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Caracterizacao fitoquimica

Material analisado
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Folha interna
Folha externa

m) Determinacao do perfil fendlico

HPLC-DAD-MS/MS-ESI

m) Determinacio do perfil de acidos organicos
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Caracterizacao fitoquimica — compostos fenolicos

m) Folha externa

Minutes

Cromatograma dos compostos fendlicos das folhas externas de couve tronchuda. Detec¢iio a 330 nm. (1) campferol 3-O-soforotriosido-7-
O-glucosido; (2) campferol 3-O-(metoxicafeoil/cafeoil)-soforosido-7-O-glucdsido; (3) campferol 3-O-soforésido-7-O-glucésido; (4)
campferol 3-O-soforotriosido-7-O-sofordsido; (5) campferol 3-O-soforosido-7-O-sofordsido; (6) campferol 3-O-tetraglucésido-7-O-
sofordsido; (7) campferol 3-O-(sinapoil/cafeoil)-soforosido-7-O-glucésido; (8) campferol 3-O-(feruloil/cafeoil)-soforosido-7-O-glucdsido;
(9) campferol 3-O-soforotriésido; (10) campferol 3-O-(sinapoil)-soforésido; (11) campferol 3-O-(feruloil)-soforotriosido; (12) campferol 3-
O-(feruloil)-soforodsido; (13) campferol 3-O-soforosido; (14) campferol 3-O-glucosido.

Ferreres et al., J. Agric. Food Chem. (2005), 53, 2901-2907



Caracterizacao fitoquimica — compostos fenolicos
m) Folha externa

—l&uﬁntiﬁcagﬁo dos compostos fendlicos nas folhas externas de couve tronchuda (mg/kg, peso séco)?.

Copastor

2744112
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2 Os resultados sdo apresentados sob a forma de média (desvio-padrio) de duas determinagées. (1)

5 (2) 5 (3) campferol 3-O-soforosido-7-O-glucosido;
4) ; (5) campferol 3-O-sofordsido-7-O-soforésido; (6) campferol 3-O-tetraglucésido-
7-O-soforésido; (7) campferol 3-O-(sinapoil/cafeoil)-sofordsido-7-O-glucésido; (8) campferol 3-O-(feruloil/cafeoil)-soforosido-7-O-
glucésido; (9) campferol 3-O-soforotriosido; (10) campferol 3-O-(sinapoil)-soforosido; (11)

; (12) campferol 3-O-(feruloil)-soforosido; (13) campferol 3-O-soforésido; (14) campferol 3-O-glucésido. ¢ B:
Biologica; C: Convencional. nq — ndo quantificado.



Caracterizacao fitoquimica — compostos fenolicos

m) Folha interna
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Cromatograma dos compostos fenolicos das folhas internas de couve tronchuda. Deteccio a 330 nm. (1) acido 3-p-cumaroilquinico; (2)
campferol 3-O-soforésido-7-O-glucésido; (3) campferol 3-O-(cafeoil)-soforésido-7-O-glucosido; (4) campferol 3-O-(sinapoil)-soforésido-7-
O-glucosido; (5) campferol 3-O-(feruloil)-soforosido-7-O-glucosido; (6) campferol 3-O-soforésido; (7) 1,2-disinapoilgentiobiose; (8) 1-
sinapoil-2-feruloilgentiobiose; (9) isoméro de 1,2-disinapoilgentiobiose; (10) 1,2,2’-trisinapoilgentiobiose; (11) 1,2’-disinapoyl-2-
feruloilgentiobiose.

Sousa et al., J. Agric. Food Chem. (2005), 53, 9128-9132



Caracterizacao fitoquimica — compostos fenolicos

m) Folha interna

—kﬂﬂntiﬁcagﬁo dos compostos fenodlicos nas folhas internas de couve tronchuda (mg/kg, peso séco)?.
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2 Os resultados sdo apresentados sob a forma de média (desvio-padriao) de duas determinagées. ® (1)

(2) campferol 3-O-soforo6sido-7-O-glucosido; (3) campferol 3-O-(cafeoil)-soforésido-7-O-glucésido; (4) campferol 3- O-(s1nap011)-

soforésido-7-O-glucésido; (5) campferol 3-O-(feruloil)-soforésido-7-O-glucésido; (6) campferol 3-O-sofordsido; (7)
) ;9 ;A0

5 (11) .  B: Biologica; C: Convencional. nq: nao quantificado.



Caracterizacao fitoquimica — compostos fenolicos

m) Folha externa vs folha interna
‘ Folha externa: flavonois glicosilados

Folha interna: maioritariamente acidos fenolicos
Perfil fenolico mais homogéneo

Campferol 3-O-soforosido-7-O-glucosido
Campferol 3-O-soforosido

m) Cultura biolégica > Cultura convencional

=) Evolucao durante o Inverno

 até Dezembro, T Janeiro (flavonoides)



Caracterizacao fitoquimica — compostos fenolicos

m) Sementes

Quantificacdo dos compostos fendlicos nas sementes de couve tronchuda (mg/kg, peso

séco)?

Composto fendlico Média
1  Sinapoilgentiobiose 308,5 0,3

2 Isémero de 1-sinapoilglucose 368,4
3 Isémero de sinapoilgentiobiose 269,5 1,7
4  Isomero de 1-sinapoilglucose 416,9 9,8
5  1-Sinapoilglucose 702,6 11,5
6  Campferol-3-(sinapoil)soforotriésido-7-glucdsido 910,9 17,7
7  Sinapoilcolina 376,0 7,1
8  Campferol-3,7-diglucésido-4’-(sinapoil)glucésido 267,1 17,6
9  Isémero de 1,2-di-sinapoilgentiobiose 151,6 3,2
Minutas 10  Isémero de 1,2-di-sinapoilgentiobiose 345,0 2,0
11 10234 371
Cromatograma dos compostos fenolicos das sementes de 12 1,2,2’-Tri-sinapoilgentiobiose 4483 22

couve tronchuda. Detec¢ao a 330 nm. 13 1,2-Di-sinapoilglucose 3682 24

z 5974,4

? Resultados expressos sob a forma de media de trés determinages, DP, desvio-padrdo, Y, total de compostos determinados.

80% de derivados hidroxicinimicos

Ferreres et al., Food Chem. (2007), 101, 549-558



Caracterizacao fitoquimica — compostos fenolicos

m) Rebentos

Cromatograma dos compostos fenolicos dos rebentos de couve tronchuda (2 dias de germinacido). Deteccido a 320 nm. (1)
sinapoilgentiobiose; (2) isomero de 1-sinapoilglucose; (3) isomero de sinapoilgentiobiose; (4) isomero de 1-sinapoilglucose; (5) 1-
sinapoilglucose; (6) campferol 3-O-(sinapoil)-soforotridsido7-glucésido; (7) sinapoilcolina; (8) isoméro de 1,2-disinapoilgentiobiose; (9)
isoméro de 1,2-disinapoilgentiobiose; (10) 1,2-disinapoilgentiobiose; (11) 1,2,2’-trisinapoilgentiobiose; (12) 1,2-disinapoilglucose.

Sousa et al., Comb. Chem. High T. Scr. (aceite para publicagéo)



Caracterizacao fitoquimica — compostos fenolicos

m) Rebentos

Total phenolics
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Caracterizacao fitoquimica — acidos organicos

m) Folha externa e folha interna

+

Cromatograma dos acidos organicos das folhas internas de couve tronchuda. Detec¢do a 214 nm. (FM) Fase mével; (1) acido cis-
aconitico; (2) acido citrico; (3) acido ascorbico; (4) acido malico; (5) acido chiquimico; (6) acido fumarico.

Sousa et al., J. Agric. Food Chem. (2005), 53, 9128-9132



Caracterizacao fitoquimica — acidos organicos

m) Folha externa e folha interna

Quantificacao dos acidos organicos nas folhas de couve tronchuda (mg/kg, peso séco)?.

Acido sis-aronftice Acido cfirico Acido asclirhico Acido milico
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2 Os resultados sio apresentados sob a forma de média (desvio-padrio) de trés determinacdes. ? B:
Biologica; C: Convencional. nq: nao quantificado.




Caracterizacao fitoquimica — acidos organicos

m) Folha externa vs folha interna

Folha externa: acidos malico e ascorbico sao maioritarios
‘ Folha interna: maior variacao (acidos malico e ascorbico)

m) Cultura biologica vs Cultura convencional

Cultura biologica
Folha interna = folha externa
T % Acido ascérbico em Janeiro
> Producao de acidos em Dezembro

Cultura convencional
Folha interna # folha externa
Folha interna: acido ascorbico em quantidades
vestigiais até Dezembro
> % de acidos citrico e malico em Outubro

-

Fertilizacao




Caracterizacao fitoquimica — acidos organicos

m) Sementes

Quantificagio dos &cidos organicos nas sementes de couve tronchuda (mg/kg, peso séco)?

Acido organico Média DP
Aconitico 170,1 2,5
Citrico 4684,8
8545,6
Malico + Quinico 3049,1
18,3
39,3

16507,1

0.0 10,00 20,00 30,00 40.00 50.00 a0.0

? Resultados expressos sob a forma de media de trés determinagdes, DP, desvio-padrdo, ¥, total de compostos determinados.

Cromatograma dos acidos organicos das sementes de 529, de acido ascorbico
couve tronchuda. Detec¢ciao a 214 nm.

Ferreres et al., Food Chem. (2007), 101, 549-558



Caracterizacao fitoquimica — acidos organicos

m) Rebentos

Cromatograma dos acidos organicos dos rebentos de couve tronchuda (2 dias de germinacio). Deteccao a 214 nm. (1) acido oxalico; (2a e
2b) isomeros de acido aconitico; (3) acido citrico; (4) acido piruvico; (5) acido malico; (6) acido chiquimico; (7) acido fumarico.

Sousa et al., Comb. Chem. High T. Scr. (aceite para publicagéo)



Caracterizacao fitoquimica — acidos organicos

m) Rebentos

Total organic acids

100000

4 6 8

germination (days)

Evolucao do teor de acidos organicos dos rebentos de
couve tronchuda. (1) acido oxalico; (2a e 2b)
isomeros de acido aconitico; (3) ; (4)
acido piravico; (5) ; (6) acido
chiquimico; (7) acido fumarico.
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Pieris brassicae como laboratorio de sintese de
novos compostos com potencial biologico a partir de
Brassica oleracea var. costata, Brassica oleracea var.

acephala e Brassica rapa var. rapa.
o

Projecto de investigacao financiado pela FCT (PTDC/AGR-AAM/64150/2006 )



Pieris brassicae vs Brassica oleracea var. costata
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L1R.D: UV Chromatogram, 330.100 nm

Cromatograma dos compostos fenolicos de Pieris brassicae. Deteccdo a 330 nm. (1) quercetina 3-O-soforésido-7-O-glucésido; (2)
campferol 3-O-soforésido-7-O-glucosido; (3) campferol 3-O-sofordsido-7-O-soforosido; (4) quercetina-3-O-(feruloil)-triglucésido-7-O-
glucosido; (5) campferol 3-O-(sinapoil)-triglucosido-7-O-glucdsido; (6) campferol 3-O-(feruloil)-triglucésido-7-O-glucosido; (7) campferol
3-O-(p-cumaroil)-triglucésido-7-O-glucésido; (8) campferol 3-O-(metoxicafeoil)-soforésido-7-O-glucésido; (9) campferol 3-O-(cafeoil)-
soforosido-7-O-glucosido; (10) quercetina 3-O-(p-cumaroil)-sofordsido; (11) campferol 3-O-(p-cumaroil)- triglucésido; (12) campferol 3-
O-(p-cumaroil)-soforésido; (13) campferol 3-O-(metoxicafeoil)-sofordsido; (14) quercetina 3-O-soforésido; (15) campferol 3-O-soforésido;
(16) isomero de campferol 3-O-(p-cumaroil)-soforésido; (17) campferol-3-O-(di-sinapoil)-triglucésido-7-O-glucoside; (18) campferol-3-O-
(feruloil/sinapoil)-triglucdésido-7-O-glucésido; (19) quercetin-3-O-(feruloil)-triglucosido; (20) campferol-3-O-glucosido.

Ferreres et al., Phytochemistry (2007), 68, 361-367



Pleris brassicae

Ciclo de vida das borboletas (adaptado de
http://www.geocities.com).

Sequestro

Metabolizacao

Excrecao

(001}

Larva

Crisalida cingulada

Adulto macho

Adulto fémea






