.01 1.46+0.02
C13:0 0.0620.01 0.0420.01 0.02+0.01 0.05+0.01
C14:0 6.7+0.3 4.420.2 2.59+0.02 5.5+0.3
Cl4:1 0.10+0.01 0.07+0.01 0.05+0.01 0.09+0.01
C15:0 1.000.04 0.72+0.03 0.55+0.01 0.80+0.02
C16:0 25.3+0.5 20.9+0.4 16.800.03 21.840.2
Cl6:1 0.64+0.03 0.56+0.01 0.49+0.01 0.67+0.01
C17:0 1.30+0.02 1.08+0.01 0.7520.01 1.0240.01
C18:0 16.4+0.2 11.2+0.1 7.1320.01 12.4+0.2
C18:1n9 24.1+0.3 18.4+0.2 12.38+0.04 20.420.2
C18:2n6¢c 11.0£0.1 29.2+0.3 46.8+0.1 24.0£0.3
C18:3n3 2.14+0.01 5.03+0.04 5.74%0.01 3.61+0.03
C20:0 0.95+0.03 0.80+0.02 0.77+0.07 0.77+0.02
C20:1 0.05+0.01 0.08+0.01 0.08+0.01 0.08+0.01
C20:2 0.0120.01 0.04+0.01 0.0520.01 0.0420.01
C20:3n6 0.0620.01 0.05+0.01 0.02+0.01 0.0420.01
C20:4n6 0.29+0.01 0.17+0.01 0.09+0.01 0.21#0.01
C20:3n3 0.31+0.01 0.230.01 0.22+0.01 0.21#0.01
C20:5n3 0.12+0.01 0.05+0.01 0.0620.01 0.12+0.01
C22:0 1.18+0.05 1.23+0.05 1.35+0.01 1.07+0.04
C22:1n9 0.03+0.01 0.09+0.01 nd 0.04+0.01
C23:0 0.23+0.01 0.3620.02 0.37+0.01 0.31+0.02
C24:0 0.57+0.06 0.52+0.01 0.57+0.04 0.4120.01
SFA 61.1+0.4a 46.0+0.5¢ 34.0+0.2d 50.6+0.5b
MUFA 25.0+0.3a 19.2+0.2¢ 13.00£0.03d 21.2+0.2b
PUFA 13.90+0.09d 34.8+0.3b 53.0+0.1a 28.2+0.3c
Tocoferois (ug/100g FW)
a-Tocoferol 1802b 203+4a 140+1d 152+3¢

FW- massa fresca; nd- ndo detetado; SFA- Acidos gordos saturados; MUFA- Acidos gordos
monoinsaturados; PUFA- Acidos gordos polinsaturados. Em cada fila, diferentes letras correspondem a
diferencas significativas (p<0,05). BG- alho preto; CG- alho comercial; TGA- alho de agricultura tradicional
do Algarve; TGTM- amostra de agricultura tradicional de Tras-os-Montes.
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4.2. Propriedades Bioativas

A atividade antioxidante foi avaliada através de quatro métodos distintos, como
demonstrado na Tabela 3. Todas as amostras apresentaram atividade antioxidante,
destacando-se a amostra de alho preto (BG), que revelou os valores de ECsy mais baixos
para todos os testes, 0 que significa maiores propriedades antioxidantes. Das amostras
de alho branco, a CG foi aquela com melhores resultados de DPPH, poder redutor e
capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica avaliada pelo ensaio de TBARS. TGTM
apresentou os melhores resultados para o ensaio da inibicdo do [(-caroteno. Nas
amostras CG, TGA e TGTM os valores de ECs, variaram pouco entre si. No entanto, a
amostra de alho preto foi a que apresentou valores significativamente mais baixos.

Bae et al. (2014), Choi et al. (2014) e Jeong et al. (2016) apresentaram
resultados semelhantes de DPPH e de poder redutor para amostras de alho preto
(amostras de alho fresco adquiridas em mercados locais coreanos e submetidas a
tratamento térmico pelos autores). As amostras de alho branco também apresentaram
resultados semelhantes de poder redutor e DPPH aos reportados por Khalid et al. (2014)
que estudou amostras de alho branco provenientes de mercados locais no Paquistéo.

Tabela 3. Propriedades antioxidantes das diferentes amostras de A. sativum (desvio

padrdo + SD).
BG CG TGA TGTM
Atividade antioxidante (valores de ECso, mg/mL)
Atividade bloqueadora de radicais DPPH 4.40.2d 26+1c 33.8+0.2a 31+1b
Poder redutor 1.25+0.04d 14.740.2c 26.9+0.2a 19.9+0.2b
Inibigdo do B-caroteno/linoleato 0.27+0.01d  0.44+0.01b  0.46x0.0la  0.39+0.01c
TBARS 0.39£0.01d  0.88+0.06¢c 2.3+0.1a 1.0£0.1b

ECs,: Concentracdo de extrato correspondente a 50% da atividade antioxidante ou 0,5 de absorvancia no
ensaio do poder redutor. Trolox (controlo positivo), os valores de ECsq sdo: 41 pg/mL poder redutor); 42
pg/mL (DPPH); 18 pg/mL (inibicdo do p-caroteno) e 23 pg/mL (TBARS). Em cada fila, diferentes letras
correspondem a diferencas significativas (p<0,05). BG- alho preto; CG- alho comercial; TGA- alho de
agricultura tradicional do Algarve; TGTM- amostra de agricultura tradicional de Tras-os-Montes.

Relativamente & atividade antimicrobiana (Tabela 4), foram testados isolados
clinicos provenientes de ambiente hospitalar com o intuito de verificar a atividade
antimicrobiana dos extratos em bactérias com diferentes perfis de resisténcia a diversos

antibidticos usados na prética clinica.
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Dos diferentes extratos de alho testados, o alho preto (BG) demonstrou atividade
antibacteriana contra todos os isolados clinicos testados. E evidente a maior atividade
antimicrobiana em bactérias Gram-positivo, das quais se destacaram 0 MSSA e MRSA
com uma CMI de 3,1 mg/mL, seguidas de E. faecalis e L. monocytogenes.
Relativamente as bactérias Gram-negativo os melhores resultados de CMI foram
obtidos para a E. coli seguidos de P. aeruginosa. Os melhores valores de CMB na
amostra BG foram obtidos em MRSA e E. coli (CMB = 50 mg/mL), seguidos de
MSSA, P. aeruginosa e A. baumannii (CMB = 100 mg/mL).

As amostras de alho branco (CG, TGA e TGTM) apresentaram resultados
similares para a maioria das estirpes, ndo apresentando atividade bactericida. No
entanto, a amostra TGTM apresentou os melhores resultados inibitérios com valores
CMI de 50 mg/mL para 0 MRSA e 100 mg/mL para L. monocytogenes, MSSA e A.
baumannii. A amostra CG apenas apresentou inibicdo da bactéria MRSA e a amostra
TGA apresentou 0 melhor resultado de CMI para L. monocytogenes e A. baumanni.

Um estudo anterior utilizando extratos de alho branco demonstrou igualmente
uma baixa atividade microbiana contra a maioria das estirpes estudadas, apresentando

também uma maior inibicéo contra a estirpe S. aureus (Khalid et al., 2014).
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana de diferentes amostras do extrato de A. sativum (CMI e CMB, mg/mL).

Bactérias Gram-positivo

Bactérias Gram-negativo

Amostras de En;z:}%;?;:scus Listeria MSSA MRSA Acinetobac_tgr Escheri_chia KIebsieI!a Pseudqmonas
alho monocytogenes baumannii coli pneumoniae aeruginosa
BG CMI 6,25 12,5 3,125 3,125 100 25 100 50

CMB >100 >100 100 50 100 50 >100 100

CG CMI >100 >100 >100 100 >100 >100 >100 >100
CMB >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100

TGA CMI >100 100 >100 >100 100 >100 >100 >100
CMB >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
TGTM CMI >100 100 100 50 100 >100 >100 >100
CMB >100 >100 >100 >100 100 >100 >100 >100

CMI - concentracdo minima inibitéria; CMB- concentragdo minima bactericida; MSSA - Staphylococcus aureus sensivel & meticilina; MRSA - Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina; BG- alho preto; CG- alho comercial; TGA- alho de agricultura tradicional do Algarve; TGTM- amostra de agricultura tradicional de Tras-os-Montes.
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5. Conclusao

No presente trabalho caracterizou-se quimicamente e avaliaram-se as
propriedades bioativas de alho cultivado (Allium sativum L.). Por outro lado, fez-se a
comparacdo entre amostras submetidas a diferentes tratamentos, tendo em conta a sua
origem geografica e o tipo de sistema de producdo agricola. Para tal foram utilizadas
trés amostras de alho branco (duas amostras portuguesas de agricultura tradicional e
uma espanhola de agricultura intensiva) e uma amostra de alho preto originaria de
Espanha. O alho preto resulta de um tratamento térmico que provoca alteracOes
organoléticas.

A caracterizagdo quimica e nutricional das amostras incluiu a determinacéo de
humidade, lipidos, proteinas, cinzas, glucidos e valor energético. Foram ainda
analisados os acucares livres, acidos organicos, tocoferois e os perfis individuais de
acidos gordos. A avaliacdo da atividade antioxidante fez-se através de quatro ensaios
distintos: atividade bloqueadora de radicais livres de DPPH, poder redutor, inibicdo da
descoloracdo do B-caroteno/linoleato e inibicdo da peroxidacdo lipidica na presenca de
substancias reativas do acido tiobarbitarico (TBARS). A atividade antimicrobiana foi
avaliada atraves do método da microdiluicéo.

Nutricionalmente a amostra de alho preto, quando comparada com as restantes
amostras, apresentou uma menor percentagem de humidade, maior teor em acucares e
valor energético superior. Estes resultados refletem as caracteristicas particulares do
alho processado e as suas diferencas organoléticas (textura gelatinosa e sabor adocicado
do alho preto). Em termos de composi¢do quimica, no alho preto foram detetados um
menor nimero de &cidos organicos. Sendo que o a- tocoferol foi o Unico tocoferol
encontrado em todas as amostras.

Relativamente as propriedades bioativas, este estudo veio demonstrar, tal como
descrito na literatura, que o alho apresenta potencial antioxidante e antimicrobiano. Os
resultados das amostras de alho branco ndo apresentaram diferencas significativas entre
si, tendo-se destacado a amostra comercial. Ja a amostra de alho preto apresentou
resultados significativamente diferentes quando comparados com as amostras de alho

branco.
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Em geral, no que diz respeito as propriedades antioxidantes, o alho preto foi
aquele que apresentou os melhores resultados, embora todas as amostras demonstraram
potencial nos quatro ensaios realizados.

Quanto ao potencial antimicrobiano as amostras de alho branco demonstraram
um baixo potencial, ao contrario da amostra de alho preto que apresentou resultados
bastante satisfatorios, com especial destaque para a atividade para 0 MRSA.

Tendo em conta que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) aponta a
resisténcia aos antibidticos como um dos problemas mais preocupantes do séc. XXI,
estes resultados sugerem que o alho preto € um produto a ter em consideracdo para
combater estirpes microbianas resistentes a antibioticos.

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho pode concluir-se que o
tratamento térmico foi o fator que mais influenciou alteracGes na composi¢éo quimica e
nas propriedades bioativas do alho. A origem e o tipo de sistema agricola demonstraram
igualmente alguma influéncia nas propriedades quimicas e bioativas de A. sativum. No
entanto, tendo em conta que nao temos dados concretos quanto as condicdes de cultivo
e quanto as variedades das espécies de alho branco, ndo é possivel afirmar com certeza
o0 grau de influéncia desses fatores. Para melhor avaliar esta influéncia seria interessante
desenvolver um estudo no qual as condi¢des de cultivo fossem controladas.

Os resultados deste estudo vém reforcar a importancia do alho na dieta e dos
seus beneficios para a satde. A partir destes resultados pode-se igualmente concluir que
produtos inovadores, como o alho preto, podem melhorar as propriedades bioativas do
produto.

Na sequéncia deste trabalho vai ser estudado o perfil em acidos fendlicos das
amostras. No entanto, para uma melhor comparacéo entre as amostras de alho branco e
de alho preto seria interessante submeter amostras com a mesma origem a tratamento
térmico com o intuito de inferir a influéncia deste tipo de processamento nos resultados.
Existem alguns estudos neste sentido mas que pretendem comparar diferentes
momentos do tratamento térmico de forma a perceber quais as melhores condi¢cbes de
processamento.

Na industria alimentar, poderia apostar-se na incorporacdo de extratos de alho
preto em alimentos (por exemplo enchidos) para aumentar o tempo de prateleira e como
substituto de conservantes artificiais, devido as suas caracteristicas antimicrobianas.

Para tal, teria grande interesse que se desenvolvessem estudos que permitissem
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perceber se, quando incorporado em diferentes produtos alimentares o alho preto
mantém as suas caracteristicas bioativas.

Também a nivel farmacéutico poderiam ser desenvolvidos estudos que
explorassem a possivel utilizacdo do alho preto (em fitoterapia) ou de algum dos seus
compostos como antibiotico.

Outra linha de investigacdo possivel seria testar o tratamento térmico noutros
alimentos com propriedades bioativas reconhecidas de modo a perceber se nesses
alimentos se verifica igualmente uma melhoria dessas propriedades.

Independentemente de qual a linha de investigacdo que possa a vir seguida, serd
de todo o interesse estudar o alho preto de forma mais detalhada para melhor explorar

todas as potencialidades deste produto.
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Material Suplementar

Tabela 1. Perfil de resisténcia de bactérias Gram positivas e Gram negativas a diferentes antibioticos; valores de CMI (ug/mL).

Amoxicilina/Acido clavulanico ~ Amicacina Ampicilina Gentamicina Tobramicina Vancomicina
Gram negative
E. coli <8/4 na >16 <2 na
S R R
K. pneumoniae =8/4 na >16 <2 na
S R S
A. baumannii Na na na >4 <2
R S
P. aeruginosa Na <8 na >4 >4
S R R
Gram positive
MRSA Na na na na na )
S
MSSA Na na na na na <2
S
E. faecalis Na na <1 na na <2
S S
L. monocytogenes Na na =<1 na na na
S

MSSA - Staphylococcus aureus sensivel & meticilina; MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina; S- Suscetivel; ; R- Resistente: esta classificagdo
foi feita de acordo com os “breakpoints” sugeridos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e pelo European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST); na- ndo aplicavel.
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