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RESUMQ: Utilizando cromatografia em camada delgada, foram investigadas vérias
possibilidades de deteccBo de substincias caracteristicas do aho, seja de compostos res-
ponsdveis pelo aroma, presentes no dleo, ou de compostos de natureza aminodcida, pre-
sentes nos extratos hidroalcodiicos ¢ nas preparagdes que contém elementos histoldgicos
de Alliunr sazvanr L. Foram selecionados dois sistemas cromatogrificos que permitiram
caracterizar estas duas classes de compostos em preparagdes contendo dleo de albo ou ex-
trato hidroalcodlico de alho.

DESCRITORES: alho (Alwen sativian), extrato hidroalcodlico de, identificacho;
alho, Oleo essencial de, identificacfo; medicamentos, extrato hidroalcodlice de atho em,
deteccio; modicamentos, éleo essencial de alho em, deteccdo; 6leo essencial de atho em

medicamentos, identificacfio; cromatografia em camada delgada,

INTRODUCAC

O alho (Allin safvum L., Fam.: Liliaceae}, €
uma planta amplamente distribuida ¢ utilizada por
todas as partes do mundo, mas particularmente
pelos paises mediterrineos, nio 6 como alimento
e condimento, mas também como agente profild-
tico e curativo *'*% 1 A tinlura ¢ alcoolatura
g0 ulilizadas como hipotensores e hipoglicemian-
tes. Na medicina caseira, utiliza-se o atho como
vermifugo e, externamente, como antisséptico de
feridas 147 ,0,%3,20,21 i

Devido ao sen considerdvel poder curativo, o
atho tem side repetidamente objeto de pesquisas
sob muitos pontos de vista,

Em 1945, CAVALLITO et alii *°** demons-
traram que havia no alho um aminodcido, na con-
centragio de 0,3-0,4%, que, pela acdo de enzi-
mas, era decomposto em alicina.

A aliina, suifdéxido de (+)-S-alil-L-cisteina,
isolada por STOLL & SEEBECK *', ¢ hoje

conhecida como precursora do principal principio
ativo do atho. Trata-se de substdncia de alto peso
molecular, bastante estdvel, inodora, hidrossoli-
vel, sem atividade antimictobiana, que, pela agfo
da aliinase, € convertida em uma substancia for-
temente antimicrobiana chamada alicina.

A alicina ¢ um Sleo instdvel, incolor, com odor
caracterfstico do albo, cuja acfo antimicrobiana
ainda se faz presente nas diluigdes de 1:85.000 até
1:125.000 contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas "*". CAVALLITO & BAILEY”
estabeleceram que I mg de alicina equivale a
aproximadamente 15 unidades Oxford de penici-
lina.

A decomposigio da aliina pela aliinase produz,
ao lado da alicina, dcido pirdvico e amb-
nia ‘#7%%°% Este mecanismo de agio fundamentiou
o método de determinacao fotométrica da alicing
proposto por JAGER '?, que se baseia na reacio
do #cido pirtvico com dinitrofenilidrazina, com
formacio de um composto colorido.

* Realizado na Secée de Farmacognosia do Institute Adelfo Lute, Sio Paule, S.P.

4 Do Institute Adolfo Lutz,
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Entretanto, HORHAMMER et alii ** demons-
traram, através de cromatografia em camada del-
gada, que existem no atho, ao lado da aliina, ou-
tros sulféxidos de alquilcistena de mesma confi-
guragdo Sptica da aliina, que, ao serem decom-
postos pela aliipase, também fornecem &cido
piriivico. Os tissulfinatos resultantes, porém, pos-
siem uma acdo antibacteriana muito menor em
comparacdo com a alicina, 0 que nao permite a
substituigio do método microbioldgico pelo me-
todo quimico proposto por Jiger.

GRANROTH ¢, ptilizando eletroforese bidi-
mensional, separon aminodcidos sulfurados e
peptideos, evitando assim a cromatografia em pa-
pel * , por ser esta uma téenica que demanda
tempo, no permite a separagfo destes compostos
sem decomposicio e ndo possibilita a separagdo
de isdmeros. A eletroforese aumentou a sensibili-
dade da separacfo em 50 vezes.

Outras tentativas de avaliagio dos componen-
tes do alho voltaram-se para o seu éleo essen-
cial '®f7 1822 Sabe-se que o alho triturado, dei-
xado em repouso, ou o produto de sua destilagdo
por arraste a vapor fornece, a partir da alicina,
dialildissuifetos ¢ alilpolissulfetos, além de com-
postos provenientes da decomposigdo dos andlo-
gos da aliina. Segundo alguns autores *''°%% o
teor de 6leo essencial de alho por destilacdo por
arraste a vapor § da ordem de 0,1-0.2%.

Na obtengiio do 6leo essencial, t&m lugar pro-
funda decomposicao da aliina e da alicina, de mo-
do que o 6leo assim obtido term um teor de enxo-
fre que representa apenas uma f{rago do enxofre
total encontrado no alho fresco '?. Jdger propde
um método clissico de doseamento de enxofre
baseado na precipitagao do mesmo por BaCl,.

Um avanco nestes estudos representou o mé-
todo de MICHAHELLES?® | no qual a alicina,
apos separagiio por cromatografia em camada
delgada e reagdo com reativo N-etilmaleimida,
solugao de hidréxido de potdssio e de dcido as-
cérbico, € determinada especiroiotometricamente.

Mais recentemente, foi introduzida a cromato-
grafiaz em fase gasosa *'” que, no entanto, devido
4 instabilidade da alicina, avalia apenas os produ-
tos de sua decomposicio, tais como, vinilditiina e
diversos alquildi e trissuifetos.

MIETHING'® apresentou um método de de-
terminagio de alicina e de 6leo de atho através de
cromatografia Hquida de alta resolugiio. Por esse
método, o teor de alicina varia de 0,37 a 2,78%.
Se, na destilacBio por arrastc a vapor, a alicina
fosse quantitativamente transformada nos com-
ponentes do dlee de alho, principalmente

6

dialfldissuifetos, dever-se-ia encontrar teores de
dleo bem mais altos do que os encontrados.
Porém, apenas uma peqguena parte (cerca de 10%)
da guantidade original de alicina é encontrada no
destilado sob forma de dleo de alho, nio sendo,
portanto, medida suficienic para a avaliagio do
alho fresco. A alicina propriamente dita, devido &
sua pouca estabilidade, nao € encontrada nem no
destilado nem no resfduo da destilaclo.

Mais tarde VOIGT & WOLF ** propuseram
um método de cromatografia lquida de alta reso-
lucBo para determinagdo quantitativa dos produ-
tos de transformacdo da alicina, onde se recorre a
uma substincia padrdo de referéncia, estdvel, jd4
que a alicina, mesmo & temperatura ambiente, so-
fre rearranjos que resuitam na formacio de uma
série de outros compoestos, gue justificariam os
valores muito altos de alicina encontrados por
Miething.

Contudo, apesar de métodos altamente sofisti-
cados, usados para a determinagfo dos compo-
nentes do atho, nem todo laboratério poderd uti-
lizd-los devido & nfo disporibilidade de cquipa-
mentos ¢ de reativos especiais.

Em fungdo da necessidade de se controlar a
presenga de albo ou de seus componentes em
formulacdes f{itoterdpicas, o presente trabaiho,
utilizando-se de técnicas de cromatografia em
camada delgada, permite a identificagc, Dao s
de substéncias com cardter de aminoécido, como
também de compostos sulfurados do 6leo de alho,
produte da degradagfo da alicina, estabelecendo,
assim, perfis cromatogrdficos caracterfsticos para
as varias preparagbes farmacéuticas.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados éleos de alho obtidos no
laboratério da Secao de Farmacognosia do Insti-
tuto Adolfo Lutz a partir de atho fresco, extratos
hidroalcodlicos do atho, cdpsalas de Gleo de alho
vendidas no comércio e pilulas contendo extrato
concentrado de atho. Como padrbes, foram utili-
zados Oleos de alhic provenienties da Holanda,
México, Estados Unidos e Franga.

Extracdo do dleo essencial de alho a partir de
alho fresco

Foi feita da seguinte maneira:
a) Por destilagdo pelo arraste a vapor de dgua
(Pav} em aparetho Cocking ¢ Middleton 3

by Por extragio direta a frio (Pext) com uma
mistura de éter clorofdrmio (R0:20); neste caso,
fez-se uma modificagio no métedo de extracio
preconizado  por SCHULTZ & MOHR-
MANN 7. Em vez de se extrair ¢ dleo de alho
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FIGURA 1 - Cromatograma do extrato hidroalobé]ico (a) e da tintura comercial (b), onde foi empre-
gado o Sistema X. Rf de 0,15 a2 0,74.

FIGURA 2 — Cromatograma de 6leos de alho de vdrias procedéncias, México (E), Franga (F), Estados
Unidos (C), Holanda (G), do éleo obtido por arraste a vapor (A), e do 6leo de alho co-
mercial, onde foi empregado o Sistema Z.

FIGURA 3 — Cromatograma de amostras de alho obtidas por arraste a vapor (A) e por extragio com
solvente a frio (B), do padrao de éleo de alho (C) e padrio do éleo vegetal fixo (D), onde
foi empregado o Sisterma Y.

FIGURA 4 — Cromatograma de amostras de alho obtidas por arraste a vapor (A) e por extragdo com
solvente a frio (B), do padrao de éleo de alho (C) e padrio de 6leo vegetal fixo (D), onde
foi empregado o Sistema Y.
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em funil de separagfio, que apresenta o inconve-
niente de formar wma emulsio persistente, op-
tou-se por extral-lo em frasco BErlenmeyer, dei-
xando ¢ alho triturado em contato com pequeno
volume da mistura dter — cloroférmio, por algum
tempo, comn agitagho freqliente, posterior fii-
tragio ¢ concentragao do extrate 4 temperatura
ambiente.

Preparacdo do suce de alho, segundo MARTIN-
DALE **

Foi feita como segue: triturar 80 g de alho e
espremer ¢ suco: adicionar ¢ residuo triturado a
20 ml de 4gua ¢, novamente, espremer. Repetir a
operago até que o volume de suco e porgdes de
lavagem atinjam 80 ml. Adicionar a estes titimos
20 ml de dcool a 90%, deixar em repouso por 14
dias e decantar ou filtrar.

Foram reconstitufdas cdpsulas de dleo de alho,
misturando oleo de alho e dleo vegetal fixo nas
proporgdes de 1:4 e 1:10. Estas amostras foram
cromatografadas antes e apds destilagho por ar-
raste a vapor. Foi cromatografado, também, dleo
vegetal {ixo puro.

Cromatografia em camada delgada do dleo ¢ do
extrato hidroalcodlico

O estudo realizado visou encontrar o melhor
sistema cromatogrifico para cada tipo de amostra
a ser analisada, tanto extrato hidroalcodlico guan-
to 6leo essencial de alho; desta forma. foram tes-
tadas vdrias fases mdveis e reveladores, com ©
objetive de otimizar as condigbes de cromatogra-
fia empregadas em cada caso.

As diferentes condigdes cromatograficas fo-
ram denominadas, respectivamente, sistemas X,
Yi,YzeZ.

a) Sistemna X — Para extratos hidroalcoélicos, pilu-
las contende extrato concentrado de alho, ¢
cépsulas contendo elementos hisolégicos do
alho

Placa de silica gel G

Fase mével: n-butano! - n-propanol —
dcido acético — dgua (3:1:1:1)

Saturagao da cuba: total

Percurso: 13 om

Revelador: reativo de ninidrina, scgundo
STAHL'®

b} Sistema ¥ j e Y2 — para 6leo essenciat de atho

Placa de silica gel G

Fase mavel benzeno

Cémara Sandwich

Percurso: 10 cm

Reveladores: Y [, reativo anisaldefdo — dci-
de sulftrico, segundo STAHIL ™°; Yo,
reativo nifrato de prata — hidréxido de
ambnio, segundo STAHL 0.

¢) Sisterna £ - para 6leo essencial de alho

Placa de Silica gel G

Fase mével: tetracloreto de carbono — me-
tanof ~ dgua (20:10:1), fase inferior

Cémara Sandwich

Revelador: reativo de nitrato de prata - hi-
dréxido de amdnio, segundo STAHL'®
(a 4gua presente nesta fase mével inter-
fere na corrida do cromatograma, pre-
judicando-a. Esta dificuldade € contor-
nada se, previamente, se colocar na ci-
mara, com a fase mével, uma placa re-
coberta de sflica, que ird absorver parte
da dgua. permitindo o desenvolvimento
posterior, sem preiufzo para o cromato-
grama).

RESULTADOS

Os cromatogramas obtidos nas condiges da
andlise anteriormente descritas estfo apresenta-
dos nas figuras 1, 2, 3 ¢ 4 da pdgina anterior.

DISCUSSAO

O alho € atilizado em Fitoterapia, tanto sob
forma de extrato hidroalcoélico como de ¢leo es-
sencial. Portanto, a identificagfo destas fracdes
em preparagdes farmacéuticas requer procedi-
mentos analfticos diferentes,

Para preparagbes gue contenham extrato hi-
droaleodlico ou elementos histolégicos de atho, o
sistema X de solventes (figura 1) mostrou-se mais
adeguado, permifindo wma separagdo de 5 a €
manchas, coradas de rosa-violdceo pelo reativo
de ninidrina, segundo STAHL *°. A gtilizagdo do
reativo ninidrina - nitrato ciprico, defendida por
HORHAMMER et alii*®, que permitiria uma di-
ferenciacio dos sulféxides dos derivados de cis-
tefna por diferenca de coloracio, nio foi satis-
fatdria, provavelmente pelo fato de que nenhuma
purificacdo dos exiratos foi efetuada.

No caso de cdpsula de dleo de albio, a utili-
zacao de benzeno, sistema Y, (figuras 3 ¢ 4) como
fase mdvel, ndo se mosirou muifto satisfatdria,
uma ver que a migracio dos componentes sepa-
rou manchas com Rf mmito afto. O reativo anisai-
defdico, utilizado inicialmente, apresentou o in-
conveniente de revelar dleos vegetals fixos como
manchas roxo-amarronzadas que mascaram o
perfil cromatogrdfico do dleo de alho propria-
mente dito {figura 3); porém, permitiu a diferen-
ciagdo enire os perfis cromatogrificos de amos-
tras de dlec de aiho, obtidas por arraste a vapor
(A), e extragiio com solvente a frio (B}, ¢ as
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amostras padrdo de leo de alho (C) e Gleo vege-
tal fixo (D).

A figura 3 evidencia a semelhanca enire
os perfis cromatograficos da amostra de dieo
de alho obtida por arraste a vapor (A} e do pa-
drio de dlec de atho (C), bem como a sua dife-
renga em relagdo ao dleo de alho, obtido por ex-
tracfio com solvente a frio (B), quando o revela-
dor & o nitrato de prata-hidréxide de aménio, sc-
gundo STAHL®. Nenhuma mancha foi observa-
da para o dleo vegetal fixo (D).

Tanto os Sleos de alho preparados na Sego, a
partir de alho fresco, como aqueles provenientes
da Franca, Holanda, Estados Umdos e México,
usados como padrao, ou aqueles colocados & ven-
da no comércio sob a forma de “cdpsulas de ¢leo
de alho” apresentaram no sistema Z (figura 2}
mancha difusa, caracteristica, de tonalidade cin-
za-amarclada e Rf-0.9. Segundo a literatura *°'%,
trata-se de dialildissulfeto, principal componente
do Slee de alho, obtido por destifagdo por arraste
a vapor segundoe ¢ esquema abaixo:

u o H o NH,
) ;
: b : ALGINASE
Hae? ong Seny TcooM L
aliirg
7 o H -
h i 2 cn, OCESTILAGRO POR
¢ s. ¢
167 oy PN o ARRASTE A VAPOR .
H
licing
A GHap
c 8 GH
10 NoHT e el

dialiidissulfeto

Esta seria a dnica mancha comum a todos os
éieos por nos analisados, pois as demais, que oca-
sionalmente apareceram, estarlam possivelmente
relacionadas, entre oufros fatores, 4 origem do
alho, modo de obtenglo do Gleo e impurezas,

No entanto, 6leos obtidos por extrago direta
a frio apresentaram perfil cromatogrdfico dife-
rente dos acima citados: a mancha correspondente
ao dialildissulfeto nao foi significativa e as outras
manchas, gue aparecem ao longe de todo percur-
80, permitem supor que a auséncia de calor impe-
de gue a decomposicdo da aliina obedeca ao es-
quema acima.

O sigtema Z foi ¢ que, pela sua sensibilidade ¢
reprodutibilidade, forneceu resultados mais satis-
fatérios.

A comercializacioc do dleo de athe € feita
através de cdpsulas gelatinosas de dleo de alho,
que, na majoria das vezes, encontra-se ¢m pre-
senga de Oleo vegetal fixo. Com base nisso, expe-
rimentamos “reconstituir” cdpsuias de dleo de
atho nas proporgoes de 1:4 ¢ 1:10. Estas amostras
foram submetidas a destilagdo por arraste a vapor
¢ posteriormente cromatografadas ao lado dos
padrdes. Este procedimenfo mosirou ser desne-
cessdria a destilacfo, uma vez gue a identificacio
dos dialiidissuifetos & possivel scm a separacio do
Sico voldtil da do fixo e, ainda, que estejam na
proporcao de 1:10.
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ABSTRACT: By using thin-layer chromatography the detection of characteristic substances
contained in garlic such as the compounds respensible by the scent and those of aminoacid natu-
re were investigated. Such study was made by analyzing hidroalcoholic extracts and prepara-
tions containing histologic elements of Al sativiun L. Two thin-layer chromatographic sys-
tems were sclected in order to detect these two groups of compounds in preparations containing

garlic oil or garlic hydroalcoholic extract.

DESCRITORES: garlic (Alfion safivien), hidroalcoholic extract of, identification;
garlic, essential oil of, identification; pharmaceuticals, garlic hidroalcoholic extract in, detec-
tion; pharmaceuticals, garlic essential o1l in, detection; oils, garlic cssential oil detection; thin-

layer chromatograph.
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