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proposta de metodologia alternativa

Extraction and characterization of carbohydrates present in the garlic (Allium sativum L.):
proposal of alternative methods

Nicole DALONSO?, Estér IGNOWSKI?, Claudia Mariane Adao MONTEIRO? Michael GELSLEICHTER?,
Theodoro Marcel WAGNER?, Marcia Luciane Lange SILVEIRA™, Denise Abatti Kasper SILVA®

Resumo

O alho ¢ um alimento funcional que contém inulina, um polissacarideo de reserva, que auxilia no controle das bactérias patogénicas e
putrefativas existentes no intestino. O presente trabalho teve por objetivo avaliar uma metodologia simples de extragdo de carboidratos do
alho, qualificar e quantificar a composigdo desse extrato empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia e a espectroscopia na regiao
do infravermelho utilizando para isso um padrao de inulina. Os bulbos de alho foram submetidos a extragio aquosa a quente por 4 horas;
posteriormente o liquido resultante foi separado e a ele foram adicionados 300 mL de acetona. O extrato isolado foi avaliado quanto aos
seus produtos de hidrélise alcalina e os resultados indicaram a presenca de um oligossacarideo como o observado para a inulina padrao. As
principais bandas caracteristicas dos carboidratos foram visualizadas entre 3600 a 3000 e 1200 a 900 cm™. A técnica utilizada neste trabalho
pode ser utilizada para extragdo da inulina, pois agrega valor a produtos naturais, gerando alternativas do ponto de vista econémico.
Palavras-chave: extrato de alho; carboidratos; inulina; cromatografia; espectroscopia de infravermelho.

Abstract

Garlic is a functional food that contains inulin, a reserve polysaccharide, which helps in the control of pathogenic and putrefactive bacterial
present in the intestine. The aim of this work was to evaluate a simple method for the extraction of garlic carbohydrates and to qualify and
quantify the composition of the extract using high performance liquid chromatography and infrared spectroscopy using the standard inulin.
The bulbs of garlic were submitted to a four-hour water extraction and the remaining liquid was separated by centrifugation and added to
300 mL of acetone. The isolated extract was evaluated in relation to its products of alkaline hydrolysis and the results indicate the presence
of an oligosaccharide as observed for the standard inulin. The main characteristic bands of carbohydrate were identified in the range of
3600 - 3000 cm ™ and 1200 — 900cm™. The technique used in this work can be applied for the inulin extraction since it aggregates value to
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the natural products generating alternatives from the economical point of view.
Keywords: garlic extract; carbohydrates; inulin; chromatography; infrared spectroscopy.

1 Introdugao

O alho (Allium sativum L.) é um alimento funcional rico
em alicina que possui a¢do antiviral, antifiingica e antibiética,
tem consideravel teor de selénio agindo como antioxidante e
aliina que apresenta a¢ao hipotensora e hipoglicemiante. Alguns
compostos sulfurados presentes no alho possuem atividade
vasodilatadora e hipocolesterolemiante, reduzindo o risco de
doengas cardiovasculares. As demais substancias encontradas
no alho possuem atividade imunoestimulatdria e antineoplasica
(CORZO-MARTINEZ; CORZO; VILLAMIEL, 2007;
MARCHIORI, 2007).

O alho possui também inulina, um polissacarideo de reserva
que tem importantes propriedades funcionais, classificando-se
como um fruto-oligossacarideo deligagoes 3-2,1 entre as frutoses
da cadeia principal, contendo uma glucose terminal e cadeias

laterais de frutose ligadas 3-2,6 (BAUMGARTNER et al., 2000).
Esta molécula estimula os componentes do sistema imune, ajuda
na absorgdo de cdlcio, favorece a sintese da vitamina B e diminui
parametros lipidicos (BALCAZAR-MUNOZ; MARTINEZ-
ABUNDIS; GONZALEZ-ORTIZ, 2003).

Segundo Roberfroid (2005), a inulina age como fibra
alimentar e prebidtico, melhorando a flora intestinal, resultando
em alivio de constipagdo, melhoria da composi¢ao de lipidios
do sangue e eliminac¢do da produgio de substancias putrefativas
no trato intestinal.

Este polissacarideo resiste a lise no sistema digestivo
humano, o que favorece seu emprego para produtos dietéticos.
Ao alcangar o célon, sofre degradagdo por Bifidobactérias,
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o que estimula o crescimento bacteriano no célon, inibe o
crescimento de bactérias patogénicas e putrefativas, reduz
a formagdo de produtos toxicos da fermentagdo e age na
prevencdo do cincer de célon (KOLIDA; GIBSON, 2007;
HAULY; MOSCATTO, 2002).

Algumas propriedades reoldgicas da inulina permitem sua
aplicagdo no setor de alimentos com baixo teor de gorduras.
Esta caracteristica se deve a viscosidade deste polissacarideo
em solucao aquosa, agindo como um modificador de textura na
producio de alimentos (BRENNAN; TUDORICA, 2007).

Devido a grande concentragio de inulina na raiz da chicéria
(15-20%) ou tubérculos de alcachofra (16-20%), métodos de
extracdo deste prebidtico nestes vegetais séo amplamente abordados
na literatura (LEITE et al.,, 2004; LOPEZ-MOLINA et al., 2005).
Para o alho existem poucas referéncias quanto & metodologia
de extraco, por esta razdo a necessidade de explorar este tema,
visto que, além da inulina, o alho contém diversos nutrientes com
propriedades terapéuticas.

O cultivo do alho envolve varias etapas no plantio e, apds
a colheita, os bulbos passam por processos de beneficiamento,
em que ha cura para remogio do excesso de agua, corte das
raizes e hastes dos bulbos, classificacdo, limpeza e embalagem.
Nestas etapas ocorrem perdas que podem diminuir o lucro desta
importante atividade (LUCINI, 2005).

Verificando a importancia dos alimentos funcionais
e prebidticos no equilibrio e bom funcionamento do trato
intestinal, almejando agregar valor a produtos de origem vegetal,
este trabalho teve por objetivo avaliar uma metodologia simples
de extracdo de carboidratos do alho, qualificar e quantificar a
composicio desse extrato empregando a cromatografia liquida
de alta eficiéncia e a espectroscopia na regido do infravermelho
utilizando para isso um padrao de inulina.

2 Material e métodos

2.1 Extragdo aquosa dos bulbos de alho

Ap6s descasque, 165,6 g de bulbos de alho frescos, obtidos
de um comércio local, foram triturados, a ele adicionados
300 mL de agua destilada a 100 °C, mantidos em agitacdo
(500 rpm) com fervura, por 4 horas e, posteriormente, o extrato
foi separado do residuo através de filtracdo simples. Ao extrato
adicionaram-se 300 mL de acetona, precipitando imediatamente
o polissacarideo. Este extrato foi centrifugado a 5000 rpm por
5 minutos (Sigma 4K, n° rotor 12254) e o precipitado obtido
foi liofilizado (Terroni Fauvel — LT 1000/8).

2.2 Preparagdo da amostra e andlise em
espectroscopia de infravermelho

Aproximadamente 1 mg da amostra liofilizada foi adicionada
ao cloreto de potassio na propor¢do 1:7 (amostra:KCl) e
macerada até a obtengao de uma mistura homogénea. A seguir
foram preparadas pastilhas em prensa hidraulica, aplicando-se
uma forga de 20 toneladas, que foram submetidas & analise por
infravermelho em equipamento Perkin Elmer 1420. O mesmo
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procedimento foi adotado para o controle (inulina padréo
analitico 98% — Fluka).

2.3 Preparagio da amostra para andlise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia

Ao extrato de alho e ao padrédo de inulina (18 mg de cada)
foiadicionado 1 mL de hidréxido de aménio 50% para promover
a hidrdlise alcalina do polissacarideo. Com o auxilio de um
banho de agua a 90 °C, as duas amostras foram solubilizadas e
evaporadas até a secura (com vapor de agua a 100 °C). Foram
adicionados 5 mL de dgua destilada ao residuo, que foi filtrado
(Milex Sigma 13 mm, 0,5 pm), e injetado em cromatdgrafo
Merck-Hitachi com detector de indice de refracdo, em coluna
Knauber Pb mantida em forno a 80 °C, tendo agua MiliQ como
fase movel (0,5 mL/minuto).

3 Resultados e discussao

3.1 Obtengao do extrato de alho

Imediatamente apds a adi¢do da acetona, observou-se a
formagdo de um precipitado branco que foi, posteriormente,
separado por centrifugacio e liofilizado, resultando em 3,438 g
(~5% em rela¢do a massa seca de alho).

Segundo Oliveira et al. (2004), num estudo para otimizagéo
da extra¢do de inulina da chicéria, mantendo-se o tempo de
extragdo de todos os ensaios em 1 hora, foi verificado que o
rendimento aumenta numa dependéncia linear com o aumento
da temperatura do banho, da relagdo agua : raiz e da interagdo
temperatura/relagdo dgua : raiz. Diminuindo numa dependéncia
quadratica com o aumento da temperatura do banho e da
relagdo dgua:raiz.

No presente trabalho, optou-se por utilizar temperatura
mais alta do banho (100 °C), devido ao aumento da difusividade
da inulina em 4gua quente, auxiliando na solubiliza¢do, um
tempo maior de extragdo (4 horas) e relagdo agua/bulbo seco
de 4,5.

Leite et al. (2004) realizaram a extra¢do da inulina da
chicoéria por difusdo em agua quente, tendo as raizes sido
trituradas e a elas adicionada agua na proporgéo 1:2 (raizes:
dgua). A mistura foi mantida numa temperatura média de
80 £ 2 °C por 1 hora com constante agitagdo. A precipitagdo da
inulina foi realizada pela redu¢do da temperatura (-24 °C) e
os melhores resultados sugerem um processo de centrifugacao
numa velocidade de 6.000 rpm por 15 minutos.

A extragao poderia ser conduzida por repetidas fervuras
do bulbo do alho, caso o objetivo fosse aumentar o rendimento.
Porém, extragdes sequenciais demandam tempo e, além de
exigirem grandes quantidades de solventes orgénicos, também
geram gastos energéticos, sendo de dificil emprego no setor
industrial. O alho residual, apds extragdo em uma tnica etapa
de fervura por 4 horas, pode ainda ser empregado na industria
de alimentos, compondo aroma e sabor caracteristicos em
temperos e pastas para fins especiais.
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O etanol também ¢ uma boa alternativa no emprego
como agentes precipitantes, visto que é de uso comum e
baixo custo de aquisi¢do. Mas a acetona é mais especifica na
precipitagdo de polissacarideos (MOERMAN; VAN LEEUWEN;
DELCOUR etal., 2004), pois remove a d4gua de solvatagdo destas
biomoléculas com mais eficiéncia que o etanol, promovendo
desidratagdo e consequente precipitacdo. Destaca-se ainda que
a acetona possui um ponto de ebuli¢do inferior (56,5 °C) ao
do etanol (78,5 °C) e, desta forma, pode ser mais facilmente
recuperada por destilagéo.

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura para
extracdo de inulina inclui precipitacdo deste polissacarideo
com abaixamento da temperatura ou concentra¢do do extrato
aquoso. A adi¢do de solventes organicos ndo somente diminui
a solubilidade dos polissacarideos em agua, precipitando-os,
mas também ja é uma forma de purificacio destes biopolimeros,
visto que no sobrenadante permanecem os compostos de baixa
massa molecular, pigmentos e sais. Neste trabalho optou-se por
usar a acetona ao invés de etanol como agente precipitante,
pois, segundo Garcia-Ochoa et al., (2000) o dobro do volume
de etanol é requerido para se ter o0 mesmo rendimento em
polissacarideos.

3.2 Andlise por infravermelho

O espectro de infravermelho (Figura 1) comprova a estrutura
de um polissacarideo com ligacdo C-O-C, caracteristica de
carboidratos, entre 1200 e 900 cm™, confirmando a ligagdo entre
os mondmeros formadores do polimero. Em 3600 e 3000 cm™
observa-se a banda da ligagdo O-H existente nas estruturas dos
monossacarideos e a deformac¢ao angular da ligacdo aparece
em 1639 cm™. O estiramento assimétrico do grupamento CH,
¢é observado em 2900 a 2950 cm™! (SILVERSTEIN et al., 2006).
O espectro obtido neste trabalho foi comparado com a inulina
98% de pureza e verificou-se certa similaridade entre ambos.
Por se tratar de um extrato de alho bruto, os picos sdo menos
definidos, mais arredondados e hd sobreposigdo de algumas
bandas devido a interferentes, como os demais compostos
organicos presentes no extrato.

Inulina padrao 98%
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Figura 1. Espectro de infravermelho, modo transmitancia, para o
extrato isolado.

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 29(4): 793-797, out.-dez. 2009

Lépez-Molina et al. (2005) utilizaram técnicas de
espectroscopia de infravermelho para caracterizar a inulina
proveniente de extragio aquosa da alcachofra. O autor empregou
a cromatografia gasosa com detector de massa para identificar
os monomeros da inulina como também as ligagoes 3-2,1 entre
as frutoses.

Cakié et al. (2002) estudaram complexos de ferro (III) com
dextroses, pululanas e inulina. Os autores utilizaram a técnica
de FTIR (infravermelho com transformada de Fourier) para
verificar o deslocamento de certas bandas dos carboidratos apos
incorporacéo do ferro pelas matrizes.

3.3 Andlise por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE)

A Tabela 1 apresenta os resultados da analise em CLAE
com os respectivos tempos de retencéo, substancia encontrada,
concentragdo e drea percentual para o produto da hidroélise do
extrato obtido.

A Figura 2 apresenta o cromatograma obtido a partir da
hidrolise alcalina do extrato de alho (a) e da inulina hidrolisada
em seu mondmero (b).

Apds hidrélise alcalina do extrato isolado houve a
formacdo de um oligossacarideo, com baixo tempo de retengao
(9,20 minutos), fato este também verificado com a inulina padrao
analitico, quando esta foi submetida as mesmas condigdes
experimentais (Figura 2). Segundo De Leenheer (1996), a
inulina nativa, extraida de raizes frescas, sempre contém glucose,
frutose, sacarose e pequenos oligossacarideos. Este fato foi
verificado na presenca de pequena quantidade de sacarose e
frutose no extrato de alho (Figura 2a).

Com relagdo a massa fresca (165,6 g) de bulbos de alho
empregados na extra¢io, 66,24 g correspondem a matéria seca,
no entanto o rendimento total de inulina foi aproximadamente
2,65%. Ja com relagdo a massa seca de extrato obtido (3,438 g),
o rendimento em inulina foi de 51%, sendo que os demais
carboidratos representam 8,28% de frutose e apenas 1% de
sacarose.

Oliveira et al. (2004) determinaram a quantidade de inulina
através dos solidos solaveis extraidos da chicoria por difusdo
em agua quente, utilizando um refratometro de bancada.
O rendimento foi de 0,91% quando em um dos pontos do
planejamento experimental aplicaram-se 98 °C e relacdo agua/
massa seca de raiz de 8,5.

Leite et al. (2004) observaram um rendimento de 40,8% de
inulina para as raizes da chicdria extraidas por difusdo a quente,
concentradas por evaporagio e precipitadas por abaixamento da

Tabela 1. Tempos de retengio, substancia encontrada, concentragio e
area percentual para o produto da hidrélise do extrato obtido.

Tempo de retengiao Substancia Concentragdo Area
(min) L) (%)
9,20 Inulina 1,75264 77,881
13,05 Sacarose 0,0368230 1,79
21,25 Frutose 0,284969 12,512
795
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Figura 2. Cromatograma obtido a partir da hidrélise alcalina do
extrato de alho (A) e da inulina hidrolisada padrdo analitico em seu
monodmero (B).

temperatura. Porém o autor apenas analisou gravimetricamente,
ou seja, poderiam estar presentes outros compostos oriundos
do tubérculo.

Miiller et al. (2006) estudaram os produtos de hidrdlise da
inulina, obtidos pela a¢do de endoinulinases produzidas por
Paenibacillus sp. Os resultados obtidos mostraram que é possivel,
mesmo considerando a complexidade da mistura de oligdbmeros
presentes apds a hidrdlise, proceder a sua quantificagio por CLAE
em coluna de troca i6nica. O padrio de hidrélise, observado pela
acao da endoinulinase sobre a inulina, indicou a produ¢ao de
inulotriose como o principal oligdbmero.

4 Conclusoes

A metodologia de extragdo de carboidratos apresentada
neste trabalho mostrou-se eficaz, resultando num extrato
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composto por 51% de inulina, 8,28% de frutose e 1% de sacarose,
ou seja, permitiu extrair diferentes sacarideos, destacando-se
como principal polissacarideo a inulina. Por sua simplicidade,
esta metodologia pode tornar-se uma alternativa importante
como forma de agregar valor aos bulbos de alho e também aos
bulbilhos que ndo se enquadram na classe para comercializagio,
gerando alternativas do ponto de vista econémico. O espectro
de infravermelho e a hidrélise alcalina do extrato isolado
apresentaram comportamentos similares ao padrdo analitico
da inulina. O desenvolvimento de novas técnicas de extragdo
visa praticidade e eficiéncia, sendo necessarias andlises quimicas
rapidas e seguras, tendo como bons alicerces a espectroscopia
de infravermelho e a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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