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Resumo

Este trabalho teve como objetivo o estudo da extragcdo de compostos bioativos a partir de cormos de
Hypoxis hemerocallidea vulgarmente conhecida por “batata africana”. Esta planta é utilizada em apli-
cacdes de medicina tradicional no sul da Africa Austral, particularmente em Mogambique, sendo pre-
dominantemente utilizados os extratos aquosos preparados por decocgdo em agua fervente.

Neste trabalho testou-se a producao de extratos de Hypoxis hemerocallidea por maceragdo dos cor-
mos em acetona ou etanol, bem como em solugdes de acetona:agua e etanol:agua com diferentes pro-
porgdes de solvente organico. Avaliou-se também o efeito da remogdo da pele do cormo no rendimento
de extragdo e caracteristicas dos extratos obtidos, utilizando como solventes de extragdo acetona, etanol
e agua fervente. Os extratos obtidos foram caracterizados quanto ao seu rendimento, a sua atividade
antioxidante (atividade redutora férrica e atividade anti-radicalar em relagdo ao DPPH), e quanto ao seu
teor de compostos fenoélicos totais. O fator que mais afetou quer o rendimento de extracao, quer o teor
de fendis totais e a atividade antioxidante dos extratos foi a natureza da matriz, ou seja, o estado fisio-
logico do cormo. Os extratos liquidos obtidos com acetona e etanol apresentaram no geral valores mais
elevados de fenois totais e atividade antioxidante do que os correspondentes extratos obtidos com agua
fervente, mas foram comparaveis quando avaliados para os extratos secos. Nos ensaios com misturas
binarias de acetona:agua ou etanol:agua, o aumento da percentagem de solvente organico favoreceu o
tero de fendis totais bem como a atividade redutora férrica e a atividade anti-radicalar relativa ao DPPH.
A composicao dos extratos foi avaliada por HPLC-DAD tendo-se encontrado picos cromatograficos
correspondentes ao hipoxdsido, dehidroxihipoxdsido e bis-dehidroxihipoxdsido em todos os extratos.
Nos extratos de acetona encontrou-se um pico intenso correspondente a um acido hidroxibenzoico e no
extrato aquoso encontraram-se diversos picos correspondentes a flavondis. Extratos de acetona, etanol
e agua fervente foram submetidos a digestao gastrointestinal simulada para avaliar a suscetibilidade dos
seus compostos ativos e das suas propriedades funcionais ao processo digestivo. A digestao gastroin-
testinal simulada provocou um decréscimo 76 % e 83 % do teor de fendis totais e de 75 % e 87 % da
atividade antiradicalar relativa ao DPPH. Em contrapartida, a reducao das areas cromatograficas do pico
correspondente ao hipoxdsido foi de 26 %, 25 % e 68 % respetivamente para os extratos de acetona,
etanol e agua fervente. Os resultados obtidos indicam que os solventes organicos puros acetona e etanol
sdo uma alternativa ao método tradicional produzindo extratos mais limpidos resistentes a contaminagao

microbiana e a partir dos quais o solvente pode ser facilmente eliminado.

Palavras-chave: Hypoxis hemerocalidea, extragdo, atividade antioxidante, digestdo gastrointestinal si-
mulada
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Abstract

This work aimed to study the extraction of bioactive compounds from corms of Hypoxis hemerocal-
lidea commonly known as the "African potato". This plant is used in traditional medicine applications
in southern Africa, particularly in Mozambique, predominantly using aqueous extracts prepared by de-
coction in boiling water.

In this work the production of Hypoxis hemerocallidea extracts was tested by maceration of the
corms in acetone or ethanol, as well as in acetone: water and ethanol: water solutions with different
proportions of organic solvent. The effect of corm skin removal on the extraction yield and characteris-
tics of the extracts obtained was also evaluated using acetone, ethanol and boiling water as extraction
solvents. The extracts obtained were characterized by their yield, their antioxidant activity (ferric re-
ducing activity and anti-radical activity in relation to DPPH), and their content of total phenolic com-
pounds. The factor that most affected both the extraction yield, the total phenol content and the antiox-
idant activity of the extracts was the nature of the matrix, that is, the physiological state of the chorus.
The liquid extracts obtained with acetone and ethanol generally presented higher values of total phenols
and antioxidant activity than the corresponding extracts obtained with boiling water but were compara-
ble when evaluated for dry extracts. In the tests with binary acetone: water or ethanol: water mixtures,
the increase in the percentage of organic solvent favored the third of total phenols as well as the ferric
reducing activity and anti-radical activity related to DPPH. The composition of the extracts was evalu-
ated by HPLC-DAD and chromatographic peaks corresponding to hypoxide, dehydroxyhypoxide and
bis-dehydroxyhypoxide were found in all extracts. In the acetone extracts there was an intense peak
corresponding to a hydroxybenzoic acid and in the aqueous extract several peaks corresponding to fla-
vonols. Acetone, ethane and boiling water extracts were subjected to simulated gastrointestinal diges-
tion to evaluate the susceptibility of their active compounds and their functional properties to the diges-
tive process. Simulated gastrointestinal digestion caused a 76-83 % decrease in total phenol content and
75-87 % decrease in DPPH-related antiradical activity. In contrast, the reduction in the chromatographic
areas of the hypoxide peak was 26 %, 2 5% and 68 % respectively for acetone, ethanol and boiling
water extracts. The results obtained indicate that pure organic solvents acetone and ethanol are an alter-
native to the traditional method producing clearer extracts resistant to microbial contamination and from

which the solvent can be easily eliminated.

Keywords: Hypoxis hemerocallidea, extraction, antioxidant activity, simulated gastrointestinal diges-
tion,
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1. Introducao

1.1. Importincia da utilizacio de plantas medicinais

O uso de plantas como remédios faz parte da humanidade, dado que ocorre desde ha varias geragdes
e durante séculos. Os medicamentos a base de plantas em medicina tradicional incluem ervas, materiais
a base de plantas, talos, folhas, cascas, contendo ingredientes ativos, partes de plantas ou outros mate-
riais vegetais, ou combinagdes entre eles. O uso de plantas medicinais também esta presente em diversas
crengas culturais e costumes tradicionais, como na tradi¢do chinesa, indiana, arabe, sul americana e
africana (Mbendana et al., 2019).

O uso de medicamentos a base de plantas na manutencao da satide, prevengdo, alivio ou tratamento
de doengas envolve o uso de conhecimentos, habilidades e praticas baseadas nas teorias, crengas e ex-
periéncias indigenas das diferentes culturas, que podem ser ou ndo negativas. Com o inicio do século
XX, observou-se um declinio no uso de medicamentos a base de plantas principalmente em paises de-
senvolvidos, devido a produg@o de medicamentos sintéticos. Em contraste, a pratica nunca parou nos
paises em desenvolvimento, uma vez que ela representa frequentemente o inico sistema terapéutico a
que as pessoas tém acesso a um nivel local (Mbendana et al., 2019).

Hoje em dia, as plantas medicinais estdo a ganhar popularidade novamente, porque apresentam
diversos beneficios tais como, menos efeitos colaterais, melhor adesdo ao paciente, custo relativamente
baixo, elevada acessibilidade e alta aceitabilidade, por ser uma pratica usada ha muitos anos. Por exem-
plo, atualmente, tem vindo a ser feito o uso combinado de medicamentos a base de plantas com medi-
camentos anti-retrovirais, cuja combinac¢do origina uma interagdo farmacocinética e/ou farmacodina-
mica entre o principio ativo e ervas. Essas interagdes farmacocinéticas entre drogas e ervas, influenciam
a sua biodisponibilidade e, consequentemente, a sua eficacia terapéutica (Brown et al., 2008).

Relatorios de pesquisa em todo o mundo indicam que pacientes com cancro recorrem a plantas me-
dicinais como uma terapia alternativa e simultanea ao tratamento, e neste momento sdo reconhecidas
mais de 3000 espécies com propriedades anti-cancerigenas. O Instituto Nacional do Cancro dos Estados
Unidos da América (EUA) reconheceu o potencial de produtos naturais como fontes de medicamentos
anti-neoplasicos na década de 1950 e desde entdo contribuiu para a descoberta de novos medicamentos
anti-cancerigenos que ocorrem naturalmente (Madikizela & McGaw, 2019).

De acordo com Mothibe & Sibanda (2016) aproximadamente 80 % da populagdo africana usa a
medicina tradicional, tanto nos cuidados primarios de saude ou em simultaneo com a medicina conven-
cional, principalmente devido a sua acessibilidade. Em alguns casos, as pessoas preferem a medicina
tradicional a medicina convencional.

No inicio da década de 1970, um extrato hidroalcoolico de Hipoxis hemerocallidea foi patenteado
com uma longa lista de propriedades benéficas: anti-inflamatoria, anti-biodtica, anti-artritica, anti-ate-

rosclerdtica, diurética e estimulante das atividades musculares e hormonais. Suplementos nutricionais
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e produtos farmac€uticos baseados nesta planta e focados no tratamento da hiperplasia prostatica be-
nigna (HBP) estdo disponiveis comercialmente no mercado (Laporta et al., 2007).

Aclamada como planta milagrosa, a H. hemerocallidea tem sido usada como medicamento tradici-
onal nas ultimas décadas com o nome incorreto de “batata africana” que ¢ um nome familiar em Mo-
cambique e na Africa do Sul. Hoje, é um suposto componente de numerosas preparagdes medicinais
com elevado potencial para o tratamento de doengas, mas normalmente a batata vem sendo usada sem

receita.

1.2. A batata africana

1.2.1. Descri¢io boténica e distribuicio geografica

A Hypoxis rooperi, atualmente conhecida como Hypoxis hemerocallidea Fisch., C.A.Mey & Avé-
Lall, designada como “batata africana”, “star flower” (inglés), e “inkomfe” (zulu) € um género de plan-
tas com flores pertencentes a familia Hypoxidaceae, com cerca de 90 espécies em todo o mundo e onde
o género Hypoxis ¢ o maior. A designacao “batata africana” ¢, no entanto um nome inadequado, uma
vez que a por¢ao terrestre da planta ndo se assemelha a uma batata (Jordaan, 2015; Laporta et al., 2007).

A batata africana (BA) é quase cosmopolita, existindo desde o sudoeste da Asia, Australia, Africa e
América do Norte e do Sul. Em Africa, o género Hypoxis é amplamente utilizado para fins medicinais
na regido da Africa Austral, sendo encontrado no Sul e amplamente distribuido nas regides de savana,
principalmente na Tanzania, em Mogcambique, na Africa de Sul e no Zimbabwe, apresentando cerca de
41 espécies na Africa Austral (Katerere & Eloff, 2008; Nair et al., 2007).

A Hypoxis hemerocallidea é também conhecida como “planta milagrosa”. E uma planta perene,
herbacea, geofita e sem haste, com grandes cormos ou bulbos, tal como se verifica na Figura 1.1
(Katerere & Eloff, 2008). Apresenta rizomas subterrdneos ou rebentos tuberosos e raizes adventicias
grossas e carnudas ligadas a base, que lhe permite sobreviver sob condi¢des de alto stress (Jordaan,

2015; Laporta et al., 2007).

/
/

F "#’(v ‘f‘- tr
il
LELEELTEd

Figura 1.1: Parte subterranea de Hypoxis hemerocallidea (Fonte: https://biodinamica.co.mz/).



E caracterizada por folhas longas em forma de cinta e flores amarelas brilhantes em forma de estrela,
tal como representado na Figura 1.2. A planta ¢ muito atraente e resistente, caracterizada por hastes em
forma de al¢a, folheadas em pélos verdes grossos que ndo sdo ramificados e as bases de folhas em
algumas espécies sao encerradas numa bainha que cria um caule falso em forma de lanca (Laporta et
al., 2007). As flores sdo transportadas em 5 ou 6 inflorescéncias eretas delgadas, cada uma carregando
de 5 a 13 flores amarelas brilhantes chamadas de yellow stars com 6 pétalas, 6 estames livres surgem
da base das pétalas com antenas proeminentes, com uma forma curta € com um robusto estigma. As
flores tém vida curta e fecham ao meio-dia e abrem sequencialmente da base ao apice. Normalmente,
1-3 flores sdo abertas a0 mesmo tempo, incentivando a polinizacdo cruzada. As sementes sdo duras,
pretas, lisas e brilhantes. O tamanho das folhas tem até 30 cm de comprimento e florescem livremente

durante o verdo, de outubro a janeiro (Van Wyk et al., 1997).

Figura 1.2: Flor de Hypoxis hemerocallidea (Fonte: https://biodinamica.co.mz/).

A BA ocorre numa grande variedade de habitats, incluindo colinas arenosas na margem das florestas
das dunas, pradarias rochosas, encostas secas e planaltos. Sendo amplamente explorada comercial-
mente, devido a seus muitos usos etnobotanicos, ocorreu um declinio nas suas subpopula¢des (Mwinga
et al., 2019). A Tabela 1.1 apresenta um resumo das principais caracteristicas botanicas da H. hemero-

callidea.

Tabela 1.1: Principais caracteristicas botinicas de Hypoxis hemerocallidea.

Nome Botinico Hypoxis hemerocallidea
Familia Hypoxidaceae — Star lily
Nomes comuns Batata Africana, star flower, yellow stars
Grupo de plantas Bulbo, cormos, rizoma, tuberculos, bulbo epigeal
Tamanho da planta Pequena e média (10-30 cm)
Posicao Sol
6 pétalas em forma de estrela
Flor Estacdo — todo o ano (inverno, verao)
Cor amarela




Taxa de crescimento ‘ Lenta + de 3 meses

Taxonomicamente, H. hemerocallidea pertence a familica Hypoxidaceae (familia Star lily). Esta
planta foi descrita pela primeira vez por Linnaeus em 1759. O epiteto Hypoxis vem da palavara grega
(hypo) que significa abaixo e (oxi), que significa nitida, que se refere ao bulbo apontado para a base
(Oguntibeju et al., 2016).

A super familia Hypoxidaceae é composta por 8 géneros ¢ 130 espécies. As varias espécies de
Hypoxis, incluindo H. rigidula, H. hemerocallidea, H. obtusa, H. galpinii, H. colchicifolia e H. acumi-
nata, sdo morfologicamente semelhantes, e todas elas sdo usadas na medicina tradicional, dado que se
supode que contém componentes quimicos similares (Bassey et al., 2015).

A familia de plantas das Hypoxidaceae pertence a classe monocotiledéneas. Os membros das hypo-
xidaceae sdo ervas geofiticas perenes com cormos subterraneos e abundantes raizes adventicias que lhes
permitem sobreviver sob condi¢des de alto stress. Externamente, o cormo € castanho a preto coberto de
pelos ericados, amarelado a verde brilhante internamente, quando cortado em fatias frescas (Figura 1.3).
Escurece rapidamente quando exposto ao ar e exala um suco amarelo resinoso e com sabor desagrada-

vel. Os cormos diferem muito em diametro, variando de 1 a 12 cm (Oguntibeju et al., 2016).

Figura 1.3: Cormos da batata africana (in natura e cortado ao meio).

Embora a espécie H. hemerocallidea seja a espécie mais procurada, a Hypoxis colchicifolia é a es-
pécie mais comercializada na Africa do Sul, onde os cormos desta espécie sao usados como diuréticos
e para o tratamento de disturbios psiquiatricos e também para matar pequenos vermes, sendo também
administrado a gado bovino para curar doenca da galha e a 4gua vermelha (babesiose bovina). A planta
tem significado cultural dentro da comunidade Zulu e é usada para preparar infusdes para tratamento de
esterilidade e impoténcia (Bassey et al., 2015).

Extratos de H. hemerocallidea sao usados para tratar uma variedade de doencas e disturbios, inclu-
indo hipertrofia benigna da prostata (HBP), distirbios urinarios e venéreos e diabetes. Estes extratos

também sdo aplicados para aliviar doencas de pele, tais como erupc¢des cutaneas e feridas e sdo



utilizados para a gestdo do Virus de imunodeficiéncia adquirida (HIV). As infusdes sdo tomadas para
tratar tonturas, disturbios de bexiga e insanidade.

A Hypoxis é predominantemente de um género de pastagens que preferem luz solar, embora poucas
espécies sejam capazes de tolerar condigdes sombreadas encontradas nas margens da floresta. Ocorre
na maior parte das zonas temperadas e tropicais quentes do mundo. Na Africa do Sul, o género esta

distribuido em cinco provincias, e também no Lesotho e na Swazilandia (Figura 1.4).

T

Figura 1.4: Mapa ilustrativo de distribuigdo de Hypoxis spp. (Sathekge, 2010).

Contudo, em Mocambique, a H. hemerocallidea tem uma distribui¢do geografica muita ampla, que
varia de savanas a florestas himidas. Os cormos apresentam alta tolerancia ao fogo, tendo sido ja indi-

cado que o fogo promove o crescimento de novas folhas e a floragdo do género (Watt and Breyer-
Brandwijk, 1962).

1.2.2. Praticas agricolas

Devido a alta taxa de comércio de plantas medicinais, a pratica agricola ¢ extremamente importante
para salvar algumas das plantas medicinais ameagadas de extingdo. As praticas agricolas também aju-
dardo a regular a qualidade, eficacia e seguranca das plantas medicinais. Portanto, ¢ importante aplicar
alguns dos métodos de propagagdo desenvolvidos para resgatar essas plantas da extingao.

A propagacao da BA ¢ dificil devido a dorméncia das sementes e a espécie ndo se propaga natural-
mente com facilidade. A BA ¢é tolerante a seca, resistente ao frio, muito facil de cultivar, cresce bem em
pleno sol e em solos bem drenados. A divisdo dos cormos ¢ um método mais rapido e simples de pro-
pagacdo de plantas (Pereus et al., 2019).

As areas de foco da pesquisa em plantas medicinais sdo propagacao e multiplicagdo, cultivo e bioa-
tividade. A Hypoxis ¢ um género bastante investigado, tendo sido desenvolvido, nos anos 80, um novo
método para a germinacdo de sementes de H. hemerocallidea ¢ H. iridifolia. No entanto, foi relatado

que Hypoxis ¢ dificil de se propagar a partir de sementes, pois as sementes permanecem inativas durante
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cerca de um ano apods a floragdo. E assim sendo, para que ocorra germinagdo parcial ¢ necessaria a
remog¢@o mecanica completa do revestimento duro das sementes para que leve a germinagdo parcial e
que a dorméncia seria a principal razdo pela qual poucas mudas sdo encontradas em campo (Hammerton
& van Staden, 1988).

Algumas espécies de Hypoxis da Africa do Sul com valor medicinal e horticola, como H. hemero-
callidea, H. obtusa, H. acuminata e H. rigidula foram micropropagadas, ¢ o método foi bem-sucedido.
Mais de 90 % das espécies regeneradas de Hypoxis sobreviveram a aclimitagdo. O melhor enraizamento
foi obtido usando o meio Murashige e Skoog sem reguladores de crescimento (Appleton & van Staden,
1995). No entanto, a organogénese da parte aérea pareceu ser funcdo da atividade da citocinina, uma
vez que as auxinas isoladamente ndo iniciaram a formagao de brotagdes. A divisdo do porta-enxerto,
encontra-se relatada como sendo um método mais rapido e bem-sucedido de propagar estas plantas

(Hammerton and van Staden, 1988).

1.2.3. Composiciao quimica da batata africana

A Hypoxis é conhecida pela ocorréncia de um hipoxdsido (um poderoso componente antioxidante)
que ¢ um metabolito secundario da planta. Este composto é hidrolisado em rooperol no intestino grosso.
Estudos farmacocinéticos indicaram que o rooperol pode ser encontrado nas fezes e os metabolitos sdo
encontrados no soro e na urina, como glicosideos, sulfatos, glucuronideos e sulfuronideos misturados.
O glicosideo tem baixa toxicidade e o ntcleo que o contém também ¢ usado como alimento e tem sido
utilizado para fins tradicionais e farmac€uticos (Nair & Kanfer, 2006; Onanuga et al., 2018).

Nair e colaboradores (2007) indicam que Hypoxis spp. sdo ricas em fitoesterois, especialmente o /-
sitosterol e sua esterolina e o f-sitosterol glucosido. A parte tuberosa da H. hemerocallidea € a que se
acredita possuir compostos bioativos. Os efeitos terapéuticos da batata africana foram atribuidos a pre-
senca de esterois, esterolinas, norligan, daucosterol e rooperol.

Os métodos analiticos que identificam esses compostos estao descritos na Tabela 1.2.

Tabela 1.2: Métodos analiticos atualmente aplicados em plantas medicinais comercializadas na Africa do Sul para
a identificacdo de novos compostos de espécies de biomarcadores.
Compostos de bio-  Técnicas anali-

Espécie . Referéncias
marcadores ticas
Hipoxésido RP-HPLC-UV,
CZE (Albrecht et al., 1995)
Rooperol TLC-PDA (Nair & Kanfer, 2006)
Hypoxis hemerocallidea Fisch., Fitosterol HPLC- .
C.A Mey.& Avé-Lall. DAD/NMR (Nair et al., 2007)
Ergosterol GC-MS/GC- (Boukes & Van De Venter,
FID 2012)
Stigmasterol HPLCLC-Ms  (MKhize & Adam,

2013)(Nsibande et al., 2018)




Na sua forma natural, o hipoxoésido ¢ inativo, mas pode ser hidrolisado em rooperol pela acdo da
enzima B-glucosidase. Esta conversdo ocorre no sistema gastrointestinal, particularmente no intestino
grosso em humanos e em animais, através de bactérias e da enzima -glucosidase que catalisa a conver-
sdo (Mills et al., 2005; Oguntibeju et al., 2016). O hipoxosido contém duas unidades de glicose nas
extremidades dos dois an¢is de benzeno do esqueleto do pentineno e estes sdo clivados pela B-glicosi-

dase para formar a aglicona — o rooperol (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Estruturas do hipoxoésido, rooperol e B -sitosterol (Nyinawumuntu, 2009).

O rooperol é descrito como sendo o composto ativo que possui propriedades imunomoduladoras ¢ é
reivindicado ser usado por doentes que sofrem de cancro e HIV. Baixas concentragdes de rooperol
podem ser seletivamente citotoxicas para as células tumorais e estimular a sintese de colagénio, inibindo
o0 crescimento, invasdo e metastase do tumor (Dietzch et al., 1999).

Estudos farmacocinéticos indicaram que o rooperol pode ser encontrado nas fezes, e metabolitos
podem ser encontrados no soro e na urina, como glicosideos, sulfatos, glucuronideos e sulforonidas.
Estes metabolitos, quando desconjugados de volta a rooperol, demonstraram ser citotoxicos para células
cancerigenas (Nair et al., 2007). O rooperol também se encontra descrito como um inibidor da lipoxi-
genase e eficaz contra a mutagénese no teste de Ames (Hostettmann and Terreaux, 2000).

Além do rooperol e do hipoxosido, o nasasideo também foi um dos compostos isolados de H. nya-
sica. Foi descrito que esta molécula esta biologicamente relacionada ao hipoxdsido, uma vez que s@o
di-glucosidos (Marini-Bettolo et al., 1985).

Além do hipoxdsido e do rooperol, os cormos sdo relatados como contendo fS-sitosterol, esterol,

monoterpenos glicosideos, estandis e estigmasterois (Laporta et al., 2007; Nair & Kanfer, 2008). -
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sitosterol € um esterol vegetal, com uma estrutura semelhante ao colesterol, que era isolado de H. heme-
rocallidea no final dos anos 50 e identificado como o composto ativo contra a HBP.

Foi demonstrado também, que as espécies do género Hypoxis contém varios agucares e derivados de
acucar, como mucilagem, hemiceluloses, polissacarideos e agticares especificos, como xilose, glicose,
manose, frutose e sacarose e acido glucoronico. Compostos fendlicos também foram detectados, como
acido cafeico, acido ferulico e quercetina (Pegel, 1979).

Bassey e colaboradores (2015) estudaram os metabolitos secundarios de outras espécies indigenas,
incluindo Hypoxis colchicifolia e Hypoxis galpinii tendo encontrado diversos glicosideos de norlignano
(hipoxdésido, desidroxi-hipoxodsido e bis-desidroxi-hipox6sido) e dois novos glicosideos fendlicos, 3-
hidroxi-4-ObD-glucopiranosil-benzaldeido e 1,5-bis (3,4-di-hidroxifenil) -1,2-di-hidroxi-4-pentona-2-
p-coumaroil-bD-gluco- pirandsido. A presenca de hipoxosido nas trés espécies investigadas indicou que
0 uso intercambiavel das espécies de Hypoxis pelas comunidades tém algum valor medicinal. Os mes-
mos glicosideos de norlinhaano (hipoxoésido, desidroxi-hipoxosido e bis-desidroxi-hipoxdsido) foram
encontrados por Laporta e co-autores (2007) em extratos aquosos de cormos de Hypoxis hemerocalli-

dea, tendo sido proposta uma féormula geral para os diversos isdmeros desta familia de compostos (Fi-

gura 1.6).
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1 Hypoxoside: -OH -O-/-D-glucopyranosyl -OH -O-/-D-glucopyranoz
2 Dehydroxyhypoxoside:  -H -O-p-D-glucopyranosyl -OH -O-/-D-glucopyranosyl
3 Bis-dehydroxyhypoxoside: -H -O-/-D-glucopyranosyl -H -O-/-D-glucopyranosyl
4 Rooperol: -OH -OH -OH -OH
5 Dehydroxyrooperol -H -OH -OH -OH
6 Bis-dehydroxyrooperol  -H -OH -H -OH

Figura 1.6: Estruturas quimicas de norlinhanos encontrados em extratos de Hypoxis hemerocallidea.
1.3. Aplicacdes da batata africana

1.3.1. Medicina tradicional

Além de suas propriedades medicinais, Hypoxis spp. sao usados como alimento em tempos de fome

pelos povos indigenas da Africa do Sul (Boukes & Van de Venter, 2016; Boukes & Van De Venter,
2012).



O valor medicinal de Hypoxis hemerocallidea foi estabelecido hd muito tempo, particularmente
entre o povo Zulu da Africa do Sul (Drewes et al., 2008). Geralmente, a Hypoxis é ingerida por diferen-
tes tribos no sul da Africa para tratar diversas doengas, e portanto ¢ descrita como sendo “zifozonke”, o
que significa que a planta pode ser usada para tratar muitas doengas. Os cormos triturados sdo utilizados
para tratar borbulhas e feridas (Matsiliza & Barker, 2001). Infusdes de cormos maduros sao usadas na
medicina tradicional africana como eméticos, para tratar tonturas, queimaduras, feridas, doengas opor-
tunistas, ansiedade, depressao e insanidade, diabetes mellitus, cancro, poliartrite, hipertensdo e asma
(Katerere & Eloff, 2008).

A Hypoxis hemerocallidea ¢ destacada como um incrivel e maravilhoso medicamento na luta contra
varias doengas, incluindo HIV/SIDA, artrite e hipertensdo. Os cormos podem ser utilizados no trata-
mento de diabetes mellitus do tipo 2 (Musabauane et al., 2006).

Hypoxis colchicifolia é uma das espécies de Hypoxis mais procuradas no medicamento tradicional
africano para a preparacao de remédios, chas e tinturas de ervas. A decoc¢do dos cormos ¢ administrada
por via oral para o tratamento das mais variadas doengas, pelo povo Xhosa. Infusdes e decocgdes de
cormos sao usadas como tonicos convalescentes e fortalecedores em criangas e adultos para tuberculose,
hipertrofia prostatica, parasitas intestinais, dores de cabeca e tumores testiculares (Madikizela &
McGaw, 2019). Infusdes desta espécie também sdo usadas como eméticos para tratar tonturas, infecgdes
do trato urinario, insanidade e convulsdes (Miller, 1997).

Estudos com plantas de Pittosporum viridiflorum Sims (Pittosporaceae) e Hypoxis colchicifolia Ba-
ker, estdo entre as plantas documentadas em Eastern Cape, Africa do Sul na terapia tradicional contra o
cancro. A aplicacdo de Hypoxis na terapia tradicional anticancerigena ¢ um dos usos mais proeminentes
das espécies vegetais. A decoccao dos cormos ¢ administrada por via oral para o tratamento do cancro
pelo povo Xhosa. Infusdes e decocgdes de cormos sdo usadas como tonicos convalescentes e fortalece-
dores em criangas e adultos para tuberculose, hipertrofia prostatica e tumores testiculares (Madikizela
& McGaw, 2019).

Tradicionalmente, as decocgdes dessa espécie de planta sdo usadas para doengas cardiacas, impo-
téncia, esterilidade, parasitas intestinais, cancer, dores de cabeca e tumores testiculares (Drewes et al.,
2008). Infusdes do liquido também sdo usadas como eméticos para tratar tonturas, infecgoes do trato
urinario e insanidade. As decocgdes de Hipoxis colchicifolia sao amplamente utilizadas no tratamento
de infertilidade e convulsodes (Miller, 1997).

Os cormos sdo usados pelo povo zulu para tratar infec¢des do trato urinario, fraquezas cardiacas,
disturbios nervosos e tumores internos e para diferentes doengas, como, asma, tuberculose, infecgdo do
trato urinario, dor de cabeca, fraqueza cardiaca, tontura, ulceras duodenais e gastricas, tumores internos
de cancro e algumas doengas do sistema nervoso central, especialmente epilepsia (Kruger et al., 1994;
Miller, 1997; Nair et al., 2007) (Tabela 1.3).

Gaidamashvili & van Staden (2006) relataram que uma variedade de extratos vegetais usados como

medicamentos tradicionais para tratar desordens inflamatorias sugere fortemente que as plantas
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medicinais sdo a principal fonte de importantes fitoquimicos. Sao sintetizados no metabolismo secun-
dario da planta e conhecidos por suas substancias ativas, por exemplo, os compostos fenolicos que fa-
zem parte dos Oleos essenciais, bem como nos taninos, saponinas e bufadienolideos. Além disso, as
partes das plantas utilizadas na cura tradicional s@o principalmente 6rgaos de armazenamento, incluindo
tubérculos, bulbos, rizomas e cascas, que sdo fontes ricas de proteinas de armazenamento ¢ lectinas,
além de outros metabdlitos secundarios.

Em Mocambique, o cha da Hypoxis ¢ utilizado para reforgar o sistema imunitario e foi usado por
soldados para cicatrizar ferimentos. Os curandeiros tradicionais no sul de Mogambique usam o mesmo
cha em conjunto com outras plantas para o tratamento de doentes com diabetes (Bouic et al., 1996).

As diferentes aplicagOes tradicionais de Hypoxis encontram-se descritas na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3: Utiliza¢des tradicionais e constituintes quimicos de espécies de Hypoxis mais utilizadas na medicina tradicional Africana.

Espécies At:ea uti- Uso tradicional Compostos quimicos co- Referéncias
lizada nhecidos

Hypoxis acumi- Swazilan- Cormos usados como alimento medicinal Acuminésido, geraniol, hi- (Bredenkamp et al., 1989)
nata dia poxddo,
Hypoxis ar- Swazilan- Usado para fazer amuletos de boa sorte (Watt and Breyer-Brandwijk,
gentea Harv, ex dia. Le- Misturado com gordura para tratar rachaduras nas tetas de vacas. Cormos 1962)
Baker sotho usados como alimento
Hypoxis heme- Sul de Usado para alivio de dor de dores de cabega, doengas de estdmago,disente- Glicosideos de fitosterol (B- (Drewes et al., 1984; Katerere
rocallidea Africa ria, tontura, queimaduras, cancer, HIV, sintomas de hipertrofia benigna da sitosterol), diglucosideo, hi- and Eloff, 2008; Miller, 1997;
Fisch. & C,A. prostata, diabetes, pressao alta, espinhas, feridas, tonico para a pele, derma- poxdsido, aglicona roope- Watt and Breyer-Brandwijk,
Mey tite, distiirbios mentais e como um tonico geral para a satide. Usado como  rol, esterois e esterolinas 1962)

purgativo. Hemantino, Penteno-bis-

glucoésidofenol, hipoxodsido.

Hypoxis colchi- Sul de Usado contra a esterilidade, pesadelos, fraqueza do cora¢do. Usado como Hemantino, Penteno-bis- (Drewes and Liebenberg, 1983;
cifolia Barker Africa armadilha de cobra, emético, para tratar nauseas, picadas de insetos, colo- glucosidofenol, hipoxdsido. Miller, 1997; Watt and Breyer-

cadas em alimentos para destruir pequenos vermes. Usado como purgativo,
diurético.

Brandwijk, 1962)
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1.3.2. Industria e comercializacio

Varios produtos comerciais, incluindo Harzol®, Moducare®, Hypo-Plus e Prostone, contém esterois
e esterolinas isolados ou derivados de Hypoxis spp., dado que esteréis e esterolinas sdo alguns dos in-
gredientes activos identificados nesta planta medicinal (Boukes & Van de Venter, 2016).

Na Alemanha muitos relatorios farmacologicos e clinicos levaram a registro de varias patentes e a
comercializagdo do extrato de BA sob o nome comercial Harzol ® e como componente na preparagao

combinada Azuprostat® (V. D. Nair & Kanfer, 2006).

NATURAL IREMEDY

Figura 1.7: Extrato de batata africana comercial (Fonte: https://herbalandnutritional. wordpress.com/tag/benefit-
of-swissgardes-african-potato/).

Na Tabela 1.4 encontram-se descritas algumas das aplicagdes de batata africana de producdo indus-

trial e comercializagdo internacional.
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Tabela 1.4: Exemplos de algumas formulagdes a base de plantas que envolvem constituintes do extrato Hypoxis que estdo disponiveis no mercado.

Nome comercial For- Uso terapéutico Local de acesso Composicao
mato

Moducare ® Cépsula Refor¢o imunoldgico de gripes e infec¢des, bem como alergias e dis- Lojas que vendem 20 mg de (-sitosterol e 0,2 mg do seu

tirbios auto-imunes dolorosos, como reumatoide e artrites produtos de saide e glicésido e este relacdo especifica é
farméacias considera critica

Hypo-Plus Cépsula Como suplemento alimentar, impulsionador de energia e modulador Lojas que vendem Contem uma variedade de amino4ci-

da imunidade produtos de satide e dos, uma selegdo de vitaminas de ex-
farmdcia trato de hipoxis

African po- Capsula Usada para impulsionar o sistema imunolégico e o tratamento e dos Lojas que vendem 300 mg de extrato seco de Hypoxis

tato/Hypoxis heme- sistemas do HIV produtos de satide hemerocallidea

rocallidea

African Potato Capsula Tratamento natural de HIV, refor¢co imunolégico Farmdcias e lojas que  Extrato seco de hipoxis hemerocalli-

(Hypoxis  hemero- vendem produtos de dea 60 x 350 mg capsulas

callidea) saude

African potato ex- Tonico Usado para Impulsionar o Sistema imunolégico e tratamento e sinto- lojas que vendem pro-  Esterdis e esterolinas

tract -South Africa’s mas do HIV dutos de satde

miracle herb

Stameta Ténico Usado para disturbios nervosos, doencas de pele, mé qualidade do san-  lojas que vendem pro-  Extratos de hipoxis hemerocallidea,
gue, pressdo alta. Infecgdes pulmonares e renais. Problemas cardiacos, dutos de sauide menta piperital, pimpinela, anisum,
nas costas, fadiga, dores mestruais, limpa a bilis, cura o sangramento aloe (ndo especifico). Fortificado
nas gengivas, sara as feridas corporais. Fortalece os ossos e estimula o com multivitaminas (ndo especifi-
sistema imunoldgico. cas), calcio, magnésio, potassio, fos-

foro e zinco
African potato Ténico Reumatismo, pressdo alta, gota e artrite, cancer, tuberculose, febre, lojas que vendem pro-  Quantidade néo especifica de extrato

psoriase, eczema, varizes, md circulagdo sanguinea, problemas de
prostrata

dutos de saude

de hipoxis hemerocallidea. Contem
esterdis e esterolinas.

13



1.3.3 Estudos de Bioacessibilidade

Apesar da sua aplicagdo extremamente difundida em medicina tradicional, o acompanhamento cien-
tifico da utilizacdo de batata africana é bastante disperso e escasso. Ao longo do tempo, diferentes au-
tores estudaram diferentes procedimentos de extragdo, bem como diferentes formas de isolar e purificar
os principais metabolitos deste género, nomeadamente o hipoxosido e o rooperol. A producéo e estudo
dos extratos de batata africana, envolvem também a determinacgdo das suas principais atividades a nivel
bioldgico. Segue-se uma breve revisdo bibliografica compreendendo a produgo de extratos de batata
africana (diferentes espécies) bem como diferentes estudos relativos as suas diversas aplicacdes em
termos terapéuticos e de atividade bioldgica.

Embora a abordagem de produtos naturais para a descoberta de agentes anticancerigenos tenha sido
bem-sucedida em todo o mundo, na Africa do Sul ainda existem poucos relatos de plantas medicinais
usadas na terapia do cancro, independentemente do facto de que algumas plantas dessa regido serem
conhecidas em relagdo a células cancerigenas e os metabolitos secundarios de plantas com atividade
antioxidante ajudarem a aliviar o stress oxidativo, impedindo a geragdo de radicais livres ou eliminando
os radicais livres. Portanto, candidatos a medicamentos com atividades antioxidantes e anti-inflamat6-
rias sdo agentes anticancerigenos favorecidos (Madikizela & McGaw, 2019).

Betto e colaboradores (1992) descreveram a determinacdo de glicosideos norlignan por HPLC
usando um método gradiente, que foi alegado ser ttil para a separagdo dos glicosideos e para monitorizar
a producgdo em culturas de tecidos para estabelecer a presenca de glicosideos norlignan.

Kruger e colaboradores (1994), descreveram o uso de cloridrato de guanidina e sulfato de aménio
para o enriquecimento por xenobidticos em fluidos bioldgicos por HPLC, que foi aplicado para estudar
o comportamento cromatografico de andlogos de hipoxdsido e rooperol. O método também foi aplicado
para analisar amostras de urina e plasma humanos para produtos de biotransformagdo por hipoxdsidos
ap6s adminstracdo via oral. O mesmo método foi usado para analisar a extratos metandlicos de andlogos
de hipoxésido e rooperol em H. hemerocallidea e H. latifélia. O método aplicado, no entanto, ndo foi
validado, e nenhum dado quantitativo foi obtido.

Alega-se que os esterois e esterolinas presentes na BA sdo responsaveis por suas propriedades me-
dicinais, mas isso ainda esta para ser cientificamente comprovado. Enquanto os esterdis e esterolinas
sdo de natureza onipresente, a presenga relativamente abundante do hipoxosido, é uma caracteristica
unica das plantas deste género. Assim, o hipox6sido ¢ um marcador analitico apropriado para uso na
padronizagdo e controle de qualidade da BA e produtos relacionados (Masondo & Makunga, 2019).

De acordo com Kerwin & Jonathan (2014), a investigagdo dos constituintes biologicamente ativos
de H. hemerocallidea levou ao isolamento e a elucidagdo estrutural dos principais compostos fenolicos
e do constituinte principal desta planta, o hipoxosido b-glicosideo. O hipoxosido e a sua aglicona, roo-

perol, foram os primeiros produtos naturais relatados a possuirem algo inesperado como o grupo 1,5-
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diarilopent-4-ino. Entretanto, mais recentemente, tem sido relatado um niimero de outros produtos na-
turais polifenolicos derivados de plantas que possuem essa estrutura central.

Nair e colaboradores (2007) demonstraram que o rooperol tem atividade farmacologica potente, con-
siderando que o hipoxdsido atua como um pro-farmaco ndo toxico e multifuncional. Além disso, o
rooperol demonstrou uma semelhancga estrutural com acido nordihidroguairético (NDGA), um conhe-
cido antioxidante forte. Além da actividade antioxidante in vitro confirmada pela BA, os ricos contetdos
inativos do hipoxdsido (10,16 %) sdo prontamente convertidos para rooperol no trato gastrointestinal
dos seres humanos. Esses recursos indicam que a batata africana pode ter valor como um pré-farmaco
antioxidante.

Ndhlala e colaboradores (2013) produziram extratos de H. colchicifolia e H. hemerocallidea e os
extratos produzidos mostraram um amplo espectro de atividades contra as cepas bacterianas e fungicas
utilizadas. Os resultados mostraram que evidéncias de fitosinergia entre alguns extratos de H. colchici-
folia e H. hemerocallidea, como visto pela superioridade de algumas combinagdes de extratos quando
comparados aos extratos unicos. Existem evidéncias indiretas de que os esterdis e esterolinas, encon-
trados na raiz de Hypoxis, tém o potencial de melhorar o sistema imunitario e também podem atuar por
outras vias, como a inibicdo da via de sinalizacdo mediada por fator nuclear kB (NFxB), na qual as
células imunes que levam a produ¢do de reagdes induziveis, como a regulagdo positiva das enzimas
COX e citocinas pro-inflamatorias.

Verschaeve e colaboradores (2013) realizaram uma avaliago in vitro do potencial genotoxico de
extratos aquosos de quatro espécies de Hypoxis (H. hemerocallidea, H. colchicifolia, H. rigidula, H.
acuminata) e identificaram que nenhum dos extratos testados foi identificado como genotdxico nos
ensaios realizados.

Katerere & Eloff (2008) compararam a composi¢do quimica e as atividades bioldgicas (antibacteri-
ana ¢ antioxidante) de partes aéreas frescas e secas e partes subterraneas de Hypoxis, com o objetivo de
promover o uso da primeira, como estratégia de conservagdo. Descobriram que extratos etanolicos de
folhas frescas apresentaram melhor atividade geral no ensaio antibacteriano com MIC (Concentra¢des
inibitorias minimas) de 0,63 mg/ml. Os componentes dos extratos de acetona das folhas e dos rebentos
apresentaram boa atividade antioxidante. A substitui¢do de folhas de cormos no uso medicinal da
Hypoxis ndo ¢ recomendada por causa da falta de similaridades fitoquimicas e bioativas.

Na Tabela 1.5 encontra-se um breve resumo de alguns métodos de extracdo e isolamento de meta-

bolitos da BA.
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Tabela 1.5: Métodos de extracdo de BA e respectiva forma de isolamento.

Planta/Mate- Método de ex-
. tracgio/sol- Método de isolamento/purificacio Referéncias
rial vegetal vente

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Kerwin and

Metano e etanol para a separagio da fragdo glicosidica Jonathan, 2014)

Hypoxis obtusa ¢ 4gua (8:2)

HPLC usando um método gradiente, que foi consi- (Betto et al.,

Hypoxis derado util para a separagdo dos glicosideos 1992)
hemerocallidea

Metanol Uso de cloridrato de guanidina e sulfato de aménio (Kruger et al.,

Hypoxis para o enriquecimento por xenobiodticos em fluidos 1994)
hemerocallidea biologicos por HPLC,
Hypoxis Ensaio de microdilui¢do (Katerere  and
P Acetato de etilo Eloff, 2008)

hemerocallidea

Meétodo RP-HPLC-UV simples, preciso para detec- (V. D. Nair and
Hypoxis tar quantitativamente o hipoxdsido em produtos ma- Kanfer, 2006)
. Metanol L .
hemerocallidea teriais e comerciais.

Laporta e co-autores (2007) caracterizaram um extrato derivado de H. hemerocallidea, isolaram o
principal composto bioativo, hipoxdsido, e obtiveram sua aglicona, rooperol, por digestdo enzimaética.
Foram obtidos dados espectrais completos de absor¢do, emissdo de fluorescéncia e RMN 2D desses
compostos. A capacidade antioxidante de ambos os compostos foi totalmente analisada através dos en-
saios de substincias reativas ao 4cido tiobarbitidrico (TBARS) e capacidade antioxidante total (TEAC),
e foi comparada as catequinas e os biofendlicos da azeitona. Ambos 0s compostos mostraram uma forte
capacidade antioxidante, embora o rooperol exibisse uma atividade antioxidante mais alta contra a pe-
roxidacgao lipidica, que se correlacionou com sua forte afinidade pelas membranas fosfolipidicas, deri-
vada de seu coeficiente de parti¢ao lipidico / d4gua extremamente alto (Kp = 3,4 - 10*). O estudo dos
valores de TEAC lipofilico (EtOH) e hidrofilico (4gua) revelou que mais compostos hidrofébicos apre-
sentaram maiores valores de TEAC lipofilico do que os hidrofilicos, indicando provavelmente que o
teste TEAC lipofilico pode ser mais confidvel para esses compostos. O extrato de H. hemerocallidea
também mostrou maior eficdcia antioxidante em comparag¢do com outros extratos fortes de antioxidan-
tes a base de plantas, como folha de oliveira ou ché verde. Além disso, ndo foram observadas evidéncias
de toxicidade aguda por via oral nem efeitos adversos quando o extrato comercial de H. hemerocallidea
contendo hipoxésido a 45% foi utilizado na dose de 2000 mg/kg. Os resultados obtidos neste trabalho
podem contribuir para o entendimento da atividade bioldgica descrita para estes dicatecdis e do extrato
de BA para aplicagdes alimentares e cosméticas.

Ojewole (2006), a fim de avaliar cientificamente alguns dos usos anedéticos, folcléricos e etnomé-
dicos de Hypoxis hemerocallidea, examinou as propriedades anti-inflamatdrias e antidiabéticas do ex-
trato aquoso dos cormos em ratos. Os efeitos anti-inflamatdrios e antidiabéticos do extrato da planta

foram investigados usando-se edema de pedal (pata) fresco induzido por albumina de ovo e modelos de
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diabetes mellitus induzidos por estreptozotocina (STZ). Morfina (MPN, 10 mg/kg), diclofenac (DIC,
100 mg/kg) e clorpropamida (250 mg/kg) foram utilizados como farmacos de referéncia para compara-
cdo. O extrato da planta (APE, 50-800 mg/kg) inibiu significativamente (P <0,05-0,001) a inflamacio
aguda induzida por albumina de ovo fresco e causou hipoglicemia significativa (P <0,05-0,001) relaci-
onada a dose. Hiploglicemia em ratos normais (normoglicémicos) e diabéticos. Os resultados deste es-
tudo experimental em animais indicam que o extrato aquoso de H. hemerocallidea possui propriedades
anti-inflamatdrias e antidiabéticas e, portanto, dd apoio farmacoldgico aos usos folcléricos e aneddticos
da BA no tratamento de condi¢des inflamatdrias artriticas dolorosas, bem como na gestdo e controlo do
diabetes mellitus tipo 2.

Na Tabela 1.6 encontram-se resumidas algumas das atividades biologicas da BA e dos seus consti-

tuintes referidos na literatura.
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Tabela 1.6: Actividade bioldgica dos extratos de H. hemerocallidea e dos seus constituintes.

Atividade (Mecanismo de acc¢io/alvo/substincia respon-
savel

Referéncias

Antitumoral

e Rooperol exerce atividade antimetastatica por sua capa-
cidade de estimular a sintese de colagénio tipo I, o que pode-
ria impedir invasdes de células tumorais.

(Albrecht et al., 1995; Bassey et al., 2015;
Drewes et al., 2008; Drewes and Liebenberg,
1983; Gaidamashvili and van Staden, 2006;
Laporta et al., 2007; Madikizela and McGaw,
2019; Marini-Bettolo et al., 1985; Pegel, 1979)

Antimicrobiana e antifingica.

o Extratos de diclorometano ¢ hexano resultaram em boa
inibigdo contra a COX-1 ¢ a COX-2 devido a presenca de
saponinas e bufadienolidas nos bulbos. E os extratos etano-
licos de E. autumnalis causaram maior inibi¢do que os extra-
tos aquosos quando testados em um ensaio in vitro para ini-
bidores da ciclooxigenase

(Gaidamashvili and van Staden, 2006; Katerere
and Eloff, 2008; Laporta et al, 2007
Steenkamp and Gouws, 2006)

Anti-inflamatoéria, antinociceptiva, analgésica, antioxidante
e Experiéncias in vitro mostraram que os extratos etanoli-
cos de H. hemerocallidea exibiram efeitos inibitorios mais
altos na COX-1 do que os extratos aquosos, que também re-
lataram inibir levemente a COX-2. Usando o modelo de
edema de pata de rato induzido por albumina;

e Os analogos ocorrem pela inibigdo da via da 5-lipoxige-
nase, em vez da ciclooxigenase;

e O [-sitosterol aumenta a expressao e a atividade da ativi-
dade do MnSOD e da glutationa peroxosidase.

(Katerere and Eloff, 2008; Laporta et al., 2007;
Madikizela and McGaw, 2019; Nair et al,,
2007; Ojewole, 2006; Steenkamp et al., 2005;
Steenkamp and Gouws, 2006)(van der Merwer
et al., 1993)

Antidiabética

Extrato aquoso de H. hemerocallidea mostrou capacidade de
eliminar HO e causou hipoglicemia relacionada & dose em
ratos normais e diabéticos

(Steenkamp and Gouws, 2006)(Ojewole, 2006)

Anticonvulsivante

(Ojewole, 2006)
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1.4. Objectivos

Tendo em conta a importancia que a batata africana tem no sul da Africa Austral, particularmente

em Mocgambique, surgiu o interesse de realizar um estudo que pretende:

Testar a producdo de extratos de Hypoxis hemerocallidea, avaliando diferentes solventes (ace-
tona e etanol) e comparando-os com o método de extragdo tradicional (extragdo com agua fer-
vente;

Testar a producdo de extratos de Hypoxis hemerocallidea, utilizando misturas binarias de ace-
tona:agua e de etanol:agua

Avaliar o efeito da remocdo da pele do cormo no rendimento de extrag@o e caracteristicas dos
extratos obtidos.

Caracterizar os extratos produzidos relativamente aos seus rendimentos de extragdo, a sua ati-
vidade antioxidante (atividade redutora férrica e atividade anti-radicalar em relagdo ao DPPH),
e quanto ao seu teor de compostos fendlicos totais;

Desenvolver um método simples e confiavél de HPLC para detectar os compostos maioritarios
presentes nos extratos produzidos;

Relacionar a presenca dos compostos detectados com as propriedades funcionais dos extratos
de BA;

Avaliar a digestao gastrointestinal simulada (in vitro) dos extratos produzidos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Matéria-prima

Os cormos utilizados no decorrer deste trabalho correspondem a espécie Hypoxis hemerocallidea
(Figura 2.1) e tiveram proveniéncia de Mogambique. Foram transportadas para Portugal e conservadas

a temperatura ambiente até ao inicio dos trabalhos.

Figura 2.1: Amostras de Hipoxis hemerocallidea utilizadas neste trabalho.

Todas os cormos foram preparados da mesma forma: Depois de pesados, os cormos foram lavados
muito bem em agua corrente para remover o excesso do exsudato e limpos com papel, cortados hori-

zontalmente em fatias e posteriormente em cubos de lcm’.

2.2. Caracterizag¢do da matéria-prima
2.2.1. Determinacio do teor de humidade

O teor de humidade da matéria-prima foi determinado segundo uma adaptagdo do protocolo AOAC
(1999) numa estufa (Memmert 854 Schwabach W-Germany), em triplicado. A humidade foi determi-
nada com base na perda de massa da batata a 105 + 2°C, durante 12 horas. Apos secagem, as amostras
foram colocadas num exsicador até temperatura ambiente e pesadas. Este parametro representa o teor
de agua e substancias volateis que a amostra perde durante a secagem, expresso em % (m/m) e calculado

pela seguinte formula:

mp;—mp

%Teor de humidade = XL00. . Equacdo 2.1

mp—ms
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Onde:
m;¢ a massa de amostra juntamente com a caixa de Petri (g); mz ¢ a massa de amostra seca juntamente

com a caixa de Petri (g) e m3é a tara da caixa de Petri (g).
2.2.2. Determinacao do teor de cinzas

A determinacdo do teor de cinzas foi realizada através do método gravimétrico, de acordo com a
referéncia 935.42 da AOAC (1990). Pesou-se 1 g de amostra (em triplicado) numa balanga analitica
(Mettler Toledo AB204-S), em capsulas de porcelana previamente condicionadas em mufla (Naber-
therm) a 550 + 50 °C, durante uma hora e taradas. Posteriormente, colocou-se a capsula com a amostra
na mufla a 550 £ 50 °C durante duas horas, de forma a completar o processo de oxidagdo da matéria
organica. Em seguida, as capsulas contendo as cinzas foram retiradas da mufla, arrefecidas em exsica-
dor até temperatura ambiente e pesadas em balanga analitica. Os resultados foram expressos em %

(m/m), a partir da formula:

1~ Mmy

%Teor de cinzas = mm— X L00. . Equacgao 2.3

Onde:
m; ¢ a massa da capsula com cinza (g); m; € a tara da capsula (g) e m3; é a massa da amostra (g).

2.2.3. Determinacio do teor de gordura

A analise do teor de gordura foi realizada utilizando o método 991.36 da AOAC (1999). A analise
quantitativa do 6leo baseia-se na separacao dos lipidos da matriz da amostra por extragdo com solventes
nao polares. A extragdo de gordura foi realizada a partir de 5 g de amostra (em duplicado), utilizando
250 mL de hexano (Carlo Erba), num sistema Soxhlet aquecido numa manta de aquecimento (IBX
Instruments Serie HMO01), até que o liquido no extrator ficasse transparente. O extrato resultante do
processo foi evaporado a secura (Rotavapor Buchi) e pesado em balanca analitica (Mettler Toledo
AB204-S) de forma a calcular o teor de gordura da amostra, expresso em % (m/m), de acordo com a

equagao 2.3:

myp—mp

%Teor de gordura = X L00. . Equagdo 2.3

ms

Onde:
m; ¢ a massa do baldo com a gordura extraida (g); m, ¢ a massa do baldo vazio (g) e ms ¢ a massa de

amostra (g).
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2.2.4. Determinacdo de proteina total

O teor de proteina total na amostra de batata foi determinado com base na norma ISO 5663:1984
(método Kjeldahl). A amostra da batata foi digerida com &4cido sulfirico concentrado (> 95 % v/v,
Panreac) na presen¢a de mistura catalisadora (sulfato de potassio + selénio negro), a 360 °C, até apre-
sentar uma coloragao transparente. Apos a digestdo, a solugdo foi transferida para um baldo de vidro de
100 mL e o volume foi aferido com agua ultra-pura (MilliQ). Esta solucdo foi filtrada para um frasco
plastico e conservada a 4 °C, até se concluir a analise.

Para a determinacdo da proteina total, a 25 mL do digerido foram adicionadas 2 gotas de fenolfta-
leina e o pH da mistura foi ajustado até 8 com hidroxido de sédio aquoso 6 N (LabChem). Esta solugéo
foi de imediato colocada a destilar (Tecator Kjeltec System 1002 Distilling Unit), sendo a fase de vapor
recolhida numa solucéo contendo 50 mL de acido bérico 2 % e 0,5 mL de solu¢do indicadora de acido

boérico (solugdo indicadora de vermelho de metilo + solugdo indicadora de azul de metilo). Apos desti-

lacdo, a solucdo de acido borico contendo NH, " foi titulada com 4cido sulfurico 0,02 N. A determinacao

foi realizada em triplicado, tendo o teor de proteina sido calculado de acordo com a seguinte equagao:

%Proteina total = %Xbl X LA X 5,16, i Equacdo 2.4

2XMmy

Onde:

Vi representa o volume de H,SO4 0,02 N gasto na titulagdo (mL); V> representa o volume de amostra
digerida utilizada na destilagdo (mL); b; representa o volume final de amostra digerida (mL); N repre-
senta a normalidade do titulante (N); m; representa a massa de amostra utilizada na digestdo (g) e 5,16

¢ factor de conversdo de azoto em proteina.
2.2.5. Hidratos de carbono

O valor dos hidratos de carbono foram determinados por diferenga, relativamente as outras determi-

nacdes de caracterizacdo, de acordo com a equagao 2.5:

%Hidratos de carbono = 100 — %Humidade — %Cinzas — %Gordura — %Proteina...... ... Equagido 2.5

2.3. Preparacio de extratos

Os extratos de BA foram produzidos com a mesma razao amostra:solvente em todos os ensaios,

correspondendo a uma razao 1:10 (25 g de BA e 250 mL de solvente).
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Para a preparacao dos diferentes extratos foram realizadas diferentes abordagens, de forma a avaliar
o seu impacto no rendimento de extragdo, e nas diferentes analises de caracterizagdo. Assim sendo, as

diferentes abordagens na preparagdo de extratos foram:

Utilizacao de diferentes solvente (acetona, etanol e 4gua — método tradicional);

e Utilizagdo de misturas acetona:agua (com % de acetona de 100 %, 75 %, 50 %, 25 % ¢ 0 %);
o Utilizagdo de misturas etanol:agua (com % de etanol de 100 %, 75 %, 50 %, 25 % ¢ 0 %);

e Preparacdo de extratos utilizando batata com casca e sem casca;

e Utilizagdo de diferentes amostras de batata na preparagdo dos extratos;

2.3.1. Extrato aquoso (método tradicional)

Numa proveta foram medidos 250 mL de agua quente, que foram vertidos sob 25 g de BA previa-
mente processada como descrito no ponto 2.1. De seguida, a mistura foi homogeneizada com uma tri-
turadora mecanica e colocada sob aquecimento até a ebuli¢do, permanecendo na temperatura de ebuli-
¢do durante 15 minutos. Apos a extracdo a quente, a mistura foi conservada no escuro durante 12 h,
arrefecendo até a temperatura ambiente, e apds esse periodo o extrato foi separado do residuo por fil-
tragdo por pano de algoddo. O volume foi aferido a 250 mL e o extrato foi colocado a 4 °C durante 12
h. Apos esse periodo o extrato foi filtrado por papel de filtro para remover algum material precipitado
durante a conservacao no frio e transferido para frasco que foi reservado no frio (a 4 °C ou -10 °C,

conforme o periodo de conservacao).

2.3.2. Extratos de etanol e acetona

Os extratos de etanol e de acetona, bem como das misturas de acetona:agua ou etanol:agua, foram
produzidos a frio, por maceragdo durante 24 h no escuro. Numa proveta foram medidos 125 mL do
solvente de extracdo, que foram vertidos sob 25 g de cormo previamente processado como descrito no
ponto 2.1. De seguida, a mistura foi homogeneizada com uma trituradora mecanica e colocada no escuro
a temperatura ambiente durante 12h. Apds esse periodo o extrato foi filtrado e o residuo foi ressuspenso
em 125 mL de solvente de extragdo novo. Esta mistura foi de novo macerada no escuro durante 12 h
seguindo-se a filtrag@o do 2° extrato por pano de algoddo. Os extratos foram combinados, o volume foi
aferido a 250 mL e colocados a 4 °C durante 12 h. Apos esse periodo os extratos foram filtrados por
papel de filtro para remover algum material precipitado durante a conservagdo no frio e transferidos

para frascos que foram reservados no frio (a 4 °C ou -10 °C, conforme o periodo de conservacao).

23



2.4. Caracterizacio dos extratos de cormos de H. hemerocallidea
2.4.1. Determinacio do rendimento de extracio

Os rendimentos de extragdo foram determinados por gravimetria, retirando uma aliquota de extrato
(de volume conhecido) e eliminado o solvente sob vacuo (Rotavapor Buchi), em baldo de fundo redondo

previamente tarado. Os calculos para o rendimento foram realizados de acordo com a seguinte equagao:

Rendimento (%) = —80 5 TO0... ... eeeeveeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeee e eeeeseeees e ees e ee s eeeee s e s eees Equacio 2.6

Mamostra

Onde:
M cxirato TEPresenta a massa de extrato obtida depois da evaporacao (g) € m amostra r€presenta a massa de

amostra usada no processo de extracdo (g).

2.4.2. Determinacdo do teor de compostos fenolicos totais - Método de Folin-Ciocalteau

O contetdo fenolico dos extratos de H. hemerocallidea foi determinado usando o ensaio Folin-Cio-
calteu, de acordo com uma adaptacao do método descrito por Singleton e colaboradores (1998). A mis-
tura da reagdo consistiu em 0,5 mL da amostra previamente diluida, 2 mL agua destilada, 0,5 mL de
reagente Folin-Ciocalteu e 2 mL de uma solug@o de carbonato de sddio a 10 % m/V. As misturas da
reagdo foram brevemente agitadas no vortex (Heidolph) e incubadas no escuro, a temperatura ambiente
por 60 minutos. A absorvancia foi medida a 760 nm, usando um espectrofotometro UV/Vis (Pharmacia
LKB-Novaspec II). Uma curva padrao de acido galico foi usada para converter as leituras de absorvan-
cia medidas em concentragdes, expressas em mg equivalentes de acido galico (EAG). As determinagdes
foram realizadas em triplicado, sendo os resultados expressos em mg EAG, por litro de extrato, por

grama de extrato ou por grama de batata (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Exemplo da curva de calibragdo utilizada na determinagdo do teor de compostos fendlicos totais.
2.4.3. Determinacio da atividade antioxidante — DPPH

O ensaio de DPPH foi utilizado para examinar a atividade sequestradora de radicais livres. O poten-
cial antioxidante dos extratos de BA foi conduzido usando o ensaio DPPH como descrito por Karioti e
colaboradores (2004). As amostras foram previamente diluidas, e a tubos de ensaio foram adicionados
0,5 mL da amostra e 3,5 mL de solu¢ao metandlica de DPPH (45 mg/L). As misturas reaccionais foram
misturadas em vortex (Heidolph) e incubadas no escuro a temperatura ambiente por 30 minutos. As
determinagdes foram realizadas em triplicado.

A descoloragdo da cor purpura na mistura de reacdo como resultado do branqueamento da cor da
solugdo de DPPH foi medida usando um espectrofotometro UV/Vis (Pharmacia LKB-Novaspec II) a
517 nm.

A curva de calibragao foi preparada substituindo a amostra por concentragdes diferentes de padrao
Trolox® (97%, Acros Organics), variando as concentragdes de padrao entre 10 mg/L e 80 mg/L (Figura

2.3).
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Figura 2.3: Exemplo da curva de calibragdo para a determinagdo de atividade anti-radicalar (DPPH).

A atividade antioxidante também pode ser expressa em termos de percentagem de inibigdo relacio-

nada a uma dada concentrag¢do de amostra, de acordo com a equagao 2.7:

iy~ Abs —Abs -
% Inibicio = ——2rance " 2aMmOSt 5 1 ()., ... ..coeveerecererereesesseessessessees e s sases s s s ee s Equagdo 2.7
AbSpranco

Onde:

Abspranco Tepresenta a absorvancia lida a 517 nm para o branco € Absamostra Tepresenta a absorvancia lida

a 517 nm para cada amostra.

2.4.4. Determinacio da atividade antioxidante de reducio do Fe (III) a Fe (II) - FRAP

O ensaio FRAP (Ferric Reduction Antioxidant Power) determina a capacidade antioxidante da
amostra através da determinacao do seu poder para reduzir o Fe (III) a Fe (II). Quando o Fe (III) do
complexo de Fe(Ill)- tripiriditriazina (Fe**-TPTZ) ¢ reduzido a Fe (II) forma-se, em meio acido, uma
intensa coloragdo azul, de forma a manter a solubilidade do ferro. Para a realizagdo do ensaio FRAP
seguiu-se uma adaptacdo do método descrito por Wong e colaboradores (2006). Assim, num tubo de
ensaio adicionou-se 100 pL de cada uma das amostras (previamente diluidas) e 3 mL de reagente FRAP,

preparado de acordo com a tabela seguinte:

Tabela 2.1: Composic¢do do reagente FRAP.

Reagente Quantidade
Tampao acetato 0,25 M pH 3,6 250 mL
TPTZ 10 mM em HCI 40 mM 25 mL
FeCls.6H20 20 mM 25 mL
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Os tubos foram incubados 15 minutos a 37 °C. Durante esta incubagdo foi possivel visualizar o
aparecimento de uma coloracdo azul, cuja intensidade variava entre as varias amostras, e que foi quan-
tificada por leitura da absorvancia a 593 nm num espectrofotometro (SPEKOL 1500).

As amostras foram analisadas em triplicado, tendo a atividade antioxidante sido determinada através
de uma curva de calibragdo, preparada da forma ja descrita, mas substituindo as amostras por solugdes
padrao de sulfato ferroso com concentragoes entre os 0 e os 1,25 mM (Figura 2.4). Os resultados foram

expressos em mmol de Fe*/L.
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Figura 2.4: Curva de calibragdo utilizada nos ensaios de FRAP.

2.4.5. Determinacio do teor de aciicares redutores

A determinac@o do teor de agucares redutores foi realizada para os extratos do cormo B3 (método
tradicional, extracdo com acetona e extragdo com etanol). Esta analise foi realizada com base no método
do reagente de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), descrita por Miller (Miller, 1959). O reagente DNS
foi preparado dissolvendo em 1 L de agua destilada 10 g de acido 3,5 dinitrosalicilico (Sigma), 16 g de
hidréxido de sodio (JMS Lda) e 300 g de tartarato duplo de sodio e potassio (Scharlau). A solugdo foi
posteriormente filtrada e conservada em frasco escuro.

Em tubos de ensaio foram colocados 0,5 mL da amostra (previamente diluida) e 0,5 mL de reagente
DNS. As misturas foram homogeneizadas em vortex (Heidolph) e incubadas em banho termostatizado
a 100 °C por 5 minutos. Apos o banho, as amostras foram arrefecidas a temperatura ambiente ¢ a cada
tubo de ensaio adicionou-se 5 mL de 4dgua destilada. As amostras foram lidas num espectrofotometro
(Pharmacia LKB-Novaspecll) a 540 nm.

A concentragdo de acucares redutores foi determinada através de uma curva de calibracdo previa-
mente preparada, com padroes de D-glucose (LabChem) entre 50 e 1500 mg/L, preparados por dilui¢ao

a partir de uma solu¢do-mae com concentracao de 1 g/L. (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Curva de calibragdo utilizada para a determinagio de agucares redutores pelo método DNS.

2.5. Analise dos compostos presentes nos extratos da batata africana por HPLC-DAD

Para a realizacdo desta parte do trabalho experimental, foi utilizado um cromatografo liquido de alta
pressao (Spectra System) equipado com uma bomba bindria de gradiente (Spectra System P2000),
amostrador automatico (Spectra System AS1000), detetor de diodos (Spectra System UV6000LP) e
controlador UV (Spectra System SN4000). A separagdo cromatografica realizou-se numa coluna mo-
nolitica RP-18e, 100 mm (Ref* 1.02129.0001, Chromolith Performance), com didmetro de particula de
5 um e comprimento de 15 cm.

Antes de proceder a analise cromatografica, aliquotas dos extratos produzidos foram diluidos numa
propor¢ao 1:10 numa solucdo aquosa de 0,5 % acido férmico (Panreac).

O solvente foi programado entre 100% de acido féormico aquoso (0,5 %) até 100 % de acetonitrilo
de forma a otimizar a separagdo cromatografica para um tempo total de analise de 110 minutos.

A metodologia cromatografica aplicada neste trabalho, teve como base outos trabalhos realizados
em HPLC-DAD no Departamento de Ciéncias e Tecnologia da Biomassa da FCT/UNL, e os compostos

foram identificados de forma tentativa através de comparagdes de espectros encontrados na literatura.

2.6. Digestao gastrointestinal simulada de um extrato de BA selecionado

2.6.1 Digestao gastrica

A digestao gastrica foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Briones-Labarca e colabo-
radores (2011). Em frascos contendo 20 mL dos extratos produzidos com acetona, etanol e método
tradicional de um dos cormos em estudo (cormo B3), ajustou-se o pH a 2 com uma solugiao de HCL 1
M. Em seguida adicionou- se 1 mL de uma solu¢do de pepsina (50 mg/mL em HCL 0,1 N) por cada
mL de amostra. As amostras foram incubadas ao abrigo da luz, durante duas horas, com agitagdo de
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100 rpm e a 37 °C. Apds o tempo de incubagdo, as amostras foram colocadas em gelo e formam centri-
fugadas a 11 000 rpm, durante 30 minutos e a 4 °C (Sigma 4K-15). Posteriormente, as amostras foram
filtradas (Millipore Millex GP, 0,22 um), e reservadas no frio até realizagdo de analises posteriores. Em
simultaneo, realizou-se também um ensaio controlo (branco da digestao gastrica), em que se substituiu
a amostra por igual volume de agua ultrapura, tendo o restante procedimento sido exatamente idéntico

ao descrito para as amostras.

2.6.2 Digestao intestinal

Para a digestao intestinal adoptou-se também o protocolo descrito por Briones-Labarca e colabora-
dores (2011). As amostras foram preparadas conforme o descrito no ponto anterior para a preparagao
da digestdo intestinal. No entanto, apds a incubagdo com pepsina, acertou-se o pH das amostras a +
2,04 com uma solu¢do de NaHCO; 1 M e adicionaram- se 5 mL de uma solugdo de pancreatina e bilis
(2 g/L de pancreatina e 12 g/L de bilis em NaHCO; 0,1 M). As amostras foram novamente incubadas
ao abrigo da luz, durante duas horas, com uma agitagdo de 60 rpm e a temperatura de 37 °C. Apods
incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 11 000 rpm, 30 minutos ¢ a 4 °C (Sigma 4K-15). Poste-
riormente, as amostras foram filtradas (Millipore Millex GP, 0,22 um), e reservadas no frio até reali-
zacdo de analises posteriores. Em simultaneo, realizou-se também um ensaio controlo (branco da di-
gestdo gastrointestinal), em que se substituiu a amostra por igual volume de dgua ultrapura, tendo o

restante procedimento sido exatamente idéntico ao descrito para as amostras da digestdo intestinal.

2.6.3. Analise dos digeridos

Ap6s o procedimento de digestao intestinal, os digeridos resultantes foram analisados relativamente
ao seu teor de fendlicos totais (de acordo com a metodologia descrita no ponto 2.4.2), a sua atividade
anti-radicalar (de acordo com a metodologia descrita no ponto 2.4.3) e foi também realizada a analise

dos compostos presentes nos digeridos por HPLC-DAD (de forma analoga a descrita no ponto 2.5.).
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3. Resultados e Discussao

Este trabalho teve como principio a caracterizacdo de amostras de batata africana (Hypoxis hemero-
callidea) e do seu potencial como fonte de extratos bioativos.

Em particular foi efetuada a caracterizacdo da matéria-prima utilizada, foi testada a extracdo de
compostos bioativos utilizando diferentes solventes hidrofilicos e suas misturas com agua.

A composigdo dos extratos foi avaliada por HPLC-DAD e aa suas propriedades funcionais foram
estudadas por trés métodos colorimétricos: o teor de fendis totais pela reagdo de Folin-Ciocalteu, a

atividade antioxidante de reducdo férrica (FRAP) e a atividade anti-radicalar relativa ao DPPH.

3.1. Caracterizag¢do da matéria-prima

A caracterizagdo desta amostra envolveu determinagdes de teores de humidade, cinzas, gordura,
proteina total e hidratos de carbono (perfil nutricional). Na Tabela 3.1 apresentam-se os resultados ob-
tidos (média + desvio padrdo, n=3) para os principais componentes nutricionais dos cormos de Hypoxis

hemerocallidea.

Tabela 3.1: Composi¢do dos cormos de Hypoxis hemerocallidea.

Parametros Valor em base hiimida Valor em base seca
Teor de humidade (%) 36,30 £ 0,02 -
Teor de cinzas (%) 4,60 £ 0,07 7,20 £0,01
Teor de gordura (%) 0,60 £ 0,02 0,90 £ 0,04
Proteina total (%) 4,40 £ 0,00 6,90 = 0,00
Hidratos de carbono (%) 54,20+ 0,10 85,10+ 0,10

De acordo com os dados demonstrados na Tabela 3.1, podemos constatar que os cormos de Hypoxis
hemerocallidea apresentam um valor de humidade baixa (36,30 £+ 0,02) e de hidratos de carbono rela-
tivamente acima (54,20 £ 0,10) em relacdo aos demais tubérculos. Estes cormos podem ser comparados
com o inhame, onde a relagdo do teor de humidade estd em torno de 65,62 % e o conteudo de hidratos
de carbono em 29,50 %. Foram encontrados valores proximos para as demais representacdes nutricio-
nais como cinzas, gordura e proteina total para a H. hemerocallidea também em comparagdo com o
inhame. O valor da proteina total de H. hemerocallidea apresenta um valor de 4,40 % , de gordura (0,60
+ 0,02) e de cinzas (4,60 + 0,07), sendo que para o inhame foi determinado um valor de teor de gordura
mais baixo, com cerca de 0,86 % e de proteina total de 3,06 % (Brito et al., 2011).

Oliveira e colaboradores (2013) verificaram resultados superiores da composic¢ao nutricional da ba-

tata doce comparativamente ao de H. hemerocallidea onde observaram uma humidade média de 7,05
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0,16 %, de cinzas 2,88 + 0,22 %, proteinas de 5,48 + 0,41 %, gordura de 0,60 + 0,12 % e de carbohi-
dratos de 65,18 + 1,47 %.

Em relagdo aos valores da base seca para a analise nutricional de H. hemerocallidea, podemos ob-
servar uma diferenca significativa entre os valores de cinzas (7,20 £ 0,01 %) e de hidratos de carbono
(85,10 £ 0,10 %) em relagdo aos valores representados na base hiimida. Analisando os valores da base
seca, ¢ importante destacar o maior teor de matéria seca do ponto de vista industrial, pois resulta de

maior rendimento do processo € menor quantidade de agua residual.

3.2. Rendimentos de extracio

Na Tabela 3.2 apresentam-se os rendimentos massicos (expressos em % numa base humida, n=2)
das extragdes realizadas a partir de diferentes cormos de Hypoxis hemerocallidea utilizando diferentes

solventes (acetona, etanol e agua fervente).

Tabela 3.2: Rendimento de extragdo () a partir de diferentes cormos de Hypoxis hemerocallidea extraidos com
diferentes solventes (acetona, etanol e dgua fervente)

Solvente: Acetona Solvente: Etanol Solvente: H2Oquente
Codigo da amostra 1 (% m/m) | Codigo da amostra 1 (% m/m) Codigo da amostra 1 (% m/m)
B1-ACE 27,8 BI-ET 16,3 B1-H20q 14,0
B3-ACE 23,9 B2-100%ET 27,6 B3-H.Oq 17,9
B6-ACE-SCl1 14,3 B3-ET 23,1 B5-H20q 25,3
B6-ACE-SC2 14,2 B6-ET-SCl1 14,4 B6-H20q-SC1 14,4
B10-ACE 14,2 B6-ET-SC2 14,3 B6-H20q-SC2 13,7
B11-100%ACE 17,8 B10-ET 15,0 B12-100%H20q 14,1
Média 18,7 Média 18,5 Média 16,6
Desvio-padrio 5,8 Desvio-padrio 3,6 Desvio-padrio 4,6
B10-ACE-Cascas 14,8

Os rendimentos de extracdo dos extratos obtidos com acetona, etanol e agua fervente foram compa-
raveis para a maior parte das amostras e o coeficiente de variacdo de cada determinacéo foi inferior a 2
%.

Para os cormos B1 e B3, os extratos aquosos pareceram ter um peso seco significativamente inferior
aos extratos obtidos com agua fervente a partir das mesmas amostras, mas no caso do cormo B6 os
rendimentos de extracdo foram comparaveis para os trés solventes.

Através do calculo da média e desvio-padrdao do rendimento de extragdo entre diferentes cormos
com o mesmo solvente observamos que as médias para o etanol e a acetona sdo comparaveis e apesar
da média obtida para os extratos de agua ser ligeiramente inferior (16,6 %) a sua diferenga para, por

exemplo, o extrato de acetona (18,7-16,6 = 2,1 %) ¢ inferior ao desvio-padrio para os diferentes cormos
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o que confirma que as principais diferencas observadas no rendimento de extragdo parecem estar rela-
cionadas com o proprio cormo e nao com o solvente utilizado.

Estas diferencas de rendimento de cormo para cormo podem dever-se as suas diferentes composicdes
que decorrem do seu estado fisiologico e que afetam as concentragdes dos componentes principais bem
como o teor de 4gua a as concentracdes de metabolitos secundarios como os compostos fenolicos.

Sendo a acetona e o etanol solventes hidrofilicos tém a capacidade de dissolver completamente a
agua presente na amostra. Assim se 0 cormo tiver um maior teor de agua, esta agua de vegetagdo vai
dissolver-se no solvente de extracao, alterando a sua composicao ¢ a sua capacidade de remover com-
ponentes do cormo.

Por outro lado, o grau de maturidade da planta e dos respetivos cormos afetam a sua produgio de
metabolitos secundarios como os acidos organicos ¢ os compostos fenolicos que depois podem ser dis-
solvidos afetando o rendimento observado. Segundo Ncube e colaboradores (2013), esse fenomeno
pode ser explicado pelo facto de que na primavera, o material vegetativo comeca a se desenvolver e que
os tecidos imaturos de plantas produzem mais compostos fenolicos, especialmente taninos, em compa-
racdo com tecidos velhos e maduros.

Assim, o fator que mais afetou o rendimento massico foi a natureza da amostra, pelo que se decidiu
realizar um conjunto de ensaios nos quais se utilizou um mesmo cormo cuja massa era suficientemente
grande para permitir a divisdo em sub-amostras para teste da influéncia da natureza do solvente no
rendimento de extragao.

Apresentam-se na Tabela 3.3 os rendimentos de extragdo para os ensaios realizados a partir de um

unico cormo, utilizando misturas binarias de acetona:agua (cormo B3) ou de etanol:agua (cormo B2).
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Tabela 3.3: Influéncia da percentagem de solvente orginico no solvente de extragdo e da remogédo da pele do
cormo de Hypoxis hemerocallidea no rendimento de extragdo.

Cédigo da amostra 1N (% m/m) Cédigo da amostra H (% m/m)
Variacio da % de etanol Variacao do solvente e da remocio da pele do
cormo
B2-100%ET 27.6 B6-ACE-CC1 13,5
13,6 £0,1
B2-75%ET 25.8 B6-ACE-CC2 13,6
B2-50%ET 24.5 B6-ACE-SC1 14,3
14,3+0,1
B2-25%ET 23.2 B6-ACE-SC2 14,2
Variacao da % de acetona B6-ET-CC1 15.0
14,8 £0,3
B11-100%ACE 17,8 B6-ET-CC2 14,6
B11-75%ACE 19,4 B6-ET-SCl1 14,4
14,4 +£0,1
B11-50%ACE 21,2 B6-ET-SC2 14,3
B11-25%ACE 22,1 B6-H20q-CCl1 13,7
14,2+0,7
B11-100%H20 5,5 B6-H20q-CC2 14,7
B6-H20g-SC1 14,4
14,1£0,5
B6-H20g-SC2 13,7

Efetuou-se ainda uma série de extragdes a partir do cormo B6, nas quais se comparou o rendimento
de extragdo de 100% acetona, 100% etanol e agua fervente a partir de cormo com ou sem pele.

O rendimento de extragdo a partir do cormo B2 pareceu aumentar com a percentagem de etanol
incluindo para a percentagem de 100 % de etanol. Esta observacgdo ¢ coerente com o facto de os com-
postos fendlicos serem tipicamente extraidos com misturas de etanol: 4gua ou metanol: agua, com per-
centagens de alcool superiores a 50%.

Na realidade mesmo quando a extracdo foi efetuada com 100% etanol ou 100% acetona, existiram
quantidades relevantes de agua no solvente de extracao que corresponderam a agua de vegetacao.

Ja no caso da extragdo com misturas binarias de agua:acetona a partir do cormo B11, o rendimento
de extragdo variou entre 17,8% e 22,1% mas a diminui¢do da quantidade de acetona favoreceu ligeira-
mente o rendimento de extragdo. No entanto, quando a extragdo foi realizada com 100% agua a frio
(por maceracdo) o rendimento baixou acentuadamente o que indica que a presenca de algum solvente
orgénico ou a temperatura favorecem a extragao de analitos.

A presenca ou auséncia da pele no cormo B6 ndo afetou o rendimento de extragdo pois o desvio
padrao entre replicados foi da mesma ordem que as diferengas entre amostras com e sem casca. Esta
observagdo € interessante pois sugere que a extracdo pode ser feita a partir de cormos triturados com
pele, apenas limpos de detritos e restos de raizes o que simplifica o processo de pré-tratamento da
amostra.

Assim analisando o conjunto de resultados obtidos para o rendimento de extragdo para diferentes

cormos e diferentes solventes (Figura 3.1) observamos que em média este pardmetro se situou em torno
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dos 15% da massa do cormo, destacando-se algumas amostras como o cormo B3 com rendimentos de
extrato superiores a 20% quer para o etanol como para a acetona, o cormo B1 para a extragdo com

acetona ou o cormo B5 para a extragdo com agua.
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Figura 3.1: Rendimento de extracdo a partir de diferentes cormos de Hypoxis hemerocallidea extraidos com dife-
rentes solventes (acetona, etanol e agua fervente)

Comparando os rendimentos de extrag@o obtidos com os cormos B2, B11 e B6 (Figura 3.2) ¢é patente
a variagdo regular com a variagdo da percentagem de etanol ou acetona e a uniformidade dos rendimen-

tos dos extratos obtidos a partir do cormo B6.
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Figura 3.2: Influéncia da percentagem de solvente organico no solvente de extracdo ¢ da remocgdo da pele do
cormo de Hypoxis hemerocallidea no rendimento de extragio.
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No entanto os extratos obtidos a partir dos cormos B2 e B11 com respetivamente etanol e acetona
atingiram rendimentos superiores a 20% o que pode ser uma caracteristica destes cormos ou indicar que
as misturas binarias podem resultar em extragdes mais eficientes do que os solventes puros.

Por outro lado, o rendimento ndo reflete necessariamente a eficiéncia de extragdo de compostos
bioativos pois sobretudo a partir de matrizes ricas em carboidratos como € o caso a co-extracao de
acucares também contribui para o rendimento massico sem beneficiar as propriedades funcionais dos
extratos.

Assim a caracterizacdo dos extratos quanto ao seu teor de compostos fenolicos e atividade antioxi-
dante ¢ essencial para avaliar as suas propriedades funcionais e identificar as condigdes de extragdo

mais adequadas.

3.3. Caracterizacio dos extratos

3.3.1. Fenolicos totais, atividade redutora férrica e atividade antiradicalar de extratos de H. he-
merocallidea obtidos a partir de diferentes cormos com diferentes solventes (acetona, etanol e

agua fervente)

O teor de fendis totais, (expresso em mg/L de extrato liquido e em mg/g de extrato seco) dos extratos
de Hypoxis hemerocallidea obtidos a partir de diferentes cormos com diferentes solventes (acetona,
etanol e agua fervente) sdo apresentados na Figura 3.3.

Este pardmetro variou de 4,9 a 6,4 g EAG/L e de 234 a 416 mg EAG/g de extrato, para os extratos
de acetona, mas as concentragdes mais elevadas no extrato seco nao coincidiram com as concentragdes
mais elevadas em solugdo, o que reflete a presenca de outros compostos em solugdo que contribuem
para o peso seco mas que ndo sdo compostos fendlicos.

Os acucares simples, acidos orgéanicos e aminoacidos livres sdo componentes que podem contribuir
para este efeito dada a sua solubilidade nos solventes usados. Os teores de agtcares redutores determi-
nados para os extratos obtidos a partir do cormo B3 foram de 12642, 11342 e 138+2 mg de glucose/L
respetivamente para os extratos de acetona, etanol e agua fervente.

Esta hipotese € reforgada pela observag@o de que a concentragao de fendis no extrato seco foi ligei-
ramente inferior para os extratos obtidos a partir dos cormos B1 e B3 que apresentaram os maiores
rendimentos massicos, de entre o grupo de cormos extraidos com 100% acetona.

No caso dos extratos obtidos com etanol observou-se uma variacao do teor de fendlicos totais entre
4,9 ¢ 11,7 g EAG/L e entre 251 e 488 mg EAG/g de extrato, valores comparaveis com os obtidos com
acetona.

Também no caso do etanol se observam diferencas na variag¢ao do teor de fenois em solugdo e nessa

variagdo no extrato seco refletindo a presenca de espécies ndo fenolicas.
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O contetudo de alguns compostos fenolicos e suas alteragdes sazonais determinadas apontam o fato
de existir uma conexao entre suas diferentes fungoes em diferentes plantas e os estimulos que desenca-
deiam a sintese e resultados obtidos mostram que cada grupo fenolico ¢ caracterizado por um padrao
de flutuagdes sazonais nas concentragoes (Ncube et al., 2013).

No entanto, no caso do cormo B2 extraido com etanol observa-se que a concentragdo de fenois ¢é
elevada em solugdo e no extrato seco, correspondendo também este extrato a um peso seco elevado.

Estes resultados sugerem que o cormo B2 era efetivamente mais rico em compostos fenolicos do
que os restantes e que o seu estado de maturidade ndo favorecia a presenca de compostos como agucares,
acidos organicos e aminoacidos disponiveis para a extragdo. Assim o valor elevado do peso seco cor-
responde a uma maior presenga de fendis no extrato liquido e que se reflete depois também no extrato
seco.

Ja no caso dos cormos B3 e B1, os seus extratos etanolicos t€ém diferentes pesos secos (ao contrario
do que aconteceu nos extratos de acetona) e a concentragdo de fenois totais nos extratos secos variaram
de forma inversa com o rendimento de extracdo o que como foi referido sugere a extragdo de compo-
nentes ndo fenodlicos.

Comparando os valores de fendis nos extratos de acetona e de etanol para os cormos extraidos com

ambos os solventes (B1, B3 B6 ¢ B10) ndo se encontraram diferencas significativas.
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Figura 3.3: Teor de fendis totais em extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos a partir de diferentes cormos
extraidos por maceragdo com a) acetona, b) etanol e ¢) agua fervente (método tradicional).
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Para os extratos obtidos com agua fervente obtiveram-se valores de fendis totais de 3,7 a 9,3 g
EAG/L e de 288 a 662 mg/g de extrato.

No caso dos extratos aquosos destaca-se o extrato B1 cuja concentragdo de fendis no extrato é bas-
tante superior aos dos restantes extratos tal como ja tinha sido observado para o extrato de etanol obtido
a partir deste cormo. Também no extrato aquoso do cormo B1, o rendimento massico foi relativamente
baixo o que sugere que este valor elevado de fenois no extrato seco resulta da sua extragdo seletiva
nestas condigdes.

Ja no caso do cormo B5, o elevado teor de fenois no extrato liquido ndo se reflete no extrato seco e
o rendimento elevado sugere co-extragdo de componentes ndo fenolicos.

Estes resultados reforcam a necessidade de se explorar este aspeto da influéncia do estado fisiologico
e maturidade das plantas e dos respetivos cormos na eficiéncia de extragdo e na presenca de co-extrati-
vos pois este parece ser um fator determinante na obtengdo de extratos ricos em compostos fenolicos e
menos ricos em compostos nao funcionais como os agucares ou acidos organicos.

O valor médio da concentrag@o de compostos fendlicos nos extratos aquosos para os cormos extrai-
dos com ambos os solventes (B1, B3 e B6) foram comparaveis o que sugere que os compostos fenolicos
extraidos poderdo estar predominantemente na forma de derivados glicosidicos que sdo igualmente so-
laveis nos solventes utilizados.

Noutras matrizes ricas em compostos fendlicos presentes numa forma nao ligada a um agucar (agli-
cona) observa-se uma maior eficiéncia de extragdo de compostos fenolicos quando se utilizam solventes
organicos hidrofilicos como acetona ou alcoois do que na extragdo com agua (Cottica et al., 2015).

Por outro lado, os valores elevados dos fendis recuperados nos extratos aquosos evidenciam a sua
estabilidade térmica uma vez que estes extratos sdo obtidos por contacto com agua fervente durante 30
min, seguidos de maceragdo durante 12 h enquanto os extratos de acetona e etanol sdo obtidos por
maceragao durante 12 h a temperatura ambiente.

Esta diferencga nos procedimentos de extracao utilizados na preparagdo dos extratos deveu-se a ne-
cessidade de comparar o procedimento tradicional (extragdo a quente com agua) com um procedimento
alternativo (extracdo a frio por maceragdo em solventes orgénicos hidrofilicos e suas misturas com
agua). A agua ¢ um solvente mais “amigo do ambiente”, e mais compativel com produtos alimentares
permitindo que nao haja preocupagdes com residuos de solventes nos extratos, no entanto os extratos
aquosos sdao muito mais suscetiveis a contaminacdo e proliferacdo microbiana durante a etapa de pre-
paragdo, do que os extratos de solventes organicos ou com percentagens elevadas destes solventes.

A atividade antioxidante de reducdo férrica de extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos a partir
de diferentes cormos extraidos por maceragao com a) acetona, b) etanol e ¢) agua fervente (método

tradicional) ¢ apresentada na Figura 3.4.
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Figura 3.4: Atividade antioxidante de redugdo férrica de extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos a partir de

diferentes cormos extraidos por maceragdo com a) acetona, b) etanol e c) agua fervente (método tradicional).
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A atividade antioxidante de reducdo férrica de extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos a partir
de diferentes cormos variou de 422 a 799 mmoles de FeSO./L e de 23,7 a 56,2 mmoles de FeSO4/g de
extrato seco, para os extratos obtidos com acetona, de 537 a 813 mmoles de FeSO4/L e de 29,5 a 60
mmoles de FeSO4/g de extrato seco para os extratos obtidos com etanol e de 216 a 461 mmoles de
FeSO4/L e de 8,5 a 82,3 mmoles de FeSO4/g de extrato seco c¢) agua fervente (método tradicional).

Como se pode observar na Figura 3.4 parece ter havido uma maior correspondéncia entre a atividade
de redugdo férrica expressa em termos de extrato liquido (mmoles de FeSO4/L de solucdo) ¢ a mesma
atividade expressa em termos de extrato seco (mmoles de FeSO.4/g de extrato) o que pode ser devido a
menores interferéncias positivas de agucares que sdo menos reativos com este reagente do que com o
reagente de Folin-Ciocalteu (Granato et al., 2018) . Esta interferéncia pode por exemplo explicar as
diferencas nas caracteristicas dos extratos obtidos a partir do cormo B35, quanto aos fenois totais € quanto
a atividade redutora férrica.

O cormos B1 e B3 destacaram-se quanto a presenga de compostos com atividade redutora férrica
para qualquer dos solventes estudados e o cormo B10 no caso do extrato obtido com acetona.

No caso do cormo B6 a atividade redutora férrica dos extratos obtidos com agua fervente foi clara-
mente inferior a atividade redutora férrica dos extratos obtidos com acetona ou etanol

A atividade anti-radicalar relativa ao DPPH de extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos a partir
de diferentes cormos extraidos por maceragao com a) acetona, b) etanol e ¢) agua fervente (método
tradicional) apresenta-se na Figura 3.5.

A atividade antiradicalar dos extratos obtidos com acetona variaram entre 3,2 ¢ 7,8 g eq. de Trolox/L
e de 149 a 440 mg eq. de Trolox/g de extrato seco.

Valores muito semelhantes foram obtidos para os extratos de etanol cuja atividade antiradicalar va-
riou entre 2,9 e 8,6 g eq. de Trolox/L para os extratos em solugdo e entre 223 ¢ 501 mg eq. de Trolox/g
para os extratos secos.

Ja no caso dos extratos aquosos registaram-se valores significativamente inferiores de atividade re-
dutora nomeadamente 0,6 a 4,4 g eq. de Trolox/L para os extratos em solugdo ¢ entre 98 ¢ 267 mg eq.
de Trolox/g para os extratos secos.

Estas diferencas podem dever-se aos diferentes mecanismos das reagdes envolvidas nestes testes
pois enquanto a atividade redutora resulta da transferéncia de um electrao (single ion transfer) a ativi-
dade antiradicalar relativamente ao DPPH envolve geralmente a transferéncia de um eletrdo e um protao
(single ion transfer e hydrogen atom transfer), pelo que os compostos que sdo ativos na atividade redu-
tora podem ndo ser igualmente ativos na atividade anti-radicalar (Santos-Sanchez et al., 2016).

Ainda assim alguns extratos que se mostraram relevantes quanto ao teor de compostos fenolicos e
quanto & ativdade redutora apresentaram também valores elevados de atividade antiradicalar. E o caso

dos extratos dos cormos B10, B2 e B3, obtidos respetivamente com acetona, etanol e agua fervente.
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Figura 3.5: Atividade anti-radicalar relativa ao DPPH de extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos a partir de
diferentes cormos extraidos por maceragdo com a) acetona, b) etanol e c) agua fervente (método tradicional).
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3.3.2. Fenolicos totais, atividade redutora férrica e atividade antiradicalar de extratos de H. he-

merocallidea obtidos com misturas binarias de agua e acetona

As caracteristicas funcionais (fenois totais, atividade redutora férrica e atividade antiradicalar) dos
extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos com misturas binarias de agua e acetona com diferentes
percentagens de solvente organico sdo apresentadas na Figura 3.6.

A importancia das condigdes fisiologicas dos cormos tanto no rendimento como no teor de fendis,
atividade redutora férrica e atividade anti-radicalar dos extratos foi evidenciada pelo diferente compor-
tamento dos extratos obtidos a partir do mesmo cormo, com estas misturas binarias de acetona e agua.

Observou-se uma variagdo regular do teor de fendis entre 1,5 ¢ 6,3 g de EAG/L e observou-se uma
tendéncia para aumento do teor de fenolicos em solugdo com o aumento do teor de acetona no solvente
de extragdo. Quando se considera a concentracdo de fendlicos no extrato seco esta decresce de 240,4
para 329,9 mg eq. de Trolox/g de extrato seco, quando o teor de acetona passa de 100% para 25% mas
sobe de novo ligeiramente para o extrato aquoso a quente. Se atendermos ao rendimento massico deste
extrato aquoso verificamos que este ¢ bastante inferior aos extratos obtidos com misturas de acetona:
agua, portanto este efeito parece ser mais o resultado de uma menor co-extragdo de outros componentes
do que de uma extragdo mais eficiente dos compostos fenolicos.

Ja a atividade redutora férrica aumentou de 29,1 para 43,9 mmoles de FeSO4/g de extrato, quando o
teor de acetona no solvente de extracdo aumentou de 25% para 75% mas voltou a diminuir para o extrato
produzido com 100% acetona (23,7 mmoles de FeSO./g de extrato). Este comportamento sugere que a
extragdo de compostos com atividade redutora férrica ¢ favorecida pela presenca de alguma propor¢ao
de 4gua e portanto, de um solvente mais polar. Esta hipotese ¢ também suportada pela observacao de
um maior aumento da atividade redutora férrica do extrato aquoso seco relativamente ao extrato seco
obtido com 25% acetona do que € observado para as duas outras propriedades medidas (fendis totais e
atividade antiradicalar), sugerindo que para além do efeito da reducgéo do rendimento do extrato aquoso
este ¢ efetivamente mais rico em componentes com atividade redutora férrica.

A atividade antiradicalar apresentou um comportamento semelhante ao teor de compostos fenolicos
totais aumentando regularmente com o aumento do teor de acetona no solvente de extragdo, destacando-
se os extratos obtidos com 75% acetona e 100% acetona com os valores mais elevados desta atividade,
404 e 440 mg eq. de Trolox/g de extrato, respetivamente.

As elevadas concentragdes de acetona tendem a favorecer a extragao de outros metabolitos antioxi-
dantes como os carotenoides, que existem tipicamente nos tubérculos e rizomas e que contribuem cer-
tamente para o tom amarelo alaranjado dos extratos obtidos com maior quantidade de solvente organico.
Estes metabolitos t€ém um carater mais apolar pelo que ndo sdo extraidos quando a quantidade de agua
no solvente de extragdo aumenta ¢ a sua atividade antiradicalar ¢ bem conhecida pelo que a sua presenca
no extrato podera favorecer a atividade do extrato relativamente ao radical DPPH (Santos-Sanchez et

al., 2016).
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Figura 3.6: Fendis totais, atividade redutora férrica e atividade antiradicalar de extratos de Hypoxis hemerocalli-
dea obtidos com misturas binarias de 4gua e acetona com diferentes percentagens de solvente organico.

3.3.3. Fendis totais, atividade redutora férrica e atividade antiradicalar de extratos de Hypoxis

hemerocallidea obtidos com misturas binarias de agua e etanol
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A caracterizacao dos extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos com misturas de agua e etanol
com diferentes percentagens de solvente orgéanico, quanto aos parametros de fendis totais, atividade
redutora férrica e atividade antiradicalar ¢ apresentada na Figura 3.7.

O teor de fendlicos destes extratos variou entre 6,4 ¢ 11,8 g EAG/L para os extratos liquidos e entre
275 e 427 mg/g de extrato, para os extratos secos. Este parametro aumentou com o aumento da percen-
tagem de etanol no solvente de extracao, uma tendéncia analoga a observada nos extratos obtidos com
acetona a partir do cormo B11.

A atividade redutora férrica dos extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos com misturas de agua
e etanol oscilou entre 429,9 a 813,1 mmoles de FeSO4/L e entre 18,53 e 29,63 mmoles de FeSO./g de
extrato. Este parametro teve um comportamento mais regular do que o observado nos extratos de ace-
tona apresentando basicamente dois niveis distintos: valores mais elevados (813,1 e 764,5 mmoles de
FeSO4/L) para os extratos obtidos com 100% e 75% de etanol aquoso e valores mais baixos (468,8 e
429,9 mmoles de FeSO4/L ) para os extratos obtidos com 50% e 25% de etanol aquoso.

No caso do cormo B2 ndo havia massa suficiente para testar a extragdo com agua fervente pelo que
ndo foi possivel estabelecer a comparacdo que foi efetuada no caso do cormo B11.

A atividade antiradicalar dos extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos com misturas de agua e
etanol oscilou entre 1737 e 8547 mg eq. de Trolox/L para os extratos liquidos e entre 75 ¢ 310 mg eq.
de Trolox/g de extrato. Esta atividade apresentou um comportamento distinto do observado para os
outros dois parametros de capacidade antioxidante (fendis totais e atividade redutora férrica) o que
evidencia as diferencas entre os compostos com atividade anti-radicalar e atividade redutora. Tal como
observado no caso dos extratos obtidos com acetona a partir do cormo B11, também a atividade radi-
calar dos extratos do cormo B2 obtidos com etanol diminui rapidamente com o decréscimo da percen-
tagem de etanol.

Este comportamento sugere que os extratos contém compostos com carater apolar ou mediamente
polar com atividade anti-radicalar que sdo progressivamente menos extraidos quando o teor de etanol

no solvente de extracdo diminui.
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Figura 3.7: Fendis totais, atividade redutora férrica e atividade antiradicalar de extratos de Hypoxis hemerocalli-
dea obtidos com misturas de agua e etanol com diferentes percentagens de solvente orgénico.
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3.3.4. Fendis totais, atividade redutora férrica e atividade antiradicalar de extratos de Hypoxis

hemerocallidea obtidos com diferentes solventes a partir de cormos com e sem pele.

A presencga ou auséncia da pele do cormo € um fator que poderia afetar a extragdo de compostos
bioativos, tanto por conter quantidades menores destes compostos como por limitar a sua dissolugao no
solvente de extragao.

Por outro lado, a necessidade de remover a pele ¢ uma informagdo relevante se se pretender indus-
trializar a extragcdo de compostos bioativos a partir dos cormos de Hypoxis hemerocallidea.

Assim considerou-se interessante avaliar as propriedades funcionais de extratos obtidos a partir de
cormos de Hypoxis hemerocallidea com e sem pele utilizando os trés solventes estudados anteriormente
para os varios cormos (acetona, etanol e dgua fervente). Os resultados obtidos relativamente ao teor de
fenois totais, atividade redutora férrica e atividade antiradicalar destes extratos sdo apresentados na
Figura 3.8.

O teor de fenois totais dos extratos obtidos a partir do cormo B6, variaram entre 4,9 ¢ 6,7 g EAG/L
para os extratos liquidos e entre 344 ¢ 453 mg EAG/g de extrato seco.

Nao se observaram diferencas relevantes no teor de fenois dos extratos obtidos com os diferentes
solventes nem a partir dos cormos com ou sem pele exceto no caso do solvente em agua fervente, para
o qual a presenca da pele do cormo pareceu favorecer o teor de fendis totais do respetivo extrato. Este
resultado pode significar que o solvente dgua podera extrair componentes da casca, como pigmentos
fenodlicos do tipo tanino que contribuem para o teor de compostos fenolicos (de Hoyos-Martinez et al.,
2019).

Por outro lado, os valores elevados de fenois nestes extratos aquosos (com e sem pele) sugerem a
presenga de interferentes positivos da reacdo de Folin-Ciocalteu, como os aglcares redutores
(O’Sullivan & Mathison, 2005).

A atividade redutora férrica dos extratos obtidos a partir do cormo B6 variaram entre 237 e 662
mmol de FeSO4/L para os extratos liquidos e entre 16,5 ¢ 48 mmol de FeSO4/g de extrato para os
extratos secos.

Esta atividade nos extratos obtidos com etanol ou acetona variou entre 518 e 662 mmol de FeSO4/L
e seguiu um padrao semelhante ao observado para o teor de fendis totais ndo se observando diferengas
relevantes entre extratos obtidos com estes solventes a partir do cormo com ou sem pele.

No entanto, os extratos obtidos com agua fervente apresentaram valores de atividade redutora fér-
rica, entre 237 e 433 mmol de FeSO4/L uma gama inferior a observada para os extratos obtidos com os
solventes orgénicos. Este diferente comportamento reforga a hipotese de que os valores elevados de
fenois nestes extratos aquosos podem estar afetados por uma interferéncia positiva de agucares que nao

se faz sentir com a mesma intensidade no caso do ensaio da atividade redutora férrica.
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A atividade anti-radicalar relativa ao DPPH dos extratos obtidos a partir do cormo B6 variaram entre
1,7 € 5,6 g eq de Trolox/L para os extratos liquidos e entre 120 e 394 mg eq de Trolox/g de extrato para

0s extratos secos.
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Figura 3.8: Fendis totais, atividade redutora férrica e atividade antiradicalar de extratos de Hypoxis hemerocalli-
dea obtidos com diferentes solventes a partir de cormos com e sem pele.
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A atividade anti-radicalar destes extratos seguiu um padrdo analogo a atividade redutora férrica no
que diz respeito as diferencas entre solventes pois os extratos obtidos com acetona ou etanol apresenta-
ram valores de atividade anti-radicalar superiores aos registados para os extratos obtidos com agua
fervente.

Um aspeto distintivo desta propriedade, ¢ que apresentou valores ligeiramente mais elevados para
os extratos de acetona ou etanol a partir do cormo sem pele por comparagdo com os extratos obtidos
com os mesmos solventes a partir do cormo com pele.

Estes resultados podem refletir uma maior presenga de compostos soliveis em acetona ou etanol na
polpa do que na pele ou uma maior atividade antiradicalar dos compostos extraidos da polpa relativa-
mente aos extraidos a partir da casca. A confirmacdo desta hipotese requer uma analise mais detalhada
destes extratos a nivel molecular.

A caracterizagdo dos componentes e atividades funcionais de extratos aquosos obtidos a partir de
cormos de Hypoxis hemerocallidea foi efetuada por Laporta e colaboradores (2007), num trabalho que
continua a ser a principal referéncia de avaliacdo destes extratos. Estes autores compararam extratos
aquosos de Hypoxis hemerocallidea, cha verde (Camelia sinensis) e de folha de oliveira (Olea europaea
L.) através dos ensaios ORAC (oxygen radical absorbance capacity) e TBARS (thiobarbituric acid re-
active substances) tendo concluido que os extratos de Hypoxis hemerocallidea, apresentavam a maior
atividade em qualquer destes ensaios.

Mwinga e colaboradores (2019) observaram conteudos fenolicos e flavonoides totais de extratos de
cormos de Hypoxis hemerocallidea de 41,057 mg de EAG/L e de 10, 140 mg CE/g respectivamente.

Nao se encontraram dados relativos ao teor de fenodlicos totais em extratos secos de cormos de
Hypoxis na literatura, mas os valores que se encontraram neste trabalho (23 a 66 % g/g extrato seco)
sdo superiores aos encontrados por Liu e co-autores (2020) para folhas de cha (9,5 a 18,8 % g/g de folha
seca).

Também nao foi possivel encontrar exemplos da avaliagdo da atividade antiradicalar de extratos de
Hypoxis hemerocallidea, relativamente ao radical DPPH mas diferentes autores confirmaram que ex-
tratos aquosos e etanodlicos de Hypoxis hemerocalidea apresentaram boas propriedades antioxidantes

em relac@o ao radical hidroxilo (Nair et al., 2007; Steenkamp & Gouws, 2006).

3.4. Perfil cromatografico por HPLC-DAD

O perfil cromatografico dos extratos obtidos com acetona, etanol e dgua fervente a partir do cormo
B3 apresentam-se nas Figuras 3.9, 3.10 e 3.11.

Os principais componentes encontrados apresentam maximos de absorvancia em torno dos 260, 290
e 305 nm tal como descrito para o hipoxdsido, o rooperol, compostos derivados e isomeros pelo que
concluimos que os extratos sao ricos em compostos das familias dos linhanos, norlinhanos e neolinha-

nos (Bassey et al., 2015; Laporta et al., 2007).
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Apesar de nao ter sido utilizada uma técnica confirmativa (como o LC-MS-MS), a semelhanca entre
os perfis cromatograficos por HPLC-DAD, a identidade da matriz e as concentragdes relativas dos com-
postos permitiram-nos atribuir aos principais picos cromatograficos uma identidade provavel como cor-
respondendo ao hipoxdsido, dehidroxihipoxosido, bis-dehidroxihipoxdsido e ao rooperol por compara-
¢do com informacao analoga obtida para extratos de cormos de Hypoxis (Laporta et al., 2007).

Os espetros de UV-VIS dos restantes componentes detetados permitiram identificar a presenga de
diversos componentes analogos que poderdo ser isomeros ou outros norlinhanos.

Os extratos de acetona apresentam um pico intenso no inicio do cromatograma que pelo espetro e
tempo de retengdo podera ser um acido hidroxibenzoico. Este pico também foi encontrado nos extratos
de etanol e 4gua mas com menor intensidade.

Nos espetros de agua foram também encontrados alguns componentes com espetros de UV-VIS
tipicos de flavonois nomeadamente com maximos de absorvancia a 373, 366 e 359 nm (Neves et al.,
2018).

Bassey e colaboradores (2015) identificaram como principais componentes do extrato de H. colchi-
cifolia and H. galpinii os seguintes compostos: -Sitosterol, glicosideo do geraniol, glicosideo do orci-
nal, hipoxdsido, dehidroxihipoxosido, bis-dehidroxihipoxo6sido e galpinosideo.

Laporta e co-autores (2007) caracterizaram a capacidade antioxidante e principais metabolitos se-
cundarios encontrados em extratos de Hypoxis hemerocallidea. Os principais componentes ativos de-
tetados por estes autores utilizando HPLC com detegao seletiva a 260 nm foram o hipoxdsido, dehidro-

xihipoxosido, bis-dehidroxihipoxosido, rooperol, dehidroxirooperol e bis-dehidroxirooperol .
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Figura 3.9: Perfil cromatografico do extrato de Hypoxis hemerocallidea obtido com acetona a partir do cormo B3 (1. acidos hidroxibenzoicos, 2. Rooperol ou isomeros, 3.
isomeros do hipoxdsido, 4. Hipoxosido, 5. dehidroxihipoxosido, 6. bis-dehidroxihipoxosido).
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Figura 3.10: Perfil cromatografico do extrato de Hypoxis hemerocallidea obtido com etanol a partir do cormo B3 (1. acidos hidroxibenzdicos, 2. Rooperol ou isdmeros, 3.
isémeros do hipoxoésido, 4. Hipoxosido, 5. dehidroxihipoxosido, 6. bis-dehidroxihipoxosido).
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Figura 3.11: Perfil cromatografico do extrato de Hypoxis hemerocallidea obtido com &gua fervente a partir do cormo B3(1. acidos hidroxibenzoéicos, 2. Rooperol ou isémeros,
3. isomeros do hipoxosido, 4. Hipoxosido, 5. dehidroxihipoxosido, 6. bis-dehidroxihipoxosido, 7. flavonois).
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3.5. Ensaio de digestio intestinal

3.5.1. Caracterizacao dos extratos de Hypoxis hemerocallidea e dos correspondentes digeridos apos

digestao intestinal

Os extratos obtidos com acetona, etanol e agua fervente a partir do cormo B3 foram normalizados a
uma concentragdo de 1 mg/mL e submetidos a digestdo intestinal para avaliar as alteragdes das suas
propriedades funcionais e dos seus compostos ativos durante o processo digestivo.

Os teores de compostos fenolicos totais (mg eq. EAG/L) de extratos de Hypoxis hemerocallidea,
obtidos com acetona, etanol e agua fervente e dos correspondentes digeridos apos digestdo gastrointes-

tinal simulada apresentam-se na Figura 3.12.
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Figura 3.12: Teor de compostos fenolicos totais (mg eq. EAG/L) de extratos de Hypoxis hemerocallidea, obtidos
com acetona, etanol e dgua fervente e dos correspondentes digeridos apos digestao intestinal.

Os resultados obtidos indicam que os compostos fenolicos dos extratos sofreram alteragdes durante
a digestdo intestinal, tendo-se observado uma redugdo acentuada da sua concentragdo no extrato, avali-
ada pela reac@o de Folin-Ciocalteu, sobretudo na fase gastrica mas que ainda se acentuou ligeiramente
na fase intestinal conduzindo a valores finais de fenois totais nos digeridos que foram 17% a 24% dos
valores iniciais nos extratos.

Estes resultados sugerem a auséncia de espécies polifenodlicas que possam por hidrdlise compensar
a decomposicdo de fendis simples durante o processo digestivo e assim assegurar que a concentragao
de fenodis totais e a atividade antioxidante associada se mantém ou até aumenta durante este processo.

Este efeito ¢ mais frequentemente encontrado na digestdo gastrointestinal simulada de alimentos
completos nos quais o aumento de atividade antioxidante pode ocorrer por solubilizacdo de espécies

fenolicas a partir da matriz (Chen et al., 2019; Pellegrini et al., 2017).
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A atividade anti-radicalar em relagdo ao DPPH (mg ET/g extrato) dos mesmos extratos de Hypoxis
hemerocallidea, obtidos com acetona, etanol e agua fervente e dos correspondentes digeridos apos di-

gestdo intestinal apresenta-se na Figura 3.13.
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Figura 3.13:Atividade anti-radicalar em relagdo ao DPPH (mg ET/g extrato) de extratos de Hypoxis hemerocalli-
dea, obtidos com acetona, etanol e agua fervente e dos correspondentes digeridos apos digestdo gastrointestinal
simulada.

A atividade antiradicalar dos extratos também sofreu uma redugo acentuada durante o processo de
digestdo intestinal, sendo o maior decréscimo registado na fase gastrica. No entanto no caso dos extratos
mais polares (dgua e etanol) observou-se uma ligeira subida da atividade antiradicalar durante a fase
intestinal, que pode corresponder a hidrélise de algumas espécies fenolicas com libertagdo de mais com-
postos ativos. Ainda assim os valores finais de atividade anti-radicalar dos digeridos foram 13 a 26 %
do valor observado nos extratos originais.

Um efeito semelhante de diminuicdo da concentra¢do de fenois totais e da atividade antioxidante
como resultado da digestdo intestinal, foi observado por Ortega-Vidal e co-autores (2019) para chas de
Jasonia glutinosa D.C. (Asteraceae), e por Lima e colaboradores (2019) para infusdes de Artemisia
gorgonum Webb e Hyptis pectinata (L.) Poit., plantas medicinais da zona mediterrnica ¢ de Cabo
Verde, ambas ricas em acidos cafeoilquinicos.

Xiao e colaboradores (2014) também observaram um decréscimo acentuado da atividade antioxi-
dante de extratos de Radix Isatidis, uma raiz usada em medicina tradicional chinesa, apos a sua digestao

gastrointestinal simulada.
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3.5.2. Perfil cromatografico de HPLC-DAD dos extratos de Hypoxis hemerocallidea e dos corres-

pondentes digeridos apés digestiao intestinal

Os perfis cromatograficos de HPLC-DAD dos extratos de de Hypoxis hemerocallidea obtidos com
etanol e dos correspondentes digeridos apos digestao intestinal sdo apresentados na Figura 3.14.

E detetavel um decréscimo das 4reas cromatograficas de todos os picos do perfil em particular os
correspondentes aos principais componentes o hipoxdsido e o dehidroxihipoxdsido.

Nao se observou o aparecimento de novos picos que possam corresponder aos produtos da decom-
posicao do hipoxosido. Esta observacdo pode significar que os produtos da hidrélise dos glucosideos
dos norlinhanos apresentam menor solubilidade em agua e poderao ter sido eliminados do digerido du-
rante o passo de centrifugacao.

Um comportamento idéntico foi observado para o extrato de acetona e os correspondentes digeridos.

Para qualquer destes extratos o decréscimo das areas cromatograficas nao foi tdo acentuado como o
decréscimo do teor de fenolicos totais e da atividade antiradicalar relativa ao DPPH, avaliadas pelos
testes colorimétricos.

Esta observagdo sugere que poderdo existir componentes dos extratos que contribuem para as suas
propriedades funcionais e que ndo sao detetados na analise cromatografica.

Pellegrini e co-autores (2017) observaram também diferencas de comportamento durante a digestdo
gastrointestinal simulada de sementes de quinoa. Estes autores detetaram redu¢des importantes da con-
centracdo dos principais componentes fendlicos por LC-MS e no entanto observaram aumento da ativi-

dade antioxidante dos extratos em diversos ensaios colorimétricos.
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Figura 3.14: Perfil cromatografico por HPLC-DAD dos extratos de de Hypoxis hemerocallidea obtidos com etanol

e dos correspondentes digeridos apos digestdo intestinal

Os perfis cromatograficos de HPLC-DAD dos extratos de de Hypoxis hemerocallidea obtidos com

etanol e dos correspondentes digeridos apos digestao intestinal sdo apresentados na Figura 3.15.
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Figura 3.15: Perfil cromatografico por HPLC-DAD dos extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos com agua
fervente e dos correspondentes digeridos apds digestao intestinal.

Os extratos aquosos sofreram alteragdes idénticas as observadas para os extratos de etanol e de ace-

tona observando-se um decréscimo acentuado das areas cromatograficas correspondentes ao hipoxdsido

e o dehidroxihipoxosido. No caso dos extratos de agua esse decréscimo ocorreu de forma mais acentuada

e tanto na fase gatrica como na fase intestinal. Os valores obtidos para as areas cromatograficas dos

extratos utilizados na digestao gastrointestinal simulado e dos correspondentes digeridos, encontram-se

descritas na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Variacao da area cromatografica do hipoxdsido e do dehidroxihipoxodsido entre os extratos de Hypoxis
hemerocallidea ¢ os respetivos digeridos expressa em termos de areas totais e de % de recuperacio.

Area cromatogrifica

% de Recuperacio

Amostra
hipoxosido dehidroxihipoxdsido hipoxosido dehidroxihipoxdsido
Acetona
1 mg/L 134791379 11366859
DG 135949462 10745061 101 93
DT 99753152 6220824 74 54
Etanol
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1 mg/L 122503022 11536084

DG 122177792 10181745 100 88
DT 91487829 6351480 75 55
H20q
1 mg/L 130674849 11240771
DG 41731793 3412103 34 30
DT 39719110 2730334 32 24

Como se pode observar na Tabela 3.4 a area cromatografica do hipoxosido e do dehidroxihipoxo6sido
nos extratos de acetona e etanol foi pouco afetada pela digestdo gastrica sofrendo uma reducdo mais
acentuada durante a digestdo intestinal. Globalmente verificaram-se recuperagoes de cerca de 75 % do
hipoxo6sido e de cerca de 55 % do dehidroxihipoxosido.

Ja no caso do extrato aquoso, apesar de as areas croamtograficas destes dois compostos serem com-
paraveis as dos extratos de acetona e etanol (porque foram normalizados antes da digestdo gastrointes-
tinal simulada), apenas 34 % do hipoxdsido e 30 % do dehidroxihipoxo6sido foram recuperados apos a
fase gastrica. Considerando a digestdo total, as concentra¢des finais de hipoxosido e dehidroxihipoxo-
sido, no digerido do extrato aquoso foram 32 % e 24 % dos respetivos teores no extrato aquoso original.

Este comportamento tdo distinto do extrato aquoso ndo foi observado nos testes colorimétricos dos
digeridos e reforca a ideia de que estas técnicas dao informagdes complementares sobre o efeito do

processo digestivo sobre os componentes e propriedades funcionais dos extratos.
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4. Conclusoes

Os cormos de Hypoxis hemerocallidea apresentaram um teor de humidade 36 % e teores de cinzas,
gordura, proteina e hidratos de carbono respetivamente 4,6, 0,6, 4,4 ¢ 54,2 % em base htimida.

Os extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos por maceragdo em acetona ou misturas de acetona e
agua apresentaram rendimentos massicos de 13,5 a 23,9 g/L e caracterizaram-se por fenois totais entre
1,5 e 6,4 g EAG/L, atividade redutora férrica entre 582 a 851 mmoles de FeSO4/L e atividade anti-
radicalar relativamente ao DPPH entre 1,2 a 7,8 g de Trolox/L.

Os extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos por maceracdo em etanol ou misturas de etanol e agua
apresentaram rendimentos massicos de 13,0 a 27,6 g/L e caracterizaram-se por fendis totais entre 4,9 e
11,7 g EAG/L, atividade redutora férrica entre 518 a 813 mmoles de FeSO4/L e atividade anti-radicalar
relativamente ao DPPH entre 1,7 a 8,6 g de Trolox/L.

Os extratos de Hypoxis hemerocallidea obtidos com agua fervente (método tradicional) apresentaram
rendimentos massicos de 5,5 a 25,3 g/L e caracterizaram-se por fenois totais entre 3,7 ¢ 9,3 g EAG/L,
atividade redutora férrica entre 216 a 461 mmoles de FeSO4/L e atividade anti-radicalar relativamente
ao DPPH entre 0,6 a 4,4 g de Trolox/L.

Os extratos obtidos por maceragdo em agua fria apresentaram valores de rendimento muito inferiores
aos restantes.

A natureza da matriz foi o fator que introduziu maior variabilidade quer no rendimento de extragdo quer
nas caracteristicas dos extratos obtidos. As varia¢des nos teores de humidade, agucares simples, acidos
orgénicos e aminoacidos livres bem como dos metabolitos secundarios de natureza fendlica que acon-
tecem em funcdo da sazonalidade, maturidade da planta e condigdes ambientais sdo pardmetros susce-
tiveis de originar esta variabilidade.

A presenca ou auséncia de pele no cormo nao influenciou de forma relevante o rendimento de extragdo
ou as caracteristicas dos extratos obtidos, exceto um ligeiro aumento de fendlicos totais nos extratos
obtidos com pele pelo método tradicional com agua quente.

Os extratos apresentaram diversos componentes com espetros de UV-VIS caracteristicos de glucosideos
de norlinhanos e por comparagdo com dados da literatura foi possivel identificar os picos cromatografi-
cos correspondentes ao hipoxosido, dehidroxihipoxosido e bis-dehidroxihipoxdsido em todos os extra-
tos. Nos extratos de acetona encontraram-se picos cromatograficos com espetros semelhantes a acidos
hidroxibenzoicos e nos extratos de agua fervente encontraram-se picos cromatograficos com espetros
semelhantes a flavonois.

A digestao simulada dos extratos de acetona e etanol e agua fervente obtidos a partir do cormo B3
provocou um decréscimo 76 % a 83 % do teor de fenois totais e de 75 % a 87 % da atividade antiradicalar
relativa ao DPPH. No entanto, a redugdo das areas cromatograficas do pico correspondente ao hipoxo-

sido foi de 26 %, 25 % e 68 % respetivamente para os extratos de acetona, etanol e agua fervente.
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Estes resultados permitiram concluir que os extratos de Hypoxis hemerocallidea sdo ricos em compostos
fenodlicos e em particular em norlinhanos, caracteristica que lhes confere propriedades antioxidantes
relevantes.

A obtencao destes extratos pode ser realizada pelo método tradicional com agua fervente, mas também
por maceragdo em acetona ou etanol ou suas misturas com agua, um método com menos requisitos
energéticos e que pode ser facilmente adaptado a uma escala industrial.

A utilizagdo de solventes organicos reduz a tendéncia para o desenvolvimento de microrganismos que
ocorre facilmente nos extratos aquosos ¢ facilita a eliminagdo do solvente sob vacuo.

As propriedades funcionais dos extratos decresceram rapidamente durante o processo de digestao intes-
tinal pelo que a sua estabilizagdo mediante microencapsulagdo ou outros processos adequados de pre-

servagao podera permitir manter estas propriedades durante o processo digestivo.
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Anexo Al

Tabela Al.1: Rendimentos de extracdo de cormos de Hypoxis hemerocalidea com diferentes solventes.

Adi m (cormoantraido) mextrato/ 10 mL mextrato/ Vﬁnal,extrato Rendimento
Cormo Codigo
g (g) (g) (g extrato/L) (% m/m)
B1-ACE 20 0.222 5.55 22.2 27.8
B1 B1-ET 20 0.130 3.25 13.0 16.3
B1-H>Oq 20 0.112 2.80 5.6 14.0
B3-ACE 25 0.239 5.97 23.9 23.9
B3 B3-ET 25 0.231 5.78 23.1 23.1
B3-H>Oq 25 0.179 4.48 17.9 17.9
B11-100%ACE 25 0.178 4.45 17.8 17.8
B11-75%ACE 25 0.194 4.85 19.4 19.4
B11 B11-50%ACE 25 0.212 5.30 21.2 21.2
B11-25%ACE 25 0.221 5.53 22.1 22.1
B11-100%H.0 25 0.055 1.37 5.5 5.5
B6-ACE-CC1 25 0.135 3.38 13.5 13.5
B6-ACE-CC2 25 0.136 3.41 13.6 13.6
B6-ACE-SC1 25 0.143 3.58 14.3 14.3
B6-ACE-SC2 25 0.142 3.55 14.2 14.2
B6-ET-CC1 25 0.150 3.75 15.0 15.0
B6 B6-ET-CC2 25 0.146 3.66 14.6 14.6
B6-ET-SCl1 25 0.144 3.60 14.4 14.4
B6-ET-SC2 25 0.143 3.57 14.3 14.3
B6-H20q-CCl1 25 0.137 3.43 13.7 13.7
B6-H20q-CC2 25 0.147 3.68 14.7 14.7
B6-H20q-SCl1 25 0.144 3.60 14.4 14.4
B6-H20q-SC2 25 0.137 3.43 13.7 13.7
B12 B12-100%H20 25 0.141 3.53 14.1 14.1
B10-ACE 25 0.142 3.55 14.2 14.2
B10 B10-ET 25 0.150 3.75 15.0 15.0
B10-ACE-Cascas 25 0.148 3.70 14.8 14.8
B2-100%ET 25 0.276 6.90 27.6 27.6
B2 B2-75%ET 25 0.258 6.45 25.8 25.8
B2-50%ET 25 0.245 6.13 24.5 24.5
B2-25%ET 25 0.232 5.80 23.2 23.2
BS5 B5-H>0Oq 25 0.253 6.33 25.3 25.3
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Tabela A1.2:

Fendis totais nos extratos obtidos com diferentes solventes a partir de diferentes cormos de Hypoxis hemerocallidea.

sdico d Concentracdo EAG no extrato Massa de EAG/massa de cormo Massa de EAG/massa de extrato
Solvente C;mt)gs(‘zraa (mg de EAG/L) (mg EAG/g de cormo) (mg EAG/g de extrato)
Meédia DP cr Meédia DP cr Meédia DP cr
Bl 6451 278 4.30 3.23 0.14 4.30 290.6 12.5 4.30
B3 5601 23 0.41 2.24 0.01 0.41 234.4 1.0 0.41
Acetona B6 5749 44 0.77 2.30 0.02 0.77 402.0 3.1 0.77
B6 (dup) 5464 407 7.45 2.36 0.05 2.03 416.1 8.4 2.03
B10 4942 0 0.00 1.98 0.00 0.17 348.0 0.6 0.17
B11 5873 15 0.26 2.35 0.01 0.26 329.9 0.9 0.26
s dico d Concentracdo EAG no extrato Massa de EAG/massa de cormo Massa de EAG/massa de extrato
Solvente C;mt)gs(‘zraa (mg de EAG/L) (mg EAG/g de cormo) (mg EAG/g de extrato)
Meédia DP cr Meédia DP cr Meédia DP cr
Bl 6339 81 1.28 3.17 0.04 1.28 488 6 1.28
B2 11734 0 0.00 4.69 0.03 0.70 425 3 0.70
Etanol B3 5796 44 0.76 2.32 0.02 0.76 251 2 0.76
B6 5067 58 1.14 2.03 0.02 1.14 352 4 1.14
B6 (dup) 5112 27 0.52 2.04 0.01 0.52 358 2 0.52
B10 4925 0 0.00 1.97 0.12 6.31 328 21 6.31
sdico d Concentracdo EAG no extrato Massa de EAG/massa de cormo Massa de EAG/massa de extrato
Solvente C;mt)gs(‘zraa (mg de EAG/L) (mg EAG/g de cormo) (mg EAG/g de extrato)
Meédia DP cr Meédia DP cr Meédia DP cr
Bl 3709 15 0.39 3.71 0.01 0.39 662 3 0.39
B3 5526 29 0.52 2.21 0.01 0.52 309 2 0.52
H20q BS5 9289 0 0.00 3.72 0.02 0.44 367 2 0.44
B6 4953 50 1.00 1.98 0.02 1.00 344 3 1.00
B6 (dup) 5367 32 0.59 2.15 0.01 0.59 392 2 0.59
B12 4066 32 0.78 1.63 0.01 0.78 288 2 0.78
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Tabela Al.3: Atividade antioxidante de reducdo férrica nos extratos obtidos com diferentes solventes a partir de diferentes cormos de Hypoxis hemerocallidea.

Codico d Atividade antioxidante de reducfo férrica
Solvente ;mt)gs(‘zraa (mmoles de FeSO4.7H20/L) (mmoles de FeS0O4.7H20/g de cormo) (mmoles de FeS0O4.7H20/g de extrato)
Média DP | CV Média DP CV Média DP CV
Bl 701 4 0.61 0.351 0.002 0.61 31.6 0.2 0.61
B3 635 0 0.00 0.318 0.000 0.00 28.6 0.0 0.00
Acetona B6 582 6 1.03 0.233 0.002 1.03 40.7 0.4 1.03
B6 (dup) 630 2 0.27 0.252 0.001 0.27 44.4 0.1 0.27
B10 799 4 0.54 0.319 0.002 0.54 56.2 0.3 0.54
Bl11 422 15 3.46 0.169 0.006 3.46 23.7 0.8 3.46
Codico d Atividade antioxidante de redugao férrica
Solvente ;mt)gs(‘zraa (mmoles de FeSO4.7H20/L) (mmoles de FeSO4.7H20/g de cormo) (mmoles de FeSO4.7H20/g de extrato)
Média DP | CV Média DP CV Média DP CV
Bl 780 4 0.55 0.390 0.002 0.55 60.0 0.3 0.55
B2 813 1 0.11 0.325 0.000 0.11 29.5 0.0 0.11
Etanol B3 537 4 0.80 0.269 0.002 0.80 41.3 0.3 0.80
B6 548 3 0.47 0.219 0.001 0.47 38.1 0.2 0.47
B6 (dup) 662 0 0.00 0.265 0.000 0.00 46.4 0.0 0.00
B10 669 6 0.90 0.267 0.002 0.90 44.6 0.4 0.90
Codico d Atividade antioxidante de redugdo férrica
Solvente ;mt)gs(‘zraa (mmoles de FeSO4.7H20/L) (mmoles de FeSO4.7H20/g de cormo) (mmoles de FeSO4.7H20/g de extrato)
Média DP | CV Média DP CV Média DP CV
Bl 416 2 0.52 0.416 0.002 0.52 74.2 0.4 0.52
B3 461 1 0.19 0.461 0.001 0.19 82.3 0.2 0.19
H20q B5 216 2 0.79 0.086 0.001 0.79 8.5 0.1 0.79
B6 237 2 0.72 0.095 0.001 0.72 16.5 0.1 0.72
B6 (dup) 283 2 0.76 0.113 0.001 0.76 20.7 0.2 0.76
B12 279 2 0.61 0.112 0.001 0.61 19.8 0.1 0.61
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Tabela Al.4: Atividade anti-radicalar relativamente ao DPPH dos extratos obtidos com diferentes solventes a partir de diferentes cormos de Hypoxis hemerocallidea.

Cédico d Atividade antiradicalar relativa ao DPPH
Solvente ;mi)gs(‘zraa (equivalentes de Trolox, mg/L) (equivalentes de Trolox, mg/g de cormo) (equivalentes de Trolox, mg/g de extrato)
Meédia DP cr Meédia DP cr Meédia DP cr
Bl 3297 87 2.6 1.65 0.04 2.6 149 4 2.6
B3 6554 37 0.6 2.62 0.01 0.6 274 2 0.6
Acetona B6 3257 79 2.4 1.30 0.03 2.4 226 5 2.4
B6 (dup) 5641 33 0.6 2.26 0.01 0.6 394 2 0.6
B10 5155 61 1.2 2.06 0.02 1.2 363 4 1.2
B11 7829 198 2.5 3.13 0.08 2.5 440 11 2.5
Cédico d Atividade antiradicalar relativa ao DPPH
Solvente ;mi)gs(‘zraa (equivalentes de Trolox, mg/L) (equivalentes de Trolox, mg/g de cormo) (equivalentes de Trolox, mg/g de extrato)
Meédia DP cr Meédia DP cr Meédia DP crv
Bl 2895 43 1.5 1.45 0.02 1.5 223 3 1.5
B2 8547 46 0.5 3.42 0.02 0.5 310 2 0.5
Etanol B3 6849 68 1.0 2.74 0.03 1.0 296 3 1.0
B6 5431 79 1.4 2.17 0.03 1.4 378 5 1.4
B6 (dup) 5344 38 0.7 2.14 0.02 0.7 390 3 0.7
B10 7420 420 5.7 2.97 0.17 5.7 501 28 5.7
Cédico d Atividade antiradicalar relativa ao DPPH
Solvente ;mi)gs(‘zraa (equivalentes de Trolox, mg/L) (equivalentes de Trolox, mg/g de cormo) (equivalentes de Trolox, mg/g de extrato)
Meédia DP cr Meédia DP cr Meédia DP cr
Bl 550 45 8.2 0.55 0.05 8.2 98 8 8.2
B3 4429 69 1.6 1.77 0.03 1.6 247 4 1.6
H20q B5 3387 134 4.0 1.35 0.05 4.0 134 5 4.0
B6 2424 361 14.9 0.97 0.14 14.9 168 25 14.9
B6 (dup) 1713 76 4.5 0.69 0.03 4.5 120 5 4.5
B12 3768 51 1.4 1.51 0.02 1.4 267 4 1.4
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Tabela A1.5: Caracterizagdo de extratos obtidos com misturas de acetona e dgua com diferentes percentagens do solvente organico.

Amostra Fenois totais
(mg de EAG/L) (mg EAG/g de cormo) (mg EAG/g de extrato)

Média DP ()% Média DP ()% Média DP ()%
100% ACE 5873 15 0.26 2.35 0.01 0.3 329.9 0.9 0.3
75% ACE 6310 18 0.28 2.52 0.01 0.3 325.3 0.9 0.3
50% ACE 6091 3 0.05 2.44 0.00 0.1 287.3 0.2 0.1
25% ACE 5312 40 0.75 2.12 0.02 0.8 240.4 1.8 0.8
0% ACE 1514 38 2.50 0.61 0.02 2.5 275.4 6.9 2.5

Atividade antioxidante de reducéo férrica, FRAP

(mmoles de FeSO4.7H,0/L) (mmoles de FeSO4.7H20/g de cormo) (mmoles de FeSO4.7H20/g de extrato)

Meédia DP cv Meédia DP cv Meédia DP cv

100% ACE 422.0 14.6 3.46 0.169 0.006 3.5 23.7 0.8 3.5
75% ACE 850.8 0.9 0.10 0.340 0.000 0.1 43.9 0.0 0.1
50% ACE 798.5 2.6 0.32 0.319 0.001 0.3 37.7 0.1 0.3
25% ACE 642.5 6.9 1.07 0.257 0.003 1.1 29.1 0.3 1.1
0% ACE 279.9 9.4 3.37 0.112 0.004 3.4 50.9 1.7 3.4

Actividade antiradicalar relativa ao DPPH

(equivalentes de Trolox, mg/L) (equivalentes de Trolox, mg/g de cormo) (equivalentes de Trolox, mg/g de extrato)
Meédia DP cv Meédia DP cv Meédia DP cv
100% ACE 7829 198 2.53 3.13 0.08 2.5 440 11 2.5
75% ACE 7829 198 2.53 3.13 0.08 2.5 404 10 2.5
50% ACE 5021 87 1.74 2.01 0.03 1.7 237 4 1.7
25% ACE 4427 29 0.65 1.77 0.01 0.6 200 1 0.6

0% ACE 1203 127 10.59 0.48 0.05 10.6 219 23 10.6




Tabela A1.6: Caracterizagdo de extratos obtidos com misturas de etanol e 4gua com diferentes percentagens do solvente orgénico.

Fenois totais

acn(iglsgf(roada (mg de EAG/L) (mg EAG/g de batata) (mg EAG/g de extrato)
Média DP cv Média DP cv Média DP cv

B2 -ET-100% | 11792 163 1.386 4.72 0.07 1.39 427 6 1.39

B2 -ET-75% 10728 147 1.372 4.29 0.06 1.37 416 6 1.37

B2 - ET - 50% 9746 114 1.174 3.90 0.05 1.17 398 5 1.17

B2 -ET-25% 6376 90 1.410 2.55 0.04 1.41 275 4 1.41
Concentragao de eq. de FeSO4.7H,0O mmoles eq. de FeSO4.7H,O/ massa de | mmoles eq. de FeSO4.7H>O/ massa de

Cddigo da no extrato batata extrato

amostra (mmoles de FeSO4.7H,0/L) (mmoles de FeSO4.7H,0/g de batata) (mmoles de FeSO4.7H,0/g de extrato)
Média DP cv Meédia DP cv Meédia DP cv

B2 -ET-100% | 813.1 0.9 0.11 0.33 0.00 0.11 29.46 0.03 0.11

B2 -ET-75% 764.5 6.0 0.79 0.31 0.00 0.79 29.63 0.23 0.79

B2 - ET - 50% 468.8 1.7 0.37 0.19 0.00 0.37 19.13 0.07 0.37

B2 -ET-25% 429.9 1.7 0.40 0.17 0.00 0.40 18.53 0.07 0.40

Codigo da Actividade antiradicalar relativa ao Actividade antiradicalar relativa ao Actividade antiradicalar relativa ao

amostra DPPH DPPH DPPH

(equivalentes de Trolox, mg/L)

(equivalentes de Trolox, mg/g de ba-

(equivalentes de Trolox, mg/g de ex-

tata) trato)
Meédia DP CvV Meédia DP CvV Meédia DP CvV
B2 - ET-100% | 8547 46 0.54 3.42 0.02 0.54 310 2 0.54
B2 -ET-75% 6101 231 3.78 2.44 0.09 3.78 236 9 3.78
B2 - ET - 50% 3193 223 6.98 1.28 0.09 6.98 130 9 6.98
B2 - ET - 25% 1737 238 13.72 0.69 0.10 13.72 75 10 13.72
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Tabela A1.7: Caracterizagdo de extratos obtidos com diferentes solventes (acetona, etanol e dgua fervente) a partir de cormo com pele ou sem pele.

Cédigo da Fendis totais
amostra : (mg de EAG/L) .(mg EAG/g de batata) (r.ng EAG/g de extrato)

Meédia DP cv Meédia DP cv Média DP cv
B6-ACE-CCl 4937 22 0.4 1.97 0.01 0.4 366 2 0.4
B6-ACE-CC2 5143 84 1.6 2.06 0.03 1.6 378 6 1.6
B6-ACE-SC1 5749 44 0.8 2.30 0.02 0.8 402 3 0.8
B6-ACE-SC2 5764 177 3.1 2.36 0.05 2.0 416 8 2.0
B6-ET-CCl 5258 275 5.2 2.25 0.01 0.5 375 2 0.5
B6-ET-CC2 5090 69 1.4 2.04 0.03 1.4 348 5 1.4
B6-ET-SC1 5067 58 1.1 2.03 0.02 1.1 352 4 1.1
B6-ET-SC2 5112 27 0.5 2.04 0.01 0.5 358 2 0.5
B6-H20q-CCl 5985 115 1.9 2.39 0.05 1.9 437 8 1.9
B6-H20g-CC2 6665 32 0.5 2.67 0.01 0.5 453 2 0.5
B6-H20q-SC1 4953 50 1.0 1.98 0.02 1.0 344 3 1.0
B6-H20g-SC2 5367 32 0.6 2.15 0.01 0.6 392 2 0.6

Cédigo da Atividade antioxidante de reducfo férrica, FRAP
amostra (mmoles de FeSO4.7H,O/L) (mmoles de FeSO4.7H.0/g de batata) (mmoles de FeSO4.7H.0/g de extrato)
Meédia DP cv Meédia DP cv Média DP cv
B6-ACE-CCl 638 3 0.5 0.255 0.001 0.5 47.2 0.3 0.5
B6-ACE-CC2 653 3 0.5 0.261 0.001 0.5 48.0 0.3 0.5
B6-ACE-SC1 582 6 1.0 0.233 0.002 1.0 40.7 0.4 1.0
B6-ACE-SC2 630 2 0.3 0.252 0.001 0.3 44.4 0.1 0.3
B6-ET-CCl 518 6 1.2 0.207 0.002 1.2 34.5 0.4 1.2
B6-ET-CC2 568 3 0.5 0.227 0.001 0.5 38.8 0.2 0.5
B6-ET-SC1 548 3 0.5 0.219 0.001 0.5 38.1 0.2 0.5
B6-ET-SC2 662 0 0.0 0.265 0.000 0.0 46.4 0.0 0.0
B6-H20q-CCl 395 4 1.1 0.158 0.002 1.1 28.8 0.3 1.1
B6-H20g-CC2 433 8 1.9 0.173 0.003 1.9 29.4 0.6 1.9
B6-H20q-SC1 237 2 0.7 0.095 0.001 0.7 16.5 0.1 0.7
B6-H20g-SC2 283 2 0.8 0.113 0.001 0.8 20.7 0.2 0.8




Tabela A.1.7 (continuacio)

Actividade antiradicalar relativa ao DPPH
Codigo da (equivalentes de Trolox, mg/L) (equivalentes de Trolox, mg/g de ba- (equivalentes de Trolox, mg/g de ex-
amostra tata) trato)

Média DP cv Média DP cv Média DP cv

B6-ACE-CC1 4090 123 3.0 1.64 0.05 3.0 303 9 3.0
B6-ACE-CC2 4398 17 0.4 1.76 0.01 0.4 323 1 0.4
B6-ACE-SC1 5641 33 0.6 2.26 0.01 0.6 394 2 0.6
B6-ACE-SC2 5155 61 1.2 2.06 0.02 1.2 363 4 1.2
B6-ET-CC1 3891 82 2.1 1.56 0.03 2.1 284 6 2.1
B6-ET-CC2 4514 134 3.0 1.81 0.05 3.0 307 9 3.0
B6-ET-SC1 5431 79 1.4 2.17 0.03 1.4 378 5 1.4
B6-ET-SC2 5344 38 0.7 2.14 0.02 0.7 390 3 0.7
B6-H20q-CCl 2626 38 1.5 1.05 0.02 1.5 175 3 1.5
B6-H20g-CC2 2847 76 2.7 1.14 0.03 2.7 195 5 2.7
B6-H20g-SC1 2424 361 14.9 0.97 0.14 14.9 168 25 14.9
B6-H20g-SC2 1713 76 4.5 0.69 0.03 4.5 120 5 4.5




Tabela A1.8: Teor de compostos fenolicos totais (mg eq. EAG/L) e atividade anti-radicalar relativa ao DPPH (mg eq. de Trolox/L) de extratos de Hypoxis hemerocallidea,

obtidos com acetona, etanol e dgua fervente e dos correspondentes digeridos apds digestio intestinal.

Fendis totais (mg EAG/L)

Amostras originais

Digestao Gastrica

Digestio total

Amostras (1 mg/mL)
Média DP Média DP Média DP
Extrato H,O (a quente) 1351 10 309 6 233 9
Extrato acetona 908 6 322 12 202 6
Extrato etanol 908 6 300 6 220 10
Atividade anti-radicalar em relacio ao DPPH (mmg eq. De Trolox/L)
Amostras Am(ztll‘lz:;(:;gmals Digestao Gastrica Digestio total
Média DP Média DP Média DP
Extrato H,O (a quente) 1271 10 213 6 230 21
Extrato acetona 1117 17 190 10 148 16
Extrato etanol 841 2 150 5 207 6
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