UNILAB

Universidade da Integracao Internacional
da Lusofonia Afro-Brasileira

e

(\\\.

UNIVERSIDADE DA INTEGRACAO INTERNACIONAL DA LUSOFONIA
AFROBRASILEIRA - UNILAB
PRO-REITORIA DE GRADUACAO - PROGRAD
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA - ICEN
CURSO DE LICENCIATURA EM CIENCIAS DA NATUREZA E MATEMATICA -

CNeM

BLASCO QUEFI

ESTUDO FITOQUIMICO E BIOLOGICO DA ESPECIE DO ALHO (Allium sativum L.)

ACARAPE - CE

2017



BLASCO QUEFI

ESTUDO FITOQUIMICO E BIOLOGICO DA ESPECIE DO ALHO (Allium sativum L.)

Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC)
apresentado como parte dos requisitos para
obtencdo de grau de licenciado do Curso de
licenciatura em Ciéncias da Natureza e
Matematica com Habilitagdo em Quimica, do
Instituto de Ciéncias Exatas e da Natureza -
ICEN da Universidade da Integracdo
Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira —
UNILAB, sob orientacdo do Prof. Dr. Aluisio

Margues da Fonseca

ACARAPE - CE

2017



BLASCO QUEFI

ESTUDO FITOQUIMICO E BIOLOGICO DA ESPECIE DO ALHO (Allium sativum L.)

TCC apresentado ao Instituto da Ciéncia Exatas, na linha de formacéo especifica em Quimica da
Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB), como parte

da exigéncia para obtencdo do titulo de licenciatura Ciéncia Natureza e Matematica.

Aprovado em: 12/ 12 / 2017

Banca Examinadora

Prof.: Dr. Aluisio Marques da Fonseca (Orientador)

Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira— UNILAB

Prof. Dr. Victor Emanuel Pessoa Martins - [Examinador 1]

Universidade da Integracéo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira - UNILAB

Ms. Davino Machado Andrade Neto - [Examinador 2]

Universidade da Integragéo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira— UNILAB



AGRADECIMENTO

O sonho de voltar novamente ao meu pais finalmente se realizou, depois de estar tanto
tempo fora de casa... agradeco a minha familia que esperou durante todo esse tempo e

compreendeu que tudo isso era para 0 meu crescimento como profissional.

Inicialmente gostaria de agradecer a Deus, que sempre me acompanhou durante 0s meus
estudos e na vida. Ao meu pai-heroi, Orlando Lafu Quefi, que esta no outro do mundo (falecido),
e minha rainha Judita Caunan pelo carinho, desde infancia, até agora e acompanhou meu estudo e
dos meus irmaos: Jodo D. J. Quefi, Domingos D. J. Quefi, Terezinha M. R. Quefi, Luija M. R.
Quefi, Maria D. R. Quefi, Filomena M. R. Quefi. Agradeco também aos meus irm&os: Julio
Punef, Calisto Poto, Jasinta Quelo, Linda Napu, Julio da Conceicdo, Albina Lalus, Abilio D. J,
Quefi, Roja Feno, Farancisco Lafo, Angelo Lafu, Jorge Lafo, Angelo da Concei¢do, Agostinho
Lafu, Domingos Tali, aos meus Tios: Jasinto Mala, Batisca D. C. Caunan, minha Tia: Anita D.C.
Baquin, Agustinho Punef, Joana Tali, Quintiliano Sufa e todas familias (Quefi Sunny e Caunan),
pela motivacdo, coragem e apoio ao estudo de todos.

Ao Governo de Timor Leste, através do Ministério da Educacao do ensino superior, pelo
financiamento do estudo no Brasil (UNILAB). A Universidade Nacional Timor Lorosa’e
(UNTL) pela cooperagdo com a Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira (UNILAB).

Aos companheiros dos estudos da cooperacdo internacional em diferentes paises: Angola,
Brasil, Cabo Verde, Guiné-Bissau, Mocambique, Sdo Tomé e Principe, especialmente meus
amigos timorenses pela convivéncia em uma jornada do estudo, em especial dos amigos em
habilitacdo de Quimica: Octavio, Justino, Maria, Margareta, Ramalho, Filomeno, Januério,
Lizatoria, Flavia e Alice, pela ajuda na minha pesquisa, € os outros: Abrdo, Aquelino, Rafael,
Natalino, Carlos e Jaime, Margarida Joana e todos os amigos Timorenses pelas brincadeiras e

ajuda na coleta do material botanico.

A todos os professores e os técnicos do laboratorio: Davino Machado, Camila, Ethanielda
e Ana Katia, pelo conhecimento a nos transmitidos e especial para os professores do Instituto de
Ciéncias da Exatas e da Natureza (ICEN) do curso de Ciéncias da Natureza e Matematica

(CNeM). Em especial, também para meu orientador, professor Dr. Aluisio Marques da Fonseca,



por toda a disponibilidade em ajudar e por todo o conhecimento. Agrade¢o também a Profa. Dra.
Maria Iracema Bezerra Loiola, que me ajudou a identificar a espécie vegetal que deu origem a

minha pesquisa, e agradeco pelo Sr. Nilson pela plantacdo do Alho.

S6 queria dizer Muito Obrigado a todos!



A Deus
Aos meus pais, Orlando Lafu Quefi (Falecido) e Judita Caunan

Aos meus irmaos; Jodo de Jesus Quefi, Domingos de Jesus Quefi,
Luiza M. D. Quefi, Terezinha M. D. Quefi, Maria do R. Quefi, Filomena M. D. Quefi.



“Mesmo que seu pai tenha falecido, eu quero que todos vocés tenham sucesso nos estudos!
Sucesso € igual a ouro para mim, durante a minha presenca e esforco para vocés”

— PORTUGUES

“Maske o nia apa (Mate), Maibe hau hakarak imi hotu sucesso ba estudo! Imi nia sucesso
hanesan osan mean bo ‘ot ida ba hau, durante haw nia presenca i esfor¢o ba imi hotu”

—TETUN

“Masti ho Ama an (Nmaet), Mas au loem he hi mipein alekot neo hi skol! Hi mipen alekot nane
namnes on Mnatu Naek mese neo kau, natuin au paot nok au be ek neoki oke- oke”

— UAB-METO
Judita Caunan



RESUMO

O Allium sativum L., uma espécie vegetal, pertencente & familia amarylidiaceae, esta inserida em
um género de mais de 600 espécimes. Essa planta denominada “alho” é conhecida no Timor
Leste como “Lis Mutin”. Sua utilizacdo na medicina popular e ingrediente para uso na culinaria e
(condimento) j& existe desde a antiguidade, tendo sua origem na Asia central em clima Gmido,
incluindo os paises Timor Leste e Brasil. O presente trabalho de pesquisa do extrato do Allium
sativum L., visou estudar as propriedades antioxidantes, ou seja, verificar os compostos que
apresentam a capacidade de inibir ou retardar a acdo de espécies radicalares através da doacao de
elétrons, inibindo assim reagdes que podem levar ao envelhecimento precoce e doengas como
arterosclerose e cancer, anti-bacterianas, antifungicas e outras atividades bioldgicas. O resultado
da analise fitoquimica, que foi avaliada na presenca do extrato etanolico das folhas, apresentou
teste positivo para: cumarinas, terpenoides, esteroides e alcaloides. A determinagdo da atividade
antioxidante de compostos foi realizada pelo o método de sequestro do radical DPPH, com a
concentracdo 0,06 mM. A leitura absorbancias foi feita por espectrofotometro UV/Vis, com
comprimento de onda na regido de 520 nm. Como resultado da potencial avaliacdo antioxidante,
observou-se que na maior concentracdo apresentou uma atividade inibitéria de 66,5% para as
folhas e 87,65 % para os bulbos. O ICs foi calculado a partir da curva de regressdo linear e
equacdo da reta. O ICs representou a concentracdo do extrato necessario para inibir 50% do
radical livre DPPH, no extrato etandlico das folhas apresentou um ICsy de 1.041,6 ppm, e 0
extrato etanolico dos bulbos apresentou um ICsy de 282,6 ppm. Os resultados obtidos das
toxicidades dos extratos etandlico dos bulbos e das folhas do A. sativum L. foram considerados
satisfatorios. Onde se mostrou um grafico processado pelo programa probit. Os extratos das
folhas que foram testadas, frente ao crustaceo Artemia salina, apresentaram uma dose letal (DLso)
de 631,255 ppm, e o extrato nos bulbos com dose letal (DLsg) de 39,355 ppm. Esse trabalho
objetivou-se inicialmente identificar as classes dos metabdlitos secundarios, além de avaliar o

potencial antioxidante e a toxicidade dos extratos da espécie vegetal do Allium sativum L.

Palavras-Chave: Allium sativum L., fitoquimica, DPPH, potencial antioxidante, toxicidade.



ABSTRACT

Allium sativum L., a plant species belonging to the family amarylidiaceae, is inserted in a genus
of more than 600 specimens. This plant called "garlic” is known in East Timor as "Lis Mutin™. Its
use in folk medicine and ingredient for use in cooking and (condiment) has existed since
antiquity, having its origin in central Asia in humid climate, including the countries East Timor
and Brazil. The present research work on the extract of Allium sativum L., aimed to study the
antioxidant properties, ie to verify the compounds that have the ability to inhibit or retard the
action of radical species through the electron donation, thus inhibiting reactions that can lead to
early aging and diseases such as atherosclerosis and cancer, anti-bacterial, antifungal and other
biological activities. The results of the phytochemical analysis, which was evaluated in the
presence of the ethanolic extract of the leaves, presented positive test for: coumarins, terpenoids,
steroids and alkaloids. The determination of the antioxidant activity of compounds was
performed by the DPPH radical sequestration method, with a concentration of 0.06 mM. The
absorbance reading was done by UV / Vis spectrophotometer, with wavelength in the region of
520 nm. As a result of the potential antioxidant evaluation, it was observed that in the highest
concentration showed an inhibitory activity of 66.5% for the leaves and 87.65% for the bulbs.
The IC50 was calculated from the linear regression curve and equation of the line. The 1C50
represented the concentration of the extract necessary to inhibit 50% of the DPPH free radical, in
the ethanolic extract of the leaves it presented an IC50 of 1,041.6 ppm, and the ethanolic extract
of the bulbs showed an IC50 of 282.6 ppm. The results obtained from the toxicities of the
ethanolic extracts of the A. sativum L. bulbs and leaves were considered satisfactory. Where a
graph processed by the probit program was shown. The leaf extracts that were tested against the
crustacean Artemia salina presented a lethal dose (LD50) of 631.255 ppm and the extract in the
lethal dose bulbs (LD50) of 39,355 ppm. The objective of this study was to identify the classes of
secondary metabolites and to evaluate the antioxidant potential and toxicity of the extracts of the

plant species of Allium sativum L.

Key words: Allium sativum L., phytochemistry, DPPH, antioxidant potential, toxicity
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1. INTRODUCAO

O alho (Allium sativum L.) é uma planta monocotiledénea de clima mais Umido,
temperado, cultivada em todo o mundo e utilizado também como especiaria no preparo de
alimentos (MOTA et al., 2012). Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal € o que
mais tem contribuido de forma significativa para o fornecimento de metabdlitos secundarios,
muitos destes tém grande valor agregado devido as suas aplicacbes como medicamento,
cosméticos, alimento e agroquimicos principalmente a populacdo da menos renda familiar
(PINTO, 2002). Como desde os primdrdios as plantas curativas foram sendo descobertas pelos
homens através de observacGes do comportamento de animais que utilizavam os vegetais para
curar as proprias enfermidades, ha muito tempo a espécie do alho vem sido utilizada na medicina
popular (SANTOS et al., 2011). Entdo a humanidade comecou a utilizar recursos terapéuticos de
plantas através do consumo de chés, utilizados, na maioria das vezes, em rituais sagrados como
na medicina tradicional. Atualmente, o ramo do conhecimento que faz uso de plantas medicinais

para curar doencas é denominado de fitoterapia (FRANGCA et al., 2008).

Portanto, os produtos naturais existentes sdo utilizados pela humanidade desde tempos
imemoriais. Entdo a farmacoldgica se utiliza as plantas medicinais como fonte de novos recursos
terapéuticos e no desenvolvimento de novos medicamentos. Porém, os cientistas que buscam
novos estudos com intuito de investigar plantas para aliviar e curar determinadas doencas através
da ingestéo de ervas e/ou folhas, talvez possa ter sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos
produtos naturais (FIRMO et al., 2011; COSTA- LOTUFO et al., 2010).

O alho é um vegetal da espécie Allium sativum L., considerado uma erva aromatica
pertencente a familia Amaryllidaceae. Esta espécie € considerada um alimento, baseando-se pela
historia da humanidade, usada tanto na medicina popular como na culinaria. O Allium sativum L.,
possui varios nutrientes, e 0 que mais se destacam na composi¢do nutricional, sdo os altos teores
dos elementos zinco (Zn) e selénio (Se), ambos metais de natureza antioxidante (LEONEZ,
2008). Além disso, possuem agéo antiviral, antifingica e antibiotica (DALONSO, et al., 2009).

No século XIX, junto a alquimia, investigou-se o processo de purificacdo de extratos
vegetais. Foi adaptado uma metodologia que possibilitou a ascensdo da alopatia, na qual consiste
na utilizacdo de medicamentos capazes de gerar e inibir um efeito no organismo das reag0es dos

compostos quimicos contrarios aos sintomas apresentados a fim de diminui-los ou de neutraliza-
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los. Porém as doses das substancias utilizadas encontram-se no limite da toxicidade, quase
sempre produzindo efeitos colaterais (FRANCA et al., 2008). Logo depois, 0s pesquisadores que
descobriram novos estudos em produtos naturais para o tratamento das doencas (PINTO, 2002).

O Brasil é a maior biodiversidade no mundo, atualmente tem se utilizado determinados
metabolitos secundarios com potencial bioldégico como base fundamental para medicamentos
tradicionais. O alho (Allium sativum L.) é amplamente aplicado na medicina ou funcional
(ZAPAROLLI et al.,, 2013). Dentro desta espécie tem alguns pesquisadores que foram
descobrindo novos estudos cientificos comprovaram que o extrato do alho € capaz de estimular o
sistema imunoldgico, gerando uma agdo pré-inflamatdria a partir da proliferacdo e amplificacao
da medida das células, além da maior producéao de citoxinas pré-inflamatdrias sem que se observe
efeito hepatotoxico (LOZANO, 2015). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS)
no inicio da década de 1990, afirmava-se que acerca de 65-80% da populacdo do pais dependiam
das plantas medicinais como a Unica forma de acesso a medicamento, entéo a populagéo ao longo
dos anos em comunidades tradicionais, se fez do uso e eficacia de plantas medicinais,
contribuindo para o fortalecimento da exploracdo de novas estratégicas em processos terapéuticos
(CASTRO, 2006).

No entanto o pais de Timor-Leste, onde existe um numero significante de elevacdes
montanhosas e cidades o que torna a ilha muito acidentada. No ambiente urbano possuem
inimeros vegetais e ervas aromaticas, utilizadas como medicinais populares (COSTA, 2010). Um
desses vegetais, o alho “Lis Mutin”, vem sido sempre cultivado em lugares Umidos e clima
tropical em todos os municipios de Timor-Leste, 0 que se torna é uma grande vantagem sobre as
plantas medicinais e favorecendo uma vida mais equilibrada e saudavel aos cidaddos Timorenses.

O interesse pelo objeto de pesquisa em produtos naturais a correlagdo com as plantas
medicinais no Timor leste, se confirma por que a populacdo de um modo geral se utiliza muito
das plantas para curar as doencas, considerando como medicina tradicional no pais. Dentre o
estudo etnofarmacologico, a planta ja foi utilizada para: malaria, dor nos dentes, tenséo, e no
parto. Com esses dados, é possivel que essa pesquisa, possa se agradar mais valor a especie
vegetal estudada no Timor Leste. O presente trabalho utilizou a referida espécie na tentativa de

descobrir novos farmacos e realizar triagem fitoquimica, avaliagdo antioxidante e toxicidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
e Auvaliar o perfil fitoquimico e identificar a presenca de possiveis metabdlitos

secundarios presentes em Allium sativum L.

2.2 Objetivos especificos
e Realizar o ensaio fitoquimico para identificar as classes dos metabolitos

secundarios;
e Avaliar a toxicidade do extrato da planta frente a larva de Artemia salina.

e Identificar as atividades antioxidantes, e algumas atividades bioldgicas no espécie

A. sativum L.;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICO

3.1 Plantas Medicinais

A quimica de produtos naturais tem por objetivo imediato o esclarecimento e registro dos
constituintes resultantes dos metabolitos secundarios dos seres vivos, através de seu isolamento e
elucidacdo de suas estruturas moleculares (MATOS, 2009). Atualmente, hd um crescente
interesse na pesquisa com plantas medicinais, decorrentes de diversos fatores; dentre eles
destacam-se: o crescimento exponencial do mercado de medicamentos fitoterapicos, o marcante
interesse das grandes industrias por esse setor e os resultados satisfatorios em termos terapéuticos
que varios fitoterapicos apresentaram nos ultimos anos (PONTE, 2003). A maioria da populacao
dos paises em desenvolvimento utiliza as plantas medicinais para satisfazerem suas necessidades
em saude, sendo frequentemente empregadas em servico primarias e atendimento basico em
salude (PESSUTO, 2006). A utilizacdo de plantas com objetivos terapéuticos é descrita desde
2.800 antes de Cristo, observando-se nos ultimos anos um aumento no Sseu consumo em

substituicdo a determinados medicamentos alopaticos (LOZANO, 2015).

Ao longo do tempo, o pais tem dado importancia as plantas medicinais, pois
frequentemente é um tema recorrente na pauta da ciéncia brasileira de um modo geral. Por ser
unanimidade entre quimicos e farmaco6logos brasileiros de reconhecida expressao internacional, 0
estudo com plantas medicinais ainda ndo receberam no Brasil, a aten¢do que o tema merece das
agéncias financiadoras, embora ja exista uma massa critica de pesquisadores qualificados nas
areas de quimica e farmacologia. Até o presente momento, ndo houve um processo coordenado
de todos os atores (industria, farmacélogos, fitoquimicos, quimicos sintéticos, farmacéuticos,

médicos, etc) visando o desenvolvimento de farmacos a partir de plantas (PINTO; 2002).

3.2 Metabolismo secundério

Os metabdlitos secundarios de diversas espécies vegetais continuam sendo importante
fonte ou modelo no planejamento de novos farmacos semi-sintéticos ou sintéticos (PONTE,
2003). As plantas produzem uma grande variedade de metabolitos secundarios que
frequentemente séo relacionados a mecanismos de protecdo da planta contra predadores e
patdgenos. As espécies toxicas sdo aquelas capazes de produzir compostos que podem causar
alteracbes metabdlicas prejudiciais ao homem e aos animais (CAMPQOS, 2016). Segundo Pinto,

de uma forma geral, tem se produzido a maioria das substancias organicas conhecidas atraves dos
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esqueletos dos metabolitos secundarios. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal é o
que tem mais contribuido, de forma significativa, para o fornecimento de metabdlitos
secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicacbes em

medicamentos, cosméticos, alimentos e produtos agroquimicos.

A natureza vegetal sera sempre uma fonte inesgotavel de substancias Uteis, como 0s
metabdlitos secundarios, mas quase sempre produzidos em quantidades insuficientes para

qualquer utilidade econémica (PINTO; 2002).

Dentro da pesquisa, de uma forma a complementar, além dos estudos fitoquimicos, €
importante associa-los a bioensaios, por esta razdo, muitos laboratorios de Produtos Naturais tém
inserido dentro de suas rotinas ensaios bioldgicos simples, no intuito de selecionar e monitorar a
pesquisa de extratos de plantas na procura de substancias bioativas (NASCIMENTO et all.,
2008). Os metabdlitos secundarios produzidos pelos vegetais sdo formados por varios caminhos
biossintéticos que produzem moléculas dotadas de grande diversidade de esqueletos e
grupamentos funcionais, como, entre outros, &cidos graxos (gorduras) e seus ésteres,
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos e cetonas, compostos acetilénicos, alcaloides, compostos
fenolicos e cumarinas. Aléem do metabolismo primario, responsavel pela producdo de celulose,
lignina, proteinas, lipidios, aclcares e outras substancias que realizam suas principais funcGes
vitais, as plantas também apresentam o chamado metabolismo secundéario, do qual resultam
substancias de baixo peso molecular, as vezes produzidas em pequenas quantidades (MORAIS et
al., 2016).

3.3 Alho (Allium sativum L.)

O alho (Figura 1), é uma espécie cultivada ha milhares de anos, sendo o seu centro
principal de origem as zonas temperadas da Asia Central, de onde se espalhou por toda a regi&o
do Mediterrdneo (GALANTE, 2008). Esta erva aromatica foi muito utilizada por varias
civilizagBes egipcias, chinesas, indianas e gregas (CONCEICAOQ, 2013; ANDRE, 2010).

O posicionamento taxondmico do género Allium tem sido motivo de controvérsia, sendo
algumas vezes incluido na familia Liliaceae e outras vezes na Amaryllidaceae (classe
Monocotyledones, ordem Asparagales), conforme a énfase em determinadas caracteristicas
morfolégicas, fisioldgicas e bioquimicas. Mais recentemente, a combinacdo de dados

morfologicos e moleculares tem reforcado a ideia de que cerca de 750 espécies do género Allium
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pertencem, de fato, a uma familia monofilética “Alliaceac” que e distinta, mas estreitamente
relacionada com a familia Amaryllidaceae (SILVA, 2009). Sua introducéo nas regifes ocidentais
se deu por navegadores espanhois, portugueses e franceses (Mota et al., 2005). A partir deste
meio tem os diversos beneficios ligados ao consumo de alho tém sido associadas a sua acao
microbiana, antitrombdtica, anticancerigena, antiaterosclerética, antioxidante, fortalecedora do
Sistema imunoldgico, hipolipidémica, hipoglicémica e hipotensora (MARIUTTI e
BRAGAGNOLO, 2009). Diante disso, o funcionamento sobre a atividade antioxidantes destes
vegetais se atribui, principalmente, a saponinas, flavonoides, fen6is e compostos
organossulfurados (WANG et al, 2015). O alho é uma planta herb&cea com altura variando de 40
a 60 cm, de folhas lanceoladas estreitas ou largas, de superficie lisa, com diferentes graus de
serosidade e limbo com 20 a 30 cm de comprimento (BREWSTER, 2008; BACELAR, 2014).

Figura 1. Tamanho do Allium sativum L.

1
2

3
4

(A). Bulbinho com raiz fasciculada (B). Escala em centimetros.
Autor: BREWSTER, 2008.

Segundo Rivlin (2001), o alho é utilizado de forma medicinal, como tempero e como
alimento ha mais de cinco mil anos, sendo um dos primeiros fitoterapicos ja registrados. E
considerado eficaz no tratamento de doencas e na manutencao da saude (Lozano, 2015). O alho é
uma planta constituida por folhas escamiformes e um bulbo ou cabega utilizada para fins
medicinais e como tempero (BLOCK, 2010), por possuir sulféxidos de cisteina, composto
responsavel pelo odor e paladar caracteristicos (FRITSCH et al., 2006). Além disso, contém
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alicina, um liquido amarelado que aparece apds a trituracéo ou o corte do alho, sendo responsavel
por parte das propriedades farmacéuticas da planta (OLVEIRA, 2015).

Segundo Galante (2008) a utilizacdo de substancias naturais no tratamento das mais
diversas patologias € antiga e vem reflorescendo com grande forca atualmente. O alho tem efeito
multiterapéutico em humanos, sendo que as primeiras evidéncias descritas pelos antigos sobre
sua acdo medicinal eram de ser um potente antibidtico. Relatos posteriores demonstraram efeitos
benéficos na prevencao de doencas cardiovasculares como a aterosclerose e doencas coronarianas
com reducdo nos niveis de colesterol, triglicerideo e pressdo arterial, aléem de possuir atividade
anti-trombotica com atuagdo sobre as plaquetas. Benkeblia (2005) destaca que extratos de Allium
possuem propriedades antioxidantes, as quais estdo correlacionadas ao conteudo total de
compostos fendlicos. Porém, além dos compostos fendlicos, componentes sulfurosos podem estar
envolvidos na avaliacdo destas propriedades. Também ressalta que o cozimento reduz a atividade

antioxidante dos extratos.

3.3.1 Cultivo do Alho

No que diz respeito as condi¢des climaticas, o alho é cultivado em clima frio, suportando
bem baixas temperaturas, sendo, inclusive, resistente a geadas. A planta exige pouco frio no
inicio da cultura, muito no meio do ciclo e dias longos no final. Portanto, temperatura e
fotoperiodo sdo fatores de clima extremamente importantes a cultura do alho, influindo na fase
vegetativa, no bom desenvolvimento e na produtividade (GALANTE, 2008). A situacdo da

climatica sobre plantacdo do alho esta apresentado na Tabela 1.

Tabela 01. Plantagdo do Alho (Allium sativum L.)

Sul Sudeste Nordeste Centro-oeste Norte

Maio /Junho Marco / Abril Maio Margo / Abril #

Fonte: Autor, 2017.
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Figura 2. A plantacdo do alho (Allium sativum L.), no Sitio de Barreiros no Municipio de
Avratuba.

Fonte: Autor, 2017.

3.3.2 Composicdo quimica

O alho é utilizado na composi¢do de medicamentos em fungdo de possuir propriedades
antimicrobianas, favorecendo o coracdo e o sistema circulatorio. Além disso, possui diversas
vitaminas, tais como: A, B2, B6, C, aminoacidos, ferro, silicio, iodo, enzimas e a alicina,
podendo ser utilizado no tratamento de doencas causadas por bactérias e fungos (QUEROZ,
2010). Através do espécie do Allium sativum L., Pode-se constatar-se que o alho apresenta altos
niveis de fosforo, potassio, compostos sulfuricos e zinco, baixo contetdo de célcio, magnésio,
sodio, ferro, manganés e vitaminas do complexo B (AGARWAL, 1996 apud ABIB, 2004,
GALANTE, 2008).

O aroma e 0 gosto tdo caracteristicos da diferentes espécies de Allium se devem ao seu
contetdo elevado de véarios compostos fitoquimicos sulfurados” (Magalhdes, 2007). Quando um
dente de alho é amassado algumas células que formam o bulbo sdo quebradas, liberando uma
enzima chamada de aliina que em contato com outra enzima chamada de aliinase forma a alicina,

a estrutura apresentando Figura 03.
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Figura 03. Transformagdo da aliina em alicina.

0 NH, At
linase S
g\)\ > HzC//f\/ \S//\\/\\\CHE
HLZ > COOH 0

Aliina Alicina
Fonte: Machado, 2010

De acordo com Pinheiro et al., 2005 as substancias séo fundamentais no crescimento e
metabolismo celular intervindo em fungées basicas como o metabolismo, o equilibrio mineral do
organismo e a conservacdo de estruturas moleculares e tecidos. Estudos posteriores reportam
também a presenca dos bioflavonoides: rutina, hesperidina e quercetina, que possuem a
propriedade de proteger as células contra radicais livres (BONTEMPO, 2007). Outros
componentes sdo a pectina, uma saponina esteroidal, ajoeno e a adenosina, esta quando
proveniente do alho in vitro, promove inibicdo da agregacdo plaquetéria e é benéfica a pressao
arterial (ABIB JUNIOR, 2004).

3.4 Avaliacdo Potencial Antioxidante

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacgdo, através de um ou
mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e complexagdo de metais (ALMEIDA,
2005). Segundo Sucupira, um antioxidante pode ser definido como uma substancia que, em
baixas concentracdes, retarda ou previne a oxidacdo do substrato. Algumas caracteristicas sao
necessarias para ser considerado um bom antioxidante, por exemplo, ter a presenca de
substituintes doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical, em fungdo de seu potencial de
reducdo; capacidade de deslocamento do radical formado em sua estrutura; capacidade de quelar
metais de transi¢do implicados no processo oxidativo; e acesso ao local de acdo, dependendo de
sua hidrofilia ou lipofilia e de seu coeficiente de particdo (SUCUPIRA, 2012).

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios, sinergistas, removedores de
oxigénio, bioldgicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos (Pereira, 2008). Varios estudos
tém indicado o papel-chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo
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envelhecimento e pelas doencas degenerativas associadas ao envelhecimento, como céancer,
doengas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfuncbes cerebrais
(DUZZIONI, 2010). Os antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais que tém
sido amplamente estudados como antioxidantes em alimentos. Entre eles estdo varias proteinas
hidrolisadas, flavondides e derivados de acido cindmico (acido caféico) (CAVALCANTE, 2006).
A atividade dos antioxidantes, por sua vez, depende de sua estrutura quimica, podendo ser
determinada pela acdo da molécula como agente redutor (velocidade de inativacdo do radical

livre, reatividade com outros antioxidantes e potencial de quelacdo de metais (NEVES, 2009).

3.5 Metodologia do sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).

Os radicais livres e outros oxidantes, vem sendo considerados nos Gltimos anos como
grandes causadores de varias doencas como cancer, doengas cardiovasculares, catarata, declinio
do sistema imune, disfungdes cerebrais e diabetes mellitus tipo I (Sousa et al., 2007). Segundo
(Duzzioni, 2010) a atividade antioxidante de um composto ou extrato pode ser estimada ap6s sua
adicdlo em solucdo metandlica de DPPH. A reducdo do DPPH é acompanhada. pelo
monitoramento do decréscimo da absorbancia a um determinado comprimento de onda Assim,
como o DPPH confere cor a solugdo, um méaximo de absorbancia em 520 nm, medido em
espectroscopia, € observado e conforme as espécies radicais sdo consumidas, verifica-se um
decréscimo da absorbancia nesta regido (LEME, 2015). Na equacdo sugerida por estes autores
(Brand-Williams et al., 1995; Mensor et al., 2001), emprega-se como controle a solucdo de
DPPH sem a amostra, e as absorbancias obtidas sdo convertidas em porcentagem de sequestro do
radical DPPH.

Assim, como o DPPH confere cor a solugdo, um maximo de absorbancia em 520 nm,
medido em espectroscopia, é observado e conforme as espécies radicais sdo consumidas, verifica-
se um decréscimo da absorbancia nesta regido. Na equacdo sugerida por estes autores (Mensor et
al., 2001), emprega-se como controle a solugdo de DPPH sem a amostra, e as absorbancias
obtidas sdo convertidas em porcentagem de sequestro do radical DPPH. A padronizacdo do
método DPPH elimina umas das principais desvantagens desse método, que seria as diferentes
maneiras de interpretar e determinar a capacidade antioxidante de uma determinada substancia
(OLIVEIRA, 2005).
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A molécula DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é considerada um radical livre estavel
devido a deslocalizacao dos elétrons desemparelhados ao longo de toda a molécula, devido a isto,
este radical ndo sofre dimerizacdo, ou seja, ndo ha reacdo entre duas moléculas de DPPH
formando um produto ndo reativo como na etapa de terminacdo comum as demais espécies
reativas (LEME, 2015).

Esta metodologia baseia-se na capacidade em que o agente antioxidante de um
determinado composto apresenta em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a sua forma néo
radical denominada hidrazina, observada na Figura 3. Esta reducdo do radical é obtida
simultaneamente a alteracdo da coloragdo violeta da solucdo a amarelo palido (ALVES et al,
2010).

Figura 4. Estabilizacdo do radical livre DPPH.
Oy Oy o
N—N NO, + Rm —» N—N NO,
02N OZN

cor: violeta-escura cor: violeta clara

Fonte: Rufino et al., 2007

Dentro deste método de DPPH foram utilizados a formula seguinte:

Abs — Abs
% Inibicao DPPH = <( DPPH amostra)

x 100%
Abspppy )

Onde:
Abspppy = absorbancia da solucdo metandlica do radical DPPH
ADbSamostra = absorbancia da amostra apds 30 min. de reagcdo com a solucdo de DPPH

Estes métodos sdo chamados de metodos de calibragdo multivariados, os quais
correlacionam conjuntos de variaveis de cada amostra com a medida padréo, de forma a oferecer
um modelo matematico para possibilitar a aplicacdo de outro método no lugar daquele de
referéncia (MORAIS et al., 2014). Assim, a proposta deste trabalho foi correlacionar as analises

hoje realizadas por métodos classicos com as andlises obtidas por espectroscopia nas regides
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ultravioleta e visivel do espectro eletromagnético, com a finalidade de agilizar as analises e
diminuir a quantidade de etapas necessarias para se quantificar o teor antioxidante de alimentos
naturais (LEME, 2015). Segundo Brand-Williams et al (1995), avaliaram a atividade antioxidante
de compostos como o0 acido ascorbico e estabeleceram que a interacdo entre a atividade
antioxidante de um composto com o radical DPPH depende da conformacdo estrutural e a
quantidade de grupos hidroxilicos disponiveis. Entretanto, o mecanismo para as demais

substancias testadas apresenta-se mais complexo, sendo necessarias avaliacdes posteriores.

3.6 Acido ascorbico

O escorbuto foi descrito em 500 a.C. por Hipocrates. Em hierdglifos egipcios datados de
cerca de 300 a.C., ha varias descri¢cdes do que provavelmente seria a doenca. Durante séculos, o
escorbuto foi identificado durante campanhas militares, expedic6es cientificas e, principalmente,
se tornou uma doenca endémica na Europa durante as Grandes Navegagdes no século XVI
(Vannucchi, 2012). A vitamina C se encontra presente em todas as células animais e vegetais
principalmente na forma livre e, também, unida as proteinas. Segundo a literatura, estdo no reino
vegetal as fontes importantes do &cido ascorbico representadas por vegetais folhosos, legumes e
frutas (Pereira, 2008).

A capacidade redutora do acido ascérbico faz parte de varias reacBes bioquimicas e
caracteriza sua funcdo biol6gica. Essa vitamina também pode reduzir espécies reativas de
oxigénio. Sua principal funcdo é como cofator de numerosas reacfes que requerem cobre e ferro
reduzidos como antioxidantes hidrossoliveis que atuam em ambientes intra e extracelulares
(VANNUCCHI, 2012). As vezes, o acido ascorbico sintético pode ser idéntico ao acido ascorbico
presente em alimentos naturais. Geralmente é produzido a partir de um acucar natural, uma
dextrose (glicose, agucar de mel, actcar de milho). Este acucar de férmula quimica CsH;1,06 Se
converte em L-4cido ascérbico (CsHgOg), Figura 4. por reacdo de oxidagdo onde quatro atomos

de hidrogénio sdo removidos para formar duas moléculas de agua (COULTATE, 2004).
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Figura 5. Estrutura de Acido ascorbico

OH
HO O 0

HO OH

Fonte: VANNUCCHI, 2012.

3.7 Atividade de toxicidade

A toxicidade apresentada por uma espécie vegetal pode estar relacionada a fatores
associados ao individuo, a planta, ao modo de exposi¢cdo e a questdes ambientais (CAMPOS,
2016). A presenca de compostos toxicos naturais em alguns alimentos vegetais é um fato
relativamente comum que evidencia a necessidade de se dispor de técnicas analiticas eficientes na
deteccdo de tais substancias, garantindo assim a qualidade dos produtos e a saude dos
consumidores (RODRIGUEZ, 2009). Desta forma, A. salina tem sido usada como um organismo
alvo para detectar compostos bioativos em extratos de plantas (Alves et al., 2000).

O teste de toxicidade contra a Artemia salina (TAS) é um ensaio biolégico considerado
como uma das ferramentas mais utilizadas para a avaliacdo preliminar de toxicidade
(AMARANTE., et al, 2011). Visando minimizar a utilizacdo de animais de laboratorio para
estabelecer a seguranca de produtos naturais, o ensaio de letalidade com as larvas do
microcrustdceo Artemia salina vem sendo amplamente utilizado em centros de pesquisa,
podendo, na busca de moluscicidas naturais, determinar possivel toxicidade contra organismos
ndo-alvo como 0s peixes e pequenos crustaceos (SANTOS, et al., 2011).

O estudo das plantas toxicas vem ganhando importancia, pois, além de esclarecer
diferentes aspectos dos casos de intoxicacdes pode ainda fornecer compostos lideres para o
desenvolvimento de farmacos (Harvey, et al., 1998). Este bioensaio, além de determinar a
toxicidade geral, apresenta uma boa correlacdo com atividade citotdxica em alguns tipos de
tumores solidos, podendo também determinar possivel propriedade larvicida e toxica contra
alguns tipos de protozoarios (SANTOS, et al., 2010). Um exemplo da utilizacdo de plantas

toxicas na descoberta de novos medicamentos foi o desenvolvimento dos bloqueadores
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neuromusculares a partir do curare (CAMPOS, et al., 2016). Segundo Viegas Junior et al.,
(2006), os trabalhos com o curare deram inicio aos estudos sobre a relagdo entre estrutura

quimica e atividade biologica.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao do material botanico

A identificacdo do material vegetal foi realizada pela boténica Profa. Dra. Maria Iracema
Bezerra Loiola, em agosto de 2017, na UFC, campus do PICI, no Herbario Prisco Bezerra,
departamento de Biologia. A exsicata foi depositada no herbario sob o n® de registro EAC
#60569.

4.2 Coleta e Obtencéo dos Extratos Vegetais

Os Alhos e as folhas do Alho (Allium sativum L.) foram coletados entre os meses
setembro e outubro de 2017, no Municipio de Aratuba, bairro Sitio de Barreiros (CE) nas
coordenadas 423°46°°S ¢ 39'1°7°W.

Depois de coletar os materiais vegetais frescos foram secos na estufa com temperatura de
45°C, durante 7 dias, posteriormente foram trituradas em liquidificador industrial. Logo em
sequida, foi adicionado o solvente orgéanico (etanol) P.A. durante 3 dias em temperatura
ambiente. Filtrou-se e evaporou-se o solvente com rota-evaporador, controlado a temperatura de
50°'C. Assim, obteve-se 0 extrato bruto etanélico do alho e das folhas.

A pesquisa do projeto foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia e Ciéncias
Naturais (LABioCN)/Quimica Organica da Universidade da Integracdo Internacional da
Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB), nos campos das Auroras.

4.3 ldentificacdo dos metabolitos secundarios no extrato etandlico da espécie Allium

sativum L.

Os extratos adquiridos foram utilizados para teste de fitoquimica para identificacdo das
classes metabdlitos secundarios. Inicialmente preparou a solucdo do extrato aquoso, em seguida
pesou-se 600 mg de amostra do extratos bruto e dissolveu-se em uma solucdo hidroalcolica
(80%).
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A metodologia que foi utilizada para a detec¢do dos grupos de metabolitos secundarios foi
proposta por Dodd’s e Roberts (1984) ¢ adaptado por Vishwakarma et al., (2014), Matos (2009),
Leme (2015), Fernandes e Fonseca et al., (2017) e Silva e Lima, (2016). No extrato etandlico das
folhas, foram realizados os seguintes testes: Alcaloides, Cumarinas, Flavondides, Taninos,

Saponinas, Terpendides e Esteroides.

4.3.1 Teste para identificacdo de alcaloides

Para realizar o ensaio utilizou-se 2,0 mL da solucéo estoque, adicionou-se 2,0 mL de HCI
(10%) e esquentou-se essa mistura por 10 minutos. Esfriou-se, filtrou-se, dividiu-se o filtrado em
trés tubos de ensaios e colocaram-se algumas gotas dos reativos de reconhecimento: Dragendorff
e Mayere. Uma leve turbidez ou precipitado (respectivamente roxo a laranja, branco a creme e

marrom) evidencia a possivel presenca dos mesmaos.

4.3.2 Teste para identificacdo de cumarinas
Em um tubo de ensaio colocou-se 2,0 mL da solucdo estoque, adicionou-se 2 mL de

NaOH 10%, formacdo de cor amarela, que indicam a presenca de cumarinas.

4.3.3 Teste para identificacdo de Flavonoides
Colocou-se em um tubo, 2,0 mL de solugéo estoque, alguns fragmentos de Mg e agregou-
se, pelas paredes do tubo, algumas gotas de HCI concentrado. Observou-se a coloracdo de cor

vermelha € indicativo a presenca de flavondis, flavononas, flavononois e xantonas e Flavondides.

4.3.4 Teste para identificacdo de Taninos
Colocou-se 2 mL da solugdo estoque em um tubo de ensaio e adicionou 2 gotas de FeCls
10%. Aparecimento de precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos

hidrossoluveis e verde a presenca de taninos condensados.
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4.3.5 Teste para identificagdo de saponinas

Neste ensaio, com 2,0 mL da solucdo estoque, foi adicionado 5,0 mL de agua destilada e
aqueceu-se em banho maria a 10 minutos. Apos resfriamento, agitou-se vigorosamente, deixando
em repouso por 20 minutos. Classifica-se a presenca de saponinas pela formacdo de espumas

persistente.

4.3.6 Teste para identificacdo de terpendides

2 ml da solucdo estoque e adicionou-se 2 ml de cloroférmio e 4 a 5 gotas de acido
sulfarico concentrado, formacg&o de cor marrom vermelho ou o surgimento de coloragdes que vao
do azul ao verde indicam a presenca desse metabdlito. Assim indicativo a presenca de

terpendides.

4.3.7 Teste para identificacio de esteroides

2 ml da solucéo estoque e adicionou-se 2 ml de cloroférmio e 1 mL de acido sulfirico
concentrado, formacéo de cor marrom vermelho mutéavel ou o surgimento de colora¢des que vao
do azul ao verde indicativo a presenca desse metabolito. Assim indicativo a presenca de

esteroides.

4.4 Teste da toxicidade frente as larvas Artemia salina

O teste de toxicidade frente a Artemia salina foi realizado através da adaptacdo da
metodologia de Rosa et al., (2016); Amarante et al., (2011); Meyer et al., (1982).

A avaliacdo da toxicidade dos extratos e fracdes foi realizada através do bioensaio com
Artemia salina. O ensaio foi feito em triplicata durante o teste da avaliacdo da toxicidade tantos
nas folhas e alho. Em seguida preparou-se a solucdo de estoque da concentragéo de 1 mg/mL ou
1000 ppm. Apos a eclosdo dos ovos utilizou-se 14 mg dos extratos etandlicos das folhas e alho e
se dissolveu em 14 mL de DMSO 1%, a solucdo estoque que foi preparado diluiram-se em 5
tubos de ensaio com diferentes concentracdo a partir de (500, 250, 125, 62,5, 31,2 ppm). Para
calcular DLsgy foi utilizado o método PROBIT ANALYSIS, e considerou-se baixa toxicidade
quando a dose letal 50% (DLs) foi superior a 500 pg.mL™ e muito téxico quando a DLs, foi

inferior 100 pg.mL™. Inicialmente, preparou-se 60 g de sal de cozinha, foram solubilizados em
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2000 mL de &gua destilada. A solucdo foi transferida para o recipiente e em seguida, foram
adicionados os cistos de Artemia salina.

A preparacao da criacdo de cistos de Artémia salina inicialmente com uma solucéo de sal
marinho na concentracdo 60 g/L, foram solubilizados em baldo volumétrico de 2000 mL. O pH
foi ajustado entre 8,0 e 9,0. E esta solucdo foi utilizada para eclosdo dos ovos de Artemia salina e
no preparo das demais diluigdes das amostras. O recipiente foi colocado dentro de uma
incubadora iluminada por uma lampada fluorescente. Em um dos lados desse recipiente,
adicionou-se cerca de 35 mg de cistos de Artémia salina. A parte do sistema contendo 0s cistos
foi coberta com papel aluminio, para que os organismos, ao nascerem, fossem atraidos pela luz
do outro lado do sistema. A incubacdo foi feita por um periodo de 24 horas. Durante todo o
ensaio a temperatura foi monitorada como temperatura ambiente 26°C a 29°C. Apo6s o periodo de
incubacdo, os organismos-testes (nauplios de Artemia) foram expostos as drogas de interesse por
24 horas, utilizando-se tubos de ensaio graduados, cada um contendo 10 né&uplios de Artemia
salina para as concentracdes que foram preparadas, previamente selecionados. Os testes foram
feitos em triplicata para cada concentracdo. Além disso, cada droga foi testada, no minimo, trés
vezes, totalizando um minimo de 10 ensaios por concentra¢do do composto. Durante a teste foi

acompanhado de controle negativo somente agua salina.

Figura 6. Criacdo das Larvas de Artemia Salina

Fonte: Autor, 2017
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De acordo com WHO (2009), se a mortalidade nos controles estiver entre 5% e 20%, 0s

resultados com as amostras tratadas sdo corrigidos usando a formula de Abbott’s:

% mortalidade = x 100

100 = Y
Onde:
X = percentual mortalidade na amostra tratada;

Y = percentual mortalidade no controle.

4.5 Teste da atividade potencial antioxidante

A partir do extrato bruto, foi analisada sua atividade antioxidante com ensaio de DPPH. O
potencial de reducdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) das amostras foram
analisadas sob espectro fotometricamente. Preparou-se a solucéo etandlica de DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazil) 0,06 mM. Foram preparados uma solugdo mae de 2 mg/mL ou 2000 ppm, onde
dissolveu-se a amostra em etanol. A partir da solu¢do mée, foram diluidos em tubos de ensaio
para obter as concentracdes de 1500; 1000; 500; 250 e 125 ppm. A partir das concentracfes
preparadas, reagiu-se a solucdo etandlico de DPPH com amostras e deixou-se em local escuro
durante 30 minutos, para a reagdo ocorrer. Apos isso, realizou-se a leitura em espectrofotémetro
UV/Vis. na regido de 520 nm. Etanol foi utilizado para calibrar o espectrofotometro, e DPPH foi
utilizado como controle negativo e acido ascorbico como controle positivo. O ensaio foi realizado
em triplicata. Foi utilizado a metodologia de Alves et al., (2010); Rufino et al., (2007); Silva et
al., (2012), Orlanda e Vale (2015), Menezes e Fonseca et al., (2015) e Sousa et al., (2007).

A porcentagem da atividade antioxidante de radicais livres de DPPH foi calculada a seguinte

AbSpPPH — Abs grmostra

férmula: % inibigao DPPH = ( )x 100

AbspppH

Onde:
Abspppy= absorbancia da solucdo etandlico do radical DPPH;

AbS gmostra = absorbancia da amostra apos 30 minutos de reagdo com a solucédo de DPPH.

O valor de I1Cs foi utilizado necessariamente para inibir 50% da sequestral radical Livre

DPPH inicial. Foi calculado através da equacdo da reta do grafico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencéo dos extratos

O material vegetal do alho (Allium sativum L.) foi coletado (1 kg), e folhas (1 kg) de
Allium sativum L. Logo em seguida, foram secados e macerados com etanol P.A. durante o
processo da pesquisa foi atingiu-se a cerca de 13,116 g (5,83 % de rendimento) dos bulbos, e o
extrato etandlico das folhas obteve-se 16,05 g (5,61 % de rendimento), os resultados estdo na
Tabela 2.

Tabela 2. Resultados das extracdes dos extratos etandlicos dos bulbos e folhas do (Allium

sativum L.)

Amostraseca Solventes Massa obtido do extrato (g) Rendimento do extrato (%)

Bulbos (1 kg)  Etanol P. A. 13,116 5,83

Folhas (1 kg)  Etanol P. A. 16,05 5,61

Fonte: Autor, 2017.
5.2 ldentificacdo dos metabolitos secundarios

Existe diversas funcdes atribuidas nos testes fitoquimicos nas plantas. Entre elas pode-se
citar: protecdo dos vegetais contra incidéncia de radiacBes ionizantes, insetos, fungos, virus e
bactérias; atracdo de agentes polinizadores; acdo antioxidante nos fotossistemas; controle da acdo
hormonal vegetal; acdo alelopatica e inibicdo de enzimas foi relatado pelo todo reino de vegetal
(CARRERA et al., 2014). Os resultados dos metabolitos secundarios estdo na Tabela 3 e na
Figura 6.
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Tabela 3. Resultado da Identificacdo dos metabdlitos secundarios do extrato etandlico de (Allium

sativum L).
Metabdlitos secundarios Reac0es Extrato das folhas
Taninos Cloreto férrico 10% -
Fendis Cloreto férrico 10% -
Cumarinas Hidroxido de sédio 10% +
Flavonoides Shinoda -
Terpenoides Salkowski +
Esteroides Salkowski +
Reagente Mayer +
Alcaldides Reagente Wagner +
Reagente Dragendroff +
Saponinas Formagéo de espuma -

PARAMETROS: positivo (+), negativo (-)

Os testes fitoquimicos baseado no extrato etanolico das folhas do (Allium sativum L.)
foram identificados através dos reagentes especificos. Os resultados estdo apresentados na

Figura 6.
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Figura 7. Teste Fitoquimico das folhas do (Allium sativum L.)

Fonte: Autor, 2017.

a) Taninos e Fendis, b) Cumarinas, ¢) Flavondides, d) Terpendides, e) Esteroides,
f) Alcaloides (Mayer, Dragendroff), g) Saponinas.

A partir dos resultados obtidos da analise fitoquimica, observou-se que dentro da espécie
vegetal do Allium sativum L., no extrato etandlico, a grande maioria esteve presente na classe de
metabolitos secundarios como cumarinas, terpenoides, esteroides e alcaloides, que foram
positivos e alguns negativos na caracterizacdo metabolismo secundarios do extrato etandlico das
folhas. Com a presenca de metabolitos secundarios, foi sinalizado o potencial para atividade
antioxidante (ZUANAZZI, 2001; BOROSKI et al., 2015), e os outros testes de atividades
bioldgicos.

A caracterizacdo dos metabolitos secundarios como cumarinas quando se reagiu com o
hidroxido de sédio 10% houve a formagdo da cor amarela. As classes do metabolismo
secundarias das cumarinas sempre contribuem na apresentacdo da atividade citotoxica, anti-HIV1
pela inibicdo da transcriptase reversa, antifingica, inseticida, vasodilatadora coronariana através
da inibicdo da fosfodiesterase e anticoagulante, inibindo a formacéo de tromboxana nas plagquetas

(SCIO, 2004). A reacdo de cumarinas esta mostrando na Figura 11.
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FIGURA 8: Reacéo de identificagdo de cumarinas.

HO S o HO © on
NaOH ou KOH
F e H
H

Fonte: Wolf, 2008.

Deste método as caracterizacdo dos cumarinas sdo capazes de inibir a migracdo de
neutrdfilos para o local afetado. Este efeito anti-inflamatorio do fitoterdpico pode ser devido a
inibicdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias no local de inflamacdo (Alves et al., 2000).
As cumarinas também podem ter atividades antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria,
antiespasmadica e antitumoral (MACHADO et al., 2001).

Os terpendides reagem com o extrato etandlico, cloroférmio e A&cido sulfurico
concentrado, identificou-se que formacdo de cor marrom vermelho e surgimento de coloracdes
que véo do azul ao verde. O terpendides sdo as classes estruturalmente mais variadas de produtos
vegetais naturais (VIZZOTTO, 2010). Visando que esses compostos sdo isolados
consideravelmente e vem sendo utilizados na industria de flavorizantes, perfumes e outras
atividades bioldgicas relacionados com as atividades terapéuticas.

Baseado nos resultados obtidos os esteroides quando reagem com o teste de Salkowski
apresentou-se na cor marrom vermelho mutavel.

Esteroides sdo formados por triterpenos por meio da rota biossintética via mevalonato.
Apresentam a cor de vermelho ou marrom no teste positivo. Existem relatos de atividade anti-
inflamatdrias e antibacteriana (RODRIGUES, 2010); OLIVEIRA, 2016).

Os triterpenos sdo uma classe mais estruturalmente diversificada (DOMINGO, 2009). Os
esteroides sdo utilizados em alguns farmacos (OLIVEIRA, 2016).

A presente pesquisa verificou se no extrato do alho houvesse a presenca dos alcaloides.
Tendo-se observado uma leve formagéo de precipitado nos tubos analisados na cor laranja, com
reagente de Draggendorff e Mayer.

Os alcaloides podem ser encontrados nos bulbos e folhas da espécie vegetal. Este reagente
constitui uma solucdo de iodo bismutado de potassio K(Bil;) em acido diluido que formam
precipitados laranja avermelhados quando entram em contato com os alcaloides ou compostos
nitrogenados (PAULA, 2015). Os alcaloides apresentam caracter basico, contendo um ou mais
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atomos de nitrogénio e podem ter acdo fisiolégica no ser humano ou em outros animais. S&o
utilizados nas aplicacOes terapéuticas para o tratamento de desordem lisossomal, infecgdes de
doencas autoimunes com artrite e esclerose maltipla (TOMCZAM; REICHETEER, 2013).
Através da analise fitoquimica preliminares, foi possivel identificar algumas classes de
metabdlitos secundarios de interesse farmacologico presentes no extrato em estudo com o
objetivo de se fazer alguns isolamentos para a purificacdo do extrato da planta vegetal Allium
sativum L., principais grupos metabolitos secundarios presentes no teste foram: cumarinas,
terpendides, esterdides e alcaloides. A partir deste ensaio foi possivel estabelecer algumas

estratégias na obtencdo de compostos isolados no extrato da planta e outras atividades biolégicas.

5.3 Teste da toxicidade frente as larvas Artemia salina
Os resultados obtidos dos testes de toxicidades dos extratos etandlicos das folhas e alho
frente a Artémia salina estdo mostrados nas Tabelas 4 e 5 e nos Gréficos 01 e 02.

Tabela 4. Resultado do teste toxicidade do extrato etanélico das folhas do (Allium sativum L.) frente a

Artemia salina.

. Larvas % mortalidade DLs, (ppm)
Concentracao (ppm) Total larvas

mortos
500 30 15 50
250 30 10 33,3
125 30 5 16,6
631,255
62,5 30 4 13,3
31,2 30 3 10
Controle 30 0 0

Fonte: Autor, 2017.
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Tabela 5. Resultado do teste toxicidade do extrato etandlico dos Bulbos do (Allium sativum L.) frente da

Artemia salina.

Larvas % mortalidade DLs, (ppm)
Concentracao (ppm) Total larvas

mortos
500 30 30 100
250 30 30 100
125 30 24 80

39,355
62,5 30 17 56,7
31,2 30 14 46,7
Controle 30 0 0

Fonte: Autor, 2017.

Grafico 01. Porcentagem da analisado da mortalidade da Artemia salina do extrato etanolico das

folhas do (Allium sativum L.) utilizando programa do Probit.
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Fonte: Autor, 2017

Calculo de DL, utilizando anélise do Probit
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Grafico 02. Porcentagem analisado da mortalidade da Artemia salina do extrato etandlico dos
bulbos do (Allium sativum L.) utilizando programa do Probit.
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Fonte: Autor, 2017

Substéncias que podem apresentar toxicidade variam amplamente tanto em relacdo a
estrutura como em propriedades quimicas (SIMOES et al., 2004). O segundo Bednarczuk et al.,
(2010) a Artemia salina é bastante utilizada em ensaios toxicologicos por serem de féacil
manuseio, baixo custo, facil cultivo e obtencdo. Os ensaios toxicologicos foram analisados pela

dose letal mediana (DLsy).

Através dos resultados obtidos do ensaio dos nauplios (larvas) da Artemia salina, foram
feitas a avaliacdo de toxicidades do alho e das folhas. O resultado mostrado na tabela, e DLsp do
alho apresentou-se maior toxicidade no alho que as folhas. Os dados foram processados e
analisados pelo programa do Probit Analisis. O menor DLs, considerando como maior
toxicidades enquanto maior DLsg é considera como menor toxicidades.

Dentro deste teste os resultados obtidos das toxicidades dos extratos etanolico dos bulbos
e das folhas da espécie (Allium sativum L.) apresentaram-se o0 bom resultado durante a pesquisa.
Os extratos das folhas apresentaram uma dose letal (DLsp) de 631,255 ppm, e o0 extrato dos
bulbos com a dose letal (DLsp) de 39,355 pmm. Na anélise uma menor DLs, apresenta
toxicidade, enquanto maior DLsy apresenta menos toxicidade, como mostra nas Tabelas 4-5 e

nos Grafico 1-2. Através dos resultados obtidos o extrato etandlico do alho apresentou-se mais
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toxico do que das folhas. Segundo Rivlin (2001), o alho é utilizado de forma medicinal, como
tempero e como alimento h&a mais de cinco mil anos, sendo um dos primeiros fitoterapicos ja
registrados.

Baseado nos resultados da porcentagem da mortalidade da Artemia salina, calculado pelo
programa Probit Analisys. O grau de toxicidades foi afirmado por Amarante et al., (2011) que
quando o DLsp < 100 entdo isso mostrou-se que Altamente toxicidades, quando DLsy 100 a 500
iISSO mostrou-se que Moderadamente toxico e quando DLsy >500 mostrou-se que baixa
toxicidades. Entdo baeseando com a teste da Artemia salina percebeu-se que o extrato etanolico
do alho foi apresentou-se altamente toxico e o extrato etandlico das folhas foi apresentou-se baixa
toxicidade.

Através do ensaio de toxicidade frente aos nauplios de Artemia salina, foi possivel

identificacdo os extratos do vegetal que possuem maior ou menor toxicidade.

5.4 Avaliacdo de Potencial Antioxidante

O é&cido ascoOrbico € uma estrutura que contém a vitamina C, entdo na avaliacdo
antioxidante, onde foi utilizado o ensaio de sequestro de radicais livres de DPPH ela foi usada
como padréo positivo. Podem ser usados também o tocoferol, tidis ou compostos fendlicos, sendo
estes 0s mais comumente empregados na inddstria alimenticia (FENNEMA et al, 2010).

Os resultados obtidos no teste antioxidante do extrato etanélico das folhas e do alho estdo

apresentados nas Tabelas 6-7; Gréaficos 03-04 e nas figuras 9-10.

As quantidades do extrato e fracbes da planta testada necessaria para reduzir a
concentracdo inicial de DPPH em 50% (Clsp) estdo apresentadas nas Tabelas 6-7. Ver também a
mudanca de coloracdo nas Figuras 9-10. A capacidade antioxidante pelo método de sequestro do
radical livre DPPH foi estatisticamente comparavel ao &cido ascorbico, o que denota o potencial
antioxidante desta fracdo (PAULA, et al., 2014).
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Figura 9. Avaliacdo Potencial Atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas

Allium sativum L. avaliado pelo método de DPPH.

Fonte: Autor, 2017

Tabela 6. Avaliacdo Potencial Antioxidante do extrato etanolico das folhas do (Allium sativum
L.).

Concentracao

(ppm) Abs (A =520nm) %AA r I1Cs (ppm)
1500 0,236 66,68 + 0,001

1000 0,351 50,49 + 0,039

500 0,492 30,56 + 0,002 1.041,6
250 0,587 17,16 + 0,002

125 0,636 10,25 + 0,003

DPPH 0,709 0 + 0,000

Fonte: Autor, 2017.
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Grafico 03. Porcentagem da inibicdo de Radical Livre DPPH do extrato etanolico das folhas de
(Allium sativum L.)
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Fonte: Autor, 2017.

Figura 10. Avaliacdo do Potencial de Atividade antioxidante do extrato etanolico dos

bulbos do Allium sativum L. avaliado pelo método de DPPH.
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Fonte: Autor, 2017
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Tabela 7: Avaliagdo Potencial Antioxidante do extrato etandlico dos bulbos do (Allium sativum
L.).

Concentracao

(ppm) Abs (4 =520nm) %AA r 1Cso (ppm)
1500 0,054 87,65 + 0,002

1000 0,109 74,11 + 0,001

500 0,155 63,18 + 0,002 282,6

250 0,113 49,84 + 0,002

125 0,254 39,67 + 0,002

DPPH 0,421 0 + 0,000

Fonte: Autor, 2017.

Grafico 04: Porcentagem da inibicdo de Radical Livre DPPH do extrato etandlico dos

bulbos do (Allium sativum L.)
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Fonte: Autor, 20117
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A partir da analise dos resultados obtidos, o extrato etandlico das folhas de Allium sativum
L. frente ao radical DPPH, ap6s 30 minutos de contato com a solugdo, observou-se a uma
mudanca na coloracdo da solucdo, de roxa passando a ficar amarela, e houve um decréscimo na
medida da absorbancia do DPPH, apresentado no espectro na regido de 520 nm. Os resultados
estdo mostrados na Tabela 6-7 e nos Graficos 03-04, observou-se que, na concentracao
apresentou-se a porcentagem das folhas com inibitoria de 66,677 %, e a porcentagem dos bulbos
com inibitoria de 87,648 %. O ICs, foi calculado a partir da curva de regressao linear e equagéo
da reta. O ICs representa a concentracéo do extrato necessaria para inibir 50% do radical DPPH,
no extrato etandlico das folhas apresentou seu ICsq (1.041,6 ppm), e 0 extrato etandlico do alho
apresentou o seu 1Cs (282,6 ppm). BOROSKI et al., 2015).

Através do calculo dos resultados da porcentagem da avaliacdo de potencial antioxidante
é possivel se utilizar do estudo da obtencdo de novos farmacos com o objetivo de avaliar 0s

compostos e fazer uma associacdo de outras atividades bioldgicas.
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6. CONCLUSAO

O uso do alho (Allium sativum L.) apresentou resultados satisfatorios durante a pesquisa
deste trabalho. Enquanto os processos da pesquisa foram verificados varias classes dos

metabolitos secundarios, avaliacdo potencial antioxidante e a toxicidades.

Anadlise da fitoquimica qualitativa preliminar apontou a presenca de cumarinas, esteroides,
terpenoides e alcaloides no extrato etandlico das folhas do alho Allium sativum L., entretanto
relacdo com a pesquisa descobriu-se que a planta deve ser utilizada na medicina e o estudo

podera futuramente ter continuidade.

A avaliacdo antioxidante do extrato etanolico das folhas e dos bulbos da espécie do Allium
sativum L., provavelmente mostrou-se moderada atividade nas folhas e nos bulbos mostrou-se
uma maior atividade. Em relacdo a atividade antioxidante ativa, o trabalho precisa ser continuado
para que seja feito o isolamento e purificacdo de metabdlitos secundarios possiveis de serem
antioxidantes, e outras atividades bioldgicas, com provaveis aplicacfes na area alimenticia e
medicinal.

O ensaio dos nauplios da Artemia salina da avaliacdo de toxicidade do alho e das folhas
apresentou resultado satisfatorio. Como as folhas apresentou-se baixas toxicidades e nos bulbos
apresentou-se maiores toxicidades. A auséncia de toxicidade estimula a realizacdo de estudos
adicionais na atividade bioldgica para a determinacdo de propriedades bioldgicas e terapéuticas

desta espécie.
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