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RESUMO

Pterospartum tridentatum (L.) Willk., Gomphrena globosa L. and Cymbopogon
citratus (DC) Stapf. sdo plantas medicinais que requerem uma caracterizacdo quimica
mais detalhada, devido & importancia do seu consumo em infusdes. Assim, o perfil
individual em tocoferois, aclcares livres e acidos organicos foi efetuado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a diferentes detetores
(florescéncia, indice de refracdo e detetor de diodos, respetivamente). A composicao
fendlica (e.g., &cidos fendlicos e flavonoides) foi também analisada por técnicas de
cromatografia e espetrometria de massa. A atividade antioxidante dos extratos
metanolicos e das infusdes foi avaliada através da atividade captadora de radicais livres,
poder redutor, inibi¢do da descolora¢do do B-caroteno e inibicdo da peroxidacao lipidica

em homogeneizados cerebrais.

Nos ultimos anos, tém surgido estudos de avaliagdo dos efeitos sinergistas
resultantes da combinacéo de plantas, destacando o maior potencial das misturas quando
comparados com as plantas individuais. As trés espécies mencionadas anteriormente sdo
exemplos de plantas medicinais com propriedades antioxidantes préprias, mas que podem
mostrar melhorias quando combinadas. Assim, avaliou-se também a atividade
antioxidante das infusdes preparadas a partir das plantas individuais e de misturas dessas

plantas em diferentes proporcdes.

C. citratus revelou o maior teor em a-tocoferol, tocoferois totais, glucose sacarose,
acidos succinico e ascorbico, tendo ainda apresentado a mais elevada capacidade de
inibicdo da descoloracdo do B-caroteno e peroxidacdo lipidica; a luteolina 2"-O-ramnosil-
6-C-glucésido foi o composto maioritario no extrato metanolico dessa planta. P.
tridentatum apresentou a maior concentracdo de frutose e acuUcares totais, revelando
também a maior atividade captadora de radicais livres e poder redutor; derivados de di-
hidroflavonol e isoflavona foram os compostos mais significativos no extrato metanolico.
Finalmente, G. globosa demonstrou a maior concentracdo em acidos organicos, sendo o
canferol 3-O-rutindsido o composto fendlico mais abundante no extrato metanélico;

foram ainda identificadas betacianidinas nesta amostra.

O perfil fendlico foi muito similar nos extratos metandlicos e nas infusdes. Para as

infusdes, a ordem de eficacia antioxidante foi a seguinte P. tridentatum> C. citratus> G.
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globosa, o que pode estar relacionado com a diferente composicdo em compostos
fendlicos, principalmente flavonoides. Quando se combinaram as plantas em estudo,
observaram-se maioritariamente efeitos sinergistas na atividade antioxidante das
infusdes; os efeitos foram mais significativos nas proporcdes de 40%:60% (tanto de P.
tridentatum e C. citratus, como G. globosa e C. citratus). A infusdo obtida a partir de
40% de P. tridentatum e 60% de C. citratus foi a que apresentou propriedades
antioxidantes mais elevadas, devido ao aumento da percentagem individual da planta com

maior atividade antioxidante, comparativamente a mistura de 25%:75%.

Tanto quanto sabemos, este € o primeiro trabalho que descreve a composicdo
quimica de G. globosa e C. citratus. Dada a importancia do consumo das trés plantas
mencionadas, o0 estudo da sua composi¢do fitoquimica e das suas propriedades
antioxidantes € de particular interesse. O presente trabalho valida ainda a comercializagédo

das espécies combinadas em proporgdes especificas.
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ABSTRACT

Pterospartum tridentatum (L.) Willk., Gomphrena globosa L. and Cymbopogon
citratus (DC) Stapf. are medicinal plants that require a more detailed chemical
characterization, given the importance of their consumption as infusions. Therefore, the
individual profiles in tocopherols, free sugars and organic acids were obtained by high
performance liquid chromatography (HPLC) coupled to different detectors (fluorescence,
refraction index and photodiode array, respectively). Phenolic composition (e.g., phenolic
acids and flavonoids) was also analysed by chromatographic and mass spectrometry
techniques, and the antioxidant activity was also accessed through free radicals
scavenging activity, reducing power and inhibition of lipid peroxidation in brain

homogenates, for methanol extracts as for infusions.

In recent years, studies focused on the evaluation of synergistic effects of combined
plants are emerging and seem to highlight the potential of the mixtures when compared
with the individual plants. These three plants are examples of medicinal plants with
antioxidant properties by their own, but that can be improved when mixed. In the present
work, the antioxidant activity and phenolic compounds were determined in the infusions
prepared from the individual plants, as mentioned above, and from mixtures of these
plants in different proportions.

C. citratus revealed the highest content of a-tocopherol, total tocopherols, glucose,
sucrose, succinic and ascorbic acids, with the highest B-carotene bleaching and lipid
peroxidation inhibitions; luteolin 2""-O-rhamnosyl-6-C-glucoside was the main
compound in its methanolic extract. P. tridentatum presented the highest fructose and
total sugars content, revealing the highest free radicals scavenging activity and reducing
power; dihydroflavonol and isoflavone derivatives were mainly detected in the
methanolic extract. Finnaly, G. globosa showed the highest organic acids concentration,
being kaempferol 3-O-rutinoside the most abundant phenolic compound in the methanoli
extract; betacyanins were also identified in this sample.

The phenolic profile was very similar in the methanolic extracts and infusions.
Regarding infusions, P. tridentatum > C. citratus > G. globosa was the order observed
for antioxidant efficacy, which can be related to their different composition in phenolic
compounds namely, flavonoids. Synergism was the main effect observed among the
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tested mixtures, mainly for the infusions prepared from the plants in proportion 40%:60%
(either P. tridentatum and C. citratus; or G. globosa and C. citratus). The infusion
obtained with 40% of P. tridentatum and 60% of C. citratus gave the highest antioxidant
properties, due to the increasing percentage of the individual plant with the highest
antioxidant activity, in comparison with the mixture 25%:75%.

As far as we know, this is the first study reporting chemical composition of G.
globosa and C. citratus. It is very interesting to study the phytochemical composition of
these plants, and their properties given the importance of their consumption. The present
study also validates the commercialization of the studied species combined in specific

proportions.
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I.  INTRODUCAO

Os sistemas de medicina tradicional foram e continuam a ser um topico de
importéncia global. A Organizacdo Mundial de Saide (WHO, 2014) estima que em
muitos paises desenvolvidos uma grande parte da populacdo recomeca a procurar praticas
descritas pela medicina tradicional e a reutilizar plantas para tratamentos de saude
primaria. Apesar da medicina convencional estar mais acessivel nestes paises, 0s
medicamentos a base de plantas mantém alguma popularidade devido a razdes histéricas
e culturais. Um crescente nimero de pessoas destes paises desenvolvidos sdo adeptos de
terapias alternativas ou complementares, incluindo o recurso a plantas medicinais. Cada
vez mais as espécies que possuem interesse medicinal estdo sujeitas a avaliacdo de
qualidade e validacdo cientifica para garantir a qualidade e seguranca e facilitar o seu
emprego complementar na medicina (WHO, 2014).

Contudo, a informacdo relativa a seguranca e eficacia dos extratos e principios
ativos de origem vegetal é ainda escassa, tal como sao pouco conhecidos os efeitos da sua
utilizacdo como um todo e combinada com outros produtos. Em muitos paises o mercado
de medicamentos a base de plantas esta pouco regulado, e estes produtos muitas vezes
ndo sdo registados nem controlados. Garantir a seguranca, qualidade e eficacia dos
fitoterapicos e destes produtos naturais tornou-se entdo uma tarefa chave em todo o
mundo e, em particular, nos paises desenvolvidos e industrializados. Tanto o0s
consumidores como os profissionais de satde necessitam de informacéo fiavel para que

a utilizacdo destes produtos seja encarada de uma forma segura e eficaz (WHO, 2014).

1.1. ETNOBOTANICA E ETNOFARMACOLOGIA

O termo etnobotanica, foi apresentado pela primeira vez pelo cientista norte-
americano John Harshberger em 1896 que o utilizou para designar "o estudo do uso das
plantas pelos seres humanos". Esta ciéncia relaciona os seres humanos e plantas em toda

a sua complexidade baseando-se numa observagéo detalhada do uso que uma sociedade
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faz das plantas, incluindo todas as crencas e praticas culturais associadas a essa sociedade
(Ghorbani et al., 2006).

Etnofarmacologia é definida como "a exploracdo cientifica interdisciplinar dos
agentes biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou observados pelo
homem". As plantas medicinais sao importantes elementos de sistemas medicos indigenas
em muitas partes do mundo, e esses recursos sao normalmente considerados como uma

parte do conhecimento tradicional de uma cultura (Ghorbani et al., 2006).

A etnoboténica e etnofarmacologia tém sido encaradas como ferramentas Gteis na
descoberta de novos farmacos, como forma de determinar e avaliar a importancia da
conservacao dos recursos naturais e dos saberes e praticas tradicionais, como meio para
evitar a ameaca a integridade da heranca cultural das sociedades humanas, ou ainda como
um campo de pesquisa que requer o desenvolvimento de novas formas de parceria entre
investigadores, populacBes indigenas, conhecedores empiricos e consumidores. Estas
perspetivas, aparentemente tdo diversas, tém um ponto de vista comum: os saberes locais
e as praticas relacionadas com a utilizacdo tradicional de plantas medicinais (Heinrich et
al., 2006). Contudo, ainda segundo Heinrich et al. (2006), muito pouca atencgdo tem sido
dada & histdria dos sistemas de transmisséo de saberes empiricos, nomeadamente aqueles

gue nos chegaram por transmisséo oral.

As abordagens interdisciplinares que incluem diferentes metodologias de varias
ciéncias como a histdria, a antropologia, arqueologia, boténica, quimica, ecologia
farmacologia e psicologia facilitam a compreensdo das relacGes entre as plantas e as
sociedades humanas ao longo do tempo (Leonti, 2011) e fazem destacar a relevancia e o
potencial da interligacdo desses métodos na identificacdo de temas de pesquisa no
contexto da etnoboténica e da etnofarmacologia (Heinrich et al., 2006).

Alguns autores (Heinrich et al., 2009) questionam o que se pretende alcancar com
os estudos etnoboténicos e etnofarmacoldgicos. No seu entender, documentar e descrever
especies, usos e praticas € interessante, desperta curiosidade, mas ndo pode ser o0 Unico
objetivo da investigagcdo. Importa sim perceber de que modo esse conhecimento pode
contribuir para a melhoria da satde humana a nivel local e/ou global. As pessoas e as
comunidades humanas usam as plantas segundo processos complexos e dindmicos, no
entanto, a nossa compreensdo desses processos ainda € bastante rudimentar (Heinrich et
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al., 2009). Novas formas integradoras de olhar o uso das plantas e a evolucdo das
farmacopeias, podem levar a uma melhor compreensdo da dinamica e evolugéo do uso
das espécies vegetais pelo Homem. Os resultados dessa percecéo e conhecimento séo a
base da investigacdo etnofarmacoldgica, contribuem para o aperfeicoamento de
estratégias de prevencdo, diagndstico, e tratamento de doencas fisicas e mentais e
proporcionam cuidados de saude primarios ao nivel das comunidades rurais e urbanas,
tanto nos paises desenvolvidos, como nos paises em vias de desenvolvimento (WHO,
2013).

1.2. ALGUMAS ESPECIES E USOS COM DESTAQUE NA MEDICINA
TRADICIONAL

Muitas sdo as espécies vegetais usadas pela medicina popular Portuguesa desde ha
longa data. Algumas das mais emblematicas plantas arométicas e medicinais da flora
Portuguesa sdo espontaneas. No entanto, a hibridacao entre saberes locais, tradicionais e
conhecimentos exdgenos é algo que sempre aconteceu ao longo dos tempos, dando
origem a um corpo de novos saberes importados de varias formas (por exemplo, viagens,
migracdes, meios de comunicacgdo) que integram multiplas abordagens e condicionam as
escolhas de utilizadores e consumidores de plantas medicinais. Na sequéncia dessas
preferéncias, surgem novas espécies, algumas exoéticas, que sdo cultivadas e
comercializadas para satisfazer a procura dos consumidores. Algumas adaptaram-se de
tal forma que surgiram subespontaneas em varias zonas do territério portugués, tornaram-
se fundamentais nos habitos dos consumidores e passaram a constar da propria

Farmacopeia Portuguesa (Cunha & Roque, 2008).

Deste modo, neste trabalho selecionaram-se trés espécies de consumo frequente em
Portugal, para explorar do ponto de vista fitoquimico e etnofarmacol6gico, e assim
contribuir para a caracterizagdo da composi¢do quimica e avaliacdo de propriedades
bioativas, tanto das matrizes vegetais isoladas, como processadas de acordo com a forma
de administracdo habitual (infusdes) ou em misturas segundo novas alternativas de

consumo.
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As espécies em questdo sdo a carqueija (Pterospartum tridentatum (L.) Willk)
espécie espontanea da Flora de Portugal e duas espécies exoticas, uma de introducdo
relativamente recente, a perpétua-roxa, (Gomphrena globosa L.) e a erva-principe,
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), planta asiatica, cuja utilizacdo em Portugal parece

remontar a época dos descobrimentos.

1.2.1. Pterospartum tridentatum (L.) Willk.

Pterospartum tridentatum (L.) Willk. é uma espécie da familia das Fabaceae que
cresce espontaneamente em Portugal em condigcdes térmicas mediterranicas, onde é
conhecida como carqueja ou carqueija (Carvalho, 2010). Existem inimeros propésitos
para 0s quais esta espécie € utilizada; as flores sdo usadas na medicina popular para o
tratamento de varias afecGes, nomeadamente as relativas ao aparelho respiratério,
aparelho digestivo, sistema nervoso, sistema urinario e em dermatologia; estad também
indicada para o controlo da diabetes (Vitor et al., 2004; Carvalho, 2010), sendo por vezes

utilizada em misturas com outras plantas para essa finalidade (Vitor et al., 2004).

Alguns autores referem o uso de P. tridentatum para tratamento de constipacoes,
dores de estbmago, problemas intestinais, doenca renal, problemas de figado e de vesicula
e também para o reumatismo (Grosso et al., 2007). E também indicado para a pneumonia,
bronquite e traqueite, dores de cabeca, tosse, para niveis baixos de pressdo sanguinea e
niveis altos de colesterol, diabetes e até em programas de perda de peso. Esta espécie é
conhecida pelos seus efeitos diurético, purgativo, laxativo, hipotensor, hipoglicemiante,
e por possuir propriedades digestivas (Neves et al., 2009; Coelho et al., 2011). A infusdo

das flores secas é considerada um excelente béquico e emoliente (Grosso et al., 2007).

E uma angiospérmica eudicotiledonea incluida na Ordem Fabales. Pertence a
familia Fabaceae, a tribo Genisteae, Género Pterospartum. Esta espécie tem varias
sinonimias, como por exemplo, Chamaespartium tridentatum (L.) P. Gibbs.; Genistella
tridentata (L.) Samp ou Genista tridentata L, sendo esta ultima a mais comum.

A carqueja é um arbusto perene, que pode atingir até um metro de altura, com caules

de consisténcia lenhosa e rigida. As raizes sdo aprumadas e bastante longas e, por vezes,
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entrelacam-se nas raizes de outras espécies companheiras, nomeadamente do género

Pinus, com o qual se encontra frequentemente associada na natureza.

Os caules sdo lenhosos, eretos ou prostrados com ramos alados lateralmente,
formando falsas folhas de cor verde-escuro, recortadas e de consisténcia coriacea ou
sublenhosa. Os ramos apresentam assim forma achatada com duas ou trés expansdes em
forma de asa, com aspeto articulado, terminando com dois ou trés dentes. As folhas,
persistentes, alternas, uni folioladas e triangulares, aparentam ser tridentadas, pelos

foliolos estarem unidos as estipulas.

As flores (Figura 1B, C e D) sé&o de um amarelo intenso e dispdem-se em
inflorescéncias corimbiformes, em grupos de 3 a 10, reunidas em ramalhetes curtos e
apertados. Possuem indumento nas sépalas que as revestem. O fruto é uma vagem

oblongo-linear com 10 a 12 mm de comprimento (Pimenta, 2012).

Figura 1. Pterospartum tridentatum (L.) Willk. em floragdo (A, C e E) e detalhe da flor (B e D)
(Grundtvig”E, Francisco Erit Vasquez Toro®, Teresa Loba®, Miguel AngelP, https://www:.flickr.com 2014).
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1.2.2. Gomphrena globosa L.

Gomphrena globosa L. é uma espécie da familia Amaranthaceae nativa da América
Latina e vulgarmente conhecida por perpétua-roxa. Em muitos pontos do globo, as suas
propriedades medicinais levaram ao consumo das suas inflorescéncias indicadas para o
tratamento de doencas do sistema respiratorio (Cai et al., 2006), de vérias condicdes
inflamatdrias respiratdrias, como asma bronquica, bronquite aguda e cronica ou tosse
convulsa (Silva et al., 2012); a infusdo das flores é utilizada para tratar a oligdria e a
indigestdo e também como expetorante (Rahman & Gulshana, 2014). E também utilizada
na medicina tradicional para a diabetes, ictericia, hipertensdo, incontinéncia urinéria,
problemas renais e da prostata (Dinda et al., 2006; Lans, 2007; Ferreres et al., 2011).
Tanto quanto se sabe, apesar da ampla utilizacdo em tais condicGes, a sua atividade anti-
inflamatdria ndo foi ainda cientificamente testada, assim como 0s seus compostos ativos

e mecanismos de acdo (Silva et al., 2012).

G. globosa é também uma angiospérmica eudicotileddnea que pertence a Ordem

Caryophyllales, familia Amaranthaceae e Género Gomphrena (llyas et al., 2013).

A perpétua-roxa (Figura 2) caracteriza-se por ser uma planta herbéacea anual, ndo
cespitosa com raiz fibrosa, e pode atingir entre 20-60 centimetros e altura. O caule €
robusto, ramificado, com ramos levemente quadrangulares, ligeiramente entumescidos
nos nos, com pilosidade rigida acinzentada. O peciolo possui indumento cinza, o limbo é

oblongo ou oval-oblongo, de base estreita, margem ondulada, e pice agudo ou obtuso.

Inflorescéncia em capitulo terminal geralmente roxo, as vezes rosado ou branco.
Bracteas opostas, verdes, ovaladas ou cordadas, no apice as bracteas sdo ovais brancas ou
roxas, bractéolas roxas, lanceoladas triangular mais longas que as bracteas. Tepalas
recobertas com uma substancia lanosa branca e apice acuminado. Sementes castanhas

brilhantes em forma de rim (Zhengyi et al., 2004).
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Figura 2. Gomphrena globosa L. em floracéo (C e E) E detalhe da flor (A, B e D) (Nobuhiro Suhara,
https://www.flickr.com 2014).

1.2.3. Cymbopogon citratus (DC.) Stapf

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf é muito utilizada em paises tropicais
nomeadamente no Sudeste Asiatico (Negrelle & Gomes, 2007), Continente Africano e
Paises da América do Sul onde é reconhecida como importante fonte de remédios
tradicionais. Em Portugal, é conhecida por erva-principe ou cha-de-principe e é muito
apreciada pelo seu aroma e sabor citrico. A sua aplicagcdo é muito variada: o 6leo essencial
de folha € utilizado na alimentag&o, inddstrias de perfumaria, sabdo, cosméticos, produtos
farmacéuticos e como inseticida (Francisco et al., 2011). Por exemplo, em Angola é
frequentemente usada na medicina popular, no tratamento de perturbagdes
gastrointestinais € como antiespasmddico, anti-inflamatério, antipirético, e diurético
(Machado et al., 2012).

Em muitos paises, a infusdo e a decoccdo desta planta sdo usadas para o tratamento

de estados febris e como relaxante e hipnético. E utilizada também para controlar estados
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emocionais e como um agente antidepressivo (Figueirinha et al., 2008). E recomendada
para o tratamento de inflamagdes, distrbios digestivos, diabetes e distarbios do sistema
nervoso (Cheel et al., 2005; Francisco et al., 2011; Francisco et al., 2013). De acordo com
Novais et al. (2004.), a infusdo é utilizada como analgésico gastrico, anti-inflamatorio
intestinal, antiespasmadico renal, para doencas da vesicula biliar, enjoo, e para doencas
da bexiga. O ¢leo essencial de erva-principe, também tem sido usado para tratar uma
grande variedade de outros problemas de saude, tais como acne, pé de atleta, transpiracéo
excessiva, flatuléncia, dores musculares, pele oleosa e sarna (Schaneberg & Khan, 2002).

Varios trabalhos investigaram a sua atividade antioxidante, antinociceptiva, entre
outras (Shah et al., 2012). Alguns estudos realizados com extratos de folhas de C. citratus
demonstraram atividade anti-inflamatoria, efeito hipotensor, vaso-relaxante e atividade
diurética. Demonstraram também eficacia contra o stresse oxidativo e possuem ainda
propriedades quimiopreventivas no caso de cancro (Figueirinha et al., 2008). Outros
investigadores atribuem-Ihe propriedades hipoglicemiantes, hipolipemiantes, ansioliticas
e efeitos sedantes (Adeneye & Agbaje 2007; Blanco et al., 2009; Koh et al., 2012). No
entanto, todo o potencial medicinal destas plantas ainda ndo esta exaustivamente estudado
(Gbenou et al., 2013).

C. citratus (Figura 3) é uma angiospérmica monocotiledénea incluida na Ordem

Cyperales. Pertence a familia Poaceae, Género Cymbopogon.

E uma espécie de origem tropical. Trata-se de uma planta perene, vivaz e cespitosa
(hemicriptofito) ou seja graminea de touca, os colmos podendo atingir 1-2 metros de
altura, as laminas foliares de revestimento glauco com ambas as superficies asperas ou

escamosas, diminuindo gradualmente até a base.

A inflorescéncia € uma panicula composta por varios pares de cachos espiciformes
(espiguetas) de eixos finos e caidos. Espiguetas aos pares, uma sessil com uma flor
superior hermafrodita, a outra espigueta pedunculada, com duas flores masculinas ou
estéreis. As glumas mais ou menos coriaceas ou membranéceas sdo mais compridas do
que as flores, espigueta linear séssil e lanceolada, as glumelas exteriores (lemnas) sdo
membranaceas, a superior estreita, inteira, ligeiramente bilobulada frequentemente com
uma arista geniculada. O ovério é glabro com dois estiletes e fruto € uma cariopse
(Zhengyi et al., 2006).
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Figura 3. Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. em arbusto (B), detalhe das folhas (A, C e E) e detalhe da
influrecencia (D), (J. Gil#, Jan Demman®, Missouri Botanical Garden®, Tony RoodP, Layla DishmanF,
https://www.flickr.com 2014).

1.3. FITOQUIMICOS DAS PLANTAS

Os fitoquimicos (compostos biologicamente ativos presentes nas plantas) tém vindo
a suscitar um interesse crescente devido aos seus reconhecidos beneficios para a salude
nomeadamente, na protecdo contra varias doencas. De facto, as propriedades
antioxidantes de varios compostos de origem vegetal (polifendis, vitamina C, vitamina E,
entre outros) tém sido amplamente divulgadas, visto serem capazes de proteger as células
do organismo em situagOes de stresse oxidativo, atraves de uma variedade de mecanismos
complementares e sinergistas reduzindo, assim, o risco de doencas cronicas (Costa et al.,
2012).

Os compostos bioativos presentes nos alimentos de origem vegetal, tém sido
associados a reducdo do risco de muitas doencas crénicas. Estima-se que mais de 5000
fitoquimicos tenham sido ja identificados, mas uma grande percentagem permanece ainda

desconhecida, necessitando de identificacdo para que os seus beneficios para a satde
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sejam inteiramente compreendidos. Contudo, sdo cada vez mais convincentes as
evidéncias que sugerem os beneficios dos fitoquimicos presentes em frutas e vegetais
nomeadamente, o seu envolvimento no combate ao stresse oxidativo induzido por radicais
livres e que esta envolvido na etiologia de uma grande variedade de doencas cronicas
(Liu, 2003).

Dentro da grande variedade de fitoquimicos, os que apresentam maior interesse
devido ao seu elevado potencial antioxidante sdo os tocoferois, acidos organicos

(incluindo o &cido ascorbico), os acucares redutores e os compostos fenolicos.

1.3.1. Vitaminas

1.3.1.1. Tocoferdis

A vitamina E (constituida por tocoferdis e tocotriendis) (Figura 4) é reconhecida
pela sua eficaz inibicdo da oxidacéo lipidica em alimentos e sistemas biologicos. Como a
vitamina E é sintetizada apenas pelas plantas, € um nutriente dietético muito importante
para 0s seres humanos e animais (Kamal-Eldin & Appelgvist, 1996). Entre as oito formas
de vitamina E, a-tocoferol é a isoforma biologicamente mais ativa. Estes s&o constituidos
por um anel cromanol, que lhes confere atividade antioxidante pela presenca do grupo
hidroxilo, e uma cauda fitilo que ndo possui atividade. A vitamina E interrompe a
peroxidacdo lipidica doando o hidrogénio fendlico a radicais peroxilo, dando origem a
radicais tocoferoxilo que, apesar de serem também radicais, ndo possuem capacidade
reativa sendo incapazes de dar continuidade a reacdo oxidativa em cadeia. A vitamina E
€ 0 Unico grande antioxidante lipossolUvel encontrado no plasma, eritrcitos e tecidos,
permitindo assim que sejam protegidos e mantenham a sua integridade a nivel das
estruturas lipidicas, principalmente das membranas (Ferreira et al., 2009; Carocho &
Ferreira, 2013).
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HO

CH3 .
Tocoferois

3 Tocotriendis

Figura 4. Estrutura quimica dos tocoferdéis e dos tocotrienéis (a-tocoferol/tocotrienol: R1=R2=CH3; B-
tocoferol/tocotrienol: R1=H, R2=CH3; y-tocoferol/tocotrienol: RI1=CH3, R2=H; 3&-tocoferol/tocotrienol:

R1=R2=H).

1.3.1.2. Vitamina C

A vitamina C (Figura 5) e a vitamina E sdo nomes genéricos para designar
respetivamente o acido ascorbico e, como ja foi referido, os tocoferdis. A vitamina C
inclui dois compostos com atividade antioxidante: &cido L-ascérbico e &cido L-
desidroascorbico, que sdo ambos absorvidos ao longo do trato gastrointestinal e podem
alternar enzimaticamente in vivo. O acido ascorbico é um eficiente captador de espécies
reativas nomeadamente, anido radical superoxido, peroxido de hidrogénio, radical

hidroxilo, singleto de oxigénio e 6xido de azoto (Carocho & Ferreira, 2013).

HO

HO OH

Figura 5. Estrutura quimica do &cido L-ascérbico.
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As espécies reativas de oxigénio (radicais hidroxilo, peroxilo, etc.) reagem com a
vitamina E, dando origem a um radical fenoxilo fracamente reativo (vit.E"). A vitamina
C reage depois com este radical vit E* produzindo um radical de vitamina C (vit C’) e

desta reacdo regenera-se a vitamina E (Ferreira et al., 2009).
1.3.2. Acidos organicos

Outros compostos nutricionalmente importantes sdo os acidos organicos. Estes
compostos sdo produzidos principalmente nas mitocondrias através do ciclo de Krebs e,
em menor grau, no glioxissoma. Acredita-se que alguns &cidos organicos podem ter uma
atividade bioldgica, e assim, possuir um impacto significativo na saide humana (Morales
et al., 2014). Os é&cidos organicos tém uma reduzida suscetibilidade para sofrer
modificagdes durante o processo de armazenamento, 0 que ndo acontece com 0S
pigmentos e compostos aromaticos. Mais importante ainda é o papel que estes acidos
desempenham na protecdo contra varias doencas devido a sua capacidade antioxidante
(como é o caso dos acidos tartarico, malico, citrico ou succinico) nomeadamente, de

quelatar metais ou deslocalizar a carga eletrénica de radicais livres (Barros et al., 2013).

O acido malico estd envolvido na respiracdo e fotossintese. Este acido organico
assim como os acidos citrico e oxalico foram propostos como estando envolvidos no
transporte de catides e em processos decorrentes na rizosfera, incluindo a captacédo de
nutrientes, desintoxicacdo metélica, reducdo do stresse oxidativo das raizes, desagregacao
mineral e atracdo microbiana. Os &cidos organicos sdo também conhecidos pela sua
influéncia nas propriedades organoléticas de alimentos vegetais, e pela sua utilidade na
autenticidade e qualidade destas matrizes, incluindo a estabilidade microbiana e
consisténcia do produto. Sdo também largamente utilizados como aditivos alimentares no
fabrico de bebidas, sumos de frutas e vegetais. Os principais acidos utilizados para
enriquecer bebidas sdo os &cidos citrico, malico e tartarico, utilizados como acidificantes,

e 0 acido ascorbico usado como antioxidante (Pereira et al., 2013).
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1.3.3. Acucares

Os glucidos ou hidratos de carbono sdo compostos organicos de grande importancia
na natureza, resultantes do metabolismo primaério das plantas (Wade, 1999). Incluem o0s
acucares, glucidos de baixa massa molecular, que sdo doces e sollveis em agua. Alguns
possuem capacidade redutora e, por isso, sdo designados por agucares redutores (Demiate
et al. 2002; Cunha, 2005). Sdo conhecidos por serem um dos principais produtos da
fotossintese, substratos respiratérios, assim como uma forma de transporte e
armazenamento de carbono. Estes compostos determinam a tolerancia das plantas a
baixas temperaturas e outros fatores ambientais adversos (Glyad, 2002). A determinacao
da composicdo em acucares é importante para a caracterizacdo dos processos fisioldgicos

e bioquimicos das plantas (Cunha et al., 2010).

Os monossacaridos sdo as unidades basicas mais importantes, que incluem
principalmente hexoses redutoras (glucose, glucosamina, galactose, manose, etc.) e
pentoses (ribose, arabinose, etc.). A lactose e a maltose sdo dissacaridos que fazem parte
dos acgucares redutores, também responsaveis pela atividade antioxidante (Paulus &
Klockow, 1996; Guimardes et al., 2009). As propriedades antioxidantes dos
polissacaridos sdo geralmente influénciadas pelas suas caracteristicas quimicas, tais como
a massa molecular, grau de ramificacdo, tipos de monossacaridos, associacdes
intermoleculares de polissacaridos, ramificacdo glucosidica, e modificacdo de
polissacaridos (Liu et al., 1997). Todos os monossacaridos sdo redutores € 0 mecanismo
estd relacionado com a formacdo de um enediol, funcdo fortemente redutora que
interconverte aldoses em cetoses (Demiate et al. 2002). Os monossacaridos, devido as
propriedades redutoras, fixam com facilidade o oxigénio, o que origina, na maioria dos
casos, a passagem do grupo carbonilo a carboxilo. Os dissacaridos também podem ser
redutores quando a ligacdo glucosidica implicar a funcdo redutora de um monossacarido

e um hidroxilo alcoolico de outro monossacarido (Cunha, 2005).

Os principais agucares redutores sdo a frutose, a glucose, a maltose e a lactose. A
glucose, em meio alcalino, é rapidamente transformada em enediol, levando a formacéo
de frutose e de manose. Este composto ao ser oxidado a funcao aldonica causa a reducgéo
dos ides cupricos. Quanto ao mecanismo de reacdo, este € semelhante para todos os
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monossacaridos. A sacarose, sendo formada por glucose e frutose, pode converter-se em
dois monossacéridos redutores se sofrer acdo enzimatica ou hidrdlise acida (Demiate et

al. 2002). A Figura 6 apresenta alguns dos agucares mais abundantes nas plantas.

D-Glucose

O OH HO

HO

HO OH

D-Frutose L-Frutose

E\

OH

Sacarose Trealose

tilife)
I

OH

OH

OH

Rafinose

Figura 6. Estrutura quimica de agUcares encontrados em plantas.
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1.3.4. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo comumente encontrados tanto em plantas comestiveis
como nas ndo comestiveis, sendo caracterizados por varios efeitos bioldgicos, incluindo
atividade antioxidante. Extratos de frutas, ervas, legumes, cereais e outros materiais
vegetais ricos em compostos fenolicos possuem cada vez maior interesse na industria
alimentar, por serem capazes de retardar a degradacéo de lipidos por oxidacao e, assim,

melhorar a qualidade e o valor nutricional dos alimentos (Kahkonen et al., 1999).

Estes compostos sdo moléculas aromaticas hidroxiladas, possuindo um ou mais
anéis aromaticos, com um ou mais grupos hidroxilo, que estdo presentes, como ja foi
referido, em muitos dos alimentos presentes na nossa dieta, mais precisamente em frutas
e vegetais, e constituem alguns dos compostos bioativos mais potentes e terapeuticamente
uteis. Os compostos fendlicos sdo acumulados como produtos finais resultantes das vias
de sintese do acetato e do shikimato, e podem ir desde pequenas e simples moléculas
(&cidos fendlicos, fenilpropanoides, flavonoides) até compostos altamente polimerizados
(lenhinas, melaninas, taninos), sendo os flavonoides os compostos mais comuns (Ferreira
et al., 2009).

Os flavonoides (Figura 7) sdo antioxidantes que agregam flavondis, antocianinas,
isoflavonoides, flavanonas e flavonas. Todos estes sub-grupos de compostos partilham o
mesmo esqueleto de difenilpropano (CsCsCs). As flavanonas e as flavonas encontram-se,
geralmente, nos mesmos frutos e estdo ligadas por enzimas especificas, enquanto os
flavonoides e flavondis ndo partilham este fendmeno e raramente s&o encontrados juntos.
As antocianinas estdo também ausentes nas plantas ricas em flavanonas. As propriedades
antioxidantes dos flavonoides sdo resultado dos grupos hidroxilo fendélicos ligados aos
anéis da estrutura, podendo estes atuar como agentes de reducdo, dadores de hidrogénio,
supressores do singleto de oxigénio, captadores de radicais superoxido e até como
quelantes de metais. Estes compostos podem ainda ativar enzimas antioxidantes, reduzir
radicais a-tocoferoxilo, inibir oxidases, mitigar o stresse nitrosativo e aumentar niveis de

acido urico e de moléculas de baixa massa molecular (Carocho & Ferreira, 2013).
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Flavanonas

Antocianinas

Figura 7. Estrutura quimica de diferentes classes de flavonoides.

1.4. PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES

Varios estudos demonstram que as espécies reativas de oxigénio estdo na etiologia
de vérias doencas como cancro, aterosclerose, diabetes, asma, etc., pois atacam lipidos,

proteinas e acidos nucleicos (Li et al., 2013).

Espécies reativas de oxigénio é o termo coletivo para designar os radicais de
oxigénio (incluindo o hidroxilo e o superdxido) e algumas espécies ndo radicalares
derivadas do oxigénio, como o peroxido de hidrogénio, que podem facilmente gerar
radicais livres e/ou causar dano oxidativo, este define-se como um grave desequilibrio
entre a formacdo de espécies reativas de oxigénio e a protecdo antioxidante, que tende
para o primeiro causando dano oxidativo excessivo (Halliwell, 2011). Os radicais livres
definem-se por qualquer atomo ou molécula que possui eletrdes desemparelhados na
orbital exterior, sdo produzidos durante o normal metabolismo de células aerdbias, e séo
geralmente instaveis e muito reativos. Uma vez produzidos, a maioria dos radicais livres
sdo neutralizados pelas defesas antioxidantes das células. Estas espécies apresentam, de

igual modo, beneficios, quando estdo presentes em concentra¢fes baixas ou moderadas,
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tais como funcgdes fisioldgicas de sinalizacdo e regulacdo celular. Ndo obstante, o
equilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e as defesas antioxidantes
pode ser perturbado, quer pela sobreproducgdo de espécies reativas de oxigénio, ou pela
perda das defesas antioxidantes por parte das células. Este desequilibrio é também

conhecido como stresse oxidativo (Ferreira et al., 2009).

Halliwell e Gutteridge (1995) definiram antioxidantes como “qualquer substancia,
que quando presente a baixas concentragcdes, comparativamente com a percentagem do
substrato oxidavel, atrasa significativamente ou inibe a oxidacéo desse mesmo substrato”;
mais tarde, redefiniram-nos como “qualquer substancia que atrasa, previne ou remove o
dano oxidativo para determinada molécula alvo” (Halliwell, 2007). Uma outra
propriedade que um composto deve possuir para ser considerado como antioxidante é a
capacidade de ap6s captar o radical, formar um novo radical estavel através da ligacao do

hidrogénio intramolecular em oxidagdes posteriores (Carocho & Ferreira, 2013).

Apesar do corpo humano possuir um sistema de defesa natural que o protege contra
efeitos nocivos dos radicais livres e espécies reativas de oxigénio/azoto/enxofre, a
sociedade moderna enfrenta um problema global de doengas crénicas como doencas
cardiovasculares e vasculares cerebrais, diabetes e cancro, devido a habitos de dieta
incorretos e stresse do dia-a-dia (Costa et al., 2012).0s seres humanos produzem eles
mesmos muitos antioxidantes (como por exemplo, superoxido dismutase, catalases,
glutationa reduzida e peroxiredoxinas), como mencionado anteriormente, estas espécies
antioxidantes que s&o produzidas internamente podem combater grandes quantidades de
espécies reativas de oxigénio. N&o obstante, apesar da sua grande eficiéncia, o0s
antioxidantes enddgenos nado sao suficientes, sendo necessario obter alguns deles através
da dieta (fonte exdgena) (Carocho and Ferreira, 2013). Dietas ricas em frutas, grdos e
vegetais tém sido apontadas como ricas em antioxidantes, constituindo bons exemplos de
alimentos funcionais, isto €, alimentos que promovem beneficios fisioldgicos adicionais
para além das caracteristicas nutricionais normais. As plantas aromaticas e medicinais
tém também sido descritas como fonte de antioxidantes (Halliwell, 2012; Goncalves et
al., 2013).

Os antioxidantes exdgenos, como ja referido, sdo obtidos principalmente pela dieta, e
¢ ai que as plantas medicinais podem constituir boas opc¢Ges devido ao seu potencial

antioxidante. As plantas tém muitos antioxidantes (e.g., tocoferois, actcares redutores,
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acidos organicos incluindo acido ascorbico, e compostos fendlicos), uma vez que estdo
expostas a stresse oxidativo severo por produzirem oxigénio durante a fotossintese
(Halliwell, 2012). P. tridentatum, G. globosa e C. citratus podem ser utilizadas como

fontes exdgenas de antioxidantes.

1.4.1. Métodos de avaliacéo da atividade antioxidante

De forma a avaliar a eficacia de diversos antioxidantes, tém vindo a fazer-se varios
estudos baseados em métodos realizados em diferentes condi¢des, embora se verifique,
muitas vezes, uma falta de correlacdo entre as atividades determinadas por diferentes
ensaios, em diferentes laboratorios, numa mesma matriz, 0 que pode ser justificado pela
multiplicidade de espécies ativas e mecanismos reacionais envolvidos no stresse
oxidativo de um organismo. Torna-se, assim, necessaria a discussdo das vantagens e
desvantagens associadas a cada método relacionadas com a instrumentacdo necessaria,
0s mecanismos, a simplicidade, o0 método de quantificacdo e a relevancia biolédgica (Niki,
2010).

Tendo em conta que existem varios tipos de potencial antioxidante, devem ser
aplicados os respetivos métodos de forma a incluir os varios modos de acéo, ndo havendo,

portanto, nenhum método suficiente por si s6 (Huang et al., 2005).

Quando se tratam de extratos vegetais, a capacidade antioxidante ndo depende
apenas da composicao do extrato, mas também das condic¢des do ensaio. Os métodos de
avaliacdo da capacidade antioxidante total in vitro baseiam-se na transferéncia de atomos

de hidrogénio e/ou na transferéncia de eletrdes.

No primeiro, 0 a&tomo e o substrato entram em competicdo por radicais peroxilo
(Huang et al., 2005); ndo dependem do solvente nem do pH (Wright et al., 2001), e sdo
de rapida acdo, no entanto, especies redutoras como 0s metais podem causar
interferéncias no método (Prior et al., 2005). Os métodos baseados na transferéncia de
eletrdes, medem a capacidade de um antioxidante reduzir um oxidante, que ao sofrer
reducdo muda de cor, estando esta variacdo da cor relacionada com a concentragdo de

antioxidante presente (Huang et al., 2005). Dependem do pH e a avaliacdo da capacidade
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antioxidante é feita com base na percentagem de diminuicdo da formacdo do produto,
sendo estas reagdes quase sempre longas (Wright et al., 2001). A diferenciacéo entre estes
dois mecanismos pode tornar-se dificil uma vez que ocorrem quase sempre em conjunto

em todas as amostras (Karadag et al., 2009).

1.4.1.1. Ensaio da capacidade de captacdo de radicais 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH)

Uma vantagem deste método €, o facto de ndo ser afetado por reagdes laterais como
a quelatacdo de ibes metélicos e a inibicdo enzimatica, ao contrario de certos radicais

produzidos em laboratorio (Amarowicz et al., 2004).

Imediatamente a seguir a sua preparacdo, uma solucao de DPPH apresenta uma cor
violeta forte com um maximo de absorcdo a 517 nm; quando em contacto com um
antioxidante, esta coloracdo fica menos intensa, logo, as espécies antioxidantes tém a
capacidade de captar DPPH convertendo-o a 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (Figura 8)
que, por sua vez, apresenta uma coloracdo amarela palida, o que se reflete numa

diminuicdo da absorvancia a 517 nm (Ferreira & Abreu, 2007).

O,M Q.M
|
—N NO, + R = —= N—N NO,
O,N O,N
Radical DPPH* Forma reduzida do DPPH

Figura 8. Reducéo do DPPH".

A concentracdo de antioxidante que causa uma diminui¢do de 50% da quantidade
inicial de DPPH é denominada ECso. Trata-se de uma técnica simples e rapida, sendo
portanto frequentemente utilizada; apresenta ainda a vantagem de ser possivel recorrer a
microplacas no caso de se tratar um grande nimero de amostras (Karadag et al., 2009).
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No entanto, 0 método apresenta algumas limitacdes, como o facto de o DPPH sé
poder ser dissolvido em meio orgénico (especialmente em solventes alcodlicos) e 0s
resultados poderem ser afetados pelas alteracfes do DPPH por acéo da luz, do oxigénio
e do tipo de solvente (Karadag et al., 2009). Para além disso, parte do DPPH coagula
acima de um certo limite de percentagem de agua, impossibilitando a reacdo com
antioxidantes, o que se traduz numa diminui¢do da capacidade antioxidante; por outro
lado, existem outros compostos com absorvancia a 517 nm, como 0s carotenoides,

podendo interferir nos resultados (Karadag et al., 2009).

Deve ainda ter-se em consideracdo que o DPPH é um radical estavel, podendo os
antioxidantes presentes na amostra interferir na redugéo de outros radicais envolvidos na
peroxidacdo lipidica como os ROO", por exemplo, e ndo ter qualquer efeito ou agir

lentamente na captacdo do DPPH que se torna inacessivel aos mesmos (Prior et al., 2005).

1.4.1.2. Ensaio do poder redutor

A solucgéo de ensaio de Fe(lll)/ferricianeto [FeCls/KsFe(CN)e] ", que apresenta uma
coloracdo amarela, € reduzida a Fe(ll) pelos agentes antioxidantes presentes na amostra,
verificando-se, entdo, uma alteracdo da cor para diferentes tipos de verde ou azul; a
alteracéo da cor pode ser medida a 700 nm (Amarowicz et al., 2004). A reacdo ocorre em
meio acido (pH = 3,6) para manter a solubilidade do ferro (Karadag et al., 2009). A reacao
em pH baixo diminui o potencial de ionizacdo que impulsiona a transferéncia de eletrdes
e aumenta o potencial redox, causando uma mudanga no mecanismo de reacdo (Prior et
al., 2005).

A quimica dos ensaios baseados no ferro pode ser resumida pela seguinte equacao:

Fe(l1)-L +antioxidante —— Fe(ll)-L + antioxidante oxidado

Onde L é o ligando cromogéneo seletivo para o ido ferroso, que produz o complexo

corado Fe(I1)-L em resultado da reac¢do redox associada.

Trata-se de um ensaio simples, rapido, econémico e bastante fiavel, que pode ser

aplicado de forma manual, automatizada ou semi-automatizada (Prior et al., 2005). Mas,
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nem todos os redutores capazes de reduzir o Fe(lll) podem ser considerados
antioxidantes; qualquer substancia capaz de doar eletrdes com potencial redox inferior ao
par Fe(ll)/Fe(Il) pode influenciar o ensaio. Por outro lado, um antioxidante capaz de
reduzir pro-oxidantes, pode ndo ser capaz de reduzir o Fe(lll) ndo sendo detetados os
compostos que captam radicais (Karadag et al., 2009). Outro ponto a ter em consideragédo
é a producdo simultanea de Fe(ll), que é um conhecido pro-oxidante e pode resultar na
producdo adicional de radicais, como HO" a partir de H2O>. Este radical livre & um dos
mais nocivos encontrados in vivo. Finalmente, compostos que absorvem no mesmo
comprimento de onda podem interferir na determinacéo, causando sobrestimacao dos
resultados (Magalhées et al., 2008).

1.4.1.3. Ensaio de inibicao da descoloragdo do B-caroteno

Os lipidos constituintes do organismo, como o colesterol, os &cidos gordos
polinsaturados (PUFA) ou as correspondentes formas esterificadas podem sofrer ataques
por parte de radicais livres, responsaveis pela peroxidacdo lipidica, sendo assim induzidas
alteracdes nas membranas bioldgicas, o que origina também compostos potencialmente
toxicos. A funcdo dos antioxidantes é retardar este processo em alimentos e amostras
bioldgicas (Blair, 2008).

Quando auto-oxidados pela luz, calor ou radicais ROO®, os carotenoides podem
sofrer uma rapida descoloragdo (Karadag et al., 2009). Também o B-caroteno sofre
descoloracdo quando se encontra na presenca de um radical linoleato. O acido linoleico
possui um grupo metileno bis-alilico ativo ao qual é removido um atomo H durante a
oxidagdo, formando-se assim um radical pentadieno que ataca o -caroteno insaturado
para readquirir &tomos de H. Quando isto acontece, os carotenoides perdem a sua cor
laranja, o que pode ser verificado espectrofotometricamente a 470 nm (Amarowicz et al.,
2004; Burda & Oleszek, 2001).

Para inibir a descoloragdo do B-caroteno basta adicionar uma amostra contendo
antioxidantes ou extratos vegetais (Laguerre et al., 2007) pois estes podem ceder atomos

de H aos radicais, prevenindo assim a descoloragdo do 3-caroteno:

23

Pterospartum tridentatum (L.) Willk, Gomphrena globosa L. e Cymbopogon citratus (DC) Stapf: fitoquimica e bioatividade
das espécies individuais e sinergismos resultantes do uso combinado



£3pb

INSTITUTO POLITECNICO Escola Superior Agrdria

DE BRAGANCA

ie, VNIVERSIDAD
2 D SALAMANCA

[-caroteno-H (laranja) + ROO® — [-caroteno’ (descolorado) + ROOH
[-caroteno-H (laranja) + ROO® + AH —> [-caroteno-H (laranja)+ ROOH + A’

Este método tem como vantagem, o facto de ndo requerer instrumentacdo
especializada (Amarowicz et al., 2004), tendo também sido sugerida uma versdao em
microplacas para determinacdes de rotina (Roginsky & Lissi, 2005). Outra vantagem
associada a este método € a sua aplicabilidade em ambientes lipofilicos e hidrofilicos.
Alem disso, o ensaio de descoloracao do B-caroteno pode detetar tanto a acdo antioxidante
como pro-oxidante de compostos (Ndhlala et al., 2010). As limitagOes frequentemente
apontadas a este método sdo, o facto de o 3-caroteno poder sofrer descoloracéo a 470 nm
por vias multiplas, por isso interpretacdo dos resultados pode ser dificil (Ndhlala et al.,
2010).

1.4.1.4. Ensaio das substancias reativas do acido tiobarbitdrico (TBARS)

Outro método muito utilizado para detetar a peroxidacdo lipidica é o ensaio
TBARS, que se baseia na medicdo de malondialdeido (MDA) formado por clivagem de
acidos gordos insaturados ap6s oxidacdo de um substrato lipidico. Quando a formacéo
deste composto provem de acidos gordos com um numero de ligacdes duplas inferior a
trés, da-se a oxidacdo secundaria de compostos carbonilo priméarios (Fernandez et al.,
1998). A posterior reacdo entre 0 MDA e o acido barbitarico (TBA) origina TBARS
(Figura 9) que possuem uma coloragéo rosa que pode ser medida por espectrofotometria
a 532 nm (Ng et al., 2000).

HS N\ OH s N\ OH HO /N
2 \( DN, A \[/ \‘(
= N
Malondialdeido (MDA) NN

OH OH OH

Acido tiobarbitdrico (TBA) MDA-TBA

Figura 9. Reacdo de MDA e TBA na formacdo de TBARS.
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Numa primeira fase deste ensaio, um ido de um metal de transicdo ou um radical
livre oxida o substrato, s6 entdo, e apds adi¢do de TBA, se verifica a extensao da oxidagao
que pose ser medida espectrofotometricamente. Verifica-se, normalmente, uma
diminuicdo da absorvancia, uma vez que um antioxidante é adicionado. Assim sendo, 0s
resultados sdo expressos em percentagem de inibicdo da oxidacdo (Antolovich et al.,
2002).

No ensaio TBARS, a detecdo é feita por espectrofotometria e o material requerido
ndo é altamente especifico. Recentemente, 0 MDA-TBA pode também ser medido por
HPLC com UV/VIS ou detegdo de fluorescéncia, ou por GC-MS, apos derivatizagdo
(Niki, 2010). Este ensaio TBARS, é muitas vezes criticado por ser inespecifico, pois mede

a formacéo ndo sé de MDA, mas também de outros oxocompostos (Ndhlala et al., 2010).

1.5. SINERGIA ENTRE COMPOSTOS

Na ultima década testemunhamos a ascensédo e rapida mudanca do paradigma da
terapia quimica, envolvendo a gradual transi¢do da terapia mono-substancia, que ha muito
tem sido defendida com grande veeméncia, para uma terapia multifarmaco. Isto deve-se
a ineficiéncia, problemas de resisténcia e efeitos secundarios que aparecem quando se
recorre a mono substancias sintéticas, especialmente em tratamentos de doengas cronicas
como cancro, aterosclerose, diabetes e inflamacdo. Uma vez que muitos investigadores
sdo defensores da utilizacdo de combinacGes para obter a eficacia terapéutica étima e para
melhorar a salde do paciente de uma forma geral, o uso de plantas medicinais, que é
considerada como “multi-target herb” deve ser otimizado, devido aos seus reduzidos
efeitos secundarios, elevada eficacia e uma ampla variedade de compostos com atividade
farmacéutica (Yang et al., 2014).

Como a medicina a base de plantas continua a aumentar de popularidade, tornou-
se vital elucidar a comunidade médica e cientifica de forma a mostrar que existem
algumas caracteristicas que sdo Unicas na fitoterapia e que contribuem tanto para a
eficadcia como para a seguranga das aplicagdes de plantas medicinais. Uma delas é o

conceito de sinergia resultante dos varios compostos bioativos presentes nas plantas, ao
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contrario dos farmacos que contém, na maioria das vezes, um Unico principio ativo
(Williamson, 2001).

Torna-se importante que investigacGes farmacologicas sobre efeitos sinérgicos
sejam confirmadas por ensaios clinicos e, em particular, sejam comparadas com farmacos
sintéticos, utilizando a mesma indicacdo e dosagens equivalentes. Nos Ultimos 25 anos,
mais de 200 ensaios comparativos, duplo-cego, controlados por placebo foram efetuados
utilizando mono ou multi-extratos combinados, em comparacdo com farmacos
convencionais bem conhecidos. Estes fitofarmacos demonstraram equivaléncia
terapéutica relativamente aos farmacos convencionais, com a vantagem adicional de
possuirem poucos ou mesmo nenhuns dos efeitos adversos observados nos farmacos de
sintese (Wagner & Ulrich-Merzenich, 2009).

O efeito sinergista e aditivo dos compostos bioativos presentes nos frutos e vegetais
sdo responsaveis pela sua potente atividade antioxidante e, por isso, o beneficio de uma
dieta rica nestes alimentos é também atribuida a complexa mistura dos compostos
bioativos presentes. Isto explica parcialmente porque € que um antioxidante por si s6 nao
pode substituir a combinacdo de compostos bioativos naturais presentes nas frutas e
vegetais para alcancar beneficios para a saude (Liu, 2003).

A avaliacao da sinergia tornou-se recentemente uma area chave na investigacao da
fitomedicina, de modo a encontrar uma explicacdo cientifica racional para a superioridade
terapéutica, ja antiga, de muitas combina¢Ges da medicina tradicional sobre o0s
constituintes singulares (Wagner & Ulrich-Merzenich, 2009). Recentemente, tém
aparecido estudos da avaliacdo dos efeitos sinergistas de plantas combinadas e parecem
evidenciar o potencial das misturas em comparagdo com as plantas isoladas (Pereira et
al., 2014). Os fitofarmacos mais eficazes estdo disponiveis no mercado como extratos de
plantas complexos, acreditando-se sempre que interac@es sinergistas entre 0s compostos
individuais ou de misturas de plantas sdo uma parte importante do seu efeito terapéutico
(Williamson, 2001). Acredita-se também que as a¢des dos suplementos dietéticos por si
SO ndo substituem os beneficios para a satde conseguidos com uma dieta rica em frutas,
vegetais e grdos integrais, porque, tomados sozinhos, 0s antioxidantes individuais
estudados em ensaios clinicos, ndo parecem possuir efeitos preventivos consistentes. O

composto puro isolado, ou perde a sua bioatividade ou ndo se comporta da mesma forma
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guando conjugado com os restantes compostos presentes na alimento como um todo (Liu,
2004).

Os extratos de plantas consistem numa mistura complexa de compostos
importantes, agentes concomitantes e outras substancias; a natureza complexa das plantas
medicinais pode servir como um valioso recurso de sistemas de base para a descoberta de
medicamentos multialvo gragas ao seu potencial para tratamento por efeitos sinergistas.
De facto, muitos investigadores defendem a abordagem combinada de modo a atingir a
eficacia terapéutica 6tima e melhorar o estado de saude do paciente de um modo geral
(Yang et al., 2014).

1.6. ENQUADRAMENTO DO ESTUDO E PRINCIPAIS OBJETIVOS

Historicamente, as espécies vegetais foram e continuam a ser utilizadas para uma
imensiddo de propositos, seja como alimento, espécies culinarias, medicinais, em
cosméticos, para fins industriais, tecnoldgicos, espirituais ou ornamentais. Nos tempos
modernos apesar desta tendéncia se manter, as plantas s&o muito utilizadas como
complemento medicinal e como medicina alternativa. Assim sendo, as plantas
desempenham um papel importante na manutencdo da saude e sdo amplamente utilizadas
no tratamento de afe¢cbes menores assim como no tratamento de doencas cronicas (Afifi
et al., 2010).

Muitos dos produtos utilizados na medicina tradicional sdo consumidos sob a forma
de infusdes. Hoje em dia, a infusdo € utilizada na alimentagdo como uma bebida, mas
também como fonte de compostos benéficos para a saude. Devido a consciéncia da
presenca de compostos benéficos para a satde, o consumo de infus@es tem vindo a tornar-
se cada vez mais popular em todo o mundo. Quase todas as infusdes a base de plantas séo
ricas em compostos fendlicos, reconhecidos como importantes antioxidantes a incluir na
dieta humana como promotores de satide (Vidovi¢ et al., 2013). Além de metabolitos
secundarios/ndo nutrientes como os compostos fendlicos, as plantas medicinais contém
também metabolitos primérios e nutrientes (e.g., agucares, acidos organicos e tocoferdis)

gue necessitam de ser identificados e quantificados.
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Nos Ultimos anos, alguns investigadores tém estudado diferentes extratos de
amostras silvestres de P. tridentatum, no que diz respeito as suas propriedades
antioxidantes (Pinela et al., 2011; Isailovi¢ et al., 2012; Gongalves et al., 2013),
composicdo em compostos fenolicos (Paulo et al., 2008), ou ambos (Vitor et al., 2004;
Luis etal., 2009; Coelho et al., 2011; Coelho et al., 2012), sendo as amostras provenientes
de varios paises diferentes. Relativamente a G. globosa, sdo conhecidos alguns estudos
relativos & composicdo em betacianinas e compostos fendlicos de amostras comerciais
(Ferreres et al. 2011; Silva et al., 2012), mas também existem estudos com amostras
silvestres oriundas de diferentes partes do mundo (Cai et al., 2005; Saikia & Upadhyaya,
2011; Hamiduzzaman & Azam, 2012; Hamiduzzaman et al., 2012). Quanto a C. citratus,
existem estudos relativos as suas propriedades antioxidantes (Tachakittirungrod et al.,
2007; Pereira et al., 2009; Tiwari et al., 2010) e composic¢do fendlica (Cheel et al. 2005;
Figueirinha et al. 2008; Koh et al., 2012), tendo sido utilizadas amostras comerciais,
cultivadas e silvestres de diferentes zonas do globo, incluindo Portugal. E, no entanto,
importante ressalvar que nenhum dos estudos mencionados analisa infusdes mas sim,

outros tipos de extratos.

Assim, o presente trabalho avalia propriedades antioxidantes (em extratos
metandlicos e infusdes) e analisa detalhadamente a composicao em antioxidantes (e.g.,
tocoferdis, aglcares redutores, acidos organicos e compostos fendlicos) de amostras
comerciais certificadas de P. tridentatum, G. globosa e C. citratus, provenientes de
Portugal, obtidas de acordo com os principios de colheira sustentavel e da agricultura
bioldgica. Outro dos objetivos foi o de avaliar os efeitos sinergistas que se manifestam
quando se combinam estas espécies em diferentes proporcGes, tendo em conta as
propriedades antioxidantes e os compostos fendlicos presentes, e validar as combinactes

gue ja se encontram disponiveis no mercado.
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Il. MATERIAL E METODOS

2.1. AMOSTRAS

As amostras de Pterospartum tridentatum (L.) Willk., Gomphrena globosa L. e
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. foram obtidas na Ervital, uma empresa Portuguesa de
Castro Daire (Portugal). Estabelecida numa regido montanhosa de flora e vegetacao
diversificada (Montemuro, Natura 2000), a Ervital comercializa material certificado
proveniente de varias espécies vegetais de duas origens: colheita sustentavel de plantas
silvestres locais de dificil propagacdo e cultivo de espécies nativas e aldctones em modo
de producéo bioldgico.

As inflorescéncias de P. tridentatum foram colhidas na primavera de 2012
(respeitando a sua fenologia e abundancia) e as outras espécies estudadas foram também
obtidas em 2012, resultado do seu cultivo em modo de producgdo bioldgico. Das plantas
colhidas, separaram-se as partes usadas (flores na carqueja e perpétua-roxa, e folhas e
caules jovens na erva-principe) que foram processadas utilizando métodos de secagem a
baixas temperaturas (ar aquecido pela luz solar, com uma temperatura diaria média de
cerca de 30-32 °C, a sombra e com humidade relativa também controlada). Ap6s secagem
estes materiais foram acondicionados a granel em sacos, préprios para o efeito, selados e
mantidos em condi¢Ges de temperatura e humidade controladas.

A identificacdo botanica das amostras foi confirmada por Ana Maria Carvalho,
responsavel pela colecdo de plantas medicinais do Herbario de Escola Superior Agréria
(BRESA), do Instituto Politécnico de Braganca (Tras-os-Montes, Portugal).

O material vegetal seco cedido pela empresa foi triturado (~20 mesh) e misturado
de forma a obter amostras homogéneas que foram armazenadas num exsicador,

protegidas da luz, até posterior analise.
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Figura 10. A- Pterospartum tridentatum (L.) Willk.: aspeto das flores secas, obtidas a partir de exemplares silvestres
da Serra de Montemuro, a recolha do material vegetal tem em conta os principios e técnicas da colheita sustentavel de
espécies silvestres; B- Gomphrena globosa L.: aspeto das inflorescéncias secas, obtidas a partir de plantas cultivadas
em modo de producéo bioldgico; C- Cymbopogon citratus (DC.) Stapf: aspeto das folhas secas, obtidas a partir de
plantas cultivadas em modo de producéo bioldgico, todas as espécies sdo secas e comercializadas pela empresa Ervital,
Plantas Arométicas e Medicinais, Lda de Castro Daire. Fonte: Ervital, http://www.ervital.pt/.
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2.1.1. Preparacdo de extratos metanolicos

Cada amostra (1g) foi extraida com agitagdo em metanol (25 mL; 25 °C a 150 rpm)
durante 1 h, e subsequente filtracdo através de papel de filtro Whatman No. 4. Os residuos
foram re-extraidos com 25 mL de metanol (25 °C a 150 rpm) por mais 1 h. Os extratos
metanolicos combinados foram evaporados a 40 °C (evaporador rotativo Buchi R-210,
Flawil, Suica) até a secura, e redissolvidos em metanol a fim de obter uma concentracao
final de 10 mg/mL (solucéo stock). Posteriormente, a partir da solucéo stock prepararam-
se solugdes metanolicas com diferentes concentragdes, através de dilui¢bes sucessivas,

para avaliacdo da atividade antioxidante e analise de compostos fenolicos.
2.1.2. Infusdes

Cada uma das amostras (1 g) foi colocada em 250 mL de agua destilada em
ebulicdo, e deixou-se repousar a temperatura ambiente durante 5 min; depois, filtrou-se a
pressdo reduzida. As infusdes obtidas foram congeladas, liofilizadas (Liofilizador Ly-8-
FM-ULE) e, posteriormente, redissolvidas em agua destilada para obter a solugédo stock
de 10 mg/mL. Tal como no caso anterior, a partir da solucéo stock prepararam-se solucdes
aquosas com diferentes concentracdes, através de diluicbes sucessivas, para avaliacdo da

atividade antioxidante e analise de compostos fendlicos.

2.1.3. Misturas

Foram ainda preparadas infusdes das seguintes misturas de amostras: P. tridentatum
(25%) + C. citratus (75%); P. tridentatum (40%) + C. citratus (60%); G. globosa (25%)
+ C. citratus (75%); G. globosa (40%) + C. citratus (60%).
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2.2. PADROES E REAGENTES

O acetonitrilo de grau HPLC foi obtido na Merck KgaA (Darmstadt, Alemanha), o
acetato de etilo e 0 n-hexano, também grau HPLC foram adquiridos na Fisher Scientific
(Lisboa, Portugal). Os &cidos férmico e acético, de grau analitico, foram obtidos na
Prolabo (VWR International, Franca). O trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) foi comprado na Matreya (PA, EUA). O 2,2-difenil-1-
picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido na Alfa Aesar (Ward Hill, MA, EUA). Os padrdes de
acido L-ascorbico, tocoferodis, aglcares e acidos organicos foram adquiridos na Sigma
(St. Louis, MO, EUA). Os padrdes de compostos fendlicos foram obtidos na
Extrasynthese (Genay, France). O tocol racémico (50 mg/mL) foi adquirido na Matreya
(Pleasant Gap, PA, EUA). A 4gua foi tratada no sistema de purificacdo Milli-Q (TGI Pure
Systems, Greenville, SC, EUA).

2.3. ANALISE DE FITOQUIMICOS

2.3.1. Composicdo em tocoferois

Os tocoferois foram determinados no material seco. Adicionou-se a amostra (500
mg) uma solucdo de Butil-hidroxitolueno (BHT, antioxidante) em hexano (10 mg/mL,
0,10 mL) e uma solugdo de tocol (padrdo interno) em hexano (50 pg/mL, 0,4 mL). A
amostra foi homogeneizada com metanol (4 mL) no voértex (1 min). De seguida,
adicionou-se hexano (4 mL) homogeneizando-se novamente no vortex (1 min).
Posteriormente, adicionou-se uma solucdo aquosa concentrada de cloreto de sodio (2
mL), seguida de homogeneizacdo (1 min) e centrifugacdo (5 min, 4000 g, 10 °C). O
sobrenadante foi transferido para um vial previamente envolvido em papel de prata. A
amostra foi re-extraida mais duas vezes com hexano. Ao extrato final foi adicionado
sulfato de sddio anidro, seco sob corrente de azoto e, posteriormente, redissolvido em

hexano (2 mL), filtrado com um filtro descartavel LC de 0,22 pm e transferido para um
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vial ambar. Este procedimento foi otimizado e validado pelo grupo de investigacdo onde

se inseriu este trabalho (Barros et al., 2010).

O equipamento de analize consiste num sistema integrado com uma bomba
(Knauer, Smartline system 1000, Berlim, Alemanha), sistema de desgaseificacao
(Smartline manager 5000), amostrador automatico (Jasco AS-2057, Easton, MD, USA) e
detetor de florescéncia (Jasco FP-2020) programada para excitar a 290 nm e emitir a 330
nm. A separacdo cromatografica foi conseguida através de uma coluna Polyamide Il (250
mm x 4.6 mm i.d.) em fase normal da YMC Waters (Dinslaken, Germany) operando a 30
°C (7971 R Grace oven). A fase maével utilizada foi uma mistura de n-hexano e acetato
de etilo (70:30, v/v) a um fluxo de 1 mL/min, e o volume injetado foi de 20 pL. Os
compostos foram identificados por comparacdo cromatografica com padrdes auténticos.
A quantificacao foi efetuada com base nas curvas de calibracdo obtidas a partir de padrdes
comercializados de cada composto utilizando a metodologia do padréo interno (PI); o
tocol racémico foi utilizado como padréo interno. Os resultados foram expressos em g

por g de massa seca.
2.3.2. Composicdo em agucares

Os acuicares foram determinados no material seco. A amostra (1 g) foi adicionado
1 mL de padréo interno- melezitose (PI, 25 mg/mL), seguindo-se a extracdo com etanol
80% (40 mL) em banho a 80 °C durante 1h30 min, com agitacdo a cada 15 min. Apos
filtracdo para um bal&o, levou-se a evaporar para remocao do etanol (evaporador rotativo
Buchni-210). Posteriormente, lavou-se a fase aquosa 3 vezes sucessivas com éter etilico
(10 mL). Perfez-se a solucdo do extrato até um volume de 5 mL com agua destilada,
filtrou-se para um vial e analisou-se por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
Este procedimento foi otimizado e validado pelo grupo de investigacdo onde se inseriu
este trabalho (Barros et al., 2011).

Os agucares livres foram analisados e determinados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI). A analise foi
efetuada por HPLC (equipamento descrito acima) utilizando um detetor de indice de
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refracdo (Knauer Smartline 2300, Berlim, Alemanha). Os dados foram analisados
utilizando o software Clarity 2.4 (DataApex). A separacdo cromatogréafica foi conseguida
numa coluna Cgg de fase reversa Eurospher 100-5 NH2 (5 um, 250mm x 4.6 mm, Knauer,
Berlim, Alemanha) operando a 30 °C. A fase mdével foi de acetonitrilo/ 4gua desionizada
70:30 (v/v) a um fluxo de 1 mL/min. Os compostos foram identificados por comparacgéo
cromatografica com padrdes. A quantificacao foi efetuada utilizando o método de padréo
interno; a melezitose foi o padréo interno utilizado. Os resultados foram expressos em mg

por g de massa seca.

2.3.3. Composicdo em acidos organicos

Os é&cidos organicos foram determinados no material seco. Procedeu-se a uma
extracdo da amostra (1,5 g) com &cido metafosférico (25 mL, 25 °C, 150 rpm, 4,5%) e
filtrou-se em papel Whatman n° 4. Antes da analise por cromatografia liquida ultra rapida
(UFLC) acoplada a um detetor de fotodiodos (PDA- Photodiode array detector), a
amostra foi novamente filtrada em filtros de nylon de 0,2 um. Este procedimento foi
otimizado e validado pelo grupo de investigacdo onde se inseriu este trabalho (Pereira et
al., 2013).

A andlise foi efetuada utilizando Shimadzu 20A series UFLC (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japdo). A separacdo foi atingida numa coluna SphereClone
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) Cig de fase reversa (5 um, 250 mm x 4.6 mm i.d.)
termostatizada a 35 °C. A eluicdo foi efetuada com &cido sulfurico (3.6mM) utilizando
um fluxo de 0,8 mL/min. A detecéo foi efetuada por um detetor de fotodiodos, utilizando
comprimentos de onda preferenciais de 215 e 245 nm (para acido ascorbico). Os acidos
organicos encontrados foram quantificados por comparacgéo da area dos seus picos a 215
nm com curvas de calibracdo obtidas para padroes comerciais de cada composto. Os

resultados foram expressos em mg por g de massa seca.
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2.3.4. Composicao em compostos fendlicos

Os compostos fendlicos foram determinados no material seco. A amostra de
material seco (1,5 g) foi extraida com 30 mL de metanol a 150 rpm durante 1h. O extrato
foi filtrado e o residuo re-extraido mais 2 vezes. Os extratos combinados foram
evaporados a 35 °C até remocdo completa do metanol e filtrados em discos descartaveis
LC de 0,22 um. Este procedimento foi otimizado e validado pelo grupo de investigagao
de Polifendis da Universidade de Salamanca que colaborou neste trabalho (Guimardes et
al., 2013)

A anélise de compostos fenolicos foi efetuada por HPLC (Hewlett-Packard 1100,
Agilent Technologies), com uma bomba quaternaria, com dupla dete¢do online levada a
cabo por um detetor de diodos (DAD) usando os comprimentos de onda de 280 nm e 370
nm preferenciais e um espectrometro de massa (MS) (APl 3200 Qtrap, Applied
Biosystems) ligado ao sistema de HPLC (Guimaraes et al., 2013). Utilizou-se uma coluna
Waters Spherisorb S3 ODS-2 C18, 3 um (4,6x150 mm) termostatizada a 35 °C. A fase
movel foi (A) &cido férmico/agua (0,1%) e (B) acetonitrilo. O gradiente de eluicdo
estabelecido foi isocratico 15% B até 5 min, 15-20% B até 5 min, 20-25% B mais 10 min,
25-35% B mais 10 min, 35-50% B mais 10 min e reequilibracdo da coluna; usou-se uma
taxa de fluxo de 0.5 mL/min. A detecdo MS foi realizada num API 3200 Qtrap (Applied
Biosystems) equipado com uma fonte de ionizagé&o Electrospray (ESI) num analisador de
massa de armadilha de ido-quadrupolo tripla, controlada pelo software Analyst 5.1. Usou-
se ar de grau zero (30 psi) como gas de nebulizacdo e gas turbo para secagem do solvente
(400 °C, 40 psi). O azoto serviu como cortina (20 psi) e gas de colisdo (médio). A tensdo
de spray dos ides foi definida a -4500V em modo negativo. O detetor MS foi programado
para executar, em série, dois modos consecutivos: incrementar a analise do MS (EMS) e
do ido produto (EPI). O sistema EMS foi utilizado para mostrar espetros de varrimento
completo, para dar uma visdo geral a todos os ides na amostra. As configuracdes usadas
foram: potencial de ndo-cluster (DP) -45V, potencial de entrada (EP) -6V, energia de
coliséo (CE) -10V. Os espetros foram gravados em modo de ido negativo entre m/z 100
e 1500. O modo EPI foi executado, posteriormente, de modo a obter os padrbes de

fragmentacéo dos ides obtidos da experiéncia anterior, usando 0s seguintes parametros:
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DP -50 V, EP -6 V, CE -25V e espalhamento da energia de colisdo (CES) 0 V. Os
compostos fendlicos foram identificados comparando o seu tempo de retencéo, espetros
de massa e de UV/VIS com os obtidos a partir de compostos padrdo, sempre que
disponiveis. De outra forma, a tentativa de identificacdo foi realizada por comparagédo dos
valores obtidos, com a informacdo de dados disponiveis na literatura. Para a analise
quantitativa, foi realizada uma curva de calibracdo para cada padrdo de compostos
fendlicos existente, com base no sinal UV. Para a identificacdo de compostos fenélicos
para 0s quais ndo estavam disponiveis padrées comerciais, a quantificacdo foi leva a cabo
a partir de uma curva de calibracdo de outros compostos do mesmo grupo fenolico. Os

resultados foram expressos em pg por g de massa seca.
2.3.5. Composicédo em betacianidinas

Cada amostra (1 g) foi extraida com 30 mL de metanol contendo 0,5% de acido
trifluoroacético (TFA), e filtrada através de papel de filtro Whatman No.4. O residuo foi
depois re-extraido duas porcées adicionais de 30 mL de metanol contendo 0,5% de TFA.
Os extratos combinados foram evaporados a 35°C para remover o metanol, e
redissolvidos em agua. Para a purificacdo, a solugdo extraida foi colocada num cartucho
C-18 SepPak® Vac 3 cc (Phenomenex), anteriormente ativado com metanol, seguido de
agua; os acucares e as substancias mais polares foram removidos passando pelo cartucho
10 mL de agua; os pigmentos de betalaina/betacianidinas foram posteriormente eluidos
com 5 mL de metanol:agua (80:20, v/v) contendo 0,1% de TFA. O extrato foi concentrado
a vacuo, liofilizado e redissolvido em 1 mL de metanol aquoso a 20%, e depois foi filtrado
através de filtros em disco descartaveis LC de 0,22 pum para analise por HPLC. Os
solventes usados foram: (A) 0,1% TFA em agua e (B) 100% acetonitrilo. O gradiente
usado foi: isocratico 10% B até 3 min, 10 a 15% B mais 12 min, isocratico 15% B mais
5 min, 15 a 18% B mais 5 min, 18 a 30% B mais 20 min e 30 a 35% mais 5 min, a uma
taxa de 0.5 mL/min. A detegdo foi realizada através do DAD, usando 520 nm como
comprimento de onda preferencial, e do equipamento de MS ja descrito anteriormente.
Usou-se ar de grau zero como gas nebulizador (40 psi) e géas turbo (600 °C) para secagem

do solvente (50 psi). O azoto serviu como cortina (100 psi) e gas de colisdo (alto). A
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energia de spray dos ides foi fixada nos 5000V em modo positivo. Os métodos EMS e
ESI foram usados para aquisicdo de espetros de alta resolucéo e padrdes de fragmentacao
dos iGes percursores, respectivamente. Os parametros definidos para 0 modo EMS foram:
DP 41V,EP 7.5V, CE 10V, e os parametros para o modo EPI foram: DP 41V, EP 7.5
V, CE 10 V e espalhamento da energia de colisdo (CES) 0 V.

As betacianidinas presentes nas amostras foram determinadas de acordo com o
procedimento implementado no laboratorio (Guimardes et al.,, 2013), e foram
caracterizadas de acordo com o seu espetro UV e de massa, e tempo de retencdo por
comparagdo com padrdes, quando disponiveis. Para analise quantitativa, obtiveram-se as
curvas de calibracdo por injecdo de solugdes-padrdo com concentragfes conhecidas
(0,25-50 pg/mL). Os resultados foram expressos em g por g de extrato/ infuséo.

2.4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.4.1. Atividade captadora de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH)

A atividade captadora de radicais de DPPH foi realizada utilizando o leitor de
microplacas ELX800 (Bio-Tek Instruments, Inc; Winooski, VT, EUA). A mistura da
reacdo, em cada um dos 96 pocos, consistiu nas diferentes solu¢des dos extratos (30 pL)
as quais se adicionou uma solugdo metanolica (270 pL) contendo radicais DPPH (6x107
mol/L). A mistura foi deixada em repouso durante 60 min no escuro. A reducao do radical
DPPH foi determinada pela medicdo da absorvancia a 515 nm (Pinela et al., 2012). A
atividade captadora de radicais (ACR) foi calculada pela percentagem de descoloracao da

solucdo de DPPH, usando a equacdo:
% ACR = [(AppprH - As)/ApppH] % 100

onde As corresponde a absorvancia da solucdo de DPPH na presenca de diferentes
concentracdes de extrato e ApppH € a absorvancia do branco (solucdo de DPPH mais o
solvente de extracdo (metanol ou agua) em vez da solucéo de extrato). A concentracéo de

extrato que fornece 50% da atividade captadora de radicais (ECso) foi calculada a partir
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da percentagem de ACR contra a concentracao de extrato. O Trolox foi utilizado como

controlo positivo.
2.4.2. Poder redutor

Esta metodologia foi realizada utilizando o Leitor de Microplacas descrito
anteriormente. As diferentes solucGes de extrato (0,5 mL) foram misturadas com tampé&o
fosfato de sddio (200 mmol/L, pH 6,6, 0,5 mL) e ferricianeto de potassio (1% wi/v, 0,5
mL). A mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min. Apos esse periodo adicionou-se
acido tricloroacético (10% w/v, 0,5 mL). A mistura (0,8 mL) foi colocada nos 48 pogos
juntamente com agua desionizada (0,8 mL) e cloreto de ferro (0,1% w/v, 0,16 mL), e a
absorvancia foi medida a 690 nm (Pinela et al., 2012). Foi preparado um branco com o
solvente de extracdo (metanol ou agua) em vez da solucdo de extrato. A concentracdo de
extrato que forneceu 0,5 da absorvancia (ECsp) foi calculada a partir da absorvancia a 690

nm contra a concentragédo do extrato. O Trolox foi utilizado como controlo positivo.
2.4.3. Inibicdo da descoloracgéo do p-caroteno

Preparou-se uma solugdo de B-caroteno dissolvendo este composto (2 mg) em
cloroférmio (10 mL). Transferiram-se 2 mL desta solugcdo para um baldo de fundo
redondo e removeu-se o cloroférmio a 40 °C, sob vacuo. Posteriormente juntou-se acido
linoleico (40 mg), emulsionante Tween 80 (400 mg) e 4gua destilada (100 mL), e agitou-
se vigorosamente. Transferiram-se aliquotas (4,8 mL) desta emulséo para tubos de ensaio
contendo diferentes concentracdes dos extratos (0,2 mL). Logo apds a adi¢do da emulséo
a cada tubo, agitou-se e determinou-se o tempo zero de absorvancia a 470 nm
(espetrofotometro AnalytikJena). Seguidamente foram incubados num banho a 50 °C
durante 2 h. Passado esse tempo determinou-se novamente a absorvancia a 470 nm

(Pinela et al., 2012). Foi preparado um branco com o solvente de extracdo (metanol ou
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agua) em vez da solu¢do de extrato. A inibi¢ao da descoloracdo do B-caroteno foi

calculada utilizando a seguinte equacéo:
% Descoloragéo = [(Aa70 apss 2n/Aa70 inicial) X 100]

A concentracdo de extrato que forneceu 50% de atividade antioxidante (ECsp) foi
calculada a partir da percentagem de inibi¢do de P-caroteno contra a concentragéo do

extrato. O Trolox foi utilizado como controlo positivo.

2.4.4. Inibicdo da peroxidacao lipidica utilizando substancias reativas de acido
tiobarbiturico (TBARS)

Para realizacdo deste ensaio, utilizou-se tecido cerebral, obtido a partir de porco
(Sus scrofa), que foi dissecado e homogeneizado em gelo com tampéo Tris-HCI (20 mM,
pH 7,4) a fim de produzir um homogeneizado de tecido cerebral numa proporcao 1:2
(w/v) ap6s centrifugacdo (centrifuga refrigerada Centorion K240R) a 3000g durante 10
min. Incubou-se uma aliquota (0,1 mL) do sobrenadante com as diferentes concentragdes
dos extratos (0,2 mL), na presenca de FeSO4 (10 uM; 0,1 mL) e acido ascorbico (0,1 mM;
0,1mL) a 37 °C durante 1h. A reacdo foi interrompida pela adi¢éo de acido tricloroacético
(28% wl/v; 0,5 mL), seguindo-se a adi¢do do acido tiobarbitdrico (TBA; 2%, w/v; 0,38
mL). A mistura foi aquecida a 80 °C durante 20 min. Apds centrifugacdo, a 3000g durante
10 min, para remocdo do precipitado de proteinas, a intensidade da cor do complexo
malonaldeido (MDA)-TBA do sobrenadante foi medida através da sua absorvancia a 532
nm (Pinela et al., 2012). Foi preparado um branco com o tampéao tris-HCI em vez da
solucdo de extrato. A percentagem de inibicdo da peroxidacéo lipidica (%) foi calculada

utilizando a seguinte férmula:
% Inibicdo = [(A - B)/A] x 100%

onde A e B correspondem a absorvancia do branco e da solu¢do com o extrato,
respetivamente. A concentracdo de extrato que forneceu 50% de inibicdo da peroxidacao
lipidica (ECso) foi calculada a partir da percentagem de inibicdo de TBARS contra

concentragdo do extrato. O Trolox foi utilizado como controlo positivo.
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2.4.5. Classificacdo de efeito aditivo, sinergista ou antagonista nas misturas

Os valores teoricos para a atividade antioxidante das misturas foram calculados
como media ponderada dos valores de ECso experimentais das amostras individuais e
considerando contribuicBes adicionais das espécies individuais em cada percentagem, por
exemplo, P. tridentatum (25%) + C. citratus (75%) ECso = ECs P. tridentatum x 0,25 +
ECso C. citratus x 0,75.

A classificacdo em efeito aditivo (AD), sinergista (SN) ou antagonista (sinergismo
negativo; AN) realizou-se da seguinte forma: AD: valores tedrico e experimental com
diferencas inferiores a 5%; SN: valores experimentais 5% mais baixos que os valores
teodricos; NA: valores experimentais 5% mais elevados que os valores tedricos. Para cada

caso, a percentagem foi calculada da seguinte forma:

[(valor experimental — valor tedrico)/valor experimental]*100.

2.5. ANALISE ESTATISTICA

As amostras foram obtidas em triplicado e os ensaios relativos a cada uma das
amostras foram também feitos em triplicado. Os resultados foram expressos em valores
médios * desvio padrdo (DP). Os resultados de cada teste foram analisados através da
andlise de variancia (ANOVA) seguida de um teste de Tukey HSD com a = 0,05. Este
tratamento foi efetuado utilizando o programa SPSS v. 22.0. As diferencas estatisticas
obtidas pela ANOVA foram representadas por letras (letras diferentes indicam diferencas
significativas entre resultados). As letras foram ordenadas alfabeticamente de acordo com
a diminuigéo dos valores dos resultados (e.g., a letra “a” representa o melhor resultado
para a composicao fitoquimica em antioxidantes e o pior resultado para 0s ensaios das

propriedades antioxidantes).
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I11.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CARACTERIZACAO EM TOCOFEROIS, ACUCARES E ACIDOS
ORGANICOS

Existem alguns trabalhos acerca da atividade bioldgica das plantas em estudo,
especialmente no que diz respeito a sua atividade antioxidante (Negrelle & Gomes, 2007;
Pinela et al., 2011), e que tem sido relacionada com a sua composi¢do em compostos
fendlicos (Silva et al., 2012). No entanto, ndo conseguimos encontrar na literatura estudos
relacionados com a composicdo em metabolitos primarios e nutrientes (e.g., acucares,

acidos organicos e tocoferois).

Os resultados relativos a composicdo quimica das trés espécies de plantas em

tocoferois, aclcares e acidos organicos sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo em tocoferdis, acucares e acidos organicos de P. tridentatum, G. globosa e C.
citratus (média + DP).

Pterospartum tridentatum Gomphrena globosa Cymbopogon citratus
a-Tocoferol 7,21 +£0,01° 0,38 = 0,04¢ 56,05 + 2,472
y-Tocoferol 5,81 + 0,562 3,02 +0,08° 4,52 + 0,762
8-Tocoferol 0,50+0,10° 5,20 £ 0,012 nd
Tocoferdis totais (1g/g) 13,10 +1,08° 8,60 + 0,10°¢ 60,57 + 3,232
Frutose 83,23 +7,712 18,30 +1,27° 7,35 + 1,06°
Glucose 26,70 £1,13° 15,65 + 2,62°¢ 29,75 +0,922
Sacarose 23,75 +1,34° nd 41,45 +0,212
Aclcares totais (mg/g) 133,70 £ 7,502 33,95 + 3,89¢ 78,55 + 2,190
Acido oxalico 1,39 +0,02° 10,64 + 0,042 1,22 +0,15°
Acido malico 3,23 +0,90° 12,33 £ 0,552 2,23 £0,10°
Acido ascorbico nd nd 0,24 +0,01
Acido xiquimico 0,71+ 0,01 nd nd
Acido citrico 5,99 + 0,352 2,40 +£0,01° nd
Acido succinico nd nd 10,29 + 0,34
Acido fumarico nd 0,28 £ 0,01P 0,49 £ 0,012
Acidos organicos totais (mg/g) 11,32 +1,26° 25,65 + 0,512 13,98 +0,47°

Resultados expressos em massa seca; nd- ndo detetado. Em cada linha letras diferentes correspondem a
valores com diferencas estatisticamente significativas (p<0.05).
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C. citratus demonstrou o0 maior conteildo de a-tocoferol e tocoferois totais, mas ndo
apresentou o&-tocoferol, presente nas outras duas espécies (e.g., Figura 11A). Os
tocoferdis sdo antioxidantes sollveis em lipidos, sendo o a-tocoferol a isoforma mais
ativa, devido ao seu papel na inibicdo da peroxidacao lipidica (Ouchikh et al., 2011).
Estas moléculas sdo amplamente utilizadas como ingrediente funcionais em preparacoes
alimentares, farmacéuticas e cosméticas (Yang et al., 2013). Tanto quanto sabemos este
€ o primeiro estudo da composi¢do em tocoferdis nas espécies C. citratus e G. globosa;
por outro lado, os valores obtidos para P. tridentatum s&o similares aos descritos para

amostras silvestres secas a sombra (8,8 pug/g) (Pinela et al., 2011).

Relativamente aos agucares livres, P. tridentatum demonstrou os niveis mais altos
de frutose e agUcares totais, ndo obstante, os valores obtidos foram muito mais elevados
que as concentracfes encontradas em amostras silvestres previamente estudadas (0,3 e
49,6 g/100 g para frutose e acucares totais, respetivamente) (Pinela et al., 2011). Isto pode
dever-se a diferenca de condicbes de crescimento das plantas (e.g., variabilidadedas
condicBes edafo-climaticas, fatores que afetam o desenvolvimento da planta) e a
diferentes métodos de secagem aplicados, que influenciam o contetdo em humidade e a
qualidade do material vegetal. Pinela et al. (2011) simulou as condicdes tradicionais de
processamento (secagem a sombra do material vegetal no escuro em local seco a
temperatura ambiente por 30 dias); o material vegetal seco utilizado para analise neste
estudo foi processado em 5 dias sob as melhores condi¢des de secagem a sombra, com

controlo da temperatura ambiente, humidade relativa, bem como taxa de fluxo de ar.

E necessario destacar que a frutose pode apresentar propriedades antioxidantes
devido a sua capacidade redutora. Além disso, 0s agucares sdo praticamente as unicas
moléculas presentes em infusdes de plantas que contribuem para o seu valor energético
(Komes et al., 2014). C. citratus demonstrou os valores mais elevados de glucose e
sacarose (Tabela 1, Figura 11B). N&o foram encontrados na literatura quaisquer estudos

da composicdo em acUcares das espécies mencionados.

No que diz respeito aos acidos organicos, G. globosa foi a amostra com a maior
concentragdo destes compostos, principalmente acidos malico e oxalico (Tabela 1,
Figura 11C). Os acidos citrico e succinico foram encontrados em maior concentracéo em

P. tridentatum e C. citratus, respetivamente. O ultimo também apresentou acido
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ascorbico, um potente antioxidante fitoquimico (Ferreira et al., 2009; Halliwell, 2012).
Além do seu importante papel no metabolismo humano, os acidos organicos possuem
outras aplicagdes, por exemplo, o acido citrico é um cristal de espessamento dos 0sso0s, 0
acido succinico é conhecido por auxiliar no tratamento da diabetes, e ao &cido malico séo-

Ihe atribuidas propriedades bactericidas (Carocho et al, 2013).

De entre as trés espécies analisadas, apenas P. tridentatum foi anteriormente
estudada quanto a sua composicdo em acidos organicos (Pereira et al, 2013). Apesar de
ter sido encontrada uma quantidade similar (8,1 mg/g), o perfil descrito foi ligeiramente
diferente, reportando também a presenca dos acidos quinico, succinico e fumarico. Como
mencionado anteriormente, as diferencas podem ser devido as distintas condi¢Bes
ecoldgicas envolvidas no desenvolvimento das plantas (material vegetal de diferente
proveniéncia) e também as diferentes caracteristicas do material vegetal utilizado para
analise, como consequéncia do processo de secagem aplicado a cada material. Um
processamento de cinco dias, perfeitamente controlado, produz material vegetal de
melhor qualidade em termos de cor (confirmado visualmente), textura e conteudo de

humidade, do que as técnicas tradicionais de secagem a sombra.
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Figura 11. Perfil individual de (A) tocoferois em Gomphrena globosa: 1-a-tocoferol, 2- BHT, 3- y-
tocoferol, 4- tocol- padrédo interno (IS); (B) aglcares em Cymbopogon citratus: 1-frutose, 2- glucose, 3-
sacarose, 4 melezitose (IS); (C) acidos organicos em Gomphrena globosa: 1- cido oxalico, 2- &cido malico,
3- &cido citrico, 4- acido fumarico. FM-Fase movel.
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3.2. CARACTERIZACAO EM COMPOSTOS FENOLICOS

3.2.1. Nos extratos metandlicos

Os perfis em compostos fendlicos de G. globosa (Gg), C.citratus (Cc) e P.
tridentatum (Pt) estdo representados nas Figuras 12, 13 e 15. Os dados (tempo de
retengd0, Amax Na regido do visivel, i&o molecular e pricipais fragmentos idnicos
observados em MS?) obtidos a partir da analises HPLC-DAD—-ESI/MS no que diz respeito
a composicdo fendlica e betacianidinas, identificacdo de compostos e quantificacdo
individual estdo representados nas Tabelas 2-5. Os seguintes compostos foram
tentativamente identificados de acordo com o0s seus tempos de retengdo, massa e
caracteristicas UV/VIS por comparacdo com padrGes comerciais: acido 5-O-
cafeoilquinico (pico 1°°), acido cafeico (pico 2°°), acido trans-p-cumarico (pico 9¢; pico
4%9), 4cido trans-fertlico (pico 7°9), isoramnetina 3-O-rutindsido (pico 13 ©9),
isoramnetina 3-O-glucdsido (pico 15%9), genisteina (pico 127, canferol 3-O-rutindsido
(pico 12 ©9), canferol 3-O-glucosido (pico 14%9), luteolina 6-C-glucdsido (isoorientin pico
7¢9), luteolina-7-O-glucdsido (pico 13%°), luteolina (pico 18°), quercetina 3-O-rutindsido

(pico 8%9 e pico 57 e quercetina 3-O-glucdsido (pico 109 e pico 5.

Vinte e um flavonoides foram detetados em P. tridentatum (Tabela 2). Os picos 1™
e 2P apresentam 0 mesmo ido pseudomolecular [M-H]- de m/z 465, e o seu espetro UV
(Figura 12) e principais fragmentos MS? apontam para que possa ser um derivado de um
di-hidroflavonol C-glucosilo. Assim, ides com m/z 375 e 345 resultaram, respetivamente,
da perda de 90 e 120 u, caracteristica de C- ligados a hexoses e devida a uma quebra
parcial do residuo de glucosilo (Cuyckens & Claeys, 2004). Os fragmentos com m/z de
447, 357 e 327 podem-se explicar pela perda de H2O (-18 u) a partir do composto inicial
e dos iBes mencionados, respetivamente, provavelmente devido a uma quebra de —OH na
posicdo C-3 do flavonoide. O i&o com m/z 317 pode resultar da perda de um CO (-28 u);
a maioria dos fragmentos de m/z 345 e o fragmento de m/z 167 podem corresponder ao
ido ®2A0 da quebra da aglicona. Ferreres et al. (2003) observaram que uma perda de 90

u (ido de m/z 375) n&o é usual em 8-C-hexoses permitindo identificar tentativamente os
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picos 1 e 2 como 6-C-hexoses. Pode especular-se que se trata de dois estereoisomeros
devido a sua natureza assimétrica de C2 e C3 da di-hidroquercetina. Tanto quanto
sabemos, di-hidroflavonois C-glucésidos, nomeadamente diferentes isdbmeros de di-
hidroquercetina 6-C-glucosido, foram apenas identificados em duas fontes naturais:
Ulmus wallichiana (familia das Ulmaceae; Rawat et al., 2009) e Paepalanthus argenteus
(Eriocaulaceae; Dokkedal et al., 2007). Assim sendo, este € o primeiro trabalho a

descrever este tipo de compostos menos comuns em Fabaceas.

O pico 3™ apresentou um %o pseudomolecular [M-H]" de m/z 479, obtendo-se um
produto de ido de m/z 359 pela perda de -120 u, caracteristico de flavonas C-hexosilo,
enquanto os fragmentos de m/z 341, 221 e 167 sdo compativeis com um anel B orto-tri-
hidroxilado de um flavonol e um anel A 5,7-di-hidroxi (Fabre et al., 2001; Wu et al, 2004).
O composto foi identificado tentativamente como mircetina 6-C-glucdésido, ja descrito
em P. tridentatum por Paulo et al. (2008). Os picos 4™ e 7" apresentam espetro de UV a
Amax de 352-356 nm e um produto de ido MS? de m/z 301, correspondentes a derivados da
quercetina. De acordo com o seu ido pseudomolecular, foram designados como
quercetina O-desoxi-hexosil-hexdsido ([M-H] de m/z 609) e quercetina O-hexosido ([M-
H]" de m/z 463).

Os restantes compostos fendlicos foram identificados como derivados de
isoflavonas com base nas caracteristicas o seu espetro de UV e padrdes de fragmentacéo
de massas. Os picos 8™, 10 e 12 foram identificados como derivados de genisteina. O
pico 8™, com um i%o pseudomolecular [M-H]- de m/z 431 libertou um fragmento de m/z
269 ([M-162]", perda de um glucosilo) foi tentativamente identificado com a genisteina
7-O-glucosido (genisteina), atendendo também a sua descricdo anterior em amostras de
P. tridentatum (Vitor et al., 2004; Paulo et al., 2008), embora a natureza e posi¢cdo do
grupo glucosilo ndo possa ser estabelecido no nosso caso. O pico 107 ([M-H] de m/z 431)
libertou dois fragmentos de iGes MS? de m/z 311 e 269, correspondendo a perdas de 120
e 42 u, caracteristicas de flavonas C-hexosilo. Este composto foi tentativamente
designado como genisteina 8-C-glucosido, anteriormente descrito em Genista tenera por
Rauter et al. (2005), e em outra espécie de Fabaceae (Talhi & Silva, 2012). O pico 12™
([M-H] de m/z 296) correspondera a uma aglicona de genisteina.
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Um composto com 0 mesmo ido pseudomolecular e caracteristicas de fragmentacao
que o pico 9Pt foi isolado a partir de P. tridentatum e totalmente identificado por Vitor et
al. (2004) como 5,5'-di-hidroxi-3'-metoxi-isoflavona-7-O-p-glucésido; assim, o
composto detetado na amostra em estudo foi associado a essa estrutura.

Os picos 14Pt, 15Pt, 16Pt e 17Pt foram identificados como derivados de biochanina
A de acordo com os seus espetros de UV e de massa. O pico 15™ com um ido
pseudomolecular ([M-H-162]", perda de um glucosilo) foi tentativamente identificado
como sissotrina (i.e., biochanina A 7-O-glucosido) devido a sua anterior identificacdo em
flores de P. tridentatum (Vitor et al., 2004; Paulo et al., 2008). O pico 14™ com 3o
pseudomolecular [M-H]" de m/z 607, e fragmentos de ides resultantes de perdas
consecutivas de dois residuos de hexosilo (m/z de 445 e 283) foi identificado como
biochanina A O-hexdsido-O-hexdsido. Similarmente, o pico 16 ([M-H] de m/z 649),
com 42 u maior do que o pico 14™ podera ser designado como biochanina A O-acetil-
hexosido-O-hexdsido. Tanto quanto sabemos este tipo de compostos ainda néo tinha sido
descrito em P. tridentatum.

Os picos 18™ e 19™ apresentam o mesmo i&o pseudomolecular [M-H] de m/z 283,
coerente com a metil genisteina. Estes compostos foram tentativamente identificados
como prunetina (7-O-metilgenisteina) anteriormente descrita em P. tridentatum (Paulo et
al., 2008), e biochanina A (4’-O-metil genisteina), devido a presenga de outro derivado
de biochanina A na amostra analisada. O pico 20 apresenta um i&o pseudomolecular [M-
H]" de m/z 299 libertando um fragmento de m/z 284 (-15 u, perda de um grupo metilo),
podendo corresponder a um tri-hidroxi metoxi-isoflavonoide. Um composto com
caracteristicas similares ja foi encontrado em P. tridentatum por Paulo et al. (2008) e

designado como 7-O-metilorobol.

Nenhuma estrutura definitiva foi atribuida aos picos 117, 13” e 177, O pico 17™
apresenta um ido pseudomulecular [M-H] de m/z 491, 46 u maior que o pico 15, que
podera ser explicado pela ligacdo de um aduto de acido férmico; esta formacéo ja foi
descrita na literatura (Rijke et al., 2003, 2004). Assim, pode especular-se que este
composto pode corresponder a um artefacto (aduto de acido formico e sissotrin) formado

nas condic¢des experimentais utilizadas. Especulagdes similares poderao ser feitas para o
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pico 117 (ido [M-H] de m/z 505) que podera corresponder a um aduto de &cido férmico

de metilprunetina ou derivado de metilbiochanina A.

Derivados de C-di-hidroflavonol (nomeadamente o pico 1™, 3873,55 ug/g) foram
0S compostos maioritarios na amostra de P. tridentatum (Tabela 2). Paulo et al. (2008) e
Vitor et al. (2004) estudaram amostras silvestres de P. tridentatum provenientes de
Portugal, e apresentaram algumas semelhangas na composicéo fenolica. Contudo, estes
autores apenas detetaram até 9 compostos do grupo dos flavonoides e isoflavonas, ndo
descreveram derivados de di-hidroflavondis e ndo apresentaram resultados de
quantificacdo. A identificacdo de derivados de di-hidroflavondis na nossa amostra €
particularmente importante, ndo apenas por serem 0S compostos maioritarios, mas
também pela sua possivel atividade biologica. O di-hidroflavonol C-hexdsido
identificado em Ulmus wallichiana foi descrito como possuindo atividade osteogénica in
vitro relevante, sendo capaz de promover a diferenciacdo osteoblastica de culturas
primarias de osteoblastos de ratos, tornando-os bons candidatos para serem usados em

terapia para osteoporose (Rawat et al., 2009).
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Tabela 2. Tempo de retengdo (Tr), comprimentos de onda da absor¢do maxima na regido do visivel (Amax), dados do espetro de massa, identificacdo e quantificacdo de
compostos fendlicos em P. tridentatum (média + DP).

ldo Lo ) Quantificacéo
Pico Irrrﬁn) %r:qr?nx) molecular (Pnzllr;;'pals fragmentos MS Tentativa de identificacdo (ug/g)
[M-H] (m/2)
1" 5,03 292,sh342 465 447(25),375(79),357(21),345(100),327(86),317(42),167(63) Di-hidroquercetina 6-C-hexo6sido 3873,55+34,12
2" 6,24 294,sh348 465 447(7),375(54),357(13),345(100),327(50),317(23),167(38)  Di-hidroquercetina 6-C-hexosido 130,77 £ 3,09
3 7,67 290,sh340 479 359(100),341(7),221(5),167(8) Miricetina-6-C-glucosido 1316,66 + 2,33
4Pt 19,22 352 609 463(4),301(46) Quercetina desoxi-hexosil-hexoésido 100,13 + 1,50
5Pt 1945 358 609 301(100) Quercetina-3-O-rutinosideo 125,67 + 1,30
6" 20,36 356 463 301(100) Quercetina-3-O-glucdsido (isoquercitrina) 963,19 £ 4,29
7P 20,77 356 463 301(100) Quercetina O-hexdsido 474,68 + 2,82
8" 21,71  260,sh332 431 269(100) Genisteina 7-O-glucdsido (genistina) 162,86 + 2,97
o 2288 2605336 461 446(35),341(5),299(88),283(29) Siic})[;;gjg'drox'% “metoxi-isoflavona-7-O-- 94,144£0,93
107 25,07  260,sh332 431 311(5),269(30) Genisteina-8-C-glucésido 57,73+ 1,04
11 26,38  256,sh322 505 459(3),297(100),282(22) Metilbiochanina A/metilprunetina O-hexosido 89,71+ 0,52
127 28,29  260,sh334 269 241(4),225(6),201(5),181(2),133(7) Genisteina 167,11 + 3,43
13" 29,12  262,5h336 341 298(89),283(35) Derivado de metilbiochanina A/metilprunetina 40,29 + 1,53
147 29,61  258,5h330 607 445(4),283(100) Biochanina A O-hexdsido-O-hexdsido 44,84 + 1,04
15 32,04  260,sh340 445 283(100) Biochanina A 7-O-glucosido (sissotrina) 53,22 +£0,19
16 33,41  260,5h336 649 607(11),445(3),283(100) Biochanina A O-acetil-hexdsido-O-hexdsido 25,67 £ 0,26
177 34,91  260,sh332 491 445(3),283(100) Biochanina A O-hexdsido 201,48 + 2,82
18™ 37,99  262,sh332 283 268(100),239(7),224(5),195(2),135(2) 4'-O-metil genisteina (biochanina A) 433,53+ 1,97
197 38,19  262,sh334 283 268(100) 7-O-metil genisteina (prunetina) 372,62 £ 2,61
20 39,07  262,sh338 299 284(100),281(4),256(4),241(2),228(5),148(2) 7-O-metilorobol 167,80 £ 1,30
217 39,97  260,sh294 297 282(100) Metilbiochanina A/ metilprunetina 105,37+ 1,78
Flavondis totais 2980,33+9,24
Di-hidroflavonais totais 4004,32 +£31,03
Isoflavonas totais 2016,37 £ 5,52
Flavonoides totais 9001,01 +16,28
Resultados expressos em base de massa seca.
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Figura 12. Perfil fendlico de extrato metandlico de P. tridentatum registado a 280 nm; Al- espetros de UV dos picos 1 e 2.
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Em G. globosa foram identificados vinte e sete compostos fendlicos, sendo seis
derivados de acidos fendlicos, 15 flavonoides, maioritariamente derivados de flavonois
(Tabela 3, Figura 14), e seis betacianidinas (Tabela 4, Figura 15). Os picos 3¢9 ¢ 59
foram descritos como isémeros cis dos acidos p-cumarico e ferulico, considerando que
os isémeros trans correspondentes (i.e., picos 4%9 e 7%9) foram confirmados por
comparacdo com padrdes, como descrito anteriormente. Os isomeros trans desses acidos
fendlicos foram também encontrados nas inflorescéncias de G. globosa (Silva et al.,
2012). Os picos 19 e 29 com o mesmo ido pseudomolecular [M-H] de m/z 355 e
libertando um fragmento MS? de m/z 193 ([4cido ferulico-H]) perda de um grupo
hexosilo (-162 mu), estes compostos foram tentativamente identificados como cis e trans
hexdsidos de acido fertlico, respetivamente. Os picos 9%9, 119, 169, 20%9 e 21%9 foram
identificados como derivados de canferol, com base nos seus espetros de UV e no ido
produto de MS? de m/z 285. Similarmente, os picos 69 e 179 (produto de ido MS? de
m/z 301) foram descritos como derivados de quercetina. Os picos 9%9 e 11%9 apresentam
um ido pseudomolecular [M-H] de m/z 725 e 579 e fragmentos MS? de m/z 593 e 447
([M-H-132]", perda de um pentosilo), respetivamente, que posteriormente perde o
rutinésido ([M-H-308]"; pico 9%¢) ou um hexosilo ([M-H-162]; pico 11%9) produzindo o
fragmento de m/z 285 (aglicona). Compostos com os mesmos ides pseudomoleculares
foram também descritos em extratos de inflorescéncias de G. globosa por Ferreres et al.
(2011) e Silva et al. (2012), e identificados como canferol 3-O-(2-pentosilo, 6-O-
ramnosil)-hexdsido e canferol 3-O-(2-pentosilo)-hexdsido respetivamente; entdo, estas
estruturas foram assumidas para 0os compostos detetados na nossa amostra. O mesmo
raciocinio foi efetuado para o pico 6%¢ com um i&o pseudomolecular [M-H]" de m/z 595
e fragmento MS? de m/z 301 ([M-H-132-162]" perda de um pentosilo e hexosilo). Ferreres
et al. (2011) identificaram um composto com o mesmo ido pseudomolecular em
inflorescéncias de G. globosa, e foi identificado como quercetina 3-O-(2-pentosilo)-
hexosido. A atribuicdo da posicdo de substituicdo da pentose foi baseada nos iGes de
fragmentacdo encontrados por parte destes autores, observando a perda de pentosilo (-
132 u) e de pentosilo+agua (-150 u) caracteristicos de uma ligacdo interglucosidica
(Cuyckens et al., 2001). No nosso caso, nenhum fragmento de ido resultante da perda de

pentosilo foi identificado, o que sugere que estava ligado a posicao 6” do hexdsido, de
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modo que o pico 69 foi tentativamente identificado como quercetina 3-O-(6-pentosilo)-

hexosido.

Um composto com as mesmas caracteristicas que o pico 20%9 ([M-H] e m/z 593,
fragmento de ifo MS? de m/z 285, perda de ramnosilo e hexosilo) foi também identificado
por Ferreres et al. (2011) e Silva et al. (2012) em inflorescéncias de G. globosa e descrito
como canferol 3-O-(6-ramnosil)-hexdsido. No nosso caso a observagdo de um fragmento
de ifo MS? de m/z 447, perda de um ramnosilo, pode indicar a substitui¢io do hexdsido
na posicao 2”; deste modo o composto foi tentativamente identificado como canferol 3-
O-(2-ramnosil)-hexdsido. O pico 16%9 foi associado ao canferol O-acetil hexdsido de
acordo com o seu i&o pseudomolecular [M-H]" de m/z 489 e um fragmento MS? libertado
am/z 285 ([M-H-42-162]", perda de um acetilo e hexosilo).

Os picos 17%9 ([M-H] de m/z 639) e 219 ([M-H]" de m/z 623) devem corresponder
a derivados de quercetina e canferol contendo grupos glucorunilo e hexosilo. Em ambos
0s casos a observacao de fragmentos MS? resultantes de perda alternada de cada um dos
residuos (i.e., -176 e -162 u) sugere que cada acglcar estd localizado numa posicédo
diferente da aglicona; assim, estes compostos foram tentativamente designados como
quercetina O-glucuronido-O-hexdsido (pico 17%9) e canferol O-glucuronido-O-hexdsido
(pico 21°9).

Os picos 18%9 ¢ 19%9 ([M-H]" de m/z 475 e 517, respetivamente) originaram um pico
base de m/z 313, podendo corresponder a um tri-metilenodioxi flavona, provavelmente
gonfrenol (3,5,4'-tri-hidroxi-6,7-metilenedioxiflavona) anteriormente descrito em folhas
de G. globosa (Bouillant et al., 1978). Picos com os mesmos ides pseudomoleculares
foram detetados em inflorescéncia de G. globosa por Ferreres et al. (2011) e Silva et al.
(2012), sugerindo uma correspondéncia a gonfrenol-3-O-hexdésido e gonfrenol-3-O-(6-
acetil)-hexdsido; assim, essas identificacdes foram tentativamente atribuidas no nosso

Caso.

Os compostos correspondentes aos picos 22%9 a 27%9 foram identificados como
sendo derivados de betacianidinas (Tabela 4) ja descritos em G. globosa (Figura 15);
ndo foram encontradas antocianinas juntamente com as betacianidinas (Figura 13), o que
estd de acordo com estudos anteriores (Cai et al., 2001; Cai et al., 2006; Ferreres et al.,

2011; Kugler et al., 2007; Silva et al., 2012). Estes pigmentos pertencem a betacianidinas
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tipo (iso)gonfrenina (betanidina/isobetanidina substituida em C6), diferindo das
betacianidinas tipo-betanina (betanidina/isobetanidina substituido em C5) (Cai et al.,
2001, 2006; Heuer et al., 1992). As diferentes massas de 146 u (m/z 697-551) e 176 u
(m/z 727-551) indicam a presenca de grupos acilo arométicos (i.e., cumaroilo e feruloilo)
em C-6 da glucose em gonfreninas/isogonfreninas. Assim, os picos 229, 239 ¢ 25%9
foram identificados como gonfreninall/isogonfrenina Il, com base na observacéo de dois
fragmentos principais de m/z 551, perda de grupo p-cumaroilo (-146 u), e de m/z 389 e
uma posterior perda de um hexosilo (-162 u). Para os picos 24%¢ e 26%9 foi observado o
ido pseudomolecular [M+H]" de m/z 727; assim, foram identificados como gonfrenina
I11/isogonfrenina I11. Os principais fragmentos de m/z 551 e 389 indicam a perda de um
grupo feruloilo (-176 u) e uma posterior perda de hexosilo (-162 u), respetivamente. A
eluicdo posterior dos picos 25%9 e 26%9 permitiu a sua identificagdo como isogonfreninas
Il e 111, respetivamente. Finalmente, o pico 27%9 foi identificado como amarantina-
descarboxilada ([M+H]* de m/z 683), anteriormente descrito em pétalas vermelhas e em
flores de G. globosa (Kugler et al., 2007). Estes autores indicaram que o tempo de
retencdo mais elevado e que a mudanca hipsocrémica do maximo do espetro UV (cerca
de 33 nm) é comparavel com amarantina (betanidin 5-O-B-glucuronosil glucésido),
sugerindo uma estrutura 17-descarboxilada. Observacdes similares foram descritas na
literatura para 17-descarboxibetanina da beterraba vermelha (Stintzing et al., 2006) e
Boerhavia erecta (Stintzing et al., 2004)

RO

Figura 13 Betacianidina

Os flavonoides foram os principais compostos fenolicos encontrados em G. globosa
sendo o canferol 3-O-rutinésido (pico 12°9, 48,44 pg/g) o principal flavonol (Tabela 3).

Gomphrenin 111 (pico 24%9, 4,16 pg/g) foi a principal betacianidina encontrada (Tabela
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4). Silva et al. (2012) e Ferreres et al. (2011) apresentaram um perfil ligeiramente
diferente em amostras estudadas por eles, descrevendo flavondis (quercetina, canferol e
derivados de isoramnetina) e derivados de gomphrenol como principais compostos
fendlicos. Também descreveram a presenca de oito betacianidinas, embora com
diferentes perfis dos encontrados na nossa amostra. Além disso, Silva et al. (2012)
descreveram maiores valores na quantificacdo dos compostos identificados. Kugler et al.
(2007) e Cai et al. (2001, 2006) apresentaram uma identificagdo complexa de batacianinas

em pétalas de G. globosa.
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Tabela 3. Tempo de retencédo (Tr), comprimentos de onda da absor¢do maxima na regido do visivel (Amax), dados do espetro de massa, identificacdo e quantificagdo de

compostos fenolicos em G. globosa (média + DP).

. . Amax I&0 molecular  Principais fragmentos MS? . . e Quantificacdo
Pico  Tr (min) (nm) [M-H]" (m/2) (m/2) Tentativa de identificacdo (1g/g)
169 11,43 326 355 193(100) Acido cis-ferulico hexéxido 20,41 £ 0,76
2% 13,10 326 355 193(100) Acido trans-fertlico hexéxido 15,13 + 0,57
369 16,07 312 163 119(100) Acido cis-p-cumérico 1,09+0,16
4% 16,98 312 163 119(100) Acido trans-p-cumarico 5,92 £ 0,66
560 18,44 322 193 178(16),134(100),117(3) Acido cis-ferdlico 7,95+ 0,27
6% 18,79 360 595 301(100) Quercetina 3-0O-(6-pentosilo)-hexésido 2,93+0,25
7% 19,17 324 193 178(35),134(100),117(2) Acido trans-fertlico 27,73+ 0,44
8% 19,48 354 609 301(100) Quercetina 3-O-rutindsido 23,76 £ 0,17
9% 19,71 344 725 593(5),285(30) Campferol 3-O-(2-pentosilo, 6-O-ramnosil)-hexdsido 16,71+ 0,21
10%9 20,81 358 463 301(100) Quercetina 3-O-glucosido 8,67 0,70
1169 21,67 350 579 447(5),285(50) Canferol 3-O-(2-pentosilo)-hexdsido 7,67+0,18
1269 22,95 350 593 285(100) Canferol 3-O-rutinosido 48,44 + 0,16
13%9 23,93 354 623 315(100) Isoramnetina 3-O-rutindsido tr
1469 24,46 348 447 285(100) Canferol 3-O-glucésido 18,81+ 0,43
1569 25,40 354 477 315(100) Isoramnetina 3-O- glucdsido Tr
169 26,93 350 489 285(100) Canferol O-acetil-hexdsido 4,89 + 0,04
17¢9 32,27 340 639 463(32),301(34) Quercetina O-glucuronido-O-hexésido 1,64 +0,15
18%9 32,59 274,340 475 313(100) Gonfrenol 3-O-hexésido 3,87 +0,22
19%9 34,14 274,340 517 313(100) Gonfrenol 3-O-(6-acetil)-hexdsido 14,18 + 0,37
20%9 34,99 352 593 447(9),285(60) Canferol 3-O-(2-ramnosil)-hexésido 8,68 + 0,23
2169 3534 348 623 447(4),285(23) Canferol O-glucuronido-O-hexdsido 11,25 + 0,08

Acidos fendlicos totais 78,23+ 2,32
Flavonoides totais 171,50 + 2,62
Compostos fendlicos totais 249,73 £ 4,95

Resultados expressos em base de massa seca; tr- vestigios
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Figura 14. Perfil fenélico de extrato metandlico de G. globosa registado a 370 nm.
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Tabela 4. Tempo de retengéo (Tr), comprimentos de onda da absor¢do maxima na regiéo do visivel (Amax),
dados do espetro de massa, identificagdo e quantificacdo de betacianidinas em G. globosa (média = DP).

Principais fragmentos

ax 130 molecular Quantificacdo

Pico Tr(min) ™ MS? Identificacio
M0 omy e ) ¢ (Holg)
22°9 28,79 550 697 551(2),389(22) Gonfrenina Il 0,54 £ 0,05
23 31,91 550 697 551(3),389(39) Gomfrenina Il 1,00 £ 0,04
24°9 32,48 550 727 551(4),389(41) Gomfrenina I11 4,16 £ 0,08
2560 3427 550 697 551(2),389(21) Isogomfrenina 11 0,41 + 0,01
26%¢ 35,40 546 727 551(4),389(38) Isogomfrenina 111 1,36 £ 0,02
279 36,65 500 683 507(2),345(22) 17-Descarboxi-amarantina 0,24 + 0,01
Betacianidinas totais 7,72+0,20
mAU 24
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Figura 15. Perfil de betacianinas em G. globosa obtido a 520 nm.
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Foram identificados dezoito compostos fenolicos em C. citratus (Tabela 5, Figura
16). Para além dos trés derivados de hidroxicinamoilo (picos 1¢¢, 2¢¢ e 9%, os restantes
picos correspondem a derivados de flavonas, que foram identificados com base no padréo
de fragmentacdo descrito para flavonas C- e O-glucosilo por Ferreres et al., 2003 e
Ferreres et al., 2004; 2007 (Figura 17). Deles, apenas dois picos (12°¢ e 13¢) foram
considerados como O-glucosilados da aglicona. O pico 13°¢ foi tentativamente
identificado como luteolina-7-O-glucosido por comparagdo com padrao, enquanto o pico
12%¢, com um ido pseudomolecular [M-H]- de m/z 593 libertando dois fragmentos i6nicos
de m/z 285 ([M-H-162]", posterior perda de um radical hexosilo), foi descrito como
luteolina 7-O-neo-hesperosido, com base na identificacdo anterior deste composto em

folhas de C. citratus por Figueirinha et al. (2008).

O pico 3¢ ([M-H]" de m/z 579) e os picos 4°¢ e 5°¢ (ambos com [M-H]  a m/z 563)
apresentam padrbes de fragmentacdo caracteristicos de di-C-glucosidos assimétricos
(Ferreres et al., 2003). Os fragmentos de m/z 489 e 473 ([(M-H)-90]") e 459 e 443 ([(M-
H)-120]") indicam a presenca da unidade de C-hexosilo. Para o pico 3¢, os fragmentos
mostram uma perda de 60 u, tipico da unidade de pentosilo, e foram observadas a m/z 519
([((M-H)-60]"), 399 ([(M-H)-120-60]) e 369 ([(M-H)-120-90]); uma situacdao similar
ocorreu para os picos 4°¢ e 5¢¢ (fragmentos de m/z 503; [(M-H)-60]). Para o pico 3¢, a
observacao do pico de base a m/z 459 ([(M-H)-120], perda parcial do hexosilo) e a sua
grande abundéancia a m/z 519 ([(M-H)-60]", perda parcial do pentosilo), sugerem que a
hexose esta localizada na posicio 6 da aglicona. Reciprocamente, para os picos 4°¢ e 5¢¢,
0 pico de base de m/z 473 ([(M-H)-90]") e a grande abundéncia do fragmento de m/z 503
([(M-H)-60]") pode indicar uma unidade 6-C-pentosilo. Os ides de m/z 369 e 353
[aglicona+83] e 399 e 383 [aglicona+113]", suportam a conclusdo de que a luteolina e a
apigenina, respetivamente seriam as agliconas, o que permite a identificacdo como
luteolina 6 C-hexosilo-8-C-pentdsido (pico 3°°) e apigenina 6-C-pentosilo-8-C-hexdsido
(picos 4°¢ e 5°9). O pico 15°¢ apresenta um i&o pseudomolecular [M-H] de m/z 417, 30 u
inferior ao pico 7¢¢ (positivamente identificado como luteolina-6-C-glucdsido por
comparacdo com padrdo), sugerindo uma ligagdo de uma unidade pentosilo com a
aglicona, o que em conjunto com os fragmentos de m/z 357 ([(M-H)-60]"; pico de base) e
327 ([(M-H)-90]") permitiu a sua identificagdo tentativa como luteolina 6-C-pentdsido.
Os picos 8¢ e 10°¢ apresentam o mesmo espetro UV e ido pseudomolecular [M-H]" de
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m/z 549. A sua fragmentacio MS? sugere a presenca de duas unidades de pentosilo ligadas
nas posicdes 6 e 8, podendo assim ser identificado como 6-C-pentosilo-8-C-pentosido. A
existéncia de dois picos pode ser explicada por diferentes pentoses substituintes em cada
caso. A presenca de todos os picos anteriores em folhas de C. citratus foi ja descrita por
Figueirinha et al. (2008).

O pico 11°° mostrou um ido pseudomolecular [M-H]" de m/z 577, libertando cinco
fragmentos ionicos MS?. A perda de 120 u (ido de m/z 457) é caracteristica de C-hexosilo
flavona, enquanto que o fragmento de m/z 413 ([M-H-146-18]") podera indicar a desosi-
hexose O-glucosilada no grupo hidroxilo na posi¢do 2” da C-glucosilacdo do agucar
(Ferreres et al., 2007). Os outros trés produtos ionicos de m/z 341 ([aglicona+71)]"), m/z
311 ([aglicona+41)]) e m/z 293 ([aglicona+41-18]) s&o comuns em derivados mono-C-
glucosilo O-glucosilado na posic¢ao 2” (Ferreres et al., 2007, 2011). Assim, este pico foi
tentativamente identificado como apigenina 2 "-O-desosi-hexosilo-C-hexdsido. Um
raciocinio similar foi aplicado na classificagdo do pico 6¢ ([M-H]™ de m/z 593). O pico
de base de m/z 473 (perda de 120 u) indica uma C-hexosilo flavona, e o fragmento de m/z
429 ([M-H-146-18]") é caracteristico da O-glucosilagdo de posi¢do 2” de C ligado ao
acucar (Ferreres et al., 2007). 16es de m/z 357 ([aglicona+71)]"), m/z 339 ([aglicona+71-
H20)]) e m/z 309 ([aglicona+41-H>0]") confirmam a luteolina como aglicona. Assim, o
pico foi tentativamente identificado como luteolina 2 "-O-desosi-hexosilo-6-C-hexdsido
também descrito em C. citratus por Figueirinha et al. (2008). O pico 14°¢ demonstrou um
ido pseudomolecular [M-H]  a m/z 563, 30 u inferior ao pico 6. A observagio de um io
fraco a m/z 417 ([(M-H)-146]") e de um fragmento maior a m/z 399 ([(M-H)-146-18])
indica uma ligagdo O-desosi-hexose, e a observacao de ibes a m/z 503 ([(M-H)-60]") e
473 ([(M-H)-90]) revelaram a pentose diretamente ligada a aglicona. Isto sugere a

identificacdo dos picos como luteolina 2 "-O-desosi-hexosilo-C-pentosido.

O pico 17°¢ mostrou um ido pseudomulecular [M-H] a m/z 577. Na fragmentag&o
MS?, a observagdo do ido [M-H-90] (m/z a 487) e a falta do i&o [M-H-60] sugerem um
C-ligado a hexose; assim, o fragmento principal de m/z 413 ([(M-H)-146-18]") indica o
O-ligado a desosi-hexose; a perda de —104 u para dar origem ao fragmento de m/z 473
pode ser interpretado como correspondendo a uma fragmentacdo parcial de desoxi-
hexosilo (if0 %2Xi7); assim, os fragmentos de m/z 371 ([aglicona+71]) e 323
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([aglicona+41-H,QO]") apontam para a metil-luteolina como aglicona (Ferreres et al.,
2007). Atendendo a todos os factos mencionados, o composto foi tentativamente

classificado como metil-luteolina 2 "-O-desoxi-hexosil-C-hexésido.

Finalmente, o pico 16°¢ demonstrou um i%o pseudomolecular [M-H]  de m/z 575
libertando fragmentos ionicos de m/z 411 ([(M-H)-146-H20], pico de base) e m/z 429
([(M-H)-146]) que sugere a presenga de 2”-O-ligada ao grupo desoxi-hexosilo (Ferreres
et al., 2007). Os fragmentos de m/z 367 e 337, por posterior perda de 44 e 74 u do pico de
base, respetivamente, indicam um C-ligado 6-desoxi-hexose; a observacdo de um
fragmento ndo usual de m/z 309 pela perda de 102 u (ao invés de 104 u) por parte do pico
de base pode ser interpretada como a existéncia de um carbono cetona no residuo de
acucar. Assim, o composto foi tentativamente identificado como luteolina 2 "-O-
desoxiosil-6-C-(6-desoxi-pento-hexosulosilo) (Figura 17), similar ao composto

previamente descrito em C. citratus por Figueirinha et al. (2008).

Em C. citratus, os flavonoides foram o maior grupo de compostos fenolicos
encontrado, sendo a luteolina 2 "-O-desoxiosil-6-C-(6-desoxi-pento-hexosulosilo) (pico
6, 2138,07 pg/g) o composto principal (Tabela 3). Figueirinha et al. (2008; 2010)
descreveram um perfil muito similar ao encontrado na amostra de C. citratus em estudo.
Pelo contrario, Marques & Farah (2009) descreveram a presenca de derivados de acido
cafeoilquinico, feruloilquinico e dicafeoilquinico em extratos metanolicos e infusdes de
C. citratus proveniente do Brasil. Além disso, Port's et al. (2013) estudaram também uma
amostra do mesmo pais, que foi submetida a um processo de hidrélise, e descreveram um
perfil completamente diferente (&cido galico, catequina, epicatequina, quercetina, rutina

e mircetina).
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Tabela 5. Tempo de retengdo (Tr), comprimentos de onda da absor¢do maxima na regido do visivel (Amax), dados do espetro de massa, identificacdo e quantificacdo de
compostos fendlicos em C. citratus (média + DP).

. v Amax I&0 molecular  Principais fragmentos MS? . . e Quantificacdo
Pico Tr (min) (nm) M-HT (f2)  (m/2) Tentativa de identificacdo (Lg/g)
1¢©  8.19 324 353 191(100),179(4),161(5),135(3) Acido 5-O-cafeoilquinico 101,56 + 1,56
2¢c  11.28 326 179 135(100) Acido cafeico 21,27 +£0,79
3¢ 1273 350 579 561(10),519(6),489(56),459(100),399(52),369(47) Luteolina 6-C-hexosilo-8-C-pentésido 97,33+ 3,75
4% 1494 336 563 545(27),503(40),473(100),443(83),383(90),353(85) Apigenina 6-C-pentosilo-8-C-hexosido 246,70 £ 4,82
5¢c  15.26 336 563 545(20),503(37),473(100),443(83),383(73),353(83) Apigenina 6-C-pentosilo-8-C-hexosido 31,75+ 0,50
6%  15.87 350 593 473(100),429(37),357(26),339(12), 309(20),(35) Luteolina 2"-O-desoxi-hexosilo-6-C-glucésido 2138,07 £ 32,61
7°  16.24 350 447 429(30),357(100),339(15),327(86),297(22),285(15) Luteolina-6-C-glucésido 93,93+ 0,47
8%  16.43 350 549 531(18),489(36),459(100),441(25),429(21),399(55),369(52)  Luteolina 6-C-pentosilo-8-C-pentdsido 270,05 £ 7,47
9t 16.96 310 163 119(100) Acido trans-p-cumarico 32,83+£0,88
10¢c  17.98 350 549 531(12),489(32),459(100),441(18),429(18),399(76),369(60)  Luteolina 6-C-pentosilo-8-C-pentosido 20,00 £ 1,02
11¢¢  19.04 344 577 457(26),413(100),341(15),311(14),293(77) Apigenina 2”’-O-desosi-hexosilo-C-hexdsido 127,70 £ 6,59
12¢¢ 20.66 350 593 447(6),285(22) Luteolina 7-O-neo-hesperdésido 926,42 + 15,71
13¢¢  20.81 348 447 285(100) Luteolina-7-O-glucdsido 1410,24 + 37,12
14¢c 22.07 352 563 503(3),473(100),417(17),399(53),357(23),327(25),298(40)  Luteolina 2’’-O-desoxi-hexosil-C-pentdsido 1029,80 + 41,40
15¢¢ 22,55 350 417 399(42),357(100),339(19),327(90),311(7),297(35) Luteolina 6-C-pentésido 38,53+ 1,29
165 2522 350 575 531(33),429(38),411(100),367(65),357(15),337(20),309(10) k:;ggﬂ&illo)z -O-desoxiosil-6-C-(6-desoxi-pento- 1122,62 £ 7,15
17¢c  27.67 350 577 487(10),473(40),413(100),371(15),323(27) Metil-luteolina2’’-O-desoxi-hexosil-6-C-hexosido. 58,63 + 0,95
18¢¢  34.37 350 285 175(14),151(18),133(32) Luteolina 187,18 £ 1,35
Acidos fendlicos totais 155,65 + 1,47
Flavonoides totais 7798,96 = 70,79
Compostos fendlicos totais 7954,61 + 69,32
Resultados expressos em base de massa seca.
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Figura 17. Perfil fendlico de C. citratus registado a 370 nm.

Figura 16. Fragmentac&o geral de flavonoides O-glucosil-C-glucosilo (baseado em Ferreres
et al, 2007); Estrutura quimica de 2”’-O-desoxiosil-6-C-(6-desoxi-pento-hexos-ulosilo)
presente em C. citratus.
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3.2.2. Nas infusdes

Os perfis em compostos fenolicos das infusdes de P. tridentatum (Pt), G. globosa
(Gg) e C. citratus (Cc) séo apresentados nas Figuras 18, 19 e 20. Os dados (tempo de
retencdo, Amax Na regido do visivel, i@o molecular e principais fragmentos ionicos
observados em MS?) obtidos por anélise de HPLC-DAD-ESI/MS relativos a identificacio
de compostos fenolicos e betacianidinas e respetiva quantificacdo individual sédo

apresentados nas Tabelas 6-8.

Todos os compostos encontrados nas infusdes foram ja descritos na seccao anterior.
Né&o obstante, deve ser destacado que alguns dos compostos anteriormente identificados
nos extratos metanolicos, ndo foram encontrados nas infusGes aqui estudadas. Sabe-se
que o processo de aquecimento inerente a preparacdo das infusdes podera destruir esses

compostos (Samaniego-Sanchez et al., 2011).

Todos os compostos identificados no extrato metandlico de P. tridentatum, exceto
a 7-O-metilgenisteina (prunetina), foram também identificados na infusdo (Tabela 6),
que apresentou vinte flavonoides. Derivados de C-di-hidroflavondis (nomeadamente o
pico 17, 43,04 mg/g de infusdo) foram também os compostos maioritarios encontrados
na infusdo de P. tridentatum (Tabela 6). O perfil fendlico da infusdo preparada a partir
de amostras silvestres de P. tridentatum foi também descrito por outros autores (Vitor et
al., 2004; Paulo et al., 2008). No entanto, os resultados apresentados no presente trabalho

sdo mais detalhados que os descritos pelos autores referidos.
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Figura 18. Perfil fenélico da infusdo de P. tridentatum registado a 280 nm.

68

Pterospartum tridentatum (L.) Willk, Gomphrena globosa L. e Cymbopogon citratus (DC) Stapf: fitoquimica e bioatividade
das espécies individuais e sinergismos resultantes do uso combinado



£3pb

INSTITUTO POLITECNICO Escola Superior Agriria

DE BRAGANCA

%, VNiVERSIDAD

4 PSALAMANCA

Tabela 6. Tempo de retengdo (Tr), comprimentos de onda da absor¢do maxima na regido do visivel (Amax), dados do espetro de massa, identificacdo e quantificacdo de
compostos fendlicos em infuséo de P. tridentatum (média + DP).

Pico Rt (min) z‘nn;%x I[:;)'M]C?Ifr;?zl;r Tentativa de Identificagdo Q?;rg;él?s%ao
1" 5,0 290,sh340 465 Di-hidroquercetina 6-C-hesdxido 43,04 + 0,65
27 6,1 294,sh346 465 Dihidroquercetina 6-C-heséxido 2,74 +£0,17
3" 7,7 290,sh340 479 Miricetina-6-C-glucosido 12,87 +0,01
4" 18,7 356 609 Quercetina desoxi-hexosil-hexosido 0,77 +0,01
5Pt 18,9 356 609 Quercetina-3-O-rutinosideo 2,10+0,13
6™ 19,8 354 463 Quercetina-3-O-glucésido (isoquercitrina) 11,85+ 0,05
7™ 20,2 354 463 Quercetina O-hexdsido 5,81 0,07
8"t 21,2 262,5h312 431 Genisteina 7-O-glucdsido (genistina) 3,53+0,11
9Pt 22,4 262,sh308 461 5,5’-Di-hidroxi-3’-metoxi-isoflavona-7-O-p-glucésido 2,25 +0,05
107 24,6 260,sh332 431 Genisteina-8-C-glucdsido 1,28 £ 0,03
117 26,0 256,sh322 505 Metilbiochanina A/metilprunetina O-hexosido 1,65 + 0,06
127 27,8 262,5h332 269 Genisteina 3,08 £ 0,04
137 28,7 262,sh336 341 Derivado de metilbiochanina A/metilprunetina 0,97 £ 0,05
147 29,0 252,sh328 607 Biochanina A O-hexdsido-O-hexdsido 0,72 +£0,07
157 31,4 260,sh340 445 Biochanina A 7-O-glucosido (sissotrina) 0,60 + 0,02
16™ 331 260,sh338 649 Biochanina A O-acetil-hexdsido-O-hexdsido 0,31 +0,02
17" 34,5 264,sh338 491 Biochanina A O-hexdsido 4,79 £ 0,03
187 37,7 260,sh332 283 4'-O-metil genisteina (biochanina A) 9,52 + 0,00
197 38,6 262,sh334 283 7-O-metil genisteina (prunetina) nd
207 39,5 262,5h338 299 7-O-metilorobol 1,45 +0,03
217 41,0 264,5h290 297 Metilbiochanina A/ metilprunetina 0,58 + 0,01
Flavonais totais 33,40 £0,28
Di-hidroflavonais totais 45,78 +1,42
Isoflavonas totais 30,72 +0,38
Flavonoides totais 109,90 + 1,32

nd- ndo detetado
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No que diz respeito a G. globosa (Tabela 7, Figura 19A e B), o perfil em
compostos fendlicos da infusdo foi similar ao ja descrito anteriormente para o extrato
metandlico e para outras infusdes a base da mesma espécie (Ferreres et al., 2004; Silva et
al., 2012). A composicao en betacianidinas foi também similar & descrita por Cai et al.
(2001), para uma infusdo preparada com amostras silvestres. Os flavonoides foram
também os principais compostos fenolicos encontrados em G. globosa, sendo o canpferol
3-O-rutinésido (pico 12%9, 0,89 mg/g de infusdo) o principal flavonol. Por outro lado, os
isomeros de gomphrenin 11l foram as betacianidinas maioritariamente encontradas
(Tabela 7, Figura 19B).
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Figura 19. A. Perfil fenélico da infusdo de G. globosa registado a 370 nm; B. Perfil de betacianidinas em G. globosa registado a 520 nm.
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Tabela 7. Tempo de retencdo (Tr), comprimentos de onda da absor¢do maxima na regido do visivel (Amax), dados do espetro de massa, identificacdo e quantificacdo de
compostos fendlicos, e percentagem relativa de betacianidinas em infuséo de G. globosa (média + DP).

Pico Rt (min) ?nnr]na)x I[:;J_AHA]QI&(#ZI? ' Tentativa de Identificacdo Ql(ﬁ]rg/'g?r?%ao
1G9 11,0 326 355 Acido cis-fertlico hexdxido 0,37 +0,03
269 12,6 326 355 Acido trans-fertlico hexdxido 0,52 +0,01
3G9 15,5 309 163 Acido cis-p-cumarico 0,09 + 0,01
4G9 16,4 310 163 Acido trans-p-cumarico 0,41 +0,01
5G9 18,1 324 193 Acido cis-ferdlico 0,20 + 0,02
6%9 18,3 358 595 Quercetina 3-O-(6-pentosilo)-hexdsido 0,08 + 0,02
769 18,6 324 193 Acido trans-fertlico 0,92 £0,01
8C9 19,0 358 609 Quercetina 3-O-rutindsido 0,66 £0,01
9¢g 19,2 346 725 Campferol 3-O-(2-pentosilo, 6-O-ramnosil)-hexdsido 0,56 + 0,06
1069 19,9 358 463 Quercetina 3-0O-glucdsido 0,10 £0,01
1169 21,1 350 579 Canferol 3-O-(2-pentosilo)-hexdsido 0,19 + 0,02
1269 22,4 348 593 Canferol 3-O-rutinésido 0,89 +0,04
1369 23,5 352 623 Isoramnetina 3-O-rutindsido tr
1469 23,9 350 447 Canferol 3-O-glucésido 0,31 +0,05
1569 249 354 477 Isoramnetina 3-O- glucésido tr
1669 26,3 350 489 Canferol O-acetil-hexdsido 0,11 £0,03
1769 31,9 340 639 Quercetina O-glucuronido-O-hexdsido 0,04 £0,01
1869 32,2 276,342 475 Gonfrenol 3-O-hexésido 0,20 £0,01
1969 33,7 278,342 517 Gonfrenol 3-O-(6-acetil)-hexosido 0,39 £ 0,04
209 34,6 352 593 Canferol 3-O-(2-ramnosil)-hexésido 0,10 +£0,01
2169 35,0 348 623 Canferol O-glucuronido-O-hexésido 0,12 £ 0,03
Acidos fenélicos totais 2,51+ 0,01
Flavonoides totais 3,77 £0,32
Compostos fendlicos totais 6,28 + 0,31
Pico  Rt(min) ?nmma;x I[ijl) +'\|/_I|(])1e(cnl:/|?)r Tentativa de Identificagéo Ql(ls]fg/';"i?r?%ao
22Gg 27,3 550 697 Gonfrenina Il tr
23Gg 29,2 550 697 Gomfrenina Il tr
24Gg 30,0 550 727 Gomfrenina Ill 0,21+0,01
25Gg 32,0 550 697 Isogomfrenina Il 0,01+0,00
26Gg 334 548 727 Isogomfrenina I11 0,35+0,01
27Gg 34,9 516 683 17-Descarboxi-amarantina tr
tr- vestigios
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O 4cido trans p-cumarico e a luteolina, previamente encontrados em extratos
metanolicos de C. citratus, ndo foram observados na infusdo (Tabela 8, Figura 20).
Quanto ao composto 2a°¢, correspondente a um isémero cis do écido cafeico, foi apenas
detetado na infusdo, provavelmente, devido ao processo de aquecimento aplicado na sua
realizacdo. Seria esperado que os derivados cis de hidroxicinamoil eluissem antes dos
isdbmeros trans correspondentes, como ja observado no nosso laboratério apos radiacao
UV (366 nm, 24 h) de acidos hidroxicindmicos (Barros et al., 2012).

Os flavonoides foram também o maior grupo de compostos fendlicos encontrado
na infusio de C. citatus, sendo a luteolina 2""-O-desoxi-hexosil-6-C-hexosido (pico 6°¢,
13,12 pg/g de infusdo) o composto principal (Tabela 8). A caracterizacdo fendlica
descrita no presente estudo é mais detalhada que a descricdo feita por outros autores
(Figueirinha et al., 2008; Marques & Farah, 2009; Figueirinha et al., 2010; Port’s et al.,
2013).
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Figura 20. Perfil fendlico da infusdo de C. citratus registado a 370 nm.
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Tabela 8. Tempo de retengdo (Tr), comprimentos de onda da absor¢do maxima na regido do visivel (Amax), dados do espetro de massa, identificacdo e quantificacdo de

compostos fendlicos em infuséo de C. citratus (média + DP).

Pico Rt (min) ?nnr:f)x Eﬁ_m]ql(enﬁy;;l ' Tentativa de Identificacdo Ql(J;r;t/lg(i:g%ao
1¢¢ 7.9 326 353 Acido 5-O-cafeoilquinico 1,21 +0,05
2Ce 10,3 326 179 Acido cafeico 0,27 £0,01
2a%° 10,8 324 179 Acido cafeico 0,77 £0,01
3¢ 12,3 350 579 Luteolina 6-C-hexosilo-8-C-pent6sido 0,70+ 0,03
4Cc 14,6 336 563 Apigenina 6-C-pentosilo-8-C-hexosido 1,76 £ 0,03
5ce 15,0 350 563 Apigenina 6-C-pentosilo-8-C-hexosido 0,53 +0,01
6ce 15,6 352 593 Luteolina 2"-O-desoxi-hexosilo-6-C-glucésido 13,12+ 0,03
7ce 16,0 352 447 Luteolina-6-C-glucésido 0,35+ 0,01
gce 16,1 350 549 Luteolina 6-C-pentosilo-8-C-pentésido 1,75+0,01
gce 17,0 310 163 Acido trans-p-cumarico nd
10¢c 17,6 356 549 Luteolina 6-C-pentosilo-8-C-pentésido 0,17 +0,03
11¢¢ 18,6 328 577 Apigenina 2”’-O-desosi-hexosilo-C-hexdsido 0,99 +£0,01
12¢¢ 20,3 348 593 Luteolina 7-O-neo-hesperdésido 5,31+0,26
13¢¢ 20,5 350 447 Luteolina-7-O-glucésido 2,07 +0,15
14¢¢ 21,6 352 563 Luteolina 2°’-O-desoxi-hexosil-C-pent6sido 6,21 + 0,36
15¢¢ 22,0 350 417 Luteolina 6-C-pentésido 0,24 +0,02
16¢¢ 24,9 350 575 Luteolina 2°’-O-desoxiosil-6-C-(6-desoxi-pento-hexosulosilo) 4,19 £ 0,47
17¢¢ 27,4 352 577 Metil-luteolina 2°’-O- desoxi-hexosil-6-C-hexosido, 0,28 +£0,02
18¢c 34,4 350 285 Luteolina nd
Acidos fenolicos totais 2,24 0,07
Flavonoides totais 37,66 + 1,07
Compostos fendlicos totais 39,90+1,14

nd-ndo detetado
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3.3. PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES

3.3.1. Dos extratos metanélicos

A atividade antioxidante ndo pode ser medida diretamente. Assim, inimeros testes
tém sido desenvolvidos para avaliar a atividade antioxidante de alimentos e amostras
bioldgicas, ndo existindo ainda um método universal capaz de medir a atividade
antioxidante de todas as amostras (Prior et al., 2005). Além disso, 0s métodos
padronizados para avaliar a atividade antioxidante devem atender a certos requisitos e,
por conseguinte, dividem-se em duas categorias com foco na atividade captadora de
radicais livres e na inibicdo da peroxidacao lipidica (Magalhdes et al., 2008). No presente
estudo, a atividade antioxidante foi avaliada pela atividade captadora de radicais de
DPPH, poder redutor e inibi¢cao da peroxidagao lipidica (inibi¢ao da descoloracao do B-

caroteno e ensaio de TBARS).

Os resultados da atividade antioxidantes dos extratos metandlicos das trés plantas
estudadas sdo representados na Tabela 9. O extrato metandlico de P. tridentatum
apresentou a maior atividade captadora de radicais de DPPH e poder redutor. Isto pode
ser explicado pelo seu perfil peculiar em compostos fendélicos, principalmente derivados
de di-hidroflavonois e isoflavonas. As isoflavonas tém vindo a ser extensivamente
estudadas pelos seus efeitos promotores de salde. Estes compostos fendlicos tém a
capacidade de captar radicais livres tais como superoxido e 6xido nitrico (Rimbach et al.,
2003). A genisteina e daidzeina sdo conhecidas como as isoflavonas mais eficientes,
possuindo capacidade direta para captar radicais livres (Ruiz-Larrea et al., 1997; Arora et
al., 1998). Além disso, as isoflavonas sdo também conhecidas por possuirem a capacidade
de diminuir o dano oxidativo via mecanismos indiretos em células, nomeadamente pela
inducdo de enzimas captadoras de antioxidantes (Cai & Wei, 1996). Recentemente, 0s di-
hidroflavondis tém também recebido especial atencdo devido aos seus potenciais
beneficios para a salde, atribuidos a sua atividade antioxidante. Tem sido descrito que as

propriedades antioxidantes destes compostos fenolicos s&o resultado de uma elevada
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propensdo em transferir eletrdes, quelatar ides ferrosos e captar espécies reativas de
oxigénio (Montoro et al., 2005; Gong et al., 2009).

Pelo contrario, foi o extrato de C. citratus que demonstrou a mais elevada
capacidade de inibi¢do da descoloragdo do B-caroteno e inibi¢do da peroxidacéo lipidica.
Isto pode ser explicado pela sua elevada quantidade de flavonoides, especialmente
derivados de apigenina e luteolina. Além disso, estas espécies revelaram também uma
grande quantidade de flavonas C glicosilo, conhecidas pelas propriedades antioxidantes
(Talhi & Silva, 2012). Figueirinha et al. (2008) demonstraram que uma fracdo de
flavonoides de C. citratus (principalmente derivados de apigenina e flavonas C glicosilo)
apresentava boa capacidade captadora de anides superoxido e radicais hidroxilo,
revelando que esses compostos possuem efeitos protetores contra essas espécies reativas

envolvidas em doencas inflamatorias e degenerativas.

O extrato metandlico de G. globosa apresentou a atividade mais baixa em todos o0s
ensaios, apresentando também a menor concentracdo de compostos fendlicos, o que pode

explicar o menor efeito apresentado por esta amostra.

O extrato de C. citratus estudado demonstrou uma atividade captadora de radicais
DPPH maior do que os extratos metandlicos obtidos a partir de uma amostra comercial
de Taiwan (23,5% a 1 mg/mL; Tsai et al., 2008) e Malasia (valor de ECso 994,77 ng/mL;
Koh et al., 2012), e também poder redutor mais elevado do que um extrato metandélico de
uma amostra Coreana (absorvancia 0,32 a 0,2 mg/mL; Oh et al., 2013). N&o obstante,
revelou uma atividade captadora de radicais de DPPH inferior ao do extrato metandlico
preparado com amostras do Chile (0,08 pg/mL; Port's et al., 2013). O extrato de G.
globosa apresentou menor atividade captadora de radicais de DPPH quando comparado
com um extrato aquoso de uma amostra comercial de G. globosa também de Portugal,
mas de um diferente distribuidor (valor de ECso 421 ug/mL; Silva et al., 2012). Por fim,
a amostra de P. tridentatum estudada demonstrou maior atividade captadora de radicais
DPPH e poder redutor, e menor inibicdo da peroxidagédo lipidica que uma amostra
silvestre tradicionalmente seca a sombra descrita por Pinela et al. (2011).
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Tabela 9. Atividade antioxidante (valores de ECso, mg/mL) de extratos metandlicos obtidos a partir de P.
tridentatum, G. globosa e C. citratus (média £ DP).

Pterospartum Gomphrena Cymbopogon

tridentatum globosa citratus
Atividade captadora DPPH 0,18 £ 0,01° 4,87 +0,132 0,31 +0,02°
Poder redutor 0,11 +0,00° 1,47 + 0,032 0,21 +0,01°
Inibicdo descoloragdo do B-caroteno 0,48 + 0,09° 0,61 +0,032 0,32 £0,10°
Inibicdo deTBARS 1,18 + 0,06° 3,31+0,18° 0,53+0,01¢

Os valores de ECsp correspondem a concentragdo do extrato capaz de atingir 50% de atividade antioxidante
ou 0,5 de absorvancia no ensaio de poder redutor. Em cada linha, letras diferentes correspondem a
diferencas significativas nos resultados (p<0.05).

3.3.2. Das infusdes preparadas com plantas individuais e misturas

As empresas de comercializacdo de plantas tém vindo a preparar misturas de
espécies para serem consumidas como infusbes, de forma a melhorar os parametros
organoléticos, em particular o sabor. De facto, para além de algumas propriedades
medicinais (mencionadas na seccdo de introducdo), o sabor de P. tridentatum e G.
globosa ndo ¢ agradavel para a maioria dos consumidores. Assim sendo, a estratégia passa
por adicionar uma planta de sabor agradavel, nomeadamente C. citratus, para alcancar
uma mistura com propriedades organoléticas adequadas as preferéncias damaioria dos
consumidores. N&o obstante, além da melhoria do sabor, a mistura pode providenciar
efeitos benéficos, tirando partido dos sinergismos entre plantas. As infuses preparadas a
partir das plantas individuais e das misturas das mesmas em diferentes proporcdes
apresentaram elevada atividade antioxidante nomeadamente, atividade captadora de
radicais livres, poder redutor e inibicdo da peroxidacdo lipidica (Tabelas 10 e 11).

A ordem de eficacia antioxidante para as amostras individuais nos quatro ensaios
in vitro foi P. tridentatum > C. citratus > G. globosa. A elevada atividade observada para
P. tridentatum pode ser relacionada com a presenca de derivados de di-hidroflavondis e
isoflavonas. As propriedades antioxidantes de isoflavonas e 0 seu papel na protecéo

contra o desenvolvimento de doencas esta descrito na literatura (Ferguson et al., 2014).
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A atividade antioxidante da infusdo de C. citratus pode ser atribuida a elevada
concentracdo de flavonoides, especialmente derivados de apigenina e luteolina. A
apigenina e a luteolina, vulgarmente encontradas em diversos frutos, vegetais e plantas,
séo conhecidas pela alta capacidade antioxidante nomeadamente, de captagdo de radicais
livres (Galati et al., 2001). Finalmente, as infus6es de G. globosa demonstraram, em geral,
maior atividade antioxidante que os extratos metanolicos, ao passo que 0 oposto se

verificou para C. citratus.

Nas infusdes preparadas a partir de P. tridentatum e C. citratus em diferentes
proporcoes (25:75% ou 40:60%), s6 foram obervados efeitos sinergistas (Tabela 10).
Porém, a mistura de 40% de P. tridentatum e 60% de C. citratus apresentou as
propriedades antioxidantes mais elevadas. Isto pode estar relacionado com o aumento da

percentagem da planta individual com atividade antioxidante mais elevada.

Para a infusdo preparada com 25% de G. globosa e 75% de C. citratus, o efeito
antagonista predominou (poder redutor e inibicdo de TBARS); verificou-se efeito aditivo
para a atividade captadora de radicais livres, sendo o efeito sinergista obervado apenas
para a inibi¢do da descoloracdo do B-caroteno (Tabela 11). Quanto a infusdo preparada
com 40% de G. globosa e 60% de C. citratus, foram observados efeitos sinergistas para
a atividade captadora de radicais livres e inibicdo da peroxidacéo lipidica, mas um efeito
antagonista no caso do poder redutor (Tabela 11), o que demonstra que esta mistura é

mais adequada do que a anterior no que concerne a propriedades antioxidantes.
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Tabela 10. Valores de ECso tedricos versus valores experimentais de atividade antioxidante das infusfes de P. tridentatum e C. citratus combinadas em diferentes proporcdes.

Amostras individuais P. tridentatum (25%) + C. citratus (75%) P. tridentatum (40%) + C. citratus (60%)

) ) Valores ) ] ) Valores ) ) )
Valores de ECso (ug/mL) P. tridentatum C. citratus . Valores experimentais Efeito . Valores experimentais Efeito

tedricos tedricos

Atividade captadora DPPH 500 123148 936+3 663+19 S 759+2 67+2 S
Poder Redutor 105+2 76210 598+4 474+10 S 499+3 18143 S
Inibi¢do descoloragdo B-caroteno 266125 151079 1199+33 23519 S 1013+29 209+18 S
Inibicdo de TBARS 9314 428+14 34516 261+19 S 29415 14744 S

Os valores tedricos foram obtidos considerando a soma das contribuigcdes das espécies individuais. A- Efeito aditivo: valores tedricos e experimentais revelam diferencas
inferiores a 5%; SN- Efeito sinergista: valores experimentais sdo 5% mais baixos que os valores tedricos; AN- Efeito antagonista: valores experimentais sdo 5% mais elevados
que os valores tedricos.
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Tabela 11. Valores de ECsp tedricos versus valores experimentais de atividade antioxidante das infusdes de G. globosa e C. citratus combinadas em diferentes proporgdes.

Amostras individuais G. globosa (25%) + C. citratus (75%) G. globosa (40%) + C. citratus (60%)

] Valores . ] . Valores . . .

Valores de ECsp (ng/mL) G. globosa C. citratus . Valores experimentais Efeito . Valores experimentais Efeito
tedricos tedricos

Atividade captadora DPPH 4305+74 1231+8 1999+24 192767 A 2460+34 1651+23 S
Poder Redutor 91647 762410 968+12 1029+20 AN 957+11 942+13 AN
Inibi¢do descoloragdo B-caroteno 4079+31 151079 2152434 797130 S 2538130 505+45 S
Inibicdo de TBARS 249615 428+14 989+7 1126+16 AN 129116 1005164

Os valores tedricos foram obtidos considerando a soma das contribuicdes das espécies individuais. A- Efeito aditivo: valores teéricos e experimentais revelam diferencas
inferiores a 5%); SN- Efeito sinergista: valores experimentais sdo 5% mais baixos que os valores teéricos; AN- Efeito antagonista: valores experimentais sdo 5% mais elevados

que os valores teoricos.
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IV. CONCLUSOES

C. citratus revelou um valor mais elevado de a-tocoferol, tocoferdis totais, glucose,
sacarose e cidos sucinico e ascorbico. P. tridentatum apresentou os maiores contetdos
em frutose e acUcares totais. Por outro lado, G. globosa demonstrou a maior concentragdo
em acidos organicos, devido ao elevado contetido em acidos oxalico e malico. Este estudo
reveste-se de grande importancia porque preenche um vazio em relacao a caracterizacao
quimica destas espéecies, mais precisamente em relacdo a sua composi¢do em acgucares,
acidos organicos e tocoferdis, que podem estar presentes nas formas consumidas

(principalmente infus&o).

Analisando a atividade antioxidante e o perfil fendlico dos extratos metanolicos,
verificamos que, em geral, C. citratus demonstrou os valores mais elevados de inibi¢do
da descoloracdo do B-caroteno e inibicdo da peroxidacdo lipidica, o que se pode dever a
sua elevada quantidade em flavonoides, especialmente derivados de apigenina e luteolina
(sendo a luteolina 2"-O-ramnosil-6-C-glucésido o principal composto). P. tridentatum
demonstrou a maior atividade captadora de radicais DPPH e poder redutor, o que pode
ser explicado pelo seu perfil peculiar em compostos fenolicos, em particular derivados de
di-hidroflavondis e isoflavonas. Ja a menor atividade antioxidante obtida no extrato de G.
globosa pode estar relacionada com a presenga de compostos com menor atividade
nomeadamente canferol 3-O-rutindsido e betacianidinas, estas Gltimas encontradas

apenas nesta amostra.

No que concerne as infusdes, de uma forma geral, a infusdo de P. tridentatum
revelou a atividade antioxidante mais elevada, seguida por C. citratus e, finalmente, G.
globosa. A desigualdade no potencial antioxidante esta certamente relacionada com a
diferente composi¢cdo em compostos fendlicos. Os efeitos sinergistas foram os mais
observados nas misturas testadas, sendo mais evidentes nas infusdes preparadas com as
proporcdes de 40%:60% (P. tridentatum e C. citratus; ou G. globosa e C. citratus). O
presente estudo valida a combinacdo das plantas estudadas em proporcdes especificas

para serem comercializadas para a preparacdo de infusoes.
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ANEXO 1

Pterospartum tridentatum, Gomphrena globosa and Cymbopogon

citratus: a phytochemical study focused on antioxidant compounds
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Pterospartum tridentatum (L) Willk,, Gomphrena globosa L. and Cymbopogon citratus (DC) Stapf. are examples of
medicinal plants that demand a more detailed characterization. Therefore, phenolic composition (e.g., phenolic
acids and flavonoids) was analyzed by chromatographic and mass spectrometry techniques and the antioxidant
activity was also accessed through free radicals scavenging activity, reducing power and inhibition of lipid
peroxidation in brain homogenates.

C. citratus revealed the highest [>-carotene bleaching and lipid peroxidation inhibitions, being luteolin 2"-0-
rhamnosyl-6-C-glucoside the main compound. P. tridentatum presented the highest 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) radical scavenging activity and reducing power and mainly dihydroflavonol and isoflavone derivatives
were detected. Otherwise, G. globosa presented kaempferol 3-O-rutinoside as the most abundant phenolic
compound and betacyanins were only present in this sample. It is very interesting to study the phytochemical

composition of these plants, given the importance of their consumption.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Free radicals are produced in natural metabolism of aerobics cells,
mostly in the form of oxygen reactive species (ROS) (Ferreira, Barros,
& Abreu, 2009). Oxidative stress is a serious imbalance between the
generation of ROS and antioxidant protection in favor of the former,
causing excessive oxidative damage (Halliwell, 2011). In fact, the non-
controlled production of free radicals can be related not only to various
chronic diseases such as cancer, cardiovascular and neurodegenerative
diseases, but also to the aging process (Ferreira et al., 2009).

Antioxidant species that can be generated internally can counteract
the high amounts of ROS. Nevertheless, despite its high efficiency, the
endogenous defenses are not enough, being necessary to obtain antiox-
idants through diet, in order to maintain the values of free radicals at
low levels, so that the antioxidant defense systems of the body is not
compromised (Carocho & Ferreira, 2013). One of the ways to get antiox-
idants through the diet is by incorporating a high variety of vegetables
and fruits. Plants are full of antioxidants (e.g., phenolic compounds),
because they are subject to severe oxidative stress as they produce
oxygen during photosynthesis (Halliwell, 2012).

Pterospartum tridentatum (L.) Willk., Gomphrena globosa L. and
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. could be explored as sources of

* Corresponding author. Tel.: + 351 273 303219; fax: + 351 273 325405.
** Corresponding author. Tel.: + 351 273 303200; fax: + 351 273 325405.
E-mail addresses: lillian@ipb.pt (L. Barros), iferreira@ipb.pt (LCF.R. Ferreira).
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0963-9969/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

antioxidant phytochemicals. P. tridentatum, plant similar to a broom, is
a species from the Fabaceae family that grows spontaneously in
thermo-Mediterranean conditions of the Iberian Peninsula and North
Africa (Carvalho, 2010). There are countless purposes for which this
species is used, among them are the treatment of diseases of the respi-
ratory system and of type 2 diabetes (Vitor et al., 2004). G. globosa,
known as globe amaranth, is a plant native from Brazil, Panama and
Guatemala from the Amaranthaceae family usually recommended to
treat respiratory system diseases (Cai, Xing, Sun, & Corke, 2006), diabe-
tes, jaundice, hypertension, urinary system conditions, as well as kidney
and prostate problems (Dinda et al., 2006; Lans, 2007). C. citratus is a
tropical plant of the Poaceae family from Southeast Asia, commonly
referred as lemongrass. Studies previously conducted reported hypogly-
cemic, hipolipidemic, anxiolytic and sedative effects (Adeneye & Agbaje,
2007; Blanco, Costa, Freire, Santos, & Costa, 2009), and various other
uses for inflammation, diabetes, and nervous disorders.

Some researchers have studied wild samples of P. tridentatum
regarding antioxidant properties (Coelho, Gongalves, Alves, & Martins,
2011; Pinela, Barros, Carvalho, & Ferreira, 2011; Vitor et al,, 2004) and
composition in phenolic compounds (Paulo et al., 2008; Vitor et al.,
2004), commercial samples of G. globosa concerning betacyanins and
phenolic compounds (Ferreres, Gil-lzquierdo, Valentdo, & Andrade,
2011; Silva et al,, 2012), and wild and commercial samples of C. citratus
regarding antioxidant properties and phenolic composition (Cheel,
Theoduloz, Rodriguez, & Schmeda-Hirschmann, 2005; Figueirinha,
Paranhos, Pérez-Alonso, Santos-Buelga, & Batista, 2008; Koh, Mokhtar,

105

Pterospartum tridentatum (L.) Willk, Gomphrena globosa L. e Cymbopogon citratus (DC) Stapf: fitoquimica e bioatividade
das espécies individuais e sinergismos resultantes do uso combinado



INSTITUTO POLITECNICO Escolz Superior Agréria
DE BRAGANCA

i, VNIVERSIDAD

"{ ‘%‘7{5 ALAMANCA
e B SALAMANCA

‘CAMPUS DE EXCELENCIA INTERMACIONAL

C.L Roriz et al. / Food Research International 62 (2014) 684-693 685

& Igbal, 2012). Nevertheless, as far as we know, this is the first study
reporting antioxidant properties and a detailed characterization in
phenolic compounds of certified commercial samples from Portugal, ob-
tained according sustainable harvesting and organic farming principles.

Materials and methods
Samples

Plant material of P. tridentatum (L) Willk., G. globosa L. and C. citratus
(DC) Stapf. was purchased from Ervital, a Portuguese company from
Castro Daire (Portugal). This company, settled in a high diverse moun-
tain region (Montemuro, a Natura 2000 site), markets several certified
plant materials with different origin, such as sustainable wild harvesting
of spontaneous local species and organic farming of exogenous species.
P. tridentatum flowers were wild gathered in spring 2012 (respecting
plant phenology and abundance) and the other studied species were
grown, also in 2012, with organic farming methods. Harvested plants
were processed using in-storage and low temperature drying methods
(solar heated air, average daily temperature around 30-32 °C in shade
conditions and controlled relative humidity). Samples for analysis
were prepared from dried plant materials provided by the company,
and botanical identification was confirmed by Ana Maria Carvalho,
responsible of the medicinal plant collection of the Herbarium of the
Escola Superior Agraria (BRESA), of the Polytechnic Institute of Braganga
(Tras-os-Montes, Portugal).

Standards and reagents

HPLC-grade acetonitrile was obtained from Merck KgaA (Darmstadt,
Germany) and was purchased from Fisher Scientific (Lisbon, Portugal).
Formic and acetic acids were purchased from Prolabo (VWR Interna-
tional, France). Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid) was purchased from Matreya (Pleasant Gap, PA, USA).
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) was obtained from Alfa Aesar
(Ward Hill, MA, USA). Phenolic standards were from Extrasynthése
(Genay, France). Water was treated in Milli-Q water purification system
(TGI Pure Water Systems, Greenville, SC, USA).

Phenolic compounds composition

Phenolic compounds were determined by High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC, Hewlett-Packard 1100, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) as previously described by the authors (Barros
et al.,, 2013). Double online detection was carried out in the diode
array detector (DAD) using 280 nm and 370 nm as preferred wave-
lengths and in a mass spectrometer (MS) connected to the HPLC system
via the DAD cell outlet. The phenolic compounds were identified by
comparing their retention time, UV-vis and mass spectra with those
obtained from standard compounds, when available. Otherwise, peaks
were tentatively identified comparing the obtained information with
available data reported in the literature. For quantitative analysis, a cal-
ibration curve for each available phenolic standard was constructed
based on the UV signal. For the identified phenolic compounds for
which a commercial standard was not available, the quantification
was performed through the calibration curve of other compounds
from the same phenolic group. The results were expressed in pg per g
of dry weight.

Betacyanins

Each sample (1 g) was extracted with 30 mL of methanol containing
0.5% trifluoroacetic acid (TFA), and filtered through a Whatman No. 4
paper. The residue was then re-extracted twice with additional 30 mL

portions of 0.5% TFA in methanol. The combined extracts were evapo-
rated at 35 °C to remove the methanol, and re-dissolved in water. For
purification, the extract solution was deposited onto a C-18 SepPak®
Vac 3 cc cartridge (Phenomenex), previously activated with methanol
followed by water; sugars and more polar substances were removed
by passing through 10 mL of water and betalain/betacyanin pigments
were further eluted with 5 mL of methanol:water (80:20, v/v) contain-
ing 0.1% TFA. The extract was concentrated under a vacuum, was lyoph-
ilized, was re-dissolved in 1 mL of 20% aqueous methanol and was
filtered through a 0.22-um disposable LC filter disk for HPLC analysis.
Betacyanins were determined by HPLC as previously described by the
authors (using anthocyanins analysis methodology; Guimaraes et al.,
2013). Double detection was carried out by DAD, using 520 nm as the
preferred wavelength, and in a MS connected to the HPLC system via
the DAD cell outlet. The betacyanins were tentatively identified by com-
paring their UV-vis and mass spectra with available data information
reported in the literature and expressed as relative percentage (%) of
their areas recorded at 520 nm.

Evaluation of antioxidant activity

Extracts preparation

The methanolic extracts were obtained from the plant material. Each
sample (1g) was extracted by stirring with 25 mL of methanol (25 °C at
150 rpm) for 1 h and subsequently filtered through Whatman No. 4
paper. The residue was then extracted with 25 mL of methanol (25 °C
at 150 rpm) for 1 h. The combined methanolic extracts were evaporated
at40 °C (rotary evaporator Biichi R-210, Flawil, Switzerland) to dryness.

Antioxidant activity assays

DPPH radical-scavenging activity was evaluated by using an ELX800
microplate reader (Bio-Tek Instruments, Inc.; Winooski, VT, USA), and
calculated as a percentage of DPPH discolouration using the formula:
[(Apppr — As) / Apppr] x 100, where As is the absorbance of the solution
containing the sample at 515 nm, and Apppy is the absorbance of the
DPPH solution. Reducing power was evaluated by the capacity to con-
vert Fe** into Fe? ", measuring the absorbance at 690 nm in the micro-
plate reader mentioned above. Inhibition of [3-carotene bleaching was
evaluated though the (3-carotene/linoleate assay; the neutralization of
linoleate free radicals avoids 3-carotene bleaching, which is measured
by the formula: [3-carotene absorbance (after 2 h of assay/initial absor-
bance) x 100. Lipid peroxidation inhibition in porcine (Sus scrofa) brain
homogenates was evaluated by the decrease in thiobarbituric acid reac-
tive substances (TBARS); the color intensity of the malondialdehyde-
thiobarbituric acid (MDA-TBA) was measured by its absorbance at
532 nm; the inhibition ratio (%) was calculated using the following
formula: [(A — B) / A] x 100%, where A and B were the absorbance of
the control and the sample solution, respectively The results were
expressed in ECsq values (sample concentration providing 50% of anti-
oxidant activity or 0.5 of absorbance in the reducing power assay) and
trolox was used as the standard (Barros et al., 2013).

Statistical analysis

For each species, three samples were analyzed and all the assays
were carried out in triplicate, and the results are expressed as mean
values and standard deviation (SD). The results were analyzed using
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's HSD Test
with a = 0.05. This treatment was carried out using the SPSS v.22.0
program.

Fig. 1. HPLC phenolic profiles of (A)—P. tridentatum (recorded at 280 nm); (A1)—UV spectra of peaks 1 and 2; (B)—G. globosa (recorded at 370 nm); (C)—G. globosa betacyanin profile

(recorded at 520 nm).
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Results and discussion
Phenolic compounds characterization

The phenolic compound profiles of G. globosa (Gg), C. citratus (Cc)
and P. tridentatum (Pt) are shown in Figs. 1 and 2. Data (retention time,
Amax in the visible region, molecular ion and main fragment ions
observed in MS?) obtained by HPLC-DAD-ESI/MS analysis regarding
phenolic compounds and betacyanins, identification of compounds and
individual quantification are presented in Tables 1-3. 5-O-Caffeoylquinic
acid (peak 1), caffeic acid (peak 2), trans-p-coumaric acid (peak 9;
peak 4°8), trans-ferulic acid (peak 7°%), isorhamnetin 3-O-rutinoside
(peak 13%), isorhamnetin 3-O-glucoside (peak 15%¢), genistein
(peak 12™), kaempferol 3-O-rutinoside (peak 12°¢), kaempferol 3-0-
glucoside (peak 14°€), luteolin 6-C- glucoside (isoorientin, peak 7),
luteolin 7-O-glucoside (peak 13°), luteolin (peak 18), quercetin 3-0-
rutinoside (peak 8°¢ and peak 5™) and quercetin 3-0-glucoside (peak
10°2 and peak 6™) were positively identified according to their retention,
mass and UV-vis characteristics by comparison with commercial
standards.

Twenty-one flavonoids were detected in P. tridentatum (Table 1).
Peaks 17 and 2™ presented the same pseudomolecular ion [M-H]~ at
m/z 465, and their UV spectra (Fig. 1A) and main MS? fragments point
to they could be dihydroflavonol C-glycosyl derivatives. Thus, ions at
mj/z 375 and 345 would result, respectively, from the losses of 90 mu
and 120 mu, characteristics of C-attached hexoses and due to partial
cleavage of the glycosyl residue (Cuyckens & Claeys, 2004). Fragments
at m/z 447, 357 and 327 could be explained by the loss of H,O (— 18
mu) from the original compound and the mentioned ions,
respectively, probably by cleavage of the — OH at position C-3 of the fla-
vonoid. The ion at m/z 317 may be due to the loss of CO (— 28 mu) from
the majority fragment at m/z 345, and the fragment at m/z 167 could
correspond to the ® A ion from the cleavage of the aglycone. The ob-
servation of Ferreres, Silva, Andrade, Seabra, and Ferreira (2003) that
the loss —90 mu (ion m/z at 375) is unusual in 8-C-hexoses allowed
tentatively assigning peaks 1 and 2 as 6-C-hexosides. All in all, the com-
pounds were tentatively identified as dihydroquercetin 6-C-hexosides,
and they might be speculated to be two stereoisomers due to the asym-
metric nature of C2 and C3 of dihydroquercetin. As far as we know,
dihydroflavonol C-glycosides, namely different dihydroquercetin 6-C-
glucoside isomers, have only been reported in two natural sources:
Ulmus wallichiana (family Ulmaceae; Rawat, Manmeet, Kunal, Naibedya,
& Rakesh, 2009) and Paepalanthus argenteus (Eriocaulaceae; Dokkedal,
Lavard, Santos, & Vilegas, 2007). Therefore, this would be the first report
to this type of unusual compounds in Fabaceae.

Peak 3™ presented a pseudomolecular ion [M-H]~ at m/z 479,
yielding a product ion at m/z 359 by loss of — 120 mu, characteristic of
C-hexosyl flavones, whereas fragments at m/z 341, 221, and 167 are
compatible with an ortho-trihydroxylated B ring of a flavonol and a
5,7-dihydroxy A ring (Fabre, Rustan, Hoffmann, & Quetin-Leclercq,
2001; Wu, Yan, Li, Liu, & Liu, 2004). The compound was tentatively iden-
tified as myricetin 6-C-glucoside, already described in P. tridentatum by
Paulo et al. (2008). Peaks 4™ and 7" presented UV spectra with Amax
352-356 nm and an MS? product ion at m/z 301, indicating that they
correspond to quercetin derivatives. According to their pseudomolecular
ions, they were assigned as quercetin O-deoxyhexosyl-hexoside
([M-H]™ at m/z 609) and quercetin O-hexoside ([M-H| ™ at m/z 463).

The remaining phenolic compounds were identified as isoflavone
derivatives based on their characteristic UV spectra and mass fragmen-
tation patterns. Peaks 8™, 10™ and 127 were identified as genistein
derivatives. Peak 8™, with a pseudomolecular ion [M-H]~ at m/z 431
releasing a fragment at m/z 269 ([M-162] ", (loss of a glycosyl moiety)
was tentatively associated with genistein 7-O-glucoside (genistin),
owing to its previous description in P. tridentatum (Paulo et al., 2008;
Vitor et al., 2004), although the nature and position of the glycosyl moi-
ety could not be established in our case. Peak 10” ([M-H]~ at m/z 431)

released two MS? fragment ions at m/z 311 and 269, corresponding to
the losses of 120 and 42 mu, characteristic of C-hexosy! flavones. This
compound was tentatively assigned as genistein 8-C-glucoside, previ-
ously reported in Genista tenera by Rauter et al. (2005) and in other
Fabaceae species (Talhi & Silva, 2012). Peak 12" ([M-H] ™ at m/z 269)
would correspond to genistein aglycone.

A compound with the same pseudomolecular ion and fragmentation
characteristics as peak 9™ was isolated from P. tridentatum and fully iden-
tified by Vitor et al. (2004) as 5,5'-dihydroxy-3'-methoxyisoflavone-7-0-
3-glucoside, so that the compound herein detected was associated with
this structure.

Peaks 14™, 15™, 16™ and 17" were identified as biochanin A deriva-
tives according to their UV and mass spectra characteristics. Peak 15™,
with a pseudomolecular ion [M-H] ™ at m/z 431 releasing a fragment at
m/z283 ([M-H-162], loss of a glycosyl moiety) was tentatively assigned
as sissotrin (i.e., biochanin A 7-0-glucoside) owing to its previous identi-
fication in P. tridentatum flowers (Paulo et al., 2008; Vitor et al., 2004).
Peak 14" with a pseudomolecular ion [M-H]~ at m/z 607, and fragment
ions resulting from the consecutive losses of two hexosyl residues (m/z
at 445 and 283) was identified as a biochanin A O-hexoside-O-hexoside.
Similarly, peak 16™ ([M-H]~ at m/z 649), 42 mu greater than 14™ could
be assigned as biochanin A 0-acetylhexoside-O-hexoside. As far as we
know, these compounds have not been reported in P. tridentatum.

Peaks 18" and 19" presented the same pseudomolecular ion [M-H]
at m/z 283, coherent with a methylgenistein. They were tentatively
identified as prunetin (7-0-methylgenistein), previously reported
in P. tridentatum (Paulo et al., 2008), and biochanin A (4'-O-
methylgenistein), owing to the presence of other biochanin A derivatives
in the analyzed sample. Peak 217 ([M-H]~ at m/z 297), 14 mu greater
than peaks 18" and 19" could be associated with a methyl derivative
of prunetin or biochanin A. Peak 20™ presented a pseudomolecular ion
[M-H] ™ at m/z 299 releasing a fragment at m/z 284 (—15 mu, loss a
methyl group), compatible with a trihydroxymethoxy-isoflavonoid. A
compound with similar characteristics was reported in P. tridentatum
by Paulo et al. (2008) and assigned to a 7-0-methylorobol.

No definite structures could be matched for peaks 11™, 13" and 17",
This latter presented a pseudomolecular ion [M-H]~ at m/z 491, 46 mu
greater than peak 15", which might be explained as due to a formic acid
adduct, whose formation has been discussed in literature (de Rijke,
Zappey, Ariese, Gooijer, & Brinkman, 2003, 2004). Thus, it could be spec-
ulated to correspond to an artifact (formic acid adduct of sissotrin)
formed under the experimental conditions used. Similar speculation
could be made for peak 11™ (ion [M-H] ™~ at m/z 505) that might corre-
spond to a formic acid adduct of methylprunetin or methylbiochanin A
0-hexoside. As for peak 13™ with a pseudomolecular ion [M-H] ~ at m/z
341 and fragments at m/z 298 (—43 mu) and 283 (—43-15 mu), it
could be only speculated to be a methylprunetin or methylbiochanin
A derivative.

Dihydroflavonol C-derivatives (namely peak 1™, 3873.55 pg/g dw)
were the major compounds found in P. tridentatum (Table 1). Paulo
et al. (2008) and Vitor et al. (2004) studied a wild sample of
P. tridentatum from Portugal and presented some similarities in the phe-
nolic composition. However, those authors only detected up to nine
compounds of the groups of flavanols and isoflavones, but they did
not report dihydroflavonol derivatives and did not present quantifica-
tion results. The identification of dihydroflavonol C-derivatives in our
samples is particularly important, not only as they are majority phenolic
compounds, but also for their possible biological activity. Indeed, the
dihydroflavonol C-hexosides identified in Ulmus wallichiana were
found to possess relevant in vitro osteogenic activity being able to pro-
mote osteoblast differentiation in primary cultures of rat osteoblasts,
making them good candidates to be used in osteoporosis therapy
(Rawat et al., 2009).

Twenty-seven phytochemicals were detected in G. globosa, six of
which were phenolic acid derivatives, fifteen flavonoids, mainly flavo-
nol derivatives (Fig. 1B), and six betacyanins (Table 2, Fig. 1C). Peaks
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3% and 5% were assigned as the cis isomers of p-coumaric acid and above. The trans isomers of these phenolic acids were also found in
ferulic acid, whereas the corresponding trans isomers (i.e., peaks 4°% the inflorescences of G. globosa (Silva et al., 2012). Peaks 1°¢ and 2°¢
and 7°¢) were confirmed by comparison with standards, as described with the same pseudomolecular ion [M-H] ~ at m/z 355 and releasing
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Fig. 2. (A) HPLC phenolic profiles of C. citratus (recorded at 370 nm); (B) General fragmentation of O-glycosyl-C-glycosyl flavonoids (based on Ferreres, Gil-lzquierdo, Andrade, Valentao, &
Tomas-Barberdn, 2007); (C) Chemical structure of 2"-O-deoxyosyl-6-C-(6-deoxy-pento-hexos-ulosyl) present in C. citratus.
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Table 1

absorption in the visible region (\ax), mass spectral data, identification and quantification of phenolic compounds in P. tridentatum (mean =+ SD).

of

Amax (nm)

time (Rt),

Quantification (ug/g dw)

387355 + 34.12

Tentative identification

Main MS? fragments (m/z)

Molecular ion [M-H] ™~ (m/z)

465

Rt (min)

Peak

Dihydroquercetin 6-C-hesoxide
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Total flavonols
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an MS? fragment at m/z 193 ([ferulic acid-H] ™) from the loss of a
hexosyl moiety (— 162 mu) were tentatively assigned as cis and trans
ferulic acid hexoside, respectively.

Peaks 9, 11°%, 16°%, 20°¢ and 21°¢ were identified as kaempferol
derivatives, based on their UV spectra and the production of an MS*
product ion at m/z 285. Similarly, peaks 6°% and 17° (MS? product
ion at m/z 301) were assigned as quercetin derivatives. Peaks 9°¢ and
112 presented pseudomolecular ions [M-H] ~ at m/z 725 and 579 and
MS? fragments at m/z 593 and 447 ([M-H-132]~, loss of a pentosyl moi-
ety), respectively, which further lost a rutinosyl (— 308 mu; peak 9¢)
or a hexosyl moiety ([M-H-162]~; peak 11°%) to yield the aglycone
fragment at m/z 285. Compounds with the same pseudomolecular ions
were also found in extracts of G. globosa inflorescences by Ferreres
etal. (2011) and Silva et al. (2012), and identified as kaempferol 3-
0-(2-pentosyl, 6-O-rhamnosyl)-hexoside and kaempferol 3-0-(2-
pentosyl)-hexoside, respectively, so that these structures were as-
sumed for the compounds detected in our sample. Similarly, peak 6°%,
with a pseudomolecular ion [M-H]~ at m/z 595 and an MS? fragment
atm/z 301 ([M-H-132-162] " loss of pentosyl and hexosyl moieties). A
compound with the same pseudomolecular ion was also found by
Ferreres et al. (2011) in G. globosa inflorescences, which was identified
as quercetin 3-0-(2-pentosyl)-hexoside. In those cases, the assignment
of the substitution position of the pentose was based on the observation
by the authors of fragment ions from the loss of the pentosyl residue
(—132 mu) and of pentosyl + water (—150 mu), characteristic of
such an interglycosidic linkage (Cuyckens, Rozenberg, Hoffmann, &
Claeys, 2001). In our case, no fragment ion resulting from the loss of
the pentosyl residue was noticed, which would suggest that it was
linked at position 6" of the hexose, so that peak 6°¢ was tentatively
assigned as quercetin 3-0-(6-pentosyl)-hexoside.

A compound with the same characteristics as peak 20°% ([M-H]~ at
m/z 593, MS? fragment ion at m/z 285 from the loss of rhamnosyl and
hexosyl moieties) was also identified by Ferreres et al. (2011) and
Silva et al. (2012) in G. globosa inflorescences and assigned as
kaempferol 3-0-(6-rhamnosyl)-hexoside. The observation in our case
of an MS? fragment ion at m/z 447 from the loss of the rhamnosyl
residue might indicate its location at position 2” of the hexose, so that
the compound was tentatively identified as kaempferol 3-0-(2-
rhamnosyl)-hexoside. Peak 16°¢ was associated with a kaempferol O-
acetylhexoside according to its pseudomolecular ion [M-H] ™~ at m/z
489 and MS? fragment released at m/z 285 ([M-H-42-162] ", loss of
acetyl and hexosyl moieties).

Peaks 17°¢ ([M-H]~ at m/z 639) and 21°¢ ([M-H]~ at m/z 623)
should correspond to quercetin and kaempferol derivatives bearing
glucuronyl and hexosyl moities. In both cases the observation of MS?
fragments resulting from the alternative losses of each residue (i.e.,
—176 and — 162 mu) might suggest that each sugar was located on a
different position of the aglycone. Therefore, these compounds were
tentatively assigned as quercetin O-glucuronide-O-hexoside (peak
17°€) and kaempferol O-glucuronide-0-hexoside (peak 21°%).

Peaks 18%¢ and 19%¢ ([M-H]~ at m/z 475 and 517 mu, respectively)
originated a base peak at m/z 313 mu, which could correspond to a
trihydroxy-methylenedioxyflavone, probably gomphrenol (3,54’-
trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone) early described in G. globosa
leaves (Bouillant, Redolfi, Cantisani, & Chopin, 1978). Peaks with the
same pseudomolecular ions were detected in G. globosa inflorescences
by Ferreres et al. (2011) and Silva et al. (2012) and suggested to corre-
spond to gomphrenol-3-0-hexoside and gomphrenol-3-0-(6-acetyl)-
hexoside, so that those identities were also tentatively assumed in our
case.

Compounds 22 to 27% were identified as betacyanin derivatives
(Table 2) already described in G. globosa (Fig. 1C); no anthocyanins
were found together with the betacyanins, which is in agreement with
the previous reports (Cai, Sun, & Corke, 2001; Cai et al., 2006; Ferreres
et al.,, 2011; Kugler, Stintzing, & Carle, 2007; Silva et al., 2012). These
pigments would belong to the (iso)gomphrenin-type betacyanins
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Table 2
time (Rt), gths of absorption in the visible region (\ma), mass spectral data, identification, of phenolic ¢ and relative percentage of
betacyanins in G. globosa (mean + SD).
Peak Rt (min) Nmax (nmM) Molecular ion Main MS? fragments (n/z) Tentative identification Quantification (pg/g dw)
[M-H]~ (m/z)
1% 1143 326 355 193(100) cis-Ferulic acid hexoside 2041 + 076
208 13.10 326 355 193(100) trans-Ferulic acid hexoside 1513 £+ 057
3% 16.07 312 163 119(100) cis-p-Coumaric acid 1.09 + 0.16
4% 1698 312 163 119(100) trans-p-Coumaric acid 592 + 066
5% 1844 322 193 178(16), 134(100), 117(3) cis-Ferulic acid 795 + 027
6% 18.79 360 595 301(100) Quercetin 3-0-(6-pentosyl )-hexoside 293 + 025
7% 1917 324 193 178(35), 134(100), 117(2) trans-Ferulic acid 2773 + 044
88 1948 354 609 301(100) Quercetin 3-O-rutinoside 2376 £ 017
9% 1971 344 725 593(5), 285(30) Kaempferol 3-0-(2-pentosyl, 6-O-rhamnosyl)-hexoside ~ 16.71 + 021
10°% 2081 358 463 301(100) Quercetin 3-0-glucoside 867 + 070
11 2167 350 579 447(5), 285(50) ¢ 3-0-(2-pentosyl)-hexosid 767 + 018
1268 2295 350 593 285(100) Kaempferol 3-0-rutinoside 4844 + 0.16
13¢8 2393 354 623 315(100) Isorhamnetin 3-O-rutinoside tr
1458 2446 348 447 285(100) Kaempferol 3-O-glucoside 1881 + 043
15% 2540 354 477 315(100) Isorhamnetin 3-0-glucoside tr
16% 2693 350 489 285(100) Kaempferol O0-acetylhexoside 489 + 004
17% 3227 340 639 463(32),301(34) Quercetin O-glucuronide-0O-hexoside 164 + 015
18%8 3259 274340 475 313(100) Gomphrenol 3-0-hexoside 387 +£ 022
195 3414 274340 517 313(100) Gomphrenol 3-0-(6-acetyl)-hexoside 14.18 + 037
2008 3499 352 593 447(9), 285(60) K 3-0-(2- 1)-h id 868 + 023
21% 3534 348 623 447(4), 285(23) ¢ O-gluct ide-O-h idi 1125 + 008
Total phenolic acids 7823 £ 232
Total flavonoids 171.50 + 2.62
Total phenolic compounds 249.73 + 495
Peak Rt (min) Nmax (M) Molecular ion Main MS? fragments (m/z) Identification Relative percentage (%)
[M + H]™ (m/z)
2258 2879 550 697 551(2),389(22) Gomphrenin II 766 + 056
23% 3191 550 697 551(3), 389(39) Gomphrenin Il 1299 + 041
24 3248 550 727 551(4), 389(41) Gomphrenin Il 5021 4 094
255 3427 550 697 551(2), 389(21) Isogomphrenin Il 6.13 + 011
26% 3540 546 727 551(4), 389(38) Isogomphrenin [l 17.23 4+ 024
27 3665 500 683 507(2), 345(22) 17-Descarboxy-amaranthin 4.10 + 0.11

tr—traces; dw—dry weight.

(substituted at C-6 of betanidin/isobetanidin), differing from betanin-
type betacyanins (substituted at C-5 of betanidin/isobetanidin) (Cai
et al., 2001, 2006; Heuer, Wray, Metzger, & Strack, 1992). The mass
differences of 146 mu (m/z 697-551) and 176 mu (m/z 727-551) indi-
cated the presence of aromatic acyl groups (i.e., coumaroyl and feruloyl)
at the C-6 of glucose in gomphrenins/isogomphrenins. Thus, peaks 228,
23%8 and 25%¢ were identified as gomphrenin Il/isogomphrenin II, based
on the observation of two main fragments at m/z 551, loss of a p-
coumaroyl group (— 146 mu) and at m/z 389, further loss of a hexosyl
moiety (— 162 mu). For peaks 24°¢ and 26°# a pseudomolecular ion
[M + H]™ at m/z 727, was observed, so that they were identified as
gomphrenin Ill/isogomphrenin Ill. The main fragments at m/z 551 and
389 indicated the loss of a feruloyl group (— 176 mu) and the further
loss of a hexosyl moiety (— 162 mu), respectively. The later elution of
peaks 25°¢ and 26°¢ allowed their identification as isogomphrenins Il
and 111, respectively. Finally, peak 27°¢ was identified as decarboxylated
amaranthin ([M + H]™ at m/z 683), previously reported in red petals
and in flowers of G. globosa (Kugler et al., 2007). Those authors indicated
that the higher retention time and the hypsochromic shift of the maxi-
mum UV spectra (around 33 nm) as compared to amaranthin
(betanidin 5-0-3-glucuronosylglucoside), suggested a 17-descarboxy
structure. Similar observation was described in the literature for 17-
descarboxybetanin from red beet (Stintzing, Trichterborn, & Carle,
2006) and erect spiderling (Stintzing et al., 2004).

Flavonoids were the main phenolic compounds found in G. globosa
being kaempferol 3-O-rutinoside (peak 12, 48.44 pg/g dw) the main
flavonol (Table 2). Gomphrenin Il (peak 24°%, 50.21%) was the major
betacyanidin found (Table 2). Silva et al. (2012) and Ferreres et al.
(2011) presented a slightly different profile in the samples studied
by them, presenting flavonol (quercetin, kaempferol and isorhamnetin
derivatives) and gomphrenol derivatives as the main phenolic

compounds. They also reported the presence of eight betacyanins, al-
though with a different profile of that found in our samples. Further-
more, Silva et al. (2012) showed higher values in their quantification
results for all the compounds identified. Kugler et al. (2007) and
Cai et al. (2001, 2006) presented a more complex identification of
betacyanins in petals of G. globosa.

Eighteen phenolic compounds were identified in C. citratus (Table 3,
Fig. 2A). But for three hydroxycinnamoyl derivatives (peaks 1, 2 and
9¢) the rest of peaks corresponded to flavone derivatives, which were
identified based on the fragmentation patterns described for C- and O-
glycosyl flavones by Ferreres et al, 2003; Ferreres, Llorach, &
Gil-1zquierdo, 2004; Ferreres et al., 2007 (Fig. 2B). From them, only
two peaks (12 and 13) were found to be O-glycosylated on the agly-
cone. Peak 13 was positively identified as luteolin 7-O-glucoside by
comparison with a standard, whereas peak 12, with a pseudomolecular
ion [M-H| ™ at m/z 593 releasing two fragment ions at m/z 447 (|M-H-
146] ", loss of a deoxyhexosyl moiety) and at m/z 285 (|[M-H-162] ",
further loss of an hexosyl moiety), was assigned as luteolin 7-0-
neohesperoside, based on the previous identification of this compound
in C. citratus leaves by Figueirinha et al. (2008).

Peak 3% ([M-H] ~ at m/z 579) and peaks 4° and 5° (both with [M-H]~
at m/z 563) presented a fragmentation pattern characteristic of asym-
metric di-C-glycosides (Ferreres et al., 2003). The fragments at m/z
489and 473 ([(M-H)-90] ) and 459 and 443 ([(M-H)-120] ") indicated
the presence of a C-hexosyl unit. For peak 3, fragments showing the
loss of 60 mu, typical of pentosyl units, were observed at m/z 519
([(M-H)-60] ), 399 ([(M-H)-120-60] ") and 369 ([(M-H)-120-90] );
and similarly occurred for peaks 4 and 5° (fragment at m/z 503;
[(M-H)-60] ). For peak 3, the observation of a base peak at m/z 459
([(M-H)-120]; partial loss of a hexosyl moiety) and its high abundance
in relation to that at m/z 519 ([(M-H)-60]~; partial loss of a pentosyl
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moiety), suggested that the hexose was located at position 6 of the
aglycone. Conversely, for peaks 4° and 5%, the base peak at m/z 473
([(M-H)-90] ) and the high abundance of the fragment at m/z 503
([(M-H)-60]") would indicate a 6-C-pentosyl unit. The ions at m/z
369 and 353 [aglycone + 83] and 399 and 383 [aglycone + 113] ",
supported the conclusion that luteolin and apigenin, respectively,
were the aglycones, which allowed the identification as a luteolin 6-C-
hexoside-8-C-pentoside (peak 3°°) and apigenin 6-C-pentoside-8-C-
hexoside (peak 4 and 5). Peak 15 presented a pseudomolecular
ion [M-H] ™ at m/z 417, 30 mu lower than peak 7 (positively identified
as luteolin-6-C-glucoside by comparison with a standard) suggesting a
pentosyl unit bound to the aglycone, which together with the fragments
at m/z 357 ([(M-H)-60]-; base peak) and 327 ([(M-H)-90]-) allowed its
tentative identification as a luteolin 6-C-pentoside. Peaks 8 and 10
presented the same UV spectra and pseudomolecular ion [M-H] ~ at
m/z 549. Their MS? fragmentation suggested the presence of two
pentosyl units linked at positions 6 and 8, so that they could be identi-
fied as luteolin 6-C-pentoside-8-C-pentoside. The existence of two
peaks should be explained by different substituting pentoses in each
case. The presence of all the previous peaks in C citratus leaves was
also reported by Figueirinha et al. (2008).

Peaks 11° showed a pseudomolecular ion [M-H]~ at m/z 577,
releasing five MS? fragments ions. The loss of 120 mu (ion at m/z 457)
is characteristic of a C-hexosyl flavone, whereas the fragment at m/z
413 ([M-H-146-18] ) would indicate a deoxyhexose O-glycosylated
on the hydroxyl group at position 2" of the C-glycosylating sugar
(Ferreres et al., 2007). The other three product ions at m/z 341
(laglycone + 71)]7), m/z 311 ([aglycone + 41)]") and m/z 293
([aglycone + 41-18]7) are usual in mono-C-glycosyl derivatives O-
glycosylated on 2" position (Ferreres et al., 2007, 2011). Thus, this
peak could be tentatively identified as apigenin 2”-0-deoxyhexosyl-C-
hexoside. Similar reasoning can be applied for the assignment of peak
65 ([M-H]~ at m/z 593). The base peak at m/z 473 (loss of 120 mu)
indicated a C-hexosyl flavone, and the fragment at m/z 429 ([M-H-
146-18] ) would be characteristic of the O-glycosylation at position
2" of the C-attached sugar (Ferreres et al., 2007). lons at m/z 357
(laglycone + 71)]7), m/z 339 ([aglycone + 71-H,0)]| ™) and m/z 309
([aglycone + 41-H,0] ") confirmed luteolin as aglycone. Therefore,
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Table 3
time (Rt), gths of absorption in the visible region (Np.x). mass spectral data, identification and quantification of phenolic compounds in C. citratus
(mean =+ SD).
Peak Rt Nmax Molecularion  Main MS? fragments (m/z) Tentative identification Quantification
(min)  (nm) [M-H] ™~ (m/2) (vg/g dw)
1% 819 324 353 191(100), 179(4), 161(5), 135(3) 5-0-Caffeoylquinic add 101.56 + 1.56
2 1128 326 179 135(100) Caffeic acid 2127 + 079
3% 1273 350 579 561(10), 519(6), 489(56), 459(100), 399(52), 369(47) Luteolin 6-C-hexosyl-8-C-pentoside 9733 + 375
4% 1494 336 563 545(27), 503(40), 473(100), 443(83), 383(90),353(85)  Apigenin 6-C-pentosyl-8-C-hexoside 24670 + 482
5?‘ 1526 336 563 545(20), 503(37), 473(100), 443(83), 383(73), 353(83) Apigenin 6-C-pentosyl-8-C-hexoside 31.75 + 050
6% 1587 350 593 473(100), 429(37), 357(26), 339(12), 309(20), (35) Luteolin 2"-0-deoxyhexosyl-6-C-glucoside 2138.07 + 3261
7 1624 350 447 429(30), 357(100), 339(15), 327(86), 297(22), 285(15) Luteolin 6-C-glucoside 93.93 + 047
8 1643 350 549 531(18),489(36), 459(100), 441(25), 429(21),399(55),  Luteolin 6-C-pentosyl-8-C-pentoside 270.05 + 747
369(52)
9% 1696 310 163 119(100) trans-p-Coumaric acid 3283 + 088
10 17.98 350 549 531(12),489(32), 459(100), 441(18), 429(18), 399(76), Luteolin 6-C-pentosyl-8-C-pentoside 20.00 + 1.02
369(60)
Ne 1904 344 577 457(26), 413(100), 341(15), 311(14), 293(77) Apigenin 27-0-deoxyhexosyl-C-hexoside 127.70 + 659
12 2066 350 593 447(6), 285(22) Luteolin 7-O-neohesperoside 92642 + 1571
13 2081 348 447 285(100) Luteolin 7-O-glucoside 141024 + 37.12
145 22,07 352 563 503(3), 473(100), 417(17), 399(53), 357(23), 327(25), Luteolin 2"-0-deoxyhexosyl-C-pentoside 1029.80 + 41.40
298(40)
15% 2255 350 417 399(42), 357(100), 339(19), 327(90), 311(7), 297(35) Luteolin 6-C-pentoside 3853 + 129
16 2522 350 575 531(33),429(38), 411(100), 367(65), 357(15),337(20),  Luteolin 2"-0- 6-C-(6-deoxy-pento-h 112262 + 715
309(10) ulosyl)
17 27,67 350 577 487(10), 473(40), 413(100), 371(15), 323(27) Methyl-luteolin 2"-0- deoxyhexosyl-6-C-hexoside. 5863 + 095
18% 3437 350 285 175(14),151(18), 133(32) Luteolin 187.18 + 135
Total phenolic acids 15565 + 147
Total flavonoids 779896 + 70.79
Total phenolic compounds 795461 + 69.32
dw—dry weight.

the peak was tentatively identified as luteolin 2"-0-deoxyhexosyl-6-C-
hexoside, also reported in C. citratus by Figueirinha et al. (2008). Peak
14 showed a pseudomolecular ion [M-H]~ at m/z 563, 30 mu lower
than peak 6, The observation of a weak ion at m/z 417 ([(M-H)-146]")
and a major fragment at m/z 399 ([(M-H)-146-18] ") indicated an O-
linked deoxyhexose, and the observation of ions at m/z 503 ([(M-H)-
60]-) and 473 ([(M-H)-90]-) revealed a pentose directly linked to the
aglycone. This suggested the identification of this peak as a luteolin
2"-0-deoxyhexosyl-C-pentoside.

Peak 17 showed a pseudomolecular ion [M-H]| ™~ at m/z 577. In the
MS? fragmentation, the observation of a [M-H-90]~ ion (m/z at 487)
and the lack of a [M-H-60] " ion suggested a C-attached hexose, whereas
the main fragment at m/z413 ([(M-H)-146-18] ) indicated an O-linked
deoxyhexose; the loss of — 104 mu to give rise to the fragment at m/z
473 could be interpreted as corresponding to the partial fragmentation
of the deoxyhexose (* ?X; ion), whereas fragments at m/z 371
(laglycone + 71]7) and 323 ([aglycone + 41-H,0] ") pointed to a
methyl-luteolin as aglycone (Ferreres et al., 2007). All in all, the com-
pound was tentatively assigned as methyl-luteolin 2"-0-deoxyhexosyl-
C-hexoside.

Finally, peak 16 showed a pseudomolecular ion [M-H] ~ at m/z 575
releasing fragment ions at m/z 411 ([(M-H)-146-H,0] ~, base peak) and
atm/z 429 ([(M-H)-146] ) that suggested the presence of a 2"-O-linked
deoxyhexosyl moiety (Ferreres et al., 2007). The fragments at m/z 367
and 337, from further loss of 44 and 74 mu from the base peak, respec-
tively, indicated a C-linked 6-deoxyhexose, and the observation of
an unusual fragment at m/z 309 from the loss of 102 mu (instead of
104 mu) from the base peak could be interpreted as the existence of a
ketone carbon in the sugar residue. All in all, the compound was tenta-
tively identified as luteolin 2"-0-deoxyosyl-6-C-(6-deoxy-pento-hexos-
ulosyl) (Fig. 2C), similar to the compound previously reported in
C. citratus by Figueirinha et al. (2008).

In C. citratus, flavonoids were the major group found being luteolin
2"-0-deoxyhexosyl-6-C-hexoside (peak 6, 2138.07 pg/g dw) the main
compound (Table 3). Figueirinha, Cruz, Francisco, Lopes, and Batista
(2010); Figueirinha et al. (2008) presented a very similar profile to the
one shown for C. citratus in this study. Otherwise, Marques and Farah
(2009) only detected the presence of caffeoylquinic, feruloylquinic and
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dicaffeoylquinic acid derivatives in methanolic and infusions of C. citratus
from Brazil. Furthermore, Port's, Chisté, Godoy, and Prado (2013) also
studied a sample from Brazil, but they submitted their samples to a hy-
drolysis process revealing a completely different profile (gallic acid, cat-
echin, epicatechin, quercetin, rutin and myricetin).

Antioxidant activity

Antioxidant activity cannot be measured directly and numerous
tests have been developed for measuring the antioxidant capacity of
food and biological samples. However, there is no universal method
that can measure the antioxidant capacity of all samples accurately
and quantitatively (Prior, Wu, & Schaich, 2005). Furthermore, standard-
ized methods for antioxidant activity should meet certain requirements,
and therefore the methods of assessing antioxidant capacity fall into
two broad categories reflecting the focus on radicals scavenging activity
and lipid peroxidation inhibition (Magalhdes, Segundo, Reis, & Lima,
2008). In the present study, the antioxidant activity was assessed by
DPPH scavenging activity, reducing power and inhibition of lipid perox-
idation ({>-carotene bleaching inhibition and TBARS assays).

The results of the antioxidant activity of the three studied plant
species are presented in Table 4. P. tridentatum methanolic extract
gave the highest DPPH scavenging activity and reducing power. This
might be explained by its peculiar profile in phenolic compounds, main-
ly dihydroflavonol and isoflavone derivatives. Isoflavones have been ex-
tensively studied for their possible health-promoting effects. These
phenolic compounds have the potential to scavenge free radicals such
as superoxide and nitric oxide (Rimbach et al., 2003). Genistein and
daidzein are known to be the most effective isoflavones, possessing
direct free radical quenching ability (Arora, Nair, & Strasburg, 1998;
Ruiz-Larrea et al., 1997). Furthermore, isoflavones are also known to
have the ability to decrease oxidative damage in cells via indirect mech-
anisms, such as induction of antioxidant-scavenging enzymes (Cai &
Wei, 1996). Recently, dihydroflavonol has also received attention due
to its potential health benefits, attributed to the antioxidant activity. It
has been described that the antioxidant properties of these phenolic
compounds are the results of the high propensity to transfer electrons,
to chelate ferrous ions and to scavenge reactive oxygen species (Gong
et al., 2009; Montoro, Braca, Pizza, & De Tommasi, 2005).

Nevertheless, it was C. citratus that showed the highest 3-carotene
bleaching and lipid peroxidation inhibitions. This could be explained
by its higher amount in flavonoids, especially apigenin and luteolin
derivates. Moreover this species also revealed a high amount of C-
glycosylflavones, which have been found to present an antioxidant
properties (Talhi & Silva, 2012). Figueirinha et al., 2008 proved that
the flavonoid fraction of C. citratus (mostly apigenin and luteolin C-
glycosylflavones derivatives) demonstrated to have a good scavenger
capacity for superoxide anion and hydroxyl radical, revealing that
these compounds possess a protective effect against those reactive
species which are involved in inflammatory and degenerative diseases.

G. globosa methanolic extract gave the lowest activity in all the
assays, presenting also the lowest phenolic concentrations, which
might explain the less effect shown by this sample.

The studied C. citratus extract gave higher DPPH scavenging activity
than methanolic extracts obtained from a commercial sample from
Taiwan (23.5% at 1 mg/mL; Tsai, Tsai, Chien, Lee, & Tsai, 2008) and

Malaysia (ECsq value 994.77 pg/mL; Koh et al., 2012), and also higher
reducing power than an ethanolic extract from a Korean sample (absor-
bance 0.32 at 0.2 mg/mL; Oh, Jo, Cho, Kim, & Han, 2013). Nonetheless, it
gave lower DPPH scavenging activity than a methanolic extract
prepared with samples from Chile (67.9% at 33 pg/mL; Cheel et al.,
2005) and Brazil (0.08 pg/mL; Port's et al., 2013).

G. globosa extract presented a lower DPPH scavenging activity (ECso
value 421 pg/mL) when compared to an aqueous extract of a commer-
cial sample of G. globosa also from Portugal, but from a different distrib-
utor (Silva et al,, 2012). Finally, the studied P. tridentatum sample gave
higher DPPH scavenging activity and reducing power, but lower lipid
peroxidation inhibition when compared to the one described by the
authors for a wild sample traditionally shade-dried (Pinela et al., 2011).

Overall, C. citratus showed the highest [3-carotene bleaching and
lipid peroxidation inhibitions, that can be due to its high amount in
flavonoids, especially apigenin and luteolin derivatives (luteolin 2"-0-
rhamnosyl-6-C-glucoside was the main compound). P. tridentatum
revealed the highest DPPH radical scavenging activity and reducing
power, that may be explained by its peculiar profile in phenolic com-
pounds, mainly dihydroflavonol and isoflavone derivatives. Otherwise,
G. globosa showed the highest content of kaempferol 3-O-rutinoside
and betacyanins were only present in this sample.
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ANEXO 2
HPL C-profiles of tocopherols, sugars and organic acids in three

medicinal plants consumed as infusions
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Pterospartum tridentatum (L.) Willk, Gomphrena globosa L., and Cymbopogon citratus (DC.) Stapf are medicinal plants that require
a more detailed chemical characterization, given the importance of their consumption as infusions. Therefore, the individual
profiles in tocopherols, free sugars, and organic acids were obtained by high performance liquid chromatography (HPLC) coupled
to different detectors (fluorescence, refraction index, and photodiode array, resp.). C. citratus revealed the highest content of «-,
and total tocopherols, glucose, sucrose, succinic, and ascorbic acids. P. tridentatum presented the highest fructose and total sugars
content. Otherwise, G. globosa showed the highest organic acids concentration. As far as we know, this is the first study reporting
the mentioned chemical compounds in G. globosa and C. citratus.

1. Introduction

For along time, plants represented one of the most important
therapies for different diseases. Nowadays, the popular use of
plants as a way of treatment is still very important for human
beings [1]. Pterospartum tridentatum (L.) Willk, Gomphrena
globosa L., and Cymbopogon citratus (DC.) Stapf are examples
of those plants that are widely used in folk medicine, mostly
as infusions.

P. tridentatum (family: Fabaceae) is a European endemic
species and its flowers infusion is used against liver, bladder,
kidney, and rheumatism problems; it is also used for high
blood pressure, cough, kidney stones, diabetes, and bronchi-
tis [1, 2].

G. globosa (family: Amaranthaceae) is native from
Panama and Guatemala and its aqueous extract of its purple
inflorescences is good to treat bronchial asthma, acute and
chronic bronchitis, and whooping cough; the infusion of
the flowers is used to treat oliguria and indigestion, also as
expectorant and pertussis [3, 4].

C. citratus (family: Poaceae) is native from the Southwest
Asia and its aqueous extract (ie., in the form of infu-
sion) is used for the treatment of several inflammation-
based pathologies, in digestive disorders, diabetes, nervous

disorders, and fever [5-7]. According to Novais et al. [1],
the infusion is used as gastric analgesic, intestinal anti-
inflammatory, and renal antispasmodic and for gall-bladder
ailments, sea-sickness, and bladder ailments.

There are several reports about the biological activity
of the mentioned plants, especially concerning antioxidant
activity [5, 8], that have been related to their pheno-
lic composition [3, 9], but studies regarding the compo-
sition on primary metabolites and nutrients are scarce.
Moreover, many of the commercially available samples are
wild and require chemical characterization. Besides sec-
ondary metabolites/nonnutrients such as phenolic com-
pounds, medicinal plants contain primary metabolites and
nutrients (e.g., as sugars, organic acids, and tocopherols) that
need to be profiled and quantified.

Mono- and oligosaccharides, with low molecular weight,
and their derivatives such as sugar alcohols display a major
role in the structure and function of all living cells [10].
Organic acids are involved in several biochemical pathways,
including energy production and formation of precursors
for amino-acid biosynthesis [11]. Vitamin E (including toco-
pherols) is known to be an essential micronutrient for
maintaining the health and wellbeing of humans and other
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animals. Several studies suggest that the use of vitamin E
may contribute to help lowering the risks of specific chronic
and degenerative diseases such as Alzheimer’s disease, some
types of cancer, cataracts, and ischemic heart disease [12].
All these molecules can be determined by high performance
liquid chromatography (HPLC) coupled to different detectors
according to their chemical properties, namely, fluorescence
for tocopherols, refraction for sugars, and UV absorption for
organic acids.

Therefore, the objective of the present paper was to
characterize tocopherols, sugars, and organic acids in three
medicinal plants (P. tridentatum, G. globosa, and C. citratus),
widely consumed as infusions.

2. Material and Methods

2.1. Samples. Plant material of Pterospartum tridentatum (L.)
Willk, Gomphrena globosa L., and Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf was purchased from Ervital, a Portuguese company
in Castro Daire (Portugal). This company, settled in a high
diverse mountain region (Montemuro, the Natura 2000 site),
markets several certified plant materials with different origin,
such as sustainable wild harvesting of spontaneous local
species and organic farming of exogenous species. Pterospar-
tum tridentatum flowers were wildly gathered in spring
2012 (respecting plant phenology and abundance) and the
other studied species were grown, also in 2012, with organic
farming methods. Harvested plants were processed using in-
storage and low temperature drying methods (solar heated
air, average daily temperature around 30-32°C in shade
conditions, and controlled relative humidity). Samples for
analysis were prepared from dried plant materials provided
by the company, and botanical identification was confirmed
by Ana Maria Carvalho, responsible for the medicinal plant
collection of the Herbarium of the Escola Superior Agrdria
(BRESA), of the Polytechnic Institute of Braganga (Trds-os-
Montes, Portugal).

2.2. Standards and Reagents. HPLC-grade acetonitrile, ethyl
acetate, and n-hexane were purchased from Fisher Scientific
(Lisbon, Portugal). L-ascorbic acid, tocopherol, sugar, and
organic acid standards were purchased from Sigma (St. Louis,
MO, USA). Racemic tocol (50 mg/mL) was purchased from
Matreya (Pleasant Gap, PA, USA). Water was treated in
Milli-Q water purification system (TGI Pure Water Systems,
Greenville, SC, USA).

2.3. Tocopherols Composition. Tocopherols were determined
following a previously described procedure [13]. The equip-
ment consisted of an integrated system with a pump (Knauer,
Smartline system 1000, Berlin, Germany), degasser system
(Smartline manager 5000), autosampler (Jasco AS-2057, Eas-
ton, MD, USA), and a fluorescence detector (Jasco FP-
2020) programmed for excitation at 290 nm and emission
at 330 nm. The chromatographic separation was achieved
with a Polyamide IT (250 mm x 4.6 mm i.d.) normal-phase
column from YMC Waters (Dinslaken, Germany) operating
at 30°C (7971 R Grace oven). The mobile phase used was a

International Journal of Food Science

mixture of n-hexane and ethyl acetate (70:30, v/v) at a flow
rate of 1 mL/min, and the injection volume was 20 L. The
compounds were identified by chromatographic comparisons
with authentic standards. Quantification was based on cali-
bration curves obtained from commercial standards of each
compound using the internal standard (IS) methodology;
racemic tocol was used as IS. The results were expressed in
ug per g of dry weight.

2.4. Sugars Composition. Free sugars were determined by
high performance liquid chromatography coupled to a refrac-
tion index detector (HPLC-RI), after an extraction procedure
previously described [14]. Analysis was performed by HPLC
(equipment described above) using an RI detector (Knauer
Smartline 2300, Berlin, Germany). Data were analyzed using
Clarity 2.4 Software (DataApex). The chromatographic sep-
aration was achieved with a Eurospher 100-5 NH2 column
(4.6 x 250 mm, 5 mm, Knauer, Berlin, Germany) operating
at 30°C. The mobile phase was acetonitrile/deionized water,
70:30 (v/v) at a flow rate of 1 mL/min. The compounds were
identified by chromatographic comparisons with authentic
standards. Quantification was performed using the internal
standard method; melezitose was used as IS. The results were
expressed in mg per g of dry weight.

2.5. Organic Acids. Organic acids were determined following
a procedure previously described [15]. The analysis was per-
formed using a Shimadzu 20A series UFLC (Shimadzu Cor-
poration, Kyoto, Japan). Separation was achieved on a Sphere-
Clone (Phenomenex, Torrance, CA, USA) reverse phase C,g
column (5 um, 250 mm x 4.6 mm i.d.) thermostated at 35°C.
The elution was performed with sulfuric acid (3.6 mM) using
a flow rate of 0.8 mL/min. Detection was carried out in a
PDA (photodiode array detector), using 215 and 245 nm (for
ascorbic acid) as preferred wavelengths. The organic acids
found were quantified by comparison of the area of their
peaks recorded at 215nm with calibration curves obtained
from commercial standards of each compound. The results
were expressed in mg per g of dry weight.

2.6. Statistical Analysis. All the assays were carried out in
triplicate, and the results are expressed as mean values and
standard deviation (SD). The results were analyzed using one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s HSD
Test with & = 0.05. This treatment was carried out using SPSS
v.22.0 program.

3. Results and Discussion

The chemical composition of the three plant species in
tocopherols, free sugars, and organic acids is presented in
Table 1. C. citratus gave the highest a- and total tocopherols
content but did not present §-tocopherol that was found in
the other two species (e.g., Figure 1(a)). Tocopherols are lipid-
soluble antioxidants, being a-tocopherol the most active
isoform, due to its role in lipid peroxidation inhibition [16].
These molecules are widely used as functional ingredients
in food, pharmaceutical, and cosmetic preparations [17].
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TasLE 1: Composition of P. tridentatum, G. globosa, and C. citratus in tocopherols, sugars, and organic acids (mean + SD).

Pterospartum tridentatum Gomphrena globosa Cymbopogon citratus

a-Tocopherol 721+ 0.01° 0.38 +0.04° 56.05 + 2.47"
y-Tocopherol 5.81+0.56" 3.02+0.08° 4.52+0.76"
§-Tocopherol 0.50 + 0.10° 5.20 + 0.01° nd
Total tocopherols (ug/g dw) 13.10 + 1.08" 8.60 + 0.10° 60.57 +3.23"
Fructose 83.23 + 771 18.30 +1.27° 7.35 + 1.06°
Glucose 26.70 + 113 15.65 + 2.62° 29.75 +0.92"
Sucrose 2375 +134° nd 4145 + 0.21°
Total sugars (mg/g dw) 133.70 + 750" 33.95 + 3.89° 78.55 + 2.19°
Oxalic acid 139 +0.02° 10.64 + 0.04* 122 +0.15°
Malic acid 3.23+0.90° 12.33 + 055" 223+010°
Ascorbic acid nd nd 0.24 +0.01
Shikimic acid 0.71+ 0.01 nd nd
Citric acid 599+ 0.35" 240 0.01° nd
Succinic acid nd nd 10.29 + 0.34
Fumaric acid nd 0.28 + 0.01° 0.49 + 0.01°
Total organic acids (mg/g dw) 11.32 + 1.26° 25.65 + 0.51° 13.98 + 0.47°

nd: not detected; dw: dry weight. In each row, different letters mean significant differences (P < 0.05).

As far as we know this is the first report on tocopherols
composition of C. citratus and G. globosa; otherwise, the
values obtained for P. tridentatum were similar to the ones
described by the authors for a wild traditionally shade-dried
sample (8.8 ug/g dw) [8]. Furthermore, tocopherols have also
been reported in other species of the Fabaceae family, such
as Cicer arietinum, Lathyrus sativus (18], Cytisus multiflorus,
Cytisus scoparius, and Cytisus striatus [8]; and the amounts
found ranged between 6.3 and 23.1mg/100g of dw, which
is in the range of the sample studied herein, detecting all
the isoforms. All isoforms of tocopherols have also been
reported in Poaceae and Amaranthaceae families [19], but the
quantities cannot be compared due to the units in which they
are expressed.

Regarding free sugars, P. tridentatum showed the highest
levels of fructose and total sugars; nevertheless, the values
obtained were much higher than the concentrations found
in a wild sample previously studied (0.3 and 49.6 g/100 g dw
for fructose and total sugars, resp.) [8]. This could be due
to different growth conditions of the plants (e.g., variability
of weather and soil characteristics are major factors affecting
plant development) and to different drying processes applied,
which influence moisture content and plant material quality.
Pinela et al. [8] simulated consumers’ traditional conditions
of use (shade-drying, plant material being stored in a dark,
dry place and at room temperature for 30 days); dried plant
material used for analysis in this study was processed in five
days under the best conditions of shade, daily temperature,
and relative humidity as well as airflow rate. Furthermore,
the presence of sugars has also been reported in the Poaceae
family, namely, sucrose, glucose, fructose, trehalose, and
raffinose, but the amounts obtained cannot be compared to
the ones studied herein [20]. Some species belonging to the
Fabaceae family (mentioned above) [8, 18] have also shown
the presence of sugars, mainly fructose, glucose, sucrose, and

trehalose, although some species revealed the presence of
other sugars. The amounts found ranged between 2.56 and
18.67 g/100 g of dw; these results are much lower than the one
present in this study.

It should be highlighted that fructose can display antiox-
idant properties due to its reducing capacity. Furthermore,
sugars are one of the molecules present in plant infusions that
contribute to their energetic value [21]. C. citratus gave the
highest levels of glucose and sucrose (Table 1and Figure 1(b)).
No reports were found considering sugars composition in the
mentioned species or in G. globosa.

Concerning organic acids, G. globosa was the sample
with the highest concentration of these compounds, mainly
malic and oxalic acids (Table 1 and Figure 1(c)). Citric and
succinic acids were found in higher levels in P. tridentatum
and C. citratus, respectively. The latter also presented ascorbic
acid, a powerful antioxidant phytochemical 22, 23]. Besides
their important role in the human metabolism, organic acids
have other applications; for example, citric acid is a crystal
thickener in bones, succinic acid is known to help in diabetes
treatment, and malic acid is reported to have a bactericidal
effect [24].

Among the three analyzed species, only P. tridentatum
was previously studied regarding organic acids composition
[15]; despite the fact that similar total amount was found
(8.1mg/gdw), the profile then described was slightly dif-
ferent, reporting also the presence of quinic, succinic, and
fumaric acids. As mentioned before, differences may be
caused by distinct ecological conditions for plant develop-
ment (plant material provenance is quite different) and also
by different characteristics of the plant material used for
analysis, as a consequence of the drying processes applied
to each material. A five-day controlled in-storage process
may produce a better quality plant material, in terms of
color (visually confirmed), texture, and moisture content,
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FIGURE 1: Chromatographic profile of (a) tocopherols in Gomphrena globosa obtained using HPLC-FD: 1: a-tocopherol, 2: BHT, 3: y-

tocopherol, and 4: tocol (IS); (b) sugars in Cymbopogon citratus obtained using HPLC-RI: 1: fructose, 2: glucose, 3: sucrose, and 4: melezitose
(IS); (c) organic acids in Gomphrena globosa obtained using UFLC-PDA: 1: oxalic acid, 2: malic acid, 3: citric acid, and 4: fumaric acid. MP:

mobile phase.

than the traditional shade-drying techniques. All the organic
acids, with the exception of quinic acid, have been previously
reported in some species (mentioned above) belonging to the
Fabaceae family [8, 18], although the quantities present have
a large variation depending on the species.

4, Conclusion

Overall, C. citratus possessed the highest content of - and
total tocopherols, glucose, sucrose, succinic, and ascorbic
acids. Pterospartum tridentatum presented the highest fruc-
tose and total sugars content. Otherwise, G. globosa showed
the highest organic acids concentration, due to the highest
content of oxalic and malic acids. This study is of great
importance because it fills an existing void in relation to

chemical characterization of these plants, more precisely its
composition in sugars, organic acids, and tocopherols, that
can be present in the consumed forms (mostly infusions).
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Abstract

Pterospartum tridentatum (L.) Willk., Gomphrena globosa L. and Cymbopogon citratus
(DC) Stapf. are examples of medicinal plants with antioxidant properties by their own,
but that can be improved when mixed. In the present work, the antioxidant activity and
phenolic compounds were determined in the infusions prepared from the individual
plants, and from mixtures of these plants in different proportions. P. tridentatum > C.
citratus > G. globosa was the order observed for antioxidant efficacy, which can be
related to their different composition in phenolic compounds. Synergism was the main
effect observed among the tested mixtures, mainly for the infusions prepared from the
plants in proportion 40%:60% (either P. tridentatum and C. citratus; or G. globosa and
C. citratus). The infusion obtained with 40% of P. tridentatum and 60% of C. citratus
gave the highest antioxidant properties. The present study validates the

commercialization of the studied plants combined in specific proportions.

Keywords: Pterospartum tridentatum; Gomphrena globosa; Cymbopogon citratus;

Infusions; Synergism; Antioxidants
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1. Introduction

Nowadays, the therapeutic effects of plants are very important for human health, as the
World Health Organization (WHO) estimates that 60% of the total human population still
treats primary health care problems with traditional remedies based mainly on
phytotherapy (WHO, 2014). Furthermore, contemporary dietary programs generally
recommend specific medicinal and aromatic plants as functional foods (foods that provide
health benefits beyond normal physiological nutritional requirements) (Gongalves,
Gomes, Costa & Romano, 2013).

Tea and herbal infusions are examples of those foods, being prepared with fresh or dried
flowers, leaves, seeds, or roots, generally by pouring boiling water over the plant parts
and letting them steep for a few minutes. Herbal infusions are considered rich in phenolic
compounds recognized for their beneficial effects on human health (Costa et al., 2012).
Phenolic compounds comprise flavonoids, phenolic acids, and tannins, among others.
Some applications proposed for natural phenolic compounds are based on their
antioxidant activity against reactive species involved in aging and in chronic,
autoimmune, inflammatory, coronary and degenerative diseases (Ruiz & Romero, 2001).
Studies involving the evaluation of synergistic effects of combined plants are emerging
and seem to highlight the potential of the mixtures when compared with the isolated plant
(Pereira, Calhelha, Barros, Queiroz & Ferreira, 2014). Synergy assessment has become a
key area in phytomedicine research in recent years, in order to find a scientific rationale
for the centuries-old, often-observed therapeutic superiority of many multidrug
combinations in traditional medicine over single constituents (Wagner & Ulrich-
Merzenich, 2009). As herbal extracts consist of complex mixtures of major compounds,
concomitant agents and other substances, the complex multi-component nature of

medicinal herbs may serve as a valuable resource due to its potential treatment effects by
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synergy (Yang et al., 2014). Synergistic interactions between the components of
individual or mixtures of herbs are a vital part of their therapeutic efficacy (Williamson,
2001). In fact, many leading researchers have advocated using combination approaches
to pursue the optimum therapeutic efficacy and to improve the patient's overall health
status (Yang et al., 2014).

Pterospartum tridentatum (L.) Willk. is traditionally used to treat affections of the
nervous, cardiovascular, digestive and urinary systems (Novais, Santos, Mendes & Pinto-
Gomes, 2004), and some researchers had already studied its infusion regarding
antioxidant capacity (Paulo et al., 2008; Goncalves et al., 2013). Gomphrena globosa L.
iIs commonly consumed for the treatment of several respiratory inflammatory conditions
and was previously characterized regarding its phenolic compounds (Silva et al., 2012;
Zhu et al., 2013). Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. infusion is used, in Portuguese
traditional medicine, to treat mainly digestive system problems (Novais et al., 2004), and
the antioxidant capacity of the infusion was also studied (Cheel, Theoduloz, Rodriguez
& Schmeda-Hirschmann, 2005; Francisco et al., 2013).

In a previous study, our research group described the antioxidant activity and phenolic
composition in methanol/water extracts (80:20, v/v) of the mentioned species (Roriz,
Barros, Carvalho, Santos-Buelga & Ferreira, 2014), but to our knowledge, there are no
studies on mixtures of those plants. This is a very interesting topic as there are available
commercial mixtures of P. tridentatum and C. citratus, as also G. globosa and C. citratus,
in specific proportions (40:60%), for infusions preparation. Therefore, in the present
work, we intend to validate those combinations by assessing the synergistic effects

regarding antioxidant properties and compounds.

2. Material and Methods
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2.1. Samples and samples preparation

Plant material of Pterospartum tridentatum (L.) Willk., Gomphrena globosa L. and
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. was purchased from Ervital, a Portuguese certificated
company from Castro Daire (Portugal). P. tridentatum flowers were wild gathered in
spring 2012 (respecting plant phenology and abundance). The other studied species were
grown, also in 2012, with organic farming methods. The parts used were the flowers of
G. globosa and leaves of C. citratus. Harvested plant parts were processed using in-
storage and low temperature drying methods (solar heated air, average daily temperature
around 30-32 °C in shade conditions and controlled relative humidity). Botanical
identification was confirmed by Ana Maria Carvalho, responsible of the medicinal plant
collection of the Herbarium of the Escola Superior Agraria (BRESA), of the Polytechnic
Institute of Braganca (Tras-os-Montes, Portugal). Samples for analysis were prepared by
mixing dried and powdered (20 mesh) plant materials, in the following proportions: P.
tridentatum (25%) + C. citratus (75%) and P. tridentatum (40%) + C. citratus (60%); G.
globosa (25%) + C. citratus (75%) and G. globosa (40%) + C. citratus (60%). Individual
samples of each plant species were also analysed.

For infusions preparation, each individual sample or mixture (1 g) was added to 250 mL
of boiling distilled water, left to stand at room temperature for 5 min, and then filtered
under reduced pressure. The obtained infusions were frozen and lyophilized. The
lyophilized infusions were re-dissolved in distilled water, to obtain stock solutions of 10
mg/mL.

For each species, three samples were used and all the assays were carried out in triplicate.

2.2. Standards and reagents
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HPLC-grade acetonitrile was obtained from Merck KgaA (Darmstadt, Germany). Formic
and acetic acids were purchased from Prolabo (VWR International, France). Trolox (6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), was purchased from Matreya
(PA, USA). 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) was obtained from Alfa Aesar (Ward
Hill, MA, USA). Phenolic standards were from Extrasynthése (Genay, France). Water
was treated in Milli-Q water purification system (TGI Pure Water Systems, Greenville,

SC, USA).

2.3. Analysis of phenolic compounds in the infusions

Phenolic compounds were analysed by High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC, Hewlett-Packard 1100, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) as
previously described by the authors (Roriz et al., 2014). Double online detection was
carried out in the diode array detector (DAD) using 280 nm and 370 nm as preferred
wavelengths and in a mass spectrometer (MS, APl 3200 Qtrap, Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany) connected to the HPLC system via the DAD cell outlet. The
phenolic compounds were identified by comparing their retention time, UV-vis and mass
spectra with those obtained from standard compounds, when available. Otherwise, peaks
were tentatively identified comparing the obtained information with available data
reported in the literature. For quantitative analysis, a calibration curve for each available
phenolic standard was constructed based on the UV signal. For the identified phenolic
compounds for which a commercial standard was not available, the quantification was
performed through the calibration curve of other compound from the same phenolic

group. The results were expressed in mg per g of infusion.
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Betacyanins. Each sample (1 g) was extracted with 30 mL of methanol containing 0.5%
trifluoroacetic acid (TFA), and filtered through a Whatman n° 4 paper. The residue was
then re-extracted twice with additional 30 mL portions of 0.5% TFA in methanol. The
combined extracts were evaporated at 35 °C to remove the methanol, and re-dissolved in
water. For purification, the extract solution was deposited onto a C-18 SepPak® Vac 3 cc
cartridge (Phenomenex), previously activated with methanol followed by water; sugars
and more polar substances were removed by passing through 10 mL of water and
betalain/betacyanin pigments were further eluted with 5 mL of methanol:water (80:20,
v/v) containing 0.1% TFA. The extract was concentrated under vacuum, lyophilized, re-
dissolved in 1 mL of 20% aqueous methanol and filtered through a 0.22-um disposable
LC filter disk for HPLC analysis. Betacyanins were determined by HPLC as previously
described by the authors (Roriz et al., 2014). Double detection was carried out by DAD,
using 520 nm as the preferred wavelength, and in a MS connected to the HPLC system
via the DAD cell outlet. The betacyanins were tentatively identified by comparing their
UV-vis and mass spectra with available data information reported in the literature. The
quantification was performed using a calibration curve of gomphrenin (isolated in our

laboratory). The results were expressed in mg per g of infusion.

2.4. Evaluation of antioxidant activity in the infusions

DPPH radical-scavenging activity was evaluated by using an ELX800 microplate reader
(Bio-Tek Instruments, Inc; Winooski, VT, USA), and calculated as a percentage of DPPH
discolouration using the formula: [(ApppH-As)/AprpH] % 100, where As is the absorbance
of the solution containing the sample at 515 nm, and Apep+ is the absorbance of the DPPH
solution (Barros et al., 2013). Reducing power was evaluated by the capacity to convert

Fe3* into Fe?*, measuring the absorbance at 690 nm in the microplate reader mentioned
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above (Barros et al., 2013). Inhibition of B-carotene bleaching was evaluated though the
B-carotene/linoleate assay; the neutralization of linoleate free radicals avoids 3-carotene
bleaching, which is measured by the formula: B-carotene absorbance after 2h of
assay/initial absorbance) x 100 (Barros et al., 2013). Lipid peroxidation inhibition in
porcine (Sus scrofa) brain homogenates was evaluated by the decreasing in thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS); the color intensity of the malondialdehyde-
thiobarbituric acid (MDA-TBA) was measured by its absorbance at 532 nm; the inhibition
ratio (%) was calculated using the following formula: [(A - B)/A] x 100%, where A and
B were the absorbance of the control and the sample solution, respectively (Barros et al.,
2013). The results were expressed in ECso values (sample concentration providing 50%
of antioxidant activity or 0.5 of absorbance in the reducing power assay). Trolox was used

as positive control.

2.5. Classification of additive, synergistic or antagonistic effects

Theoretical values for antioxidant activity of the mixtures were calculated as weighted
mean experimental ECso values of the individual samples and considering additive
contributions of individual species in each percentage; for instance, P. tridentatum (25%)
+ C. citratus (75%) ECso = ECso P. tridentatum x 0.25 + ECsg C. citratus x 0.75.

The classification in additive (AD), synergistic (SN) or antagonistic (negative synergistic;
AN) effects was performed as follow: AD: ECso theoretical and experimental values
reveal differences lower than 10%; SN: ECso experimental values are more than 10%
lower than theoretical values; AN: ECso experimental values are more than 10% higher
than theoretical values. The limit of 10% was chosen taking into account the coefficients
of variation obtained in the replications of each antioxidant activity assay. It should be

noted that lower ECsg values mean greater antioxidant activity.
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3. Results and Discussion

3.1. Phenolic profiles

Phenolic compound profiles of the infusion extracts of P. tridentatum (Pt), G. globosa
(Gg) and C. citratus (Cc) are shown in Figure 1. Data (retention time, Amax in the visible
region, molecular ion and main fragment ions observed in MS?) obtained by HPLC-DAD-
ESI/MS analysis regarding phenolic compounds and betacyanins identification and
individual quantification in the dry extracts of the infusions are presented in Tables 1-3.
All the compounds found in the infusions were already described and tentatively
identified in a previous study carried out by our research group, but using methanolic
extracts of the plants (Roriz et al., 2014). Nevertheless, it should be highlighted that some
of the compounds previously identified in the methanolic extracts could not be found in
the infusions studied herein, as the heating process inherent to infusion could destroy
them (Samaniego-Sanchez et al., 2011). In particular, 7-O-methylgenistein (prunetin) that
was described for P. tridentatum methanolic extract (Roriz et al., 2014), was not observed
in its infusion (Table 1). Dihydroflavonol C-derivatives (namely peak 1™, 43.04 mg/g of
infusion) were also the major compounds found in P. tridentatum infusions (Table 1).
The phenolic profile of infusions prepared from wild P. tridentatum was already
described by some authors (Vitor et al., 2004; Paulo et al., 2008); nevertheless, the results
described herein for a commercial sample are more detailed.

Regarding G. globosa (Table 2, Figure 1B and C), the qualitative profile in phenolic
compounds of the infusion was similar to the one previously described for methanolic
extract (Roriz et al., 2014) and for other infusions of the plant (Silva et al., 2012). The
composition in betacyanins was also similar to the one described by Cai, Sun and Corke

(2001) for an infusion prepared from a wild sample. Flavonoids continued to be the main
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phenolic compounds found in G. globosa, being kaempferol 3-O-rutinoside (peak 12°9,
0.89 mg/g of infusion) the main flavonol. Otherwise, gomphrenin I11 isomers were also
the major betacyanins found (Table 2, Figure 1C).

trans p-Coumaric acid and luteolin, previously found in C. citratus methanolic extract
(Roriz et al., 2014), were not observed in the infusion (Table 3, Figure 1D). Otherwise,
compound 2a%, corresponding to the cis isomer of caffeic acid, was only detected in the
infusion due to the heat treatment applied. The identity of that compound was established
based on the observation that hydroxycinnamoyl cis derivatives are expected to elute
before the corresponding trans ones, as previously checked in our laboratory (Barros,
Duerias, Carvalho, Ferreira & Santos-Buelga, 2012). Flavonoids were also the major
group found in the infusion of C. citatus, being luteolin 2’’-O-deoxyhexosyl-6-C-
hexoside (peak 6°°, 13.12 pg/g dw) the main compound (Table 3). The phenolic
characterization described in the present study was more detailed than the ones described
by other authors (Figueirinha, Paranhos, Pérez-Alonso, Santos-Buelga & Batista, 2008;
Figueirinha, Cruz, Francisco, Lopes & Batista, 2010; Marques & Farah, 2009; Port’s,

Chisté, Godoy, & Prado, 2013).

3.3. Antioxidant activity of the infusions prepared from individual and mixed samples

Herbal companies have been preparing mixtures of plants to consume as infusions with
improved organoleptic parameters, in particular flavor. In fact, despite some healthy
properties of P. tridentatum and G. globosa (as mentioned in the Introduction section),
their flavor is unpleasant for the majority of consumers. Therefore, the strategy is to add
a pleasant flavored plant, such as C. citratus, to achieve a mixture with suitable
organoleptic properties according to consumers' preferences. Nevertheless, these

mixtures can provide beneficial effects taking advantage on the synergism between
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plants, besides the improvement of flavor. In this perspective, there are available
commercial mixtures of P. tridentatum + C. citratus and G. globosa + C. citratus in
40:60% proportion, that demands scientific studies in order to validate these percentages
of combination. We also studied other possibilities increasing the percentage of C.
citratus to 75%, as it would not be recommended to increase the other species (P.
tridentatum and G. globosa over 40%) due to the previous mentioned organoleptic and
sensorial reasons.

The infusions prepared from individual or mixed plants in different proportions gave high
antioxidant activity namely, free radicals scavenging activity, reducing power, and lipid
peroxidation inhibition (Table 4). The order of antioxidant efficacy of the individual
samples in the four in vitro assays was P. tridentatum > C. citratus > G. globosa.
Pterospartum tridentatum and G. globosa infusions showed, in general, higher
antioxidant activity than methanolic extracts, while the opposite was observed for C.
citratus (Roriz et al., 2014). Particularly, P. tridentatum showed higher DPPH scavenging
activity than the infusions prepared from other commonly consumed herbs such as
Camellia sinensis (L.) kuntze (ECs0=250 ug/mL) (Pereira, Barros, Vilas-Boas, &
Ferreira, 2013), Matricaria recutita L. (ECs0=395 pg/mL) (Guimarées et al., 2013) and
Melissa officinalis L. (EC50=190 ug/mL) (Dias, Barros, Sousa, & Ferreira, 2012).

The highest activity observed for P. tridentatum can be related with the presence of
dihydroflavonol and isoflavone derivatives. Indeed, the antioxidant properties of
isoflavones and their role in the protection against diseases development have been
described (Ferguson et al., 2014). The antioxidant activity of C. citratus infusion could
be attributed to the high concentration of flavonoids, especially apigenin and luteolin
derivatives. Apigenin and luteolin, commonly found in different fruits, vegetables and

herbs, have demonstrated to possess high antioxidant ability by scavenging free radicals
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(Galati, Moridani, Chan & O’Brien, 2001). Finally, G. globosa infusion that showed the
lowest antioxidant potential, gave also the lowest concentration in phenolic compounds.
Regarding infusions prepared with P. tridentatum and C. citratus in different proportions
(25:75% or 40:60%), only synergistic effects were observed (Table 4), although the
mixture with 40% of P. tridentatum and 60% of C. citratus showed greater antioxidant
properties. This could be related with the higher percentage of P. tridentatum, the
individual plant with the highest antioxidant activity.

For the infusion prepared with 25% of G. globosa and 75% of C. citratus, the antagonistic
effects predominated (reducing power and TBARS inhibition); an additive effect was
observed for free radicals scavenging activity and synergism was only obtained for (-
carotene bleaching inhibition (Table 4). Regarding the infusion prepared with 40% of G.
globosa and 60% of C. citratus, synergistic effects were observed for free radicals
scavenging activity and lipid peroxidation inhibition, but an antagonist effect was
obtained for reducing power (Table 4).

The phenolic compounds were further analysed in the infusions prepared from the two
mixtures that showed the highest antioxidant activity: P. tridentatum (40%) + C. citratus
(60%) and G. globosa (40%) + C. citratus (60%) (Table 5). In P. tridentatum (40%) + C.
citratus (60%) infusion it can be observed a prevalence of the profile of P. tridentatum,
even though this species is present in lower proportion (40%). This could be explained
by the fact of P. tridentatum being the species with the highest concentration of phenolic
compounds, mainly dihydroflavonol and isoflavone derivatives, that are also present in
high concentration in this mixture. The opposite occurs for the mixture G. globosa (40%)
+ C. citratus (60%); in this case, the predominant profile is from C. citratus (60%),

presenting this species a higher phenolic content in comparison with G. gombosa. The
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phenolic profile obtained in the infusions prepared from those mixtures could also explain
their highest antioxidant activity.

Overall, P. tridentatum infusion displayed the highest antioxidant activity, followed by
C. citratus and, finally, G. globosa. The dissimilarity in antioxidant potential is certainly
related with their different composition in phenolic compounds. Synergism was the main
effect observed among the tested mixtures, being more evident in the infusions prepared
with the plants in proportion 40%:60% (either P. tridentatum and C. citratus; or G.
globosa and C. citratus). The present study validates the combination of the studied plants

in specific proportions to be commercialized for infusions preparation.
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Table 1. Retention time (Rt), wavelengths of maximum absorption in the visible region (Amax), mass spectral data, identification and quantification

of phenolic compounds in infusion extracts of P. tridentatum () (mean + SD).

. Amax Molecular ion Tentative Quantification
Peak  Rt(min) " IM-HJ (m/z2)  identification (mglg inf)
1t 50 290,sh340 465 Dihydroquercetin 6-C-hesoxide 43.04 = 0.65
27 6.1 294,sh346 465 Dihydroquercetin 6-C-hesoxide 2.74+0.17
3m 7.7 290,sh340 479 Myricetin-6-C-glucoside 12.87 £0.01
4™ 18.7 356 609 Quercetin deoxyhexosyl-hexoside 0.77£0.01
5Pt 18.9 356 609 Quercetin-3-O-rutinoside 2.10+£0.13
6™ 19.8 354 463 Quercetin-3-O-glucoside (isoquercitrin) 11.85+£0.05
7™ 20.2 354 463 Quercetin O-hexoside 5.81+£0.07
8" 21.2 262,sh312 431 Genistein 7-O-glucoside (genistin) 3.53+£0.11
oMt 22.4 262,5h308 461 5,5’-Dihydroxy-3’-methoxy-isoflavone-7-O-B-glucoside 2.25+0.05
107 24.6 260,sh332 431 Genistein-8-C-glucoside 1.28 £0.03
117 26.0 256,sh322 505 Methylbiochanin A/methylprunetin O-hexoside 1.65+0.06
12 278 262,sh332 269 Genistein 3.08+0.04
13" 287 262,5h336 341 Methylbiochanin A/methylprunetin derivative 0.97 £ 0.05
147 29.0 252,5h328 607 Biochanin A O-hexoside-O-hexoside 0.72 £ 0.07
157 314 260,sh340 445 Biochanin A 7-O-glucoside (sissotrin) 0.60 £ 0.02
6™ 331 260,sh338 649 Biochanin A O-acetylhexoside-O-hexoside 0.31+£0.02
177 345 264,sh338 491 Biochanin A O-hexoside 4.79 +0.03
8™ 377 260,sh332 283 4’-0- Methylgenistein (biochanin A) 9.52+£0.00
19 386 262,sh334 283 7-O-Methylgenistein (prunetin) nd
207 395 262,5h338 299 7-O-methylorobol 1.45+0.03
217 41.0 264,sh290 297 Methylbiochanin A/ methylprunetin 0.58 £ 0.01
Total flavonols 33.40+£0.28
Total dihydroflavonols 4578 £ 1.42
Total isoflavone 30.72+0.38
Total flavonoids 109.90 + 1.32

nd- not detected
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Table 2. Retention time (Rt), wavelengths of maximum absorption in the visible region (Amax), mass spectral data, identification and quantification

of phenolic compounds and betacyanins in infusion extracts of G. globosa (®%) (mean * SD).

143



. sid5e, VNIVERSIDAD
| B SALAMANCA
INSTITUTG POLITECNICO £scola Superior Agriria TE CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL
DE BRAGANCA

. Amax Molecular ion Tentative Quantification
Peak  RU(Min) " [M-HJ (m/z)  Identification (mglg inf)
169 11.0 326 355 cis-Ferulic acid hexoside 0.37 £ 0.03
260 12.6 326 355 trans-Ferulic acid hexoside 0.52+0.01
360 155 309 163 cis-p-Coumaric acid 0.09+£0.01
4G9 16.4 310 163 trans-p-Coumaric acid 041+0.01
569 18.1 324 193 cis-Ferulic acid 0.20 £ 0.02
6%¢ 18.3 358 595 Quercetin 3-O-(6-pentosyl)-hexoside 0.08 £0.02
7¢¢ 18.6 324 193 trans-Ferulic acid 0.92+0.01
8c¢ 19.0 358 609 Quercetin 3-O-rutinoside 0.66 £ 0.01
9c¢ 19.2 346 725 Kaempferol 3-O-(2-pentosyl, 6-O-rhamnosyl)-hexoside 0.56 + 0.06
10%9 19.9 358 463 Quercetin 3-O-glucoside 0.10+0.01
11%9 211 350 579 Kaempferol 3-O-(2-pentosyl)-hexoside 0.19+0.02
1269 224 348 593 Kaempferol 3-O-rutinoside 0.89+0.04
13%9 235 352 623 Isorhamnetin 3-O-rutinoside tr
149 23.9 350 447 Kaempferol 3-O-glucoside 0.31+£0.05
1569 24.9 354 477 Isorhamnetin 3-O-glucoside tr
16¢9 26.3 350 489 Kaempferol O-acetylhexoside 0.11+£0.03
1769 31.9 340 639 Quercetin O-glucuronide-O-hexoside 0.04+£0.01
18¢9 32.2 276,342 475 Gomphrenol 3-O-hexoside 0.20+£0.01
19%9 337 278,342 517 Gomphrenol 3-O-(6-acetyl)-hexoside 0.39+0.04
20% 346 352 593 Kaempferol 3-O-(2-rhamnosyl)-hexoside 0.10+0.01
2169 35.0 348 623 Kaempferol O-glucuronide-O-hexoside 0.12 +0.03
Total phenolic acids 251+0.01
Total flavonoids 3.77+0.32
Total phenolic compounds 6.28 + 0.31
Peak Rt (min) (7;1% 'E/Ilv(l)ieHC;jJa(l;T:/(;r)] Tentative identification Q%%‘é}g?ﬁ%m
2269 273 550 697 Gomphrenin Il tr
23%  29.2 550 697 Gomphrenin Il tr
24%  30.0 550 727 Gomphrenin 1 0.21+0.01
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259 32.0 550 697 Isogomphrenin 11 0.01+0.00

26°9 334 548 727 Isogomphrenin 111 0.35+0.01

27%9 349 516 683 17-Descarboxy-amaranthin tr
0.57+0.02

Total betacyanins

tr- traces
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Table 3. Retention time (Rt), wavelengths of maximum absorption in the visible region (Amax), mass spectral data, identification and

VNIVERSiDAD

B SALAMANCA

quantification of phenolic compounds in infusion extracts of C. citratus (“°) (mean + SD).

nd- not detected

. Amax Molecular ion Tentative Quantification
Peak - RU(MIN) 0 [M-HJ (m2)  Identification (mg/g inf)
1¢e 7.9 326 353 5-O-Caffeoylquinic acid 1.21+£0.05
2¢¢ 10.3 326 179 Caffeic acid 0.27 £0.01
2ac¢ 10.8 324 179 Caffeic acid 0.77 £0.01
3ce 12.3 350 579 Luteolin 6-C-hexosyl-8-C-pentoside 0.70£0.03
4cc 14.6 336 563 Apigenin 6-C-pentosyl-8-C-hexoside 1.76 £ 0.03
5ce 15.0 350 563 Apigenin 6-C-pentosyl-8-C-hexoside 0.53+0.01
6ce 15.6 352 593 Luteolin 2”’-O-deoxyhexosyl-6-C-glucoside 13.12 +0.03
7ce 16.0 352 447 Luteolin 6-C-glucoside 0.35+0.01
gce 16.1 350 549 Luteolin 6-C-pentosyl-8-C-pentoside 1.75+£0.01
gce 17.0 310 163 trans-p-Coumaric acid nd
10 17.6 356 549 Luteolin 6-C-pentosyl-8-C-pentoside 0.17 £ 0.03
11¢¢ 18.6 328 577 Apigenin 2’’-O-deoxyhexosyl-C-hexoside 0.99+0.01
12¢¢ 20.3 348 593 Luteolin 7-O-neohesperoside 5.31+£0.26
13¢© 205 350 447 Luteolin 7-O-glucoside 2.07+£0.15
14¢¢ 21.6 352 563 Luteolin 2”’-O-deoxyhexosyl-C-pentoside 6.21+£0.36
15¢¢ 22.0 350 417 Luteolin 6-C-pentoside 0.24 £0.02
16¢¢ 24.9 350 575 Luteolin 2”’-O-deoxyosyl-6-C-(6-deoxy-pento-hexos-ulosyl) 4.19+0.47
17¢ 27.4 352 577 Methyl-luteolin 2°’-O- deoxyhexosyl-6-C-hexoside. 0.28 +0.02
18% 344 350 285 Luteolin nd
Total phenolic acids 2.24 £0.07
Total flavonoids 37.66 £ 1.07
Total phenolic compounds 39.90+1.14
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Table 4. Theoretical versus experimental ECso values of antioxidant activity of the infusion extracts prepared from P. tridentatum and C. citratus

or G. globosa and C. citratus combined in different proportions (mean £ SD).

Individual samples

P. tridentatum (25%) + C. citratus (75%)

P. tridentatum (40%) + C. citratus (60%)

Theoretical ~ Experimental

Theoretical ~ Experimental

ECso values (ug/mL) P. tridentatum  C. citratus value Value Effect value value Effect

DPPH scavenging activity 50+1 1231+8 936+3 663119 S (29%) 75912 67+2 S (91%)
Reducing power 105+2 762+10 598+4 474%10 S (21%) 499+3 181+3 S (64%)
j-carotene bleaching inhibition 266+25 151079 1199+33 23549 S (80%) 1013+29 209+18 S (79%)
TBARS inhibition 93+4 428+14 34546 261+19 S (24%) 29445 147+4 S (50%)

Individual samples

G. globosa (25%) + C. citratus (75%)

G. globosa (40%) + C. citratus (60%)

Theoretical ~ Experimental

Theoretical ~ Experimental

ECso values (ug/mL) G. globosa C. citratus value Value Effect value value Effect
DPPH scavenging activity 4305174 1231+8 1999+24 1927+67 A (4%) 2460+34 1651+23 S (33%)
Reducing power 91647 762410 968+12 1029420 AN (28%) 957+11 942+13 AN (14%)
jB-carotene bleaching inhibition 4079431 151079 2152+34 797+30 S (63%) 2538+30 505+45 S (80%)
TBARS inhibition 24965 428+14 989+7 112616 AN (19%) 1291+6 1005+64 S (20%)

The

theoretical values were obtained considering summative contributions of the individual species. A- Additive effect: theoretical and experimental ECs, values reveal differences below 10%. S- Synergistic effect:
experimental ECs, values are more than 10% lower than theoretical values. AN - antagonist effect: experimental ECsy values are more than 10% higher than theoretical values.
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Table 5. Retention time (Rt), wavelengths of maximum absorption in the visible region (Amax), mass spectral data, identification and quantification
of phenolic compounds in combined infusion extracts of P. tridentatum (™) and C. citratus (°°) or C. citratus and G. globosa (®%) (mean + SD).

- Amax Molecular ion Tentative Quantification
Peak REmin) - omy [M-H]- (m/2) Identification (mglg inf)
P. tridentatum (40%) + C. citratus (60%)
1™ 4.8 290,sh340 465 Dihydroquercetin 6-C-hesoxide 28.73+0.16
2" 6.0 292,sh346 465 Dihydroquercetin 6-C-hesoxide 2.48+0.01
3" 7.4 290,sh340 479 Myricetin-6-C-glucoside 16.38+0.04
2¢e 10.8 326 179 Caffeic acid 1.14+0.02
3¢ 13.2 354 579 Luteolin 6-C-hexosyl-8-C-pentoside 0.53+0.04
6c° 15.3 352 593 Luteolin 2°’-O-deoxyhexosyl-6-C-glucoside 1.90+0.10
gce 16.6 310 163 trans-p-Coumaric acid 3.28+0.04
4™ 18.6 356 609 Quercetin deoxyhexosyl-hexoside 0.74+0.03
5P 18.8 356 609 Quercetin-3-O-rutinoside 2.60£0.03
6™ 19.8 354 463 Quercetin-3-O-glucoside (isoquercitrin) 8.16+0.02
7™ 20.2 352 463 Quercetin O-hexoside 4.41+0.12
8" 21.1 260,sh312 431 Genistein 7-O-glucoside (genistin) 3.28+0.24
14¢¢ 21.6 352 563 Luteolin 2°’-O-deoxyhexosyl-C-pentoside 0.96+0.02
g™t 22.3 262,sh308 461 5.5’-Dihydroxy-3’-methoxy-isoflavone-7-O-B-glucoside 2.98+0.06
107 24.6 260,sh332 431 Genistein-8-C-glucoside 1.61+0.13
16 24.8 350 575 Luteolin 2°’-O-deoxyosyl-6-C-(6-deoxy-pento-hexos-ulosyl) 0.97+0.01
117 26.0 256,5h322 505 Methylbiochanin A/methylprunetin O-hexoside 2.62+0.02
17¢¢ 27.2 356 577 Methyl-luteolin 2°°-O- deoxyhexosyl-6-C-hexoside. 0.30+0.02
12" 27.8 260,sh332 269 Genistein 2.82+0.04
13™ 28.6 262,sh336 341 Methylbiochanin A/methylprunetin derivative 1.55+0.10
147 29.0 252,sh328 607 Biochanin A O-hexoside-O-hexoside 1.0840.11
157 31.7 258,sh340 445 Biochanin A 7-O-glucoside (sissotrin) 0.99+0.11
16™ 33.2 260,sh338 649 Biochanin A O-acetylhexoside-O-hexoside 0.49+0.02
1™ 34.8 260,sh338 491 Biochanin A O-hexoside 3.05+0.10
18" 37.8 260,sh332 283 4’-0- Methylgenistein (biochanin A) 8.81+0.36
207 38.8 262,sh338 299 7-O-methylorobol 1.29+0.02
217 39.7 264,5h290 297 Methylbiochanin A/ methylprunetin 1.05+0.09
Total phenolic acids 4.41+0.02
Total flavonoids 99.77+0.92
Total phenolic compounds 104.18+0.94
G. globosa (40%) + C. citratus (60%)
. Amax Molecular ion Tentative Quantification
Peak REMIN m) [M-H]- (m/2) identification (mglg inf)
1¢c 7.9 324 353 5-O-Caffeoylquinic acid 1.32+0.15
2ce 10.3 326 179 cis Caffeic acid 0.94+0.05
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23 10.8 324 179 trans Caffeic acid 2.15+0.01
260 12.8 324 355 trans-Ferulic acid hexoside 0.60+0.06
4¢c 14.6 332 563 Apigenin 6-C-pentosyl-8-C-hexoside 0.63+0.04
5ce 15.0 350 563 Apigenin 6-C-pentosyl-8-C-hexoside 0.55+0.01
6c° 15.6 350 593 Luteolin 2’-O-deoxyhexosyl-6-C-glucoside 3.88+0.02
7¢ 16.0 350 447 Luteolin 6-C-glucoside 1.12+0.03
8ce 16.1 350 549 Luteolin 6-C-pentosyl-8-C-pentoside 2.70+0.19
4¢9/g C 16.7 310 163 trans-p-Coumaric acid 4.39+0.15
11¢ 18.6 350 577 Apigenin 2°’-O-deoxyhexosyl-C-hexoside 0.37+0.05
769 19.0 326 193 trans-Ferulic acid 1.73+0.08
8¢y 19.1 358 609 Quercetin 3-O-rutinoside 0.23+0.03
10%¢ 20.0 354 463 Quercetin 3-O-glucoside 0.24+0.01
12¢¢ 20.5 348 593 Luteolin 7-O-neohesperoside 1.79+0.12
13¢¢ 20.8 350 447 Luteolin 7-O-glucoside 0.35+0.03
14¢¢ 21.7 348 563 Luteolin 2°’-O-deoxyhexosyl-C-pentoside 1.77+0.06
14%9 225 348 447 Kaempferol 3-O-glucoside 0.48+0.01
16 24.9 352 575 Luteolin 2’’-O-deoxyosyl-6-C-(6-deoxy-pento-hexos-ulosyl) 1.07+0.02
17¢¢ 27.4 350 577 Methyl-luteolin 2°°-O- deoxyhexosyl-6-C-hexoside 0.37+0.01
Total phenolic acids 11.1340.27
Total flavonoids 15.56+0.74
Total phenolic compounds 26.69+1.00
. Amax Molecular ion T Quantification
Peak Rt (min) (nm) [M+H]* (m/2) Tentative identification (mglg inf)
2200 27.1 550 697 Gomphrenin 11 tr
2360 28.9 550 697 Gomphrenin 11 tr
2459 29.8 550 727 Gomphrenin 111 0.08+0.01
25%0 31.9 550 697 Isogomphrenin |1 tr
269 33.2 548 727 Isogomphrenin II1 0.09+0.01
27¢0 34.7 516 683 17-Descarboxy-amaranthin tr
Total betacyanins 0.17+0.02
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Pterospartum tridentatum (L.) Willk, Gomphrena globosa L. e Cymbopogon citratus (DC) Stapf: fitoquimica e bioatividade
das espécies individuais e sinergismos resultantes do uso combinado
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Pterospartum tridentatum (L.) Willk, Gomphrena globosa L. e Cymbopogon citratus (DC) Stapf: fitoquimica e bioatividade
das espécies individuais e sinergismos resultantes do uso combinado
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Figure 1. HPLC phenolic profiles of the infusions of (A)- P. tridentatum (recorded at 280
nm); (B)- G. globosa (recorded at 370 nm); (C)- G. globosa betacyanin profile (recorded
at 520 nm) and (D)- C. citratus (recorded at 370 nm).
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