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Resum en la llengua del projecte  (maxim 300 paraules)
El programa experimental s’ha portat a terme dins el marc de les activitats del projecte TRUEFOOD, financat per la UE per
als anys 2007-2010.

L’objectiu principal d’aquesta activitat ha estat I'avaluacié dels continguts en acid ascorbic (vitamina C), polifenols totals,
acids fenodlics i flavonoides en mostres de tomaquet i enciam, produits sota diferents condicions de camp (produccié
ecologica i convencional).

Per aconseguir els resultats s’han utilitzat méetodes analitics basats en técniques de cromatografia liquida d’alta eficacia
(HPLC) i d'ultra-alta eficacia (UHPLC) acoblades a sistemes de deteccié de diode array (DAD) i espectrometria de masses
(MSn).

Per a I'acid ascorbic, s’ha desenvolupat un métode rapid que ha permeés la determinacié d’aquest compost en diferents
matrius vegetals amb el minim pretractament de les mostres, utilitzant una fase estacionaria HILIC (Fluorinated Stationary
Phase).

Els métodes desenvolupats d'analisi de compostos fendlics han permeés realitzar les analisi de forma rapida, a fi de
processar el maxim nombre de mostres per a obtenir resultats representatius. S’ha realitzat una completa caracteritzacio
dels extractes de tomaquet i enciam, ampliant el coneixement descrit en la bibliografia sobre la seva composicié fenolica.
En el cas de I'enciam, s’ha identificat quatre compostos fenolics que mai abans han estat descrits i quantificats en aquesta
hortalissa.

La definicié, amb precisio, dels continguts en vitamina C i compostos fenolics en les mostres analitzades ha permes
comparar els efectes de diferents tecniques de cultiu sobre les caracteristiques nutricionals dels vegetals objecte de I'estudi.

Els métodes d’'analisi desenvolupats i els resultats derivats del projecte seran publicats properament en revistes cientifiques
de reconegut prestigi.
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Resum en anglés (maxim 300 paraules)
The experimental program was carried out within the TRUEEFOOD framework, financed by the EU from 2007 to 2010.

The main objective of this activity was to evaluate the contents of ascorbic acid (vitamin C), total polyphenols, phenolic acids
and flavonoids in tomato and lettuce samples, produced under different agronomic conditions (conventional and biologic
productions).

Results were achieved by employing analytical methods based on high performance liquid chromatography (HPLC) and
ultra-high performance liquid chromatography (UHPLC), with diode array detection (DAD) and mass spectrometry (MSn).

A fast method for analysing ascorbic acid was developed, which allowed the determination of this compound in several
vegetable matrices with minimal sample pretreatment, using fluorinated stationary phase (HILIC).

The analytical methods developed for phenolic compounds allowed a fast analysis of these compounds, with the aim to
analyse the maximum number of samples in order to obtain representative results. Knowledge described in bibliography was
increased with the complete characterization of the tomato and lettuce extracts. Four phenolic compounds were described
and quantified for the first time in lettuce.

The accurate description of the vitamin C and phenolic content in samples allowed the comparison between the effects of
different agronomic techniques on the nutritional composition of the studied vegetables.

Developed analytical methods and the results of the project will be published soon in several prestigious scientific
publications.
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2.- Memoria del treball (informe cientific sense limitaci6 de paraules). Pot incloure altres fitxers de qualsevol
mena, no més grans de 10 MB cadascun d'ells.

N Generalitat de Catalunya
¥/ Departament d’Innovacio,
Universitats i Empresa
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Paraules clau

Vitamina C, antioxidants, compostos fenolics, acids fenolics, flavonoides,
HPLC, UPLC, espectrometria de masses, tomaquet, enciam.

Simbols i Abreviacions

@ — Diametre

AA - Acid L-ascorbic (L-ascorbic acid)

API| — lonitzacid a pressid atmosferica (atmospheric pressure ionization)

CAE - Equivalents d’acid cafeic (caffeic acid equivalents)

4-CaQA — Acid 4-cafeoilquinic (4-caffeoylquinic acid), acid criptoclorogénic (cryptochlorogenic acid)

5-CaQA — Acid 5-cafeoilquinic (5-caffeoylquinic acid), acid clorogénic (chlorogenic acid)

CaTA — Acid cafeoiltartaric (caffeoyltartaric acid), acid caftaric (caftaric acid)

CHI — Calcona isomerasa (chalcone isomerase)

CHS — Calcona sintasa (chalcone synthase)

CID — Dissociacio induida per col-lisid (collision-induced dissociation)

CoCaTA — Coumaroylcaffeoyltartaric acid

CoQA — Acid cumaroilquinic (coumaroylquinic acid)

CoTA — Acid cumaroiltartaric (coumaroyltartaric acid), acid cutdric (coutaric acid)

CV — Coeficient de variacio

DAD — Detector de barra de diodes (diode array detector)

DHA — Acid L-dehidroascorbic (dehydroascorbic acid)

DiCaQA | — Dicaffeoylquinic acid |

DiCaQA Il — Dicaffeoylquinic acid Il

3,5-DiCaQA — 3,5-Dicaffeoylquinic acid (isochlorogenic acid)

DiCaTA — Dicaffeoyltartaric acid (chicoric acid)

DiCoTA — Dicoumaroyltartaric acid

DNA — Acid desoxiribonucleic (deoxyribonucleic acid)

DTT — Ditiotreitol (dithiothreitol)

EC — Electroforesi capil-lar (capillary electrophoresis)

ED — Deteccio electroquimica (Electrochemical detection)

EDTA — Acid etilendiaminotetraacétic (ethylenediaminetetraacetic acid)

ESI — lonitzacid per electroesprai (Electrospray ionization)

ETH — Eidgendssische Technische Hochschule Ziirich

FAO — Organitzacié de les Nacions unides per a I’Alimentacid i I’Agricultura (Food and Agriculture
Organization of the United Nations)

fig. — Figura

FLD — Deteccio per fluorescencia

GAE - Equivalents d’acid gal-lic (gallic acid equivalents)

GC - Cromatografia de gasos (gas chromatography)

HILIC — Cromatografia liquida d’interaccio hidrofilica (hydrophilic interaction chromatography)

HPCE — Electroforesi capil-lar d’alta resolucié (high-performance capillary electrophoresis)

HPLC — Cromatografia liquida d’alta resolucié (high-performance liquid chromatography)

k — Factor de capacitat (factor de retencid)

K-Rut — Kaempferol-3-O-rutinoside

v



LC — Cromatografia liquida

LDL - Lipoproteines de baixa densitat (low-density lipoproteins)
LOD — Limit de deteccié (limit of detection)

MS — Espectrometria de masses (mass spectroscopy)

MS" — Espectrometria de masses amb multiples etapes

MS/MS — Espectrometria de masses en tandem (MS?)
MS/MS/MS — Espectrometria de masses amb tres etapes
m/z — Quocient del pes molecular per la carrega d’un i6

n— Nombre de répliques

N — Nombre de plats teorics

Nar — Naringenin

NarChalc — Naringenin chalcone

o/w — Oli en aigua (oil in water), coeficient de particid

p.ex. — per exemple

PF — Pes fresc

PFT — Polifenols totals (metode)

PS — Pes sec

Q-Gluc — Quercetin-3-0-glucuronide

Q-MaGlu — Quercetin-3-O-malonylglucoside

Q-Rut — Quercetin-3-O-rutinoside (rutin)

Q-Tris — Quercetin trisaccharide

RNI — Ingesta de nutrients recomenada (recommended nutrient intake)
RP — Fase reversa (reverse phase)

TBHQ — Tert-butilhidroquinona (tert-butylhydroquinone)

TCA — Acid tricloroacetic (trichloroacetic acid)

TriCaQA — Tricaffeoylquinic acid

tg — Temps de retencio

UV — Ultraviolat

WHO — Organitzacié Mundial de la Salut, OMS (World Health Organization)

Nota
En el text, els noms en anglés d’alguns compostos figuren en cursiva. Alguns d’ells, en no tenir I'entrada
corresponent en llengua catalana, apareixen només en angles.






1. Introduccio

1. Introduccid

1.1- Consum d’aliments vegetals i influencia sobre la salut

La dieta i la nutricid son factors importants per a la promocié i manteniment d’una bona salut. Obesitat,
diabetis, malalties cardiovasculars i cancer sdn malalties croniques amb una prevalenca cada cop major
en els paisos desenvolupats. Totes elles, estan relacionades amb I'alimentacio, i regulant la dieta es pot
prevenir en bona part la seva aparicid. Per a una dieta nutritiva i diversificada, el consum de fruita i
verdures ha de representar-ne una part important. No obstant, el seu consum no arriba als nivells
desitjables en la majoria de casos (WHO/FAO, 2003).

S’han trobat evidéncies convincents que el consum de fruita i verdura redueix el risc de patir obesitat i
malalties cardiovasculars, mentre que, a falta d’estudis més detallats, es considera probable que el seu
consum redueix el risc de patir diabetis tipus 2 i determinats tipus de cancer. Aquestes propietats
s’associen principalment als diferents tipus de components bioactius presents en els vegetals, tals com les
vitamines o els compostos fenolics (Bravo, 1998; Le Marchand, 2002; Proteggente et al., 2002; WHO/FAO,
2003; Andersen i Markham, 2006; Erdman et al., 2007).

La regié mediterrania ha disposat sempre d’una generosa aportacié de fruites i verdures en la seva dieta.
L'enciam i el tomaquet, entre d’altres, han format part tradicionalment de la cultura culinaria d’aquesta
regié (el tomaquet des del segle XVI). En un estudi realitzat en una cohort espanyola, s’estima que el
consum diari de fruita fresca és d’uns 276 g i el de verdura d’uns 224 g, dels quals, 53 g sén d’hortalisses
foliacies (majoritariament enciam) i 89 g sén d’hortalisses en fruit (tomaquet, entre d’altres) (Agudo et
al., 2007).

D’altra banda, la produccié d’hortalisses conforma un important sector economic a Catalunya. L'any 1999
hi havia censades més de 10.000 hectarees dedicades al cultiu d’hortalisses, de les quals, el 39,2 %
situades a la provincia de Barcelona, el 36,2 % a Tarragona, el 14,6 % a Lleida i el 9,9 % a Girona. L'any
2007 es produiren a Catalunya 37.000 tones d’enciam i 69.000 tones de tomaquet (11 i 20 %
respectivament del total d’hortalisses produides) (Idescat, 2009).

1.2- Vitamina C

1.2.1 - Generalitats

Vitamina C és el nom genéric per denominar els compostos amb I'activitat biologica de I'acid L-ascorbic
(AA) (fig.1.1a). (Odriozola-Serrano, 2007). L’AA és la forma principal biologicament activa, pero també
s’ha de considerar la seva forma oxidada, I’acid L-dehidroascorbic (DHA) (fig. 1.1b), que també presenta
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certa activitat biologica. En canvi, I’acid D-ascorbic (acid eritorbic o acid isoascorbic, fig. 1.1c) només té el
5 % de I'efecte antiescorbutic de I’AA (Fontannaz et al., 2006).

L'AA és estable en sec, pero molt labil en solucié. Dissolt, s’oxida facilment amb la preséncia de
temperatures altes, pH basic, llum, oxigen, metalls i també per accié enzimatica. L'oxidacié d’AA produeix
DHA, en una reaccié reversible (Benzie, 1999). En solucié aquosa, el DHA és inestable i s’oxida
irreversiblement a acid 2,3-dicetogulonic, el qual, ja no presenta les propietats de la vitamina C (Davey et
al., 2000; Novakova et al., 2008). Habitualment s’utilitza la suma d’AA i DHA en un aliment per expressar
el seu contingut en vitamina C (Odriozola-Serrano, 2007; Novakova et al., 2008).

b
(a) HO (b) HO (c) HO

HO HOm

H\\' H‘|.

HO OH

Figura 1.1.  Vitamina C. (a): acid L-ascorbic (AA); (b): acid L-dehidroascorbic (DHA); (c): acid D-ascorbic.

1.2.2- Activitat biologica

L’AA és una vitamina present en vegetals molt important per a la nutricié humana. Els efectes del seu
deficit, I'escorbut, varen ser descrits fa segles especialment en mariners que mantenien dietes sense
fruita i verdura fresca durant un periode prolongat de temps.

Els primats, a diferéncia de la majoria de vertebrats, son deficients en I'enzim L-gulono-1,4-lactona
oxidasa, que participa en I'Gltim pas de la sintesi d’AA (Davey et al., 2000), fet que condiciona que en
humans I’AA ha de ser subministrat per la dieta (és un nutrient essencial). L’estres, I'embaras i el tabac
son factors que fan augmentar els requeriments de vitamina C. L'AA intervé especialment donant
electrons en reaccions d’hidroxilacid, incloent la sintesi de col-lagen i el metabolisme del colesterol, entre
d’altres (De Leenheer et al., 1992). Baixes aportacions d’AA C s’associen a un increment del risc a patir
alguna malaltia cronica, com malalties cardiovasculars o cancer; mentre que dosis elevades d’AA estan
associades a una reduccid de la pressio sanguinia i dels triglicerids, a una millora del metabolisme de la
glucosa i de la funcié endotelial i a un increment de la resisténcia dels lipids i el DNA a I'estres oxidatiu
(Davey et al., 2000; WHO/FAOQ, 2002). Malgrat que nombrosos estudis han observat aquestes tendeéncies,
la dificultat d’associar una millora en la salut amb el consum d’AA (descartant |'efecte d’altres factors) no
permet arribar a resultats concloents (Benzie, 1999; Willcox et al., 2003).

L’AA és un constituent universal de totes les plantes verdes (excepte les llavors en latéencia), i no és dificil
d’obtenir una aportacié adequada en la dieta. La taula 1.1 mostra les quantitats recomanades d’ingesta
diaria, les quals corresponen a la meitat de la quantitat necessaria per arribar a la saturacié tissular en un
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97,5% de la poblacié (WHO/FAO, 2002). Malgrat aquests valors, es poden necessitar quantitats més
elevades per a que la ingesta de vitamina C comporti una disminucid del risc a sofrir alguna malaltia
cronica (Davey et al., 2000).

Grup RNI (mg/dia)
Nadons i nens
0-6 mesos 25
7-12 mesos 30
1-3 anys 30
4-6 anys 30
7-9 anys 35
Adolescents, 10-18 anys 40
Adults
19-65 anys 45
>65 anys 45
Gestacid 55
Lactancia 70

Taula 1.1. Ingesta de nutrients recomanada (RNI) de vitamina C.
(Font: WHO/FAO, 2002).

1.2.3- Preséncia en els aliments vegetals

Més del 90% de I'AA de la dieta humana és aportat per aliments vegetals (Lee i Kader, 2000). Els que
presenten concentracions més altes de vitamina C son alguns fruits, com I'acerola (Malpighia glabra L.)
(13.000 mg/kg), la grosella negra (Ribes nigrum L.) (2.000-2.100 mg/kg) o la guaiaba (Psidium guajava L.)
(2.300-3.000 mg/kg) (Davey et al., 2000). Altres fruits contenen nivells inferiors (les taronges 500 mg/kg i
les pomes 20 mg/kg), pero el fet de consumir-los crus i el seu baix pH, que estabilitza I'AA durant
I’emmagatzematge, fan que siguin importants fonts de vitamina C. L’AA és molt sensible a I'oxidacio, i els
seus nivells disminueixen durant I'emmagatzematge, el processat i sobretot, durant la coccié (Davey et
al., 2000). Aixi doncs, el consum de fruites i hortalisses fresques en quantitats adequades permet una
aportacié important d’AA en la dieta. Malgrat que normalment les verdures pateixen pérdues per coccid
abans de ser consumides, son també fonts d’AA. La taula 1.2 reflecteix la concentracié de vitamina C en
tomaquet i enciam, segons diferents autors.

Vitamina C total

Enciam Tomaquet
Font bibliografica (mg/kg PF) (mg/kg PF)
AFSSA 177 167
Bahorun et al, 2004 25 86
Davey et al, 2000 150 200-250
ETH-SwissFIR 40 180
Lee i Kader, 2000 - 136
Proteggente et al, 2001 <20 180
USDA 240 127

Taula 1.2. Concentraci6 de vitamina C total (AA + DHA) en tomaquet i enciam,
segons bibliografia. Abreviatures: PF, expressat en pes fresc.
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1.2.4- Metodes analitics

L'interes generat per I’AA durant anys ha impulsat el desenvolupament d’una gran quantitat de
metodologies per a la seva quantificacid. Molts d’aquests metodes sén especifics per a una determinada
matriu; la seva transferéncia a altres matrius s’ha de fer amb cautela, ja que en plantes existeix un gran
nombre de potencials interferents. A la literatura s’hi poden trobar metodes d’analisi
espectrofotometrics, de cromatografia liquida (LC) i d’electroforesi capil-lar.

Extraccid i conversié

L’AA és molt inestable en condicions alcalines i amb presencia d’alguns metalls. L'extraccié de la mostra
es realitza utilitzant un solvent d’extraccié acid, i sovint, amb preséncia d’'un quelant de metalls com
I'EDTA. Les condicions acides també permeten la precipitaci6 de proteines i el trencament de les
membranes cel-lulars. Els millors resultats de recuperacié s’obtenen amb I'acid metafosforic (3-6%), per
sobre de l'acid tricloroacétic (TCA) i I'acid oxalic. L'acid percloric déna recuperacions similars a I'acid
metafosforic, pero és menys eficient com a precipitant de proteines (Davey et al., 2000).

S’assumeix que el contingut de vitamina C total d’'un aliment és la suma d’AA i DHA (Odriozola-Serrano et
al. 2007). L'analisi directe de DHA presenta certs inconvenients, ja que és dificil de separar
cromatograficament de I’AA, és molt inestable i absorbeix poc la llum UV (poca sensibilitat en la
deteccid). Per aquests motius, en la majoria de metodes el DHA es redueix a AA utilitzant un agent
reductor (conversio). El ditiotreitol (DTT) és un dels agents reductors que ddna recuperacions més altes.
La determinacié de DHA pot fer-se amb una doble analisi, la primera amb conversié (AA+DHA) i la segona
sense agent reductor (AA) (Odriozola-Serrano et al. 2007; Novakova et al., 2008).

Meétodes espectrofotometrics

La majoria d’assajos d’AA anteriors al 1980 foren realitzats amb determinacions espectrofotometriques.
Moltes de les metodologies emprades es basen en la reduccié del colorant blau 2,6-diclorofenclindofenol
(DCIP) per I’'AA, donant lloc a una forma reduida sense color. D’altres, utilitzen el poder reductor de I'AA
per formar complexos cromogenics. Totes aquestes metodologies es basen en reaccions poc especifiques
i gens adequades per a matrius vegetals, ja que altres compostos antioxidants, especialment abundants
en les plantes, interfereixen en els resultats. Una técnica més especifica és la oxidacié d’AA a DHA
mitjancant I'enzim ascorbat oxidasa, mesurant la pérdua d’absorbancia a 260 nm, perd aquest
procediment no permet mesurar directament la quantitat de DHA (Arya et al., 1998; Davey et al., 2000).

Cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC)

Els metodes d’analisi per cromatografia liquida permeten millorar la selectivitat i la sensibilitat, ja que es
poden reduir les interferéncies no-especifiques de la matriu. Un desavantatge dels métodes per LC sén
els temps relativament llargs d’analisi. En la majoria de casos s’utilitzen columnes cromatografiques Cyg
de fase reversa (RP). L'AA i el DHA sdn molécules molt petites i polars, caracters que els fan especialment
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dificils de retenir en una columna d’aquest tipus. Per separar I’AA del front d’injeccié és necessari utilitzar
fases mobils amb un molt elevat percentatge d’aigua (100% o proper), juntament amb pH baix (inferior al
pK, de I'AA, 4,17) per mantenir I’AA en la forma no ionitzada i millorar la retencié. Amb aquest objectiu,
s’utilitzen normalment acid trifluoroacetic, acid sulfuric o acid fosforic, a valors de pH entorn a 2 (ion-
supression reversed-phase chromatography). Una alternativa a la RP-HPLC és I'Us de columnes HILIC
(cromatografia liquida d’interaccio hidrofilica), molt convenient per a I'analisi de petites molécules polars.
La fase estacionaria és polar i la fase mobil és, en un alt percentatge, un solvent organic (Odriozola-
Serrano et al., 2007; Novakova et al., 2008).

Electroforesi capil-lar d’alta resolucié (HPCE)

Comparant amb les separacions HPLC, les analisis per electroforesi capil-lar poden ser més rapides,
requerir menys quantitat de mostra i tenen bona resolucié. No obstant, els limits de deteccid sén
generalment més alts que en I'HPLC (Davey et al., 2000).

Deteccid

La técnica de deteccié d’AA en HPLC més freqlient és I'espectrofotometria d’absorcié en ultraviolat (UV),
a longitud d’ona fixa (HPLC-UV) o amb barra de diodes (HPLC-DAD). L'AA té el seu maxim d’absorcio a
longitud d’ona entre 244 i 265 nm, depenent de la composicid de la fase mobil; la longitud d’ona que més
s’utilitza és 254 nm. Una altra téecnica de deteccid utilitzada és I'electroquimica (ED), ja que I'AA és
relativament reactiu i es detecta facilment en sistemes coulomeétrics i amperometrics. La determinacid
d’AA per ED ofereix la sensibilitat i especificitat més alta, i redueix la interferéncia d’altres substancies.
També s’ha utilitzat la deteccié per fluorescéncia (FLD). Aquesta tecnica requereix la conversié de I'AA a
DHA i la posterior derivatitzacid del DHA (per emetre fluorescéncia). La deteccid per espectrometria de
masses (MS) ofereix una elevada selectivitat, perdo també requereix una instrumentacié més complexa
(Odriozola-Serrano et al., 2007; Novakova et al., 2008).
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1.3- Acids fenolics i Flavonoides

1.3.1 — Generalitats

Els compostos fenolics (també coneguts com a polifenols) sén un grup de metabolits secundaris
sintetitzats gairebé exclusivament per les plantes, els quals no intervenen directament en la fotosintesi,
en la respiracio, en el creixement ni en el desenvolupament dels vegetals (Crozier et al., 2009). Malgrat
aixo, s’estima que aproximadament un 2 % del total de carboni fixat per fotosintesi és convertit a
flavonoides i compostos relacionats, i es troben a tots els tipus de teixits vegetals (Cuyckens i Claeys,
2004). Comprenen els acids fenolics (acids hidroxibenzoics i acids hidroxicinnamics, fig. 1.2a), els
flavonoides (flavones, flavonols, isoflavones, flavanones, flavanonols, calcones, dihidrocalcones,
antocianidines, antocianines, flavanols i proantocianidines, fig. 1.2b), els estilbens, els lignans i les
cumarines, entre d’altres. Tots tenen en comu que posseeixen un o més anell fenolic. A més a més
d’aquesta diversitat, els compostos fenolics en els teixits vegetals es troben sovint combinats amb
glucids, acids organics o en forma d’oligomers i polimers (Manach et al., 2004).
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Figura 1.2.  Estructura fonamental de diferents grups de compostos fenolics*. (a), Acids fenolics; (b), flavonoides.
(Adaptat de Harnly et al, 2007).
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La ruta del fenilpropanoid (phenylpropanoid pathway) és la via biosintetica dels acids fenodlics, els
flavonoides i altres metabolits secundaris. Els precursors clau de la ruta sén la fenilalanina i el malonil-
CoA; d’aquests en deriven els acids fenolics i el 4-coumaroyl-CoA, el precursor de totes les classes de
flavonoides. La primera classe de flavonoides en formar-se sén les calcones (p.ex. naringenin chalcone),
amb I'accio de I'enzim calcona sintasa (CHS). La calcona isomerasa catalitza la formacié de les flavanones
(p.ex. naringenin) a partir de les calcones, i de les flavanones se’n deriven diverses rutes metaboliques
que donen lloc a la resta de classes de flavonoides: flavones, isoflavones, flavonols (amb dihidroflavonols
com a intermediaris), les antocianines (amb leucoantocianidines i antocianidines com a intermediaris) i
els flavanols (Andersen i Markham, 2006; Slimestad i Verheul, 2009). La figura 1.3 mostra un esquema
simplificat de les rutes metaboliques que originen els flavonoides del tomaquet.
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Figura 1.3. Esquema de la ruta del fenilpropanoid, mostrant la sintesi dels flavonoides en el tomaquet.
Abreviatures: CHS, calcona sintasa; CHI, calcona isomerasa; R, glucosa o rutinosa.
(Adaptat de Slimestad i Verheul, 2009).
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Els acids fenolics es classifiquen segons si deriven de I'acid benzoic (acids hidroxibenzoics) o de I'acid
cinnamic (acids hidroxicinnamics). Els primers, sovint es troben acomplexats amb un glicid, formant
tanins hidrolitzables: gal-lotanins (si contenen acid gal-lic) o el-lagitanins (si contenen acid el-lagic). Els
diferents acids hidroxicinnamics es diferencien per les substitucions en I'anell fenolic: p-coumaric acid (R
i R, = H), el caffeic acid (R, = OH, R, = H), el ferulic acid (R, = OMe, R, = H) i el sinapic acid (Ry i R, = OMe).
A la naturalesa aquests compostos rarament es troben lliures, normalment estan glicosilats o sén esters
d’acid quinic, malic o tartaric (Manach et al., 2004).

Un dels ésters d’acid hidroxicinnamic més abundants en els vegetals és I'acid 5-cafeoilquinic (5-
caffeoylquinic acid), també anomenat acid clorogénic (chlorogenic acid). L’acid cafeic pot esterificar-se en
la posicié 5 (la més habitual) de I’acid quinic, pero també en la 4, en la 3, i més raramentenla 1. La
IUPAC (IUPAC, 1976) recomana emprar aquesta nomenclatura per a aquests isomers; no obstant, sovint
s’utilitza una numeracio anterior (Fischer et al., 1932) per designar-los, fet que pot provocar confusié. Aixi
com la majoria d’autors que descriuen I'acid clorogenic utilitzen la numeracié IUPAC (I'anomenen 5-
caffeoylquinic acid) (Ferreres et al., 1997; Clifford, 1999; Hohl et al., 2001; Romani et al., 2002; Lin et al.,
2007; Pernice et al.,, 2007; Llorach et al., 2008; Slimestad i Verheul, 2009.), les empreses que
comercialitzen aguest mateix compost com a patrd utilitzen la numeracié pre-lUPAC (I'anomenen 3-
caffeoylquinic acid ) (Biopurify, ChromaDex, Extrasynthése, PhytolLab, Sigma-Aldrich, TransMIT). La taula
1.3 mostra cada isomer amb els respectius noms utilitzats i el seu nombre CAS.

Nombre CAS: 906-33-2

Nom comu: Neochlorogenic acid
IUPAC: 3-caffeoylquinic acid
Fischer: 5-caffeoylquinic acid
Nombre CAS: 905-99-7

Nom comu: Cryptochlorogenic acid
IUPAC: 4-caffeoylquinic acid
Fischer: 4-caffeoylquinic acid
Nombre CAS: 327-97-9

Nom comu: Chlorogenic acid
IUPAC: 5-caffeoylquinic acid
Fischer: 3-caffeoylquinic acid

Taula 1.3. Esquema dels tres isomers existents de caffeoylquinic acid, amb les respectives
denominacions utilitzades. El sentit de la numeracié dels atoms de carboni de 'acid quinic
determina la nomenclatura dels dos sistemes utilitzats per a aquests compostos (IUPAC en
blau i Fischer o pre-IUPAC en vermell). (Adaptat de Slimestad i Verheul, 2009).
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L’estructura dels flavonoides consisteix en dos anells aromatics (A i B) units per un heterocicle (C) de tres
atoms de carboni i un d’oxigen. L’heterocicle diferencia les classes de flavonoides, i dins de cada classe
els flavonoides difereixen en les substitucions en els anells A i B. El grup més comu sén els flavonols, amb
quercetin i kaempferol com a més representatius. En les plantes gairebé sempre es troben glicosilats,
normalment amb glucosa o ramnosa, perdo també amb galactosa, arabinosa, xilosa i acid glucuronic. Els
flavanols, a diferéncia dels altres flavonoides, no es troben mai glicosilats; a més, tenen la particularitat
de formar dimers, oligomers i polimers (proantocianidines, o tanins condensats). Les antocianines (la
forma glicosilada i estable de les antocianidines) sdn pigments presents en els vacuols de les cél-lules
epidermiques de les flors i dels fruits, donant colors rosa, vermell, blau i violeta (Manach et al., 2004;
Andersen i Markham, 2006).

1.3.2 — Activitat biologica

Com a component de la dieta, els compostos fenolics no sén essencials per al bon funcionament de
I’organisme a curt termini, a diferéncia del que succeeix amb les vitamines. Mentre que I'organisme té
mecanismes especifics per a I'acumulacié i retencié de vitamines, els compostos fenolics (i altres
fitoquimics) sén tractats com a xenobiotics, i es metabolitzen per tal d’eliminar-los eficientment (Crozier
et al., 2009). Paradoxalment, multitud d’estudis han suggerit que els compostos fendlics i especialment
els flavonoides presenten interessants activitats biologiques dins I'organisme. La major part de l'interés
s’ha centrat en les seves propietats antioxidants en I'organisme, les quals confereixen a aquests
compostos la capacitat de segrestar els radicals lliures i de reduir la seva formacié (Crozier et al., 2009).
També s’ha associat els compostos fenolics amb activitats antial-lergéniques, antivirals, antiinflamatories i
vasodilatadores (Pietta, 1999). No obstant, molts dels estudis han utilitzat models in vitro i s’"han basat en
les propietats dels compostos fenolics intactes. Queda molta recerca per endavant per conéixer les
activitats biologiques d’aquests compostos in vivo i molt especialment, dels seus metabolits un cop han
estat incorporats a I'organisme (Daayf i Lattanzio, 2008; Crozier et al., 2009).

Estudis epidemiologics suggereixen que dietes riques en compostos fenolics poden reduir el risc a patir
malalties cardiovasculars, protegint les LDL de I'oxidacié per part dels radicals lliures (evitant aixi
I'aparicié d’aterosclerosi) i reduint I'agregacié de plaquetes i els processos trombotics (Hertog, 1996;
Nijveldt et al., 2001; Andersen i Markham, 2006; Erdman et al., 2007; Daayf i Lattanzio, 2008).

També s’ha atorgat als compostos fenolics la capacitat d’ajudar a prevenir diversos tipus de cancer. Els
mecanismes que permetrien aquesta activitat serien la intervencié en la inactivacid de carcinogens, en la
prevencié de danys al DNA, en la regulacio del cicle cel-lular i de I'apoptosi i en els processos inflamatoris
(Le Marchand, 2002; Erlejman et al., 2008). Malgrat no poder presentar resultats fortament consistents,
alguns estudis epidemiologics presenten evidéncies sobre la relacid inversa entre el consum de soja i el
cancer de mama, el consum de te verd i el cancer d’estémac i el consum de poma i ceba i el cancer de
pulmé (Nijveldt et al., 2001; Le Marchand, 2002; Andersen i Markham, 2006).

S’ha observat I’afinitat d’alguns flavonoides per a enzims i receptors, degut a similituds estructurals amb
els seus lligands i substrats. Un cas ben documentat és el de les isoflavones, que poden actuar com a
analegs dels estrogens (per aquest motiu s"anomenen també fitoestrogens). També es coneix la capacitat
de flavones i flavonols per a inhibir algunes proteina-cinases i enzims fase | (citocrom P450) (Daayf i
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Lattanzio, 2008). L’afinitat per I'albumina, pot allargar la vida en sang d’alguns flavonoides, retardant la
seva excrecié (Crozier et al., 2009). Les proantocianidines tenen la propietat de formar complexes amb
proteines salivars, sent les responsables del caracter astringent d’alguns fruits i begudes (te, vi, etc.) i del
gust amarg de la xocolata (Manach et al., 2004).

No obstant, la biodisponibilitat dels compostos fenolics ingerits amb la dieta sovint no és gaire alta, degut
a que l'absorcié en general és baixa (especialment de les proantocianidines polimeriques) i I'eliminacio
dels metabolits en plasma és rapida (Crozier et al., 2009). Aix0 indica que és necessari que el consum
d’aliments d’origen vegetal sigui una base important de la dieta diaria, per poder mantenir uns nivells en
sang que puguin comportar els importants i amplis beneficis detectats per a la salut (Manach et al.,
2004).

1.3.3- Preséncia en els aliments vegetals

Malgrat que no sén essencials per al metabolisme respiratori o fotosintetic, es creu que la sintesi dels
compostos fenolics esta relacionada amb la supervivencia en el medi, i els seus nivells venen determinats
per factors ambientals i geneétics. El metabolisme secundari forma part del desenvolupament integral de
les plantes; la capacitat de sintesi dels diferents metabolits secundaris ha estat un caracter seleccionat al
llarg de I'evolucio, donant lloc a les diferencies presents en els diferents llinatges de plantes (Daayf i
Lattanzio, 2008). S’han descrit nombrosos processos de les plantes en els quals hi intervenen flavonoides,
especialment en la defensa contra patogens, herbivors i estrés ambiental. Poden repel-lir I'atac dels
herbivors (presentant activitat antinutritiva o toxicitat) i evitar la infeccié per fongs o bacteris (alguns
d’ells es troben presents de forma inherent en teixits sensibles a infeccié i d’altres s’indueixen davant
I'atac d’'un patogen). També protegeixen les cel-lules a danys causats per la radiacié ultraviolada o agents
oxidants. Alguns indueixen la transcripcié de les proteines necessaries per establir la simbiosi entre
bacteris fixadors de nitrogen i el rizoma de les lleguminoses i n’hi ha que actuen com a senyals per
atraure insectes pol-linitzadors o dispersadors de llavors (Treutter, 2006).

El contingut d’acids hidroxibenzoics en els aliments sol ser molt baix, exceptuant alguns fruits vermells, |a

ceba i el te. Els acids hidroxicinnamics sdn més abundants, es troben en concentracions elevades en el

café i en tota la fruita. L'acid cafeic n’és el més freqlent en la naturalesa, especialment en forma
combinada amb acid quinic. D’aquests, I'acid clorogeénic (5-caffeoylquinic acid) és el que domina en els
vegetals, excepte pels fruits en drupa i en el génere Brassica, on s’hi troba I'isomer en posicié 3, I'acid
neoclorogenic (Clifford 1999; Manach et al., 2004).

Els flavonols és el grup de flavonoides més estesos en els vegetals, es troben presents en tot el regne
vegetal excepte en les algues. Aquests, es troben principalment en els teixits superficials (pell i fulles),
motiu pel qual la seva concentracié en un fruit o verdura depén molt de la seva relacié superficie/volum.
Les cebes, Brassica spp, els porros i els fruits vermells sdn vegetals rics en flavonols. Les flavones son
menys abundants; els Unics aliments identificats fins el moment abundants en flavones sén el julivert,
I’api i algunes herbes. A la pell dels citrics s’hi han identificat flavones polimetoxilades (son els flavonoides
més hidrofobics). Les flavanones es troben en altes concentracions en els citrics, i sén particularment
abundants en I'albedo (part blanca i esponjosa). Les isoflavones es troben gairebé exclusivament en les
lleguminoses; la soja i els seus derivats en sén fonts importants. Els flavanols (flavan-3-ols) i les seves
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formes polimeriques (proantocianidines o tanins condensats) es troben en una gran varietat d’aliments
vegetals, pero sén especialment abundants en el vi negre, el te, el café i la xocolata. Els fruits vermells sén
rics en antocianines, les quals els donen el color caracteristic. Aquests pigments també es troben presents
en el vi negre (Manach et al., 2004; Crozier et al., 2009). Altres grups de flavonoides com les calcones, les
dihidrocalcones o els flavanonols, sén menys abundants en els aliments, amb algunes excepcions. La taula
1.4 mostra alguns aliments especialment rics en determinats compostos fenolics.

El tomaquet i 'enciam sdn fonts importants de compostos fenolics. En el tomaquet s’hi han descrit més
de vuit-cents metabolits, dels quals, almenys cent catorze sén compostos fenolics (Moco et al., 2006;
Lijima et al.,, 2008; Slimestad i Verheul, 2009). No obstant, només alguns sén majoritaris i tenen
rellevancia des del punt de vista nutricional, com I'acid clorogénic, naringenin chalcone, naringenin i els
glucosids de quercetin i kaempferol (Le Gall et al., 2003; Slimestad i Verheul, 2005; Simonetti et al., 2005).
Els compostos fenolics majoritaris de I'enciam, segons la bibliografia, son principalment ésters d’acid
cafeic amb acid quinic i tartaric, i glucosids de quercetin (Ferreres et al., 1997; Caldwell, 2003; Llorach et
al., 2008). La taula 1.5 mostra el contingut de compostos fenolics estimat per diferents autors en enciam i

tomaquet, utilitzant el metode de polifenols totals (PFT).

. Aliments Contingut mitja
Grup Compostos representatius
destacats mg/kg (o mg/L)
Acids fenolics
Acids hidroxibenzoics Acid gal-lic, Gal-lotanins Mora 80-270
Gerd 60-100
Acids hidroxicinnamics  Acid cafeic, Acid clorogenic, Acid p-cumaric Nabiu 2000-2200
Kiwi 600-1000
Flavonoides
Flavonols Kaempferol, Quercetin, Quercetin-3-O-rutinoside Ceba 350-1200
Col 300-600
Flavones Apigenin, Luteolin Julivert 240-1850
Api 20-140
. . . S Suc de
Flavanones Naringenin, Hesperetin, Eriodictyol .
taronja 215-685
Suc d’aranja 100-650
Isoflavones Daidzein, Genistein Fa.rma de
soja 800-1800
Tofu 80-700
Flavanols Catechin, Epicatechin, Procyanidins Xocolata 460-610
Te verd 100-800
Vi negre 80-300
Antocianines Cyanidin, Delphinidin, Malvidin Alberginia 7500
Grosella 1300-4000

Taula 1.4. Els diferents grups de compostos fenolics presents en els vegetals, amb alguns dels compostos més
caracteristics de cada grup, i aliments en particular on cada grup és especialment abundant,
juntament amb la concentracié. (Adaptat de Manach et al.,, 2004).
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Polifenols totals

Enciam Tomaquet
Font bibliografica (mg GAE/100g PF)  (mg GAE/100g PF)
Bahorun et al., 2004 13 35
Brat et al., 2006 36 14
Proteggente et al., 2002 14 30
Stratil et al., 2006 91 89

Taula 1.5. Valors de polifenols totals en enciam i tomaquet segons bibliografia,
obtinguts utilitzant el reactiu de Folin-Ciocalteu.
Abreviatures: GAE, equivalents d’acid gal-lic; PF, pes fresc.

1.3.4 — Metodes analitics

Es possible trobar un gran nombre de métodes analitics per a compostos fenolics en la literatura, donat
I'interés que desperta la seva preséncia en els aliments.

Extraccid

L’extraccié dels compostos fendlics s’ha de realitzar tenint en compte la seva inestabilitat, ja que durant
I’extraccid, la preséncia d’enzims en la matriu i el contacte amb la llum i I'oxigen afavoreixen reaccions
d’hidrolisi, oxidacié i isomeritzacié (Robards, 2003). A part del métode d’extraccié i el dissolvent escollit,
el temps i la temperatura també sén critics per a I'extraccid. D’aquests parametres en depeén la correcta
solubilitzacié dels compostos fenolics i la seva estabilitat. Els pK, dels compostos fenolics poden anar de 8
a 12 mentre que els seus coeficients de particié o/w comprenen valors entre 6-10” i 1,5. Aixo significa
que els compostos fenolics presenten una considerable diversitat en termes d’acidesa i de polaritat, i aixo
impossibilita I'extraccié optima de tots els tipus de compostos fenolics amb un Unic dissolvent (Robards,
2003).

Els dissolvents més utilitzats, per a I'extraccié d’'un ampli rang de compostos fenolics de matrius diverses,
son barreges aquoses de metanol, etanol i acetona. El metanol extreu amb facilitat els compostos fenolics
excepte els de més pes molecular, com les procianidines polimeriques, les quals s’extreuen més bé amb
acetona. L’extraccié d’antocianines millora amb el metanol acidificat o amb acetona. Les mostres
fresques requereixen menys proporcié d’aigua en el solvent d’extraccié que les mostres seques. A més a
més, en el cas del metanol, és necessari un minim del 70% per inactivar les polifenol oxidases,
indispensable per a obtenir recuperacions optimes (Robards, 2003).

Hidrolisi

Els compostos fendlics presents en els vegetals poden ser caracteritzats com es troben originalment en

\\\\\

extractes permet simplificar la separacié cromatografica, obtenint els flavonoides aglicons a partir dels
flavonoides glicosilats (majoritaris en mostres vegetals) i els acids fenolics a partir dels seus ésters. Amb la
reduccié de la gran diversitat de flavonoides glicosilats presents en les mostres vegetals als seus
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respectius aglicons, es pot identificar i quantificar un nombre més reduit de compostos (Crozier et al.,
1997; Stewart et al., 2000). Una via alternativa a la hidrolisi acida és desglicosilar els flavonoides
mitjancant una hidrolisi enzimatica, més selectiva. En alguns estudis s’ha utilitzat la B-glucuronidasa HP-2
d’Helix pomatia (Torres et al., 2005; Torres et al., 2006). Amb aquestes técniques, pot alterar-se la
diversitat de compostos fenolics presents en una mostra, perqué es poden produir perdues i es poden
formar artefactes.

Meétodes cromatografics

La separacid i analisi individual dels compostos fenolics s’ha realitzat per HPLC, per cromatografia de
gasos (GC) o per electroforesi capil-lar (CE). La GC no és gaire utilitzada, donada la limitada volatilitat dels
flavonoides glicosilats. Per aquest motiu, en GC es necessita derivatitzar, fent les analisis més llargues,
costoses i amb patrons de fragmentacid dificils d’interpretar. La CE permet obtenir una bona eficiéncia de
separacio, pero s’utilitza molt poc per a I‘analisi de compostos fenolics (Cuyckens i Claeys, 2004; Harnly et
al., 2007).

Per separar compostos fenolics la cromatografia liquida HPLC és amb diferéncia la técnica més utilitzada, i
gairebé només s’utilitzen columnes RP (Cyg). La majoria dels compostos fenolics sén acids febles que es
comporten com a molecules neutres i relativament hidrofobiques en una fase mobil debilment acida. En
RP s’elueixen primer els compostos més polars, i els temps de retencié augmenten juntament amb Ia
hidrofobocitat. Malgrat que hi ha un solapament considerable en els temps de retencié segons les
diferents classes de compostos fenolics, es poden fer certes generalitzacions (Harnly et al., 2007):
- Els acids fenolics s’elueixen primer i els flavonoids aglicons i polimetoxilats s’elueixen ultims.
- Eltemps de retencid, és en general, inversament proporcional al grau de glicosilacid.
- Amb el mateix glicosid i a la mateixa posicid, I'ordre d’elucié dels aglicons és el seglent:
flavanones, flavonols i flavones.
- La posicié de I'enllac glicosidic influeix; per al mateix aglicé i glicosid, I'ordre és el seglient: 7-O-
glicosid, 3-0O-glicosid i 4’-0O-glicosid.
- El glicosid influeix; per al mateix aglicd i posicié de I'enllag, I'ordre és el seglient: galactosid,
glucosid, pentosid (xilosid, arabinopiranosid i arabinofuranodsid), ramnosid i glucuronid.

Deteccio

La LC normalment és acompanyada amb deteccid per DAD, proveint aixi dels espectres d’absorcié UV dels
compostos separats. Els anells aromatics dels compostos fenolics son cromofors que permeten obtenir
espectres UV caracteristics (taula 1.6). Aixi doncs, I'espectre UV permet distingir la classe, el grau
d’oxidacié o fins i tot el grau de puresa d’un pic cromatografic. Les antocianidines, per la seva part, tenen
bandes d’absorcid dins I'espectre de llum visible (fet que els déna color). Com a complement del DAD a
vegades s’utilitza també un detector per fluorescéncia (FLD), per als pocs compostos fenolics que
presenten fluorescéncia natural, especialment els flavanols. La robustesa de la deteccié per DAD i les
propietats cromofores dels compostos fenolics fan de la deteccié per DAD una tecnica molt idonia per a
la quantificacié d’aquests compostos (Harnly et al., 2007).
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. Maxims UV
Compost fenolic Classe
(nm)
Acids fenolics
Gallic acid Acid hidroxibenzoic 271.
Caffeic acid Acid hidroxicinnamic 323.
p-Coumaric acid Acid hidroxicinnamic 309.
Flavonoides

Catechin Flavanol (flavan-3-ol) 279.
Apigenin Flavona 267, 338.
Quercetin Flavonol 255, 367.
Naringenin Flavanona 288.

Taula 1.6. Maxims d’absorbancia a I'espectre UV d’alguns compostos fenolics.
Font: Abad-Garcia et al., 2007.

Amb el desenvolupament de les interfases com la ionitzacid a pressié atmosferica (API), I'espectrometria
de masses (MS i MS") es va poder acoblar a la cromatografia liquida, ja que una mostra liquida (procedent
de la LC) es pogué fer passar a fase gasosa dins un mateix sistema. L’electroesprai (electrospray
ionization, ESI) és una interfase APl molt adequada per a compostos ionics i amb elevat pes molecular. La
mostra liquida amb els analits es carrega eléctricament aplicant-li un alt voltatge, convertint-se en un
esprai. El liquid es va carregant fins que esdevé inestable, i per repulsi6 de Coulomb acaba explotant
formant petites gotetes altament carregades (Lemiére, 2001). La LC-MS" ha esdevingut una técnica molt
emprada per a l'analisi i caracteritzacié dels compostos fenolics en mostres vegetals, ja que ofereix
informacio sobre la massa molecular i les caracteristiques estructurals dels compostos (Cuyckens i Claeys,
2004).

Un sistema HPLC-ESI-MS/MS de triple quadrupol (QgqQ) consta de I'equip de cromatografia liquida acoblat
a una interfase (API) d’electroesprai (ESI) i a un sistema d’analitzadors de ions en tandem (MS/MS).
Després de la interfase, els analits carregats passen a I'analitzador de masses. Cada quadrupol esta
format per quatre o més barres magnétiques paral-leles, que condueixen els analits carregats mitjangant
un voltatge. El primer i el tercer quadrupols (Q1 i Q3), aplicant un voltatge determinat, poden capturar o
separar en I'espai els analits en funcié de la seva massa i la seva carrega (m/z). El segon quadrupol (g2)
permet fragmentar els analits que hi passen aplicant-hi un voltatge (cel-la de collisié). La fragmentacio
dels analits a g2 s"anomena “dissociacié induida per col-lisié” (CID) i per que succeeixi cal omplir la cel-la
de col-lisi6 amb un gas inert (habitualment argd). El i6 (o ions) seleccionat en el primer quadrupol
s’anomena “i6 pare” (father), mentre que els fragments obtinguts a la cel-la de col-lisié s"anomenen “ions
fills” (daughters) (Lemiere, 2001). Segons la configuracié de Q1, g2 i Q3, el triple quadrupol pot funcionar
en diferents modalitats, com les mostrades en la figura 1.4.
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Figura 1.4. Esquema dels modes de funcionament d’'un triple quadrupol:
(a) Scan.
(b) Product ion scan.

(c) Single reaction monitoring.
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-Scan:  Q1, q2i Q3 condueixen els analits carregats fins al detector.

-Product ion scan: Q1 deixa passar els analits amb un Unic valor m/z seleccionat; g2 els fragmenta i Q3
analitza els fragments. Aquest mode permet obtenir informacidé estructural d’'un compost
determinat, ja que Q1 deixa passar una Unica m/z (informant sobre el pes molecular del
compost) i Q3 permet detectar tots els fragments obtinguts d’aquest compost (informant sobre
el pes molecular dels fragments, caracteristics d’una estructura determinada).

-Single/multiple reaction monitoring (SRM/MRM): Q1 deixa passar només els analits amb un o més valors
m/z seleccionats, g2 els fragmenta i Q3 selecciona els fragments amb un valor m/z determinat.
Aguest mode és el que ofereix una sensibilitat i una selectivitat més alta, ja que Q1 elimina tots
els interferents de m/z diferents a la de I'analit buscat i Q3 deixa passar només el(s) fragment(s)
gue son propis i caracteristics del compost analitzat (transicio especifica d’un compost).

La informacio obtinguda, el temps de retencid i els espectres UV, MS i de fragmentacié MS/MS permeten
identificar (i quantificar) els compostos d’'una mostra, si aquesta informacié concorda amb la obtinguda a
partir d’un patrd. Si no es pot disposar del patré comercial d’'un compost determinat (fet habitual en els
compostos fenolics), la informacid estructural obtinguda per MS i eventualment I'espectre UV permeten
fer una identificacid provisional (Moco et al., 2006).

Meétodes espectrofotometrics

Les separacions cromatografiques donen una informacié valuosa, pero dificilment es poden determinar
tots els compostos fenolics d’'una mostra amb uns temps i costos d’analisi acceptables. Per aquest motiu
sovint s’ha recorregut a I'estimacio global de compostos fenolics per metodes espectrofotométrics (Stratil
etal., 2006).

Els meétodes més utilitzats, des de fa temps, es basen en el reactiu de Folin-Ciocalteu (Singleton i Rossi,
1965). Aquest reactiu és un complex fosfotungstat-fosfomolibdat que es redueix en presencia de
compostos fenolics, formant un compost blau. L'absorcié a 725 nm és proporcional a la quantitat de
compostos fenolics presents a la mostra, els quals es quantifiquen habitualment en equivalents d’acid
gallic (GAE) o acid cafeic (CAE). Un inconvenient important d’aquesta tecnica és la presencia
d’interferents que també redueixen el reactiu de Folin-Ciocalteu; és el cas de I'acid ascorbic i dels sucres.
Donat que els extractes vegetals que s’analitzen sovint contenen elevades concentracions d’AA, els
meétodes a vegades inclouen una correccié de I’AA (restant el valor d’absorbancia provocat per I'AA
present a la mostra, el qual es coneix determinant separadament I’AA de la mateixa mostra) (Asami et al.,
2003).
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1.4- Influéncia de les practiques agronomiques en el contingut de vitamina C i
compostos fenolics en els aliments vegetals

La preséncia de vitamina C i compostos fenolics en els vegetals es veu fortament afectada per nombrosos
factors. Els més destacables sén la varietat (genotip), les condicions ambientals (llum, temperatura,
humitat, CO, atmosféric i pol-luents) i les practiques agricoles (propietats del sol, qualitat de l'aigua,
nutricié mineral, pesticides, herbicides, salinitat, empelt, poda, sistemes de creixement, promotors del
creixement, maduresa i danys mecanics o malalties). L'efecte d’aquests factors pot explicar-se pel paper
que juguen la vitamina C i els compostos fenolics dins el metabolisme de les plantes i en la seva resposta
a les condicions d’estres (Dorais et al., 2008). Aixi com les condicions ambientals dificilment es poden
regular, una bona estrategia per a aconseguir hortalisses amb nivells optims de vitamines i antioxidants
és incidir en les practiques agricoles.

La selecci6 de la varietat a cultivar és un parametre que convé considerar, donat que influeix
decisivament en el contingut de vitamines i antioxidants. Actualment, i dins el marc de la globalitzacid,
moltes varietats de verdures i hortalisses historicament lligades a zones molt concretes sén substituides
per altres varietats més competitives comercialment. Aquest fet s’accentua per lI'envelliment de Ia
pagesia i que el sector agrari tendeix a unificar-se en grans empreses, deixant de banda les peculiaritats
agricoles que puguin haver en una regioé determinada (DARP, 2000).

Hi ha certes practiques agricoles que per motius culturals o pel seu menor impacte ambiental és
convenient potenciar-les davant altres practiques menys respectuoses. Es el cas, per exemple, d’aquelles
practiqgues que permeten la substitucié dels productes fitosanitaris que s’utilitzen en el tractament dels
cultius contra les plagues o de I'Gs de fertilitzants quimics. La substitucié total o parcial d’aquests agents
quimics permet disminuir I'afectacié que poden causar en el medi ambient, aixi com disminuir I'impacte
gue poden tenir en la salut dels consumidors. A més, poden incorporar-se en els sistemes de cultiu
ecologic, on no és permes I'Us de productes quimics. D’altra banda, la utilitzacié d’algunes d’aquestes
practiques pot comportar un augment en el valor nutricional dels vegetals, incrementant aixi el valor
afegit dels productes vegetals de cultiu ecologic (Schmidt et al., 2006)

Fertilitzacio

La disponibilitat del nitrogen inorganic influeix en la sintesi de metabolits secundaris, proteines i solids
solubles; aixi doncs, cal esperar que el sistema de fertilitzacié influeixi en la presencia d’aquests
components. S’ha trobat que aportacions excessives de nitrogen provoquen una disminucié del contingut
en vitamina C (i I'acumulacid de nitrat en hortalisses foliars), mentre que alguns estudis comparatius han
trobat nivells més alts de vitamina C en cultius amb fertilitzacié organica que en la convencional (Mitchell
et al., 2007; Wang et al., 2008). Per aquesta rad, una estrategia basada en modular la disponibilitat dels
nutrients per potenciar alguns components nutritius és la fertilitzacié a dosis expressament baixes de
nitrogen i/o d’altres minerals (low input system) (Schmidt et al., 2006).
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Aplicacio d’elicitor com a tractament antifungic

Davant un atac per fongs la majoria de plantes responen amb la sintesi de compostos fenolics i
fitoalexines. S’activa aixi una via de defensa de la planta per aturar la proliferacié de la malaltia. S’ha
comprovat que aquestes vies de defensa es poden activar mitjangant la preséncia de determinades
substancies, malgrat manqui la preséncia dels fongs (McNally et al., 2002). Aquestes substancies es
coneixen amb el terme elicitor, i el chitosan i Milsana” en sén dos exemples. El Chitosan és un polisacarid
cationic, insoluble i de gran pes molecular, que s’extreu habitualment de I'exosquelet de crustacis.
Milsana® és un extracte comercial de la planta Reynoutria sachalinensis, una poligonacia originaria del
nord-est asiatic.

Possiblement els mecanismes de defensa de les plantes necessiten la presencia d’un senyal d’alarma per
ser activats, com per exemple un component propi del patogen. El Chitosan i Milsana’, simulant aquests
senyals d’alarma, poden actuar com a inductors de les vies de defensa, i per tant, de la sintesi de
compostos fenolics. L'aplicacié de chitosan o Milsana’ al cultiu pot tenir un doble efecte: en primer lloc, la
resisténcia a la proliferacid de fongs (la planta ja esta preparada abans que aparegui la malaltia) i en
segon lloc, obtenir verdures amb nivells més alts de compostos fenolics (Benhamou et al., 1998; Fofana et
al., 2002).

Diversificacié ecologica per al control natural de plagues

El maneig de I'habitat, establint plantes amb flor entorn al cultiu, permet proveir de pol-len i nectar a
especies depredadores dels insectes que poden constituir una plaga. Aquests depredadors, dificiiment
poden instal-lar-se en un camp convencional tractat amb insecticides, mentre que determinades plantes
representen un fort reclam per a ells. Un exemple és I'Gs dels caps blancs (Lobularia maritima, familia de
les Brassicacies) per atraure sirfids, alguns dels quals son depredadors de pugd (afids) en la fase larvaria i
consumidors de néctar en la fase adulta. Si I'establiment de sirfids és suficient, es redueix la presencia
d’afids a nivells optims sense la necessitat de tractaments quimics (Colley i Luna, 2000; Landis et al.,
2000). No es coneix I'efecte d’aquestes practiques sobre els constituents nutricionals de les verdures.
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2. Objectius

Aquest treball s’engloba dins un projecte financat per la Unié Europea en el qual es busca incrementar
més les propietats nutritives del tomaquet, I'’enciam i la coliflor, identificant aquelles practiques de cultiu
que hi tenen un efecte positiu, i potenciar-les. Una part dels compostos presents en les verdures que
tenen interés nutritiu sén la vitamina C i els compostos fenolics (acids fenolics i flavonoides). Dins aquest
marc, els objectius d’aquest estudi han estat:

- Desenvolupar un méetode HPLC-DAD fiable per quantificar la vitamina C total en enciams i
tomaquets.

- ldentificar els compostos fenolics majoritaris en les varietats d’enciam i tomaquet objectes
d’estudi, per UPLC-DAD-MS/MS.

- Desenvolupar un metode HPLC-DAD fiable per quantificar els principals compostos fenolics de les
mostres d’enciam i tomaquet.
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3. Materials i métodes

3.1- Mostres

Tomagquet (Solanum lycopersicum L.)

Les tomaqueres de planter varen ser trasplantades en hivernacle el febrer del 2008 en el centre de I'IRTA
a Cabrils (Barcelona). El cultiu es prolonga uns 5 mesos, fins al moment de la collita. S'utilitzaren tres
varietats: Pera de Girona, Montserrat (considerades locals) i Caramba (fig.3.1). Es segui un disseny
experimental factorial complet, amb un total de 24 combinacions de factors amb 8 répliques (192
mostres). La figura 3.2 representa esquematicament les variables independents del disseny experimental.

Caramba Pera de Girona Montserrat

Figura 3.1. Varietats de tomaquet utilitzades.

Les condicions agronomiques de creixement foren les habituals per a un cultiu de tomaquet d’hivernacle,
i homogeénies per a totes les plantes, exceptuant dos parametres: la fertilitzacid i el tractament antiflngic.
Referent a la fertilitzacid, es tracta un grup amb dosi alta de nitrogen en la solucié de nutrients (9,50
mEq/L NO,+ 0,43 mEq/L NHZ) i un altre grup amb dosi baixa de nitrogen (5,31 mEq/L NO,+ 0,43 mEq/L
NHZ). La fertilitzacié es realitza mesclant la solucié de nutrients amb l'aigua de reg per goteig. Pel que fa
al tractament antifungic, un grup es tracta amb sofre (80%) 2,5 g/L i un altre grup amb Milsana’ (Bio-
Farming-Systems, Alemanya) 3 mL/L. L’aplicacié d’aquests productes fou a nivell foliar, mitjangant esprai,
en intervals de 7 dies (a partir de I'estadi sisena inflorescéncia visible, a principis de maig). Per tal
d’avaluar també la resisténcia de les tomaqueres enfront a la presencia d’oidi, es varen sacsejar plantes
infectades amb aquest fong per sobre del cultiu.

Els tomaquets (n=206) foren recol-lectats a partir del mes de juny, en dos estadis diferents de maduracié:
5 i 10 (segons el Code Couleur Tomate, Ctifl, Franca). Després de la collita, els tomaquets han estat
rapidament refrigerats (4 °C fins a 2 hores després de la collita), envasats al buit (preservant-los de la llum
i I'oxigen) i posteriorment congelats (-80 °C fins al moment de les analisis).
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Varietat Trac.t alme.nt Fertilitzacio Caial d?,
antifungic maduracié

Pera de Girona

\HEERER

Montserrat

Caramba

Dosi alta N

Figura 3.2. Els quatre factors agronomics considerats en el disseny experimental.

Enciam (Lactuca sativa L. var. longifolia)

Els enciams, de la varietat romana (cos), varen ser plantats en camps de tres localitats diferents, durant
els anys 2007 i 2008. A cada camp, es varen diferenciar dos blocs amb una estratégia per a combatre les
plagues diferent a cada un (fig. 3.3):
- Convencional: Us dels pesticides utilitzats habitualment en el cultiu d’enciam.
- Lobularia: Us de la diversificacié ambiental amb Lobularia maritima com a planta companya, amb
I'objectiu d’atraure els depredadors naturals de les plagues.

Les localitats foren:
- Santa Susanna (Maresme, Barcelona). Cultiu realitzat el 2007 (n = 8+8).
- L’Estartit (Baix Emporda, Girona). Cultiu realitzat el 2008 (n = 4+4).
- Riudellots de la Selva (La Selva, Girona). Cultiu realitzat el 2008 (n = 4+4).

Convencional Lobularia

Figura 3.3. Cultiu d’enciam en els blocs “Convencional” (s de pesticides) i “Lobularia”
(diversificacié ambiental).

Els enciams varen ser recol-lectats durant el mes de juny, rapidament refrigerats (4 °C), rentats amb aigua
(corrent i ultrapura), envasats al buit (preservant-los de la llum i I’oxigen) i congelats a -80 °C el mateix dia
de la collita.
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3.2- Reactius i patrons

L'aigua ultrapura s’ha obtingut amb el sistema de purificaci6 Milli-Q Advantage, de Millipore Ibérica
(Madrid, Espanya). El metanol grau HPLC s’ha obtingut de J.T. Baker (Deventer, Paisos Baixos).
L’acetonitril grau MS s’ha obtingut de Merck (Darmstadt, Alemanya). El DTT, TCA, acid fosforic, acid
hidrogenfosforic, EDTA, carbonat de sodi, acid clorhidric, TBHQ, acid acétic, acid formic, reactiu de Folin-
Ciocalteu, B-glucuronidasa tipus HP-2 d’Helix pomatia, B-glucosidasa d’ametlla i B-glucosidasa
d’Aspergillus niger s’han obtingut de Sigma-Aldrich (Madrid, Espanya).

Els patrons d’acid ascorbic, acid cafeic, acid p-cumaric, acid gal-lic, 5-caffeoylquinic acid, quercetin-3-0O-
rutinoside, naringenin, naringenin-7-O-rhamnoglucoside, quercetin-3-O-rhamnoside, myricetin, quercetin,
luteolin, apigenin i kaempferol han estat obtinguts de Sigma-Aldrich (Madrid, Espanya). Els patrons de
kaempferol-3-O-rutinoside, naringenin-7-O-glucoside, quercetin-3-0-glucoside, kaempferol-3-O-glucoside
i myricetin-3-O-rhamnoside han estat obtinguts d’Extrasynthése (Genay, Franca). Els patrons de 1,3-
dicaffeoylquinic acid i caffeoyltartaric acid s’han obtingut de ChromaDex (Santa Ana, EEUU). Els patrons
de quercetin-3-O-glucuronide i 3-caffeoylquinic acid s’"han obtingut de TransMIT (GieRen, Alemanya). El
patré de dicaffeoyltartaric acid s"ha obtingut de PhytolLab (Vestenbergsgreuth, Alemanya).

3.3- Analisi de vitamina C en tomaquet i enciam

3.3.1- Extraccio i conversio

Les mostres de tomaquet i enciam conservades a -80 °C varen ser moltes (congelades) en una picadora
Blixer 3 (Robot Coupe, Isleworth, Regne Unit). L'extraccié de vitamina C es realitza en medi acid i amb
presencia d’antioxidant, per preservar la seva estabilitat. Es van assajar tres protocols diferents
d’extraccio, detallats a continuacié.

Protocol 1

Adaptacié de les condicions d’extraccié descrites per Brause et al. (2003) en fruita, on es va utilitzar DTT
0,1 % com a agent reductor per preservar I’AA i al mateix temps reduir el DHA a AA. Aquests autors
també varen utilitzar TCA 2 % per precipitar proteines, si els extractes en contenien (no era necessari per
acidificar el medi, donat que les mostres del seu estudi eren suficientment acides). Un gram de mostra
homogenia va ser abocat en 10 mL de TCA 2 %-DTT 0,1 %, es va agitar 1 min en vortex i es va centrifugar a
10.000 rpm durant 15 min a 4 °C en una centrifuga J2-MC (Beckman-Coulter, Fullerton, EEUU).

Protocol 2

Modificacié del protocol 1, emprant acid fosforic en comptes de TCA. Un gram de mostra homogeénia va
ser abocat en 10 mL de H3PO4 5 %-DTT 0,1 %, es va agitar 1 min en vortex i es va centrifugar a 10.000 rpm
durant 15 min a 4 °C en una centrifuga J2-MC (Beckman-Coulter, Fullerton, EEUU).
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Protocol 3

Adaptacié del métode descrit per Lopez et al. (2005) en olives de taula, on es va utilitzar HPO; (acid
metafosforic) 6% per acidificar i EDTA 1 mM com a quelant de metalls, per preservar I’AA durant
I’extraccié. Va seguir una fase de conversid, on es va utilitzar DTT 0,2 % en tampd fosfat a pH 7 i K;HPO,
45 %, aturant la reduccié mitjancant I'addicié de H3PO, 2 M. Un gram de mostra homogeénia es va abocar
en HPO3; 6 % - EDTA 1 mM, fins a un pes final de 10 g. Es va agitar 1 min en vortex i es mantingué en un
agitador orbital AN-2 (SBS Instruments) durant 5 min a 4 °C. Es va centrifugar a 10.000 rpm durant 10 min
a 4 °C en una centrifuga J2-MC (Beckman-Coulter, Fullerton, EEUU). Cinc-cents pL de sobrenedant es
mesclaren amb 300 uL de tampod fosfat pH 7 — DTT 0,2 % i 150 uL de K,HPO, 45 %, es mantingueren 10
min a temperatura ambient i a les fosques i posteriorment s’afegiren 300 plL de H;PO, 2M.

3.3.2- Analisi HPLC-DAD

Els extractes tractats amb els protocols 1 i 3 s’han diluit per fer-los compatibles amb la fase mobil; amb
els extractes del protocol 2 no fou necessari. Immediatament abans de la LC els extractes foren filtrats
amb filtres de membrana de nylon 13 mm de diametre i 0,45 um de porus (Teknokroma, St. Cugat del
Valles, Barcelona).

L’analisi cromatografica es va realitzar en un cromatograf liquid Agilent Series 1100, equipat amb un
detector DAD (Agilent Technologies, Santa Clara, EEUU). Per a la separacié es va utilitzar una columna
Zorbax SB-Ag (3,0 x 150 mm), @ de particula 3,5 um (Agilent Technologies, Santa Clara, EEUU). La fase
mobil utilitzada va consistir en H,0-H;PO, pH 2,3, amb flux isocratic de 0,45 mL/min i a temperatura
ambient. Es varen injectar 10 uL de cada extracte i es va enregistrar |'absorbancia a 244 nm. Les dades
cromatografiques foren controlades amb el programari Chemstation (Agilent Technologies, Santa Clara,
EEUU).

Identificacid i quantificacié de I’acid ascorbic

El pic corresponent a AA en les mostres va identificar-se mitjancant la injeccié de patrd, comparant el
temps de retencidé i I'espectre UV, i amb extractes fortificats. Es realitzaren extractes de tomaquet i
enciam fortificats amb patré d’AA per confirmar la identificacié del pic. La quantificacié d’AA en els
extractes metanolics d’enciam i tomaquet es porta a terme mitjangant dues rectes de calibracio; per als
extractes dels protocols 1 i 2 s’obtingué una recta amb solucions patré d’AA a diferents concentracions,
relacionant ng d’AA injectats i area cromatografica obtinguda. Per als extractes del protocol 3, s’obtingué
la recta de calibraci6 amb solucions patré a diferents concentracions tractades amb el procés de
conversio.

Factor de capacitat

El factor de capacitat (k) del pic d’AA es calcula segons I'expressié segiient:

k = (taa —to)/to
on taa és el temps de retencidé de I'AA i ty és el temps mort (temps corresponent a un analit que no es
reté).
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Recuperacié
El calcul de la recuperacid per a cada protocol d’extraccié es realitza amb mostres comercials de

tomaquet i enciam fortificades. La fortificacié s’ha realitzat afegint una quantitat coneguda d’AA a la
mostra abans de I'extraccié. La recuperacio es va calcular seguint I'esquema de la taula 3.1, tenint en
compte I'augment en la quantitat d’acid ascorbic mesurat per HPLC en la mostra fortificada respecte a la
mateixa mostra sense fortificar.

Mostra sense fortificar ——>  (x) ng AA (x) es determina per HPLC
Mostra fortificada ————> (x+y) ng AA (x+y) es determina per HPLC

Fortificacié:
Valor observat —> (y) ng AA = (x+y)-(x)
Valor teoric (esperat) ——> (z) ng AA (z) coneguda

% Recuperacio =y /z-100

Taula 3.1. Calcul de la recuperacio pels metodes d’extraccid i analisi.

Plats teorics
L'eficacia de la separacié del métode d’analisi d’AA s’avalua amb el parametre de plats teorics (N). Es
calcula amb la funcié seglient:

on “ty” és el temps de retencié de I'analit, “W»%"” és I'amplada del pic a la meitat de I'altura i “a” és la
constant 5,54 (depén del tipus d’amplada de pic utilitzada per a fer el calcul). Per al calcul s’utilitza una
solucid diluida de patré d’AA.

Limit de deteccid

La concentracié minima d’AA present en el tomaquet i I'enciam capac de ser detectada amb el metode
d’analisi de compostos fenolics intactes es calcula considerant una relacié senyal/soroll de 3. El limit de
deteccié (LOD) s’expressa com a la concentracid d’AA present en el vegetal que origina un pic amb
I'alcada equivalent a I'algada llindar detectable. El calcul es realitza amb I'algada del pic obtinguda
injectant una solucid patré d’AA en quantitat coneguda en les condicions cromatografiques del métode.
Es considera tot el procés de calcul (amb els factors de recuperacio i dilucid) per convertir la quantitat
d’AA corresponent al pic llindar detectable a la seva concentracio corresponent en el vegetal.

Repetibilitat
La repetibilitat intra-dia del métode d’analisi d’AA amb extraccié en HPOs-EDTA + DTT (extraccié 3) en

tomaquet es calcula analitzant tres extractes diferents del mateix tomaquet, per a tres tomaquets
diferents i en el mateix dia. La repetibilitat intra-dia del meétode en enciam es calcula de la mateixa
manera.
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3.4- Extraccio de compostos fenolics en tomaquet

3.4.1- Métodes d’extraccid

Els extractes es varen realitzar amb metanol 100 %, donat que les mostres eren fresques (amb alt
contingut d’aigua), per tal d’optimitzar la dissolucié dels flavonoides i els acids fenolics a I'extracte. Va
descartar-se I'Gs de temperatures elevades per evitar la degradacié dels compostos fenolics. Es varen
provar i comparar tres metodes d’extraccié diferents amb el mateix tomaquet, amb dues réepliques per a
cada protocol.

La mostra a -80 °C va ser molta encara congelada en una picadora Blixer 3 (Robot Coupe, Isleworth,
Regne Unit). Cinc grams de la mostra homogenia varen ser abocats en 20 g de metanol, i tractats amb els
seglients procediments d’extraccio:

Metode 1: Agitacid
Es mantingué 2 hores en un agitador orbital AN-2 (SBS Instruments) a 4 °C i es centrifuga a 12.000 rpm

durant 10 min a 4 °C en una centrifuga J2-MC (Beckman-Coulter, Fullerton, EEUU).

Meétode 2: Maceracio

Es mantingué overnight (16 h) a 4 °C i es centrifuga a 12.000 rpm durant 10 min a 4 °C en una centrifuga
J2-MC (Beckman-Coulter, Fullerton, EEUU).

Meétode 3: Ultrasons
Es mantingué 15 min en un bany d’ultrasons (J.P. Selecta, Abrera, Barcelona) en aigua freda (0 °C) i es

centrifuga a 12.000 rpm durant 10 min a 4°C en una centrifuga centrifuga J2-MC (Beckman-Coulter,
Fullerton, EEUU).

3.4.2- Analisi de polifenols totals

El métode utilitzat per a aquest assaig és una modificacié del descrit per Singleton i Rossi (1965), basat en
el reactiu de Folin-Ciocalteu. En un matras de 50 mL, es mesclaren 35 mL d’aigua ultrapura, 2,5 mL
d’extracte metanolic i 2,5 mL de reactiu Folin-Ciocalteu, es barreja bé la mescla i es deixa 3 minuts a
temperatura ambient. A continuacid s’afegiren 5 mL de solucié Na,CO; al 35% i s’enrasa el matras amb
aigua ultrapura. Es barreja la mescla i es deixa 2 hores a temperatura ambient i foscor. Es prengueren
aliquotes per mesurar la absorbancia en un espectro-fotometre Graphicord UV-240 (Shimadzu, Kyoto,
Japd) a 725 nm. La lectura espectrofotometrica es féu contra un blanc de reactius.

El contingut en polifenols totals s’expressa en caffeic acid equivalents (CAE), utilitzant una recta de

calibracié obtinguda amb solucions patrd de caffeic acid a diferents concentracions: 10, 20, 100 i 200
mg/L.
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3.5- Analisi de compostos fenolics hidrolitzats en extractes de tomaquet

3.5.1- Métodes d’hidrolisi dels extractes

Va estudiar-se la conveniéncia de fer una hidrolisi dels extractes per simplificar el procés d’identificacié i
quantificacid dels compostos fenodlics. Amb el mateix extracte metanolic de tomaquet, es prova la
hidrolisi en medi acid i mitjancant enzims, amb diferents condicions. La figura 3.4 mostra
esquematicament les condicions d’hidrolisi assajades.

Hidrolisi acida

Es va adaptar el metode descrit per Crozier et al. (1997). Tubs amb aliquotes de 5 g van evaporar-se
completament sota flux de nitrogen i s’hi van afegir 2 mL de solucié metanol 50% — HCl 1,2 M — TBHQ 1,6
g/L— AA 0,1 M. Els tubs tapats es van col-locar en un termobloc (J.P. Selecta, Abrera, Barcelona) fixat a
90°C durant 1 hora o 2 hores.

Hidrolisi acida Hidrolisi enzimatica

B-glucuronidasa B-glucosidasa B-glucosidasa
HCI 1,2 M HCI 1,2 M d'Helix pomatia d'ametlla d'Aspergillus niger
90 °C 90 °C pH=4,8 pH=4,8 pH=4,0
1 hora 2 hores 37°C 37°C 37°C
18 hores 18 hores 18 hores

Figura 3.4. Esquema de les condicions d’hidrolisi assajades.

Hidrolisi enzimatica

Es va utilitzar el métode descrit per Torres et al. 2005 amb B-glucuronidasa, i es van provar dues
glucosidases més. Tubs amb aliquotes d’extracte de 5 g van evaporar-se completament sota flux de
nitrogen i s’hi van afegir 2 mL de tampd acetat (0,78 M —AA 0,1 M) i 100 uL d’extracte comercial amb els
enzims segiients:

- B-glucuronidasa tipus HP-2 d’Helix pomatia, EC 3.2.1.31 (tamp6 a pH 4,8).
- B-glucosidasa d’ametlla, EC 3.2.1.21 (tampd a pH 4,8).
- B-glucosidasa d’Aspergillus niger, CAS 9033-06-1 (tampd a pH 4,0).

Les mostres van incubar-se a 37°C en un bany termostatic durant 18 hores. Seguint el protocol de la

hidrolisi amb B-glucuronidasa també es van analitzar mostres “blanc” en les quals només es van afegir els
reactius, per avaluar la preséncia de contaminants.
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3.5.2- Analisi HPLC-DAD

Es va afegir metanol als extractes hidrolitzats (100 pL als tubs d’hidrolisi acida i 500 uL als tubs d’hidrolisi
enzimatica) per tenir un percentatge de metanol similar al de les condicions inicials del gradient. Es
filtraren amb filtres de membrana PTFE de porositat PTFE de 0,45 um abans d’injectar-los al sistema
HPLC.

El sistema cromatografic consisti en un equip Waters (Waters, Milford, EEUU) equipat amb DAD i FLD. Per
a la separacid es va utilitzar una columna XBridge Shield C18 4,6 x 150 mm, @ de particula 3,5 pm
(Waters, Milford, EEUU). El volum d’injeccié de les mostres fou de 80 L. La separacié es va realitzar amb
un gradient lineal entre 70 % B (metanol 5 % - H3PO, pH 2,5) i 30 % A (metanol 100 % - H3PO,4 pH 2,5) a 35
% B i65 % A en 60 minuts. Es fixa el flux de fase mobil a 1,1 mL/min i la temperatura de la columna a 35
°C. El sistema fou controlat amb el programari Empower 2 Pro (Waters, Milford, EEUU).

La identificacié dels flavonoides hidrolitzats es realitza injectant solucions patré en les mateixes
condicions cromatografiques que les mostres hidrolitzades, comparant els temps de retencié i els

espectres UV dels patrons amb els dels pics obtinguts amb els extractes hidrolitzats. També s’utilitzaren
extractes fortificats.

3.6- Analisi de compostos fenolics intactes en extractes de tomaquet

3.6.1- Analisi UPLC-DAD-ESI-MS/MS

Analisi de compostos fenolics intactes (no hidrolitzats)

Una aliquota de 7 g dels extractes en metanol foren evaporats fins a sequedat sota flux de nitrogen a
temperatura ambient i reconstituits en 1 mL de fase mobil (acetonitril 5 % - acid formic 0,1 %). Es filtra
amb filtres de membrana PTFE de porositat 0,2 um abans d’injectar-ho al sistema UPLC. El sistema
cromatografic consisti en un equip Acquity UPLC (Waters, Milford, EEUU) equipat amb DAD, interfase
amb electroesprai i espectrometre de masses de triple quadrupol. Per a la separacié es va utilitzar una
columna Acquity Shield RP;5 BEH 1,0 x 150 mm, @ de particula 1,7 um (Waters, Milford, EEUU). El volum
d’injeccid de les mostres fou de 5 pL. La separacid es va realitzar amb un gradient lineal de 100% A
(acetonitril 5 % - acid formic 0,1 %) inicials a 72 % A — 28 % B (acetonitril 60 % - acid formic 0,1 %) als 25
minuts i finalment 40 % A — 60 % B als 40 minuts. Es fixa el flux de fase mobil a 0,130 mL/min i la
temperatura de la columna a 35 °C. L'electroesprai es fixa a polaritat negativa (ESI”). El triple quadrupol
es configura en els modes scan i product ion scan. En ambdés casos el voltatge del capil-lar fou de 2,5 KV,
la temperatura de la font de 140 °C, la temperatura de desolvatacié de 350 °C, el flux del gas de
desolvatacid (nitrogen) de 350 L/h, el flux del gas del con (nitrogen) de 20 L/h. En el mode product ion
scan, el gas de col-lisié (argd) es fixa a 0,10 mL/min. Pels compostos fenolics amb disponibilitat de patrd
comercial, els parametres de I'espectrometre de masses es varen optimitzar per obtenir la fragmentacié
idonia de cada un d’ells, mitjangant un test previ dels parametres MS/MS sobre els compostos patrd,
utilitzant la infusié de solucions de compostos patrd i I'aplicacid AutoTune del programari. El sistema fou
controlat amb el programari MassLynx (Waters, Milford, EEUU).
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Identificacié dels compostos fenolics

Solucions patré diluides de flavonoides i acids fenolics foren injectades en les mateixes condicions
cromatografiques que els extractes. El temps de retencid i I'espectre UV serviren per relacionar els
compostos presents en els extractes amb els patrons disponibles. La identificacié dels pics amb patré
disponible es confirma amb la informacié obtinguda per MS (pes molecular) i MS/MS (espectre de
fragmentacid). Els altres pics majoritaris sense patrd disponible s’identificaren de forma provisional amb
I'espectre UV (parametre caracteristic de les diferents classes de compostos fenolics), i la informacié MS i
MS/MS, recollida en la bibliografia.

3.6.2- Analisi HPLC-DAD

Analisi de compostos fenolics intactes (no hidrolitzats)

Una aliquota de 7 g dels extractes en metanol foren evaporats completament sota flux de nitrogen,
reconstituits en 1 mL de fase mobil (metanol 33,5 % -H;PO, pH 2,5) i filtrats amb filtres de membrana
PTFE de porositat 0,45 um abans d’injectar-los al sistema HPLC. El sistema cromatografic consisti en un
equip Waters (Waters, Milford, EEUU) equipat amb DAD i FLD. Per a la separacid es va utilitzar una
columna XBridge Shield RP1g BEH 4,6 x 150 mm, @ de particula 3,5 pum (Waters, Milford, EEUU). El volum
d’injeccié de les mostres fou de 80 pL. La separacié cromatografica es va realitzar amb un gradient lineal
entre 70 % B (metanol 5 % - HsPO, pH 2,5) i 30 % A (metanol 100 % - HsPO4 pH 2,5) a 35 % B i 65 % A en
60 minuts. Es fixa el flux de fase mobil a 1,1 mL/min i la temperatura de la columna a 35 °C. El sistema fou
controlat amb el programari Empower 2 Pro (Waters, Milford, EEUU).

Identificacié dels compostos fenolics
Una série d’extractes foren analitzats per UPLC-DAD-ESI-MS/MS i per HPLC-DAD. Donat que les fases
mobils i estacionaries dels dos sistemes foren substancialment equivalents, amb fase estacionaria Cyg

unida a través d’un grup polar a un substrat ethylene bridged hybrid (BEH) (Waters Cromatografia, 2009),
els perfils dels cromatogrames obtinguts foren similars. Els pics identificats en el primer sistema
s’associaren amb els pics obtinguts en el segon sistema, tenint en compte el desfasament en els temps de
retencid i I'area relativa. A més, solucions patrd diluides de flavonoides i acids fenolics foren injectades en
les mateixes condicions cromatografiques del sistema HPLC-DAD que els extractes. Novament, el temps
de retencié i I'espectre UV serviren per relacionar els compostos presents en els extractes amb els
patrons disponibles. També es fortificaren extractes per recolzar la identificacié dels pics amb patrd
disponible. La resta de pics majoritaris sense disponibilitat de patré, s’identificaren de forma provisional
amb la informacid obtinguda per MS i MS/MS, després d’haver-los associat amb els pics obtinguts en el
sistema UPLC.

Quantificacié dels compostos fenolics

Els compostos presents en els extractes de tomaquet dels quals es disposava de patrd, es quantificaren
utilitzant rectes de calibracié externes obtingudes amb solucions patré a diferents concentracions,
relacionant la quantitat (ng) injectada amb I'area cromatografica obtinguda. Els compostos presents en
els extractes i dels quals no es disposava de patrd foren quantificats utilitzant la recta de calibracio
externa d’'un compost d’estructura molecular similar, tenint en compte la diferencia de pes molecular.
Per tenir en compte les perdues de compostos durant les analisis, es calcula la recuperacié del metode
(percentatge inicial de compostos fenolics en la mostra que son detectats al final del procés d’analisi), i
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s’aplica aquest factor en el resultat final. Les dilucions i concentracions de la mostra sofertes durant el
procés d’analisi també es consideraren en el calcul.

Recuperacié
La recuperacido de l'analisi dels compostos fenolics intactes es calcula amb mostres de tomaquet

fortificades amb quantitats conegudes dels patrons de 5-caffeoylquinic acid, quercetin-3-O-rutinoside,
kaempferol-3-O-rutinoside, naringenin i naringenin chalcone afegides en les mostres abans de I'extraccio.
L'augment en la quantitat de cada flavonoide en la mostra fortificada respecte a la mateixa mostra sense
fortificar correspon a aquella quantitat de compost fenolic que es va afegir i que es recupera al final del
procés d’analisi. Per calcular aquest augment, s’analitzaren set mostres de tomaquet, de les quals, es
feren dos extractes de cada una. Un dels extractes es fortifica a un nivell determinat (dins un rang
coherent amb la quantitat present en el tomaquet) i I'altre extracte s’analitza sense fortificar. El
procediment del calcul fou el mateix que el utilitzat amb I’AA (taula 3.1).

Plats teorics

L'eficacia de la separacié del metode d’analisi de compostos fenolics intactes en tomaquet s’avalua amb
el parametre de plats teorics (N). Es calcula amb la funcié ja descrita en I'apartat 3.3.2. Per al calcul
s’utilitza una mescla de patrons que s’analitza utilitzant el protocol d’analisi de compostos fenolics
intactes.

Limit de deteccid

El limit de deteccid (LOD) per a cada compost present en el tomaquet es calcula seguint la descripcio de
I'apartat 3.3.2. El calcul es realitza amb les algades dels pics obtingudes injectant una mescla de patrons
en quantitats conegudes en les condicions cromatografiques del métode. Es considera tot el procés de
calcul (amb els factors de recuperacié i dilucidé) per convertir la quantitat de compost fenolic
corresponent al pic llindar detectable a la seva concentracié corresponent en el tomaquet.

Repetibilitat del metode

La repetibilitat intra-dia de I'analisi dels compostos fenolics intactes en tomaquet es calcula seguint la
descripcié de I'apartat 3.3.2.

3.7- Analisi de compostos fenolics intactes en extractes d’enciam

3.7.1- Extraccio

Es va seguir el mateix procediment d’extraccid que amb els tomaquets, utilitzant el metode amb
ultrasons. La mostra congelada (-80 °C) va ser molta en una picadora Blixer 3 (Robot Coupe, Isleworth,
Regne Unit), mantenint-les sempre en fred. Cinc grams varen ser abocats en 20 g de metanol, es
mantingué 15 min en un bany d’ultrasons (J.P. Selecta, Abrera, Barcelona) en aigua freda (0 °C) i es
centrifuga a 12.000 rpm durant 10 min a 4 °C en una centrifuga centrifuga J2-MC (Beckman-Coulter,
Fullerton, EEUU).
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3.7.2- Analisi UPLC-DAD-ESI-MS/MS

Analisi de compostos fenolics intactes

Una aliquota de 4 g dels extractes en metanol foren evaporats fins a sequedat sota flux de nitrogen i
reconstituits en 1 mL de fase mobil (acetonitril 5 % - acid formic 0,1 %). Es filtra en filtres de membrana
PTFE de porositat 0,2 um abans d’injectar-ho al sistema UPLC. El sistema cromatografic consisti en un
equip Acquity UPLC (Waters, Milford, EEUU) equipat amb DAD, interfase amb electroesprai i
espectrometre de masses de triple quadrupol. Per a la separacié es va utilitzar una columna Acquity
Shield RP15 BEH 1,0 x 150 mm, @ de particula 1,7 pum (Waters, Milford, EEUU). El volum d’injeccié de les
mostres fou de 5 pL. La separacié cromatografica es realitza amb un gradient lineal de 100% A (acetonitril
5 % - acid formic 0,1 %) inicials a 35 % A — 65 % B (acetonitril 60 % - acid formic 0,1 %) als 30 minuts. Es
fixa el flux de fase mobil a 0,130 mL/min i la temperatura de la columna a 35°C. L’electroesprai es fixa a
polaritat negativa (ESI”). El triple quadrupol es configura en els modes scan i product ion scan. En ambdds
casos el voltatge del capil-lar fou de 2,5 KV, la temperatura de la font de 140 °C, la temperatura de
desolvatacié de 350 °C, el flux del gas de desolvatacié (nitrogen) de 350 L/h, el flux del gas del con
(nitrogen) de 20 L/h. En el mode product ion scan, el gas de col-lisid (argd) es fixa a 0,10 mL/min. Els
parametres de I'espectrometre de masses es varen optimitzar per obtenir la fragmentacié idonia de cada
compost fenolic, mitjangant un test previ dels parametres MS/MS sobre compostos patré, utilitzant la
infusié de solucions de compostos patrd i I'aplicacié AutoTune del programari. El sistema fou controlat
amb el programari MassLynx (Waters, Milford, EEUU).

Identificacio dels compostos fenolics

S’injectaren patrons de compostos fenolics en les mateixes condicions cromatografiques que els extractes
per comparar els temps de retencid i els espectres UV. El pes molecular i els espectres de fragmentacio
obtinguts per MS i MS/MS completaren la informacié. Com en el tomaquet, els altres pics majoritaris
sense patré disponible s’identificaren de forma provisional comparant I'espectre UV i la informacié MS i
MS/MS amb la citada en la bibliografia. En els casos que no hi hagué bibliografia per comparar, es féu una
analisi MS/MS/MS (MS?), induint a una primera fragmentacié dels compostos en el con (i realitzant una
segona fragmentacio en el CID) per dilucidar-ne la seva estructura.

3.7.3- Analisi HPLC-DAD

Analisi d’extractes

Una aliquota de 4 g dels extractes en metanol foren evaporats completament sota flux de nitrogen,
reconstituits en 1 mL de fase mobil (metanol 5 %-HsPO, pH 2,5) i filtrats en filtres de membrana PTFE de
porositat 0,45 um abans d’injectar-los al sistema HPLC. El sistema cromatografic consisti en un equip
Waters (Waters, Milford, EEUU) equipat amb DAD i FLD. Per a la separacio es va utilitzar una columna
XBridge Shield RP.g BEH 4,6 x 150 mm, @ de particula 3,5 um (Waters, Milford, EEUU). El volum d’injeccié
de les mostres fou de 80 L. La separacié cromatografica es dugué a terme amb un gradient lineal entre
95 % B (metanol 5 % - HsPO, pH 2,5) i 5 % A (metanol 100 % - H3PO, pH 2,5) a 45 % B i 55 % A en 70
minuts. Es fixa el flux de fase mobil a 1,1 mL/min i la temperatura de la columna a 35 °C. El sistema fou
controlat amb el programari Empower 2 Pro (Waters, Milford, EEUU).
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Identificacié dels compostos fenolics

Els pics obtinguts en cromatogrames d’extractes analitzats per UPLC-DAD-MS/MS es transferiren als pics
obtinguts en els cromatogrames dels mateixos extractes analitzats per HPLC-DAD, tenint en compte el
desfasament en el temps de retencid i I'area relativa. També s’utilitzaren patrons per relacionar les
compostos presents en els extractes amb els patrons disponibles, i novament, s’utilitzaren extractes
fortificats per recolzar la identificacié. La resta de pics majoritaris sense disponibilitat de patrd
s’identificaren de forma provisional amb la informacié obtinguda per MS i MS/MS, després d’haver-los
associat amb els pics obtinguts en el sistema UPLC.

Quantificacid dels compostos fenolics

Els compostos presents en els extractes d’enciam dels quals es disposava de patrd, es quantificaren
utilitzant rectes de calibracié en matriu obtingudes amb mostres d’enciam fortificades amb patrd a
diferents concentracions, relacionant quantitat (ng) de compost en la mostra amb I'area cromatografica
obtinguda. Els compostos presents en els extractes i dels quals no es disposava de patré foren
quantificats utilitzant la recta de calibracié en matriu d’'un compost d’estructura molecular similar, tenint
en compte la diferéncia de pes molecular.

Plats teorics

L'eficacia de la separacio del métode d’analisi de compostos fenolics intactes en enciam s’avalua amb el
parametre de plats teorics (N). Es calcula amb la funcid ja descrita en I'apartat 3.3.2. Per al calcul s’utilitza
una mescla de patrons que s’analitza utilitzant el protocol d’analisi de compostos fenolics intactes.

Limit de deteccié

El limit de deteccid (LOD) per a cada compost present en I'enciam es calcula seguint la descripcid de
I'apartat 3.3.2. En aquest cas, el calcul de la concentracid en I'enciam de cada compost fenolic que origina
un pic corresponent a un senyal/soroll de 3 es realitza amb les alcades dels pics obtingudes injectant una
mostra d’enciam i utilitzant les rectes de calibracié en matriu.

Repetibilitat del metode

La repetibilitat intra-dia de I'analisi dels compostos fenolics intactes en enciam es calcula seguint la
descripcid de I'apartat 3.3.2.
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4. Resultats i discussio

4.1- Analisi de vitamina C en tomaquet i enciam

4.1.1- Analisi HPLC-DAD

La columna utilitzada, apta per a fases mobils 100% aquoses, juntament amb el flux isocratic de H,O-
HsPO, van permetre retenir I’AA (k = 0,68) dels extractes injectats i eluir-lo en un pic ben resolt i separat
d’altres components de la matriu. La figura 4.1 mostra el cromatograma d’un patré d’AA, el qual surt amb
un temps de retencié de 2,4 min en les condicions cromatografiques d’aquest treball, i la figura 4.2
mostra el seu espectre UV.

mAU |

40 AA
30 I
20 ||

10° |

0““1“‘2““3“‘4““5“‘m‘in

Figura4.1. Cromatograma a A=244 nm d’una solucié patré d’AA (10mg/L), amb un volum d’injeccié de 15 pL.
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Figura 4.2.  Espectre UV del pic de 'AA, corresponent al pic amb tr=2,412 min de la figura 4.1.
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Les rectes de calibracid obtingudes per a cada protocol es mostren en les figures 4.3 (pels protocols 1 2)

i 4.4 (pel protocol 3).

Area ng AA 200 ?
cromatografica injectats
3,23 1
150
7,49 2,5
2
85,61 25 s
[S)
144,2 2
423 >0 £ 100
285,53 100 <
429,72 150 ;n
552,36 200 50
ng = 0,3606(mAU:s) - 2,1832
R?=0,9989 0

0 200 400 600
Area cromatografica 244 nm (mAU-s)

Figura 4.3. Recta de calibracié utilitzada per a la quantificaci6 d’AA en les mostres tractades amb els
protocols 1 (extraccié amb TCA-DTT) i 2 (extraccié amb H3PO4-DTT).

Area ng AA 300 *
cromatografica injectats 5
35,38 5 >0
49,84 10
2 200 .
108,38 20 o
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282,53 50 - /
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422,11 75
’ £ 100
578,19 100 /
839,31 150 5
1212,58 200 /
1960,97 300 0

0 500 1000 1500 2000

ng = 0,1548(mAU-s) + 6,7467 R
Area cromatografica 244 nm (mAU)-s

R?=0,9949

Recta de calibracid utilitzada per a la quantificacio d’AA en les mostres tractades amb el protocol 3

(extraccié amb HPO3-EDTA + DTT).

Figura 4.4.
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4.1.2- Extraccid i conversio

L'extraccié de les mostres de tomaquet i enciam utilitzant TCA i DTT (protocol 1) va permetre extreure
I’acid ascorbic amb una recuperacid satisfactoria (entorn el 80 %), pero els cromatogrames presentaven
un pic mal resolt (probablement degut a la preséncia de TCA a I'extracte) molt a prop del pic d’AA (figs.
4.5i4.6), fet que no passa utilitzant HsPO, i DTT (protocol 2, figs. 4.7 i 4.8) com tampoc amb el HPO3; amb
fase de conversié (protocol 3, figs. 4.9 i 4.10).

mAU

307

251

204

151

10

AA
2.411
f\

Figura 4.5.

mAU
357
301

25]

Cromatograma a A=244 nm d’'una mostra d’enciam extreta amb TCA-DTT (protocol 1).

Figura 4.6.

Cromatograma a A=244 nm d’una mostra de tomaquet extreta amb TCA-DTT (protocol 1).
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Figura 4.7.
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Cromatograma a A=244 nm d’una mostra d’enciam extreta amb H3PO4-DTT (protocol 2).

Figura 4.8.
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Figura 4.9. Cromatograma a A=244 nm d’'una mostra d’enciam extreta amb HPO3-EDTA + DTT (protocol 3).
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Figura 4.10. Cromatograma a A=244 nm d’una mostra de tomaquet extreta amb HPO3-EDTA + DTT (protocol 3). Es
mostra 'espectre UV del pic d’AA (per a comparacié amb patré d’AA vegeu figura 4.2).
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Avaluacié del métode

La recuperacioé d’AA observada en les mostres de tomaquet i enciam, utilitzant el protocol d’extraccié 3
(HPOs-EDTA + DTT), es mostren a la taula 4.1. L'obtencié de cromatogrames més nets i una recuperacio
més elevada amb els extractes seguint el protocol 3 (extraccié amb HPO;-EDTA i fase de conversié amb
DTT), va fer descartar els altres dos i que s’utilitzés aquest darrer per a la determinacié dels efectes dels
tractaments agrondmics sobre el contingut en vitamina C del tomaquet i de I'enciam. El limit de deteccid i
la repetibilitat del métode d’analisi de vitamina C es calcularen emprant I'extraccié del protocol 3.

Recuperacio

Matriu Fortificacio .
mitjana
Tomagquet 25 mg/kg 8 80,5 % 3,4 %
Enciam 10-15 mg/kg 3 77,5 % 10,0 %

Taula 4.1. Recuperaci6 obtinguda en les dues matrius (tomaquet i enciam) amb I’analisi de vitamina C.

El pic d’AA tingué un temps de retencié mig de 2,37 minuts (n = 20, CV = 0,56 %). El nombre de plats
teorics (N) obtinguts pel pic d’AA, injectant 50 ng d’AA, foren de 4.920. Tenint en compte 'algada del
soroll i els factors de dilucié del métode d’analisi, el LOD calculat fou de 38 pg/kg (ppb) en tomaquet i
enciam.

Les determinacions de la concentracié de vitamina C realitzades el mateix dia en tres tomaquets i per
triplicat (tres extraccions diferents de cada tomaquet), tingueren un coeficient de variacié mitja del 4,7 %.
Les analisis realitzades en enciam, seguint el mateix procediment que els tomaquets, tingueren un
coeficient de variacié mitja de 2,9 %.

La taula 4.2 mostra els valors d’AA determinats per a deu mostres d’enciam i deu de tomaquet. Es situen
dins el rang de valors presentats per altres autors (vegeu taula 1.2). Amb el métode d’extraccio amb
HPO;-EDTA i fase de conversié amb DTT, juntament amb la columna Zorbax SB-Aq (Agilent Technologies,
2009) s’aconsegui aillar el pic d’AA d’altres interferents, utilitzant aigua-HsPO, com a fase mobil. L'Us
d’una fase mobil 100 % aquosa i d’una columna de diametre 3 mm permeté realitzar la separacid
minimitzant la generacio de residus toxics, al mateix temps que s’aconsegueix reduir el temps de retencié
de I'AA mantenint el seu factor de capacitat (k). Amb aquesta metodologia no fou necessari I'is de
tampons en la fase mobil que ha estat utilitzat en altres metodes (lwase et al., 2000; Gékmen et al., 2000;
Lykkesfeldt, 2000; Brause et al., 2003), ni fer les derivatitzacions necessaries per un sistema de deteccio
amb fluorimetria (Proteggente et al., 2002; Novdakova et al., 2008). El LOD observat fou similar (lwase,
2000; Heudi et al., 2005; Hernandez et al., 2006) o inferior (Rodriguez-Comesana et al., 2002; Lopes et
al., 2006; Burini, 2007; Odriozola-Serrano et al., 2007) al descrit per altres metodes d’analisi en aliments.

n mg Vitamina C / kg PF
Tomaquet 10 108 - 167
Enciam 10 100 - 131

Taula 4.2. Rang de valors (minim-maxim) de vitamina C total (AA i
DHA) en deu mostres d’enciam i tomaquet, determinats amb
la el metode d’analisi HPLC-DAD desenvolupat.
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4.2- Extraccid de compostos fenolics en tomaquet

Per comparar I'eficacia dels diferents métodes d’extraccié es va fer I'analisi de polifenols totals dels
diferents extractes. La recta de calibracié obtinguda per a I'assaig de polifenols totals es mostra en la
figura 4.11.

Per als tres metodes d’extraccié assajats s’obtingueren valors de polifenols totals semblants, sent el
meétode amb ultrasons el que va donar valors d’extraccid lleugerament més alts (taula 4.3). Per motius de
temps (15 minuts als ultrasons respecte les 2 hores en agitacié i 12 hores en maceracio) es va optar per
utilitzar aquest metode per a I'estudi de les condicions agronomiques sobre el contingut en compostos
fenolics dels tomaquets i dels enciams.

200 .
AbS)-7250m mg/L CAE 150
0,010 10
w
0,075 20 g
0,597 100 3 100 .
1,136 200 =
50
mg/L CAE = 167,62(Abs,5,m) + 6,3154 /
R>=0,9976 0 : :
0,0 0,5 1,0

Abs (725nm)

Figura 4.11. Recta de calibracié utilitzada per a la quantificacié dels polifenols totals, expressat en
equivalents de caffeic acid (CAE).

Extraccio Réplica mg/kg CAE  Mitjana
e 1 226,85
Agitacio 225,18
2 223,50
» 1 220,05
Maceracié 219,68
2 219,30
1 226,85
Ultrasons 233,13
2 239,40

Taula 4.3. Polifenols totals expressats en equivalents de caffeic acid (CAE) d’una
mateixa mostra de tomaquet, utilitzant tres metodes d’extraccié
diferents (dues extraccions independents per cada metode).
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4.3- Analisi de compostos fenolics hidrolitzats en extractes de tomaquet

4.3.1- Analisi HPLC-DAD de patrons de compostos fenolics

Els patrons de flavonoides i acids fenolics analitzats sortiren eluits en els temps de retencid especificats a

la taula 4.4. El gradient, columna i fase mobil utilitzats permeteren separar bé en 51 minuts un ampli

ventall de compostos fenolics, des dels acids fenolics simples més hidrofils (gallic acid, k = 0,70), als

flavonoides aglicons menys hidrofils (kaempferol, k = 31,13). Els flavonoides glicosilats sortiren amb

temps de retencié intermedis. Els espectres UV de cada un es mostren a la figura 4.12.

Compost tg (min) Compost tg (min)
Gallic acid 2,55 Kaempferol-3-O-rutinoside 24,52
Caffeic acid 4,46 Myricetin-3-O-rhamnoside 25,76
Chlorogenic acid 6,26 Myricetin 26,57
p-Coumaric acid 10,72 Naringenin 33,43
Naringenin-7-O-rhamnoglucoside 11,87 Quercetin 38,98
Naringenin-7-O-glucoside 12,56 Naringenin chalcone 41,12
Quercetin-3-0-glucoside 17,64 Luteolin 41,15
Quercetin-3-0O-rhamnoside 18,40 Apigenin 49,42
Quercetin-3-O-rutinoside 19,28 Kaempferol 51,20
Kaempferol-3-O-glucoside 24,07

Taula 4.4.
descrites a I'apartat 3.5.2.
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4.3.2- Hidrolisi acida

S’obtingueren cromatogrames amb pics més importants en els extractes d’una hora que amb els de dues
hores, fet que indica que dues hores d’hidrolisi eren excessives per a I'estabilitat dels flavonoides.
S’identificaren els aglicons quercetin, kaempferol i naringenin (figs. 4.13 i 4.14).
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Figura 4.13.  Cromatograma a 288 nm d’extracte amb hidrolisi acida d’'una hora de tomaquet. S’identifica el flavonoide

naringenin, amb el respectiu espectre UV.
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Figura4.14.  Cromatograma a 370 nm d’extracte amb hidrolisi acida d’'una hora de tomaquet. S'identifiquen els
flavonoides quercetin i kaempferol, amb els respectius espectres UV.
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4.3.3- Hidrolisi enzimatica amb

-glucosidasa d’ametlla

Es pogueren identificar els flavonoides naringenin i naringenin chalcone (figs 4.15i 4.16).

0.030

P

Naringerin

0.040

0.030

AU 0.020

0.010

0.000

Naringenin

NSNSV
250.00 300.00 350.00 400.00

nm

Figura 4.15.

L0 1 B B e B iy B g
30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

5500 6000 6500

Cromatograma a 288 nm d’extracte amb hidrolisi enzimatica amb B-glucosidasa d’ametlla. S’identifica el
flavonoide naringenin, amb el respectiu espectre UV.
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flavonoide naringenin chalcone, amb el respectiu espectre UV.
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4.3.4- Hidrolisi enzimatica amb B-glucosidasa d’Asperqillus nigra

S’identificaren els flavonoides naringenin, quercetin i naringenin chalcone (figs 4.17 i 4.18).

| 0.025 - -
, N Naringenin
i
i 0.020 4 |
0.020- 1|
1 11 290.6
g 0.0154 | I8\
1 AU 1) [
. 1 {
— 0010 |
8 1 ) \
. 00054 |/
n 1 \ / \\
> 0.0124 O-OOO‘H_H‘_H\‘W
) i 250.00 300.00 350.00 400.00
: ‘ nm
0.0081 :
a e
-
| -
0.004+ e
| e
] I
e T o e L e e T L o R e e o T P e oo e i e
0.00 500 10.00 15.00 20.00 2500 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00
Minutes
Figura 4.17.

Cromatograma a 288 nm d’extracte amb hidrolisi enzimatica amb (-glucosidasa d’A. nigra. S’identifica el
flavonoide naringenin, amb el respectiu espectre UV.
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Cromatograma a 370 nm d’extracte amb hidrolisi enzimatica amb B-glucosidasa d’A. nigra. S'identifiquen
els flavonoides quercetin i naringenin chalcone, amb els respectius espectres UV.
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4.3.5- Hidrolisi enzimatica amb B-glucuronidasa d’Helix pomatia

Les analisi de les mostres “blanc” (fig. 4.19) mostraren que luteolin es trobava present en la solucié de B-
glucuronidasa d’Helix pomatia, sent doncs un artefacte de la hidrolisi. En els extractes de tomaquet
hidrolitzats amb B-glucuronidasa s’identificaren els flavonoides naringenin, quercetin, luteolin (artefacte),
naringenin chalcone, apigenin i kaempferol (figs. 4.201i 4.21).
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S’identifica el flavonoide naringenin, amb el respectiu espectre UV.
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Figura 4.21.  Cromatograma a 370 nm d’extracte amb hidrolisi enzimatica amb {-glucuronidasa d’H. pomatia.
S’identifiquen els flavonoides quercetin, luteolin, naringenin chalcone, apigenin i kaempferol, amb els
respectius espectres UV.

La durada de les analisis, amb el temps afegit necessari per a les hidrolisis (una hora en la hidrolisi acida i
divuit en les enzimatiques), juntament amb els resultats poc satisfactoris i poc reproduibles de les
diferents proves d’hidrolisi, feren descartar la inclusié d’una etapa d’hidrolisi en el metode d’analisi de
compostos fenolics en tomaquet.
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4.4- Analisi de compostos fenolics intactes en extracte de tomaquet

4.4.1- Identificacié per UPLC-DAD-MS/MS

Les figures 4.22 i 4.23 mostren els cromatogrames UPLC tipics d’un extracte de tomaquet a 288 nm i 353
nm respectivament, amb els pics majoritaris corresponents a possibles compostos fenolics enumerats. Es
descarta la preséncia dels altres patrons considerats, entre ells, els aglicons quercetin i kaempferol
(presents en els extractes hidrolitzats). Quatre dels pics majoritaris d’aquests extractes coincidiren en ty i
espectres UV amb patrons de compostos fenolics (veure cromatograma dels patrons a fig. 4.24), el que
permeté identificar-los:

(2): 5-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid)

(4): quercetin-3-O-rutinoside

(8): naringenin

(10): naringenin chalcone

La informacié MS i MS/MS obtinguda dels pics majoritaris permeté identificar provisionalment sis
compostos fenolics més (comparant amb dades bibliografiques), i recolzar la identificacié dels compostos
fenolics coincidents amb patrons (comparant amb la informacié MS i MS/MS obtinguda dels patrons). Els
pics es detectaren a I'espectrometre de masses amb un desfasament de 0,15 minuts respecte al detector
DAD. La taula 4.5 mostra un recull de les dades MS i MS/MS de cada pic utilitzades per a la seva
identificacid.

La figura 4.25 presenta |'espectre UV del patrd 5-caffeoylquinic acid (5-CaQA) i del pic (2), coincidents. La
figura 4.26a mostra un MS scan amb els ions de m/z~ 353 seleccionats (m/z™ propia dels ions pares dels
isomers de caffeoylquinic acid), on apareixen el pics (1) i (2), molt propers entre ells. El temps de retencid
de (2) coincidi amb el del patré de 5-CaQA. El seu espectre de fragmentacié MS/MS (fig. 4.26¢) s’ajusta a
I'esperat per a 5-CaQA, segons |'esquema jerarquic de Clifford per a la identificacié dels acids
hidroxicinnamics (Clifford et al., 2003) i amb altres referencies bibliografiques (Moco et al., 2006; Lin i
Harnly, 2007; Ola et al., 2009) amb un pic base de m/z~191 ([quinic acid — H]™) i un i6 secundari feble o no
detectable de m/z~ 179 ([caffeic acid — H]™). La figura 4.26b mostra I'estructura molecular del 5-CaQA i el
model de fragmentacié MS/MS proposat. Aquest compost ha estat identificat préviament en tomaquet
(Martinez-Valverde et al., 2002; Moco et al., 2006; Slimestad i Verheul, 2009).

La figura 4.27 mostra I'espectre UV de (1), que com (2), és el propi d’un derivat d’acid cafeic. La figura
4.28a mostra un MS scan amb els ions de m/z™ 353 seleccionats. Segons I'esquema jerarquic de Clifford
(Clifford et al., 2003) i altres referencies bibliografiques (Moco et al., 2006; Lin i Harnly, 2007), el seu
espectre de fragmentacio MS/MS fou el propi del 4-caffeoylquinic acid (4-CaQA, també anomenat
cryptochlorogenic acid) (fig. 4.28c), amb un pic base de m/z~ 173 ([quinic acid — H — H,0]7), i amb els
fragments m/z~ 191 ([quinic acid — H]"), m/z~ 179 ([caffeic acid — H]™) i m/z™ 135 ([caffeic acid — COOH]").
La figura 4.28b mostra I'estructura molecular del 4-CaQA i el model de fragmentacié MS/MS proposat. En
una analisi posterior, es descarta la possibilitat de confusié amb lisomer 3-caffeoylquinic acid
(neochlorogenic acid), gracies a I’adquisicié d’un patré pur d’aquest compost (el seu temps de retencié no
coincideix amb (1) ni amb (2)). De totes maneres, pel fet de no poder confirmar la identitat de (1) amb un
patrd pur, es considera la seva identificacié com a provisional. 4-CaQA ja ha estat préviament descrit en
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tomaquet (Moco et al., 2006; Slimestad i Verheul, 2009). Per a la descripcié d’aquests compostos es va
seguir la nomenclatura recomanada per la IUPAC (vegeu taula 1.3).

La figura 4.29 mostra I'espectre UV del patré de quercetin-3-O-rutinoside (Q-Rut) i del pic (4), coincidents.
La figura 4.30a mostra un MS scan amb els ions de m/z~ 609 seleccionats (m/z™ dels ions pare de Q-Rut),
on apareix només (4) com a pic amb aquesta m/z”, amb el mateix temps de retencié que el patré de Q-
Rut. El seu espectre de fragmentacié MS/MS fou el propi d’aquest flavonol glicosilat (fig. 4.30c), amb un
fragment de m/z~ 301 ([quercetin — H]™) obtingut a partir de la pérdua de la rutinosa (disacarid de glucosa
i ramnosa) (Mauri et al., 1999; Stewart et al., 2000; Le Gall et al., 2003; Moco et al., 2006). La figura 4.30b
mostra I'estructura molecular de Q-Rut i el model de fragmentacié MS/MS proposat. Aquest compost ha
estat descrit préviament en tomaquet (Mauri et al., 1999; Stewart et al.,, 2000; Moco et al., 2006;
Slimestad i Verheul, 2009).

A la figura 4.31 s’hi mostra I'espectre UV del patré de naringenin (Nar) i del pic (8), coincidents. La figura
4.32a mostra un MS scan amb els ions de m/z~ 271 seleccionats (m/z~ dels ions pare de Nar i de
naringenin chalcone), on apareixen dos pics, (8) i (10). El pic (8), amb el mateix temps de retencié que el
patré de Nar, tingué I'espectre de fragmentacié MS/MS esperat per a aquesta flavanona (fig. 4.32c), amb
fragments de m/z~ 177, 151, 119, 107 i 93 (Sanchez-Rabaneda et al., 2003; Ma et al., 2006; Tsimogiannis
et al., 2007). La figura 4.32b mostra I'estructura molecular de Nar i el model de fragmentacié MS/MS
proposat. Aquest compost ja ha estat descrit en tomaquet (Moco et al., 2006; Slimestad i Verheul, 2009).

La figura 4.33 mostra I'espectre UV del patrd de naringenin chalcone (NarChalc) i del pic (10), coincidents.
La figura 4.34a mostra un MS scan amb els ions de m/z~ 271 seleccionats, on apareixen el pic de
naringenin (8) i el pic (10), amb el temps de retencié del patré de NarChalc. L'espectre de fragmentacid
MS/MS fou el propi per a aquesta calcona (fig. 4.34c), amb fragments de m/z~ 151, 119 i 107 (Moco et al.,
2006; Tsimogiannis et al., 2007). La figura 4.34b mostra I’estructura molecular de NarChalc i el model de
fragmentacié MS/MS proposat. Altres treballs han descrit préviament aquest compost en el tomaquet (Le
Gall et al., 2003; Moco et al., 2006; Slimestad i Verheul, 2009).

Els altres compostos fenolics majoritaris, sense disponibilitat de patrd, s’identificaren provisionalment
utilitzant la informacio obtinguda per DAD, MS i MS/MS. Per DAD es detectaren tres derivats d’acid cafeic
més (a part de 4-CaQA i 5-CaQA): (6), (7) i (9), a tr 24,46, 27,51 i 35,65 min respectivament (fig. 4.23). Per
MS ESI- en mode MS scan s’obtingueren els respectius valors m/z™ dels seus ions moleculars:

(6): m/z~ 515

(7): m/z~ 515

(9): m/z~ 677

La figura 4.35 presenta I'espectre UV del pic (6), caracteristic d’'un derivat d’acid cafeic. La figura 4.36a
mostra un MS scan amb els ions de m/z~ 515 seleccionats, amb els pics (6) i (7). L'espectre de
fragmentacié MS/MS de (6) (fig. 4.36¢) coincidi amb el d’un dicaffeoylquinic acid (DiCaQA), compost
format per I'esterificacié de dos acids cafeics en un acid quinic, d’acord amb la bibliografia (Clifford et al.,
2005; Moco et al., 2006; Lin i Harnly, 2007). S’obtingué un fragment de m/z~ 353 ([caffeoylquinic acid —
H]"). La figura 4.36b mostra I'estructura molecular d’'un DiCaQA i el model de fragmentacié MS/MS
proposat.
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La figura 4.37 mostra I'espectre UV del pic (7), també propi d’un derivat d’acid cafeic. La figura 4.38a
mostra un MS scan amb els ions m/z~ 515 seleccionats, amb el pic (7). Com el pic (6), I'espectre de
fragmentacié MS/MS de (7) (fig. 4.38c) també presenta un fragment de de m/z™~ 353 ([caffeoylquinic acid
— H]"), a més a més dels fragments amb m/z~ 179 ([caffeic acid — H]") i 173 ([quinic acid — H — H,0]").
Amb aquesta informacio contrastada amb la bibliografia (Clifford et al., 2005; Moco et al., 2006; Lin i
Harnly, 2007), el compost (6) s’identifica provisionalment com a dicaffeoylquinic acid | (DiCaQA 1) i el
compost (7) com a dicaffeoylquinic acid Il (DiCaQA 1l). La figura 4.38b mostra I'estructura molecular de
DiCaQA Il i el model de fragmentacié MS/MS proposat. La preséncia dels isomers DiCaQA ja ha estat
esmentada en altres treballs realitzats amb tomaquet (Moco et al., 2006; Slimestad i Verheul, 2009).

La figura 4.39 presenta I'espectre UV del pic (9), que com en els dos anteriors casos, fou el tipic d'un
derivat d’acid cafeic. La figura 4.40a mostra un MS scan amb els ions m/z~ 677 seleccionats, on
s’obtingueren els pics (9) i (9*). L'espectre de fragmentacié MS/MS de (9) (fig. 4.40c) fou caracteristic per
a un tricaffeoylquinic acid (TriCaQA) (Moco et al., 2006; Clifford et al. 2007), amb fragments de m/z" de
515 ([DiCaQA — H]7), 353 ([CaQA — H]) i 173 ([quinic acid — H — H,0]"). La figura 4.40b mostra
I'estructura molecular de TriCaQA i el model de fragmentacié MS/MS proposat. Aquest compost ja ha
estat préviament descrit en tomaquet (Moco et al., 2006; Slimestad i Verheul, 2009).

El pic (9bis) resta sense identificar, en no obtenir-se un espectre UV (fig. 4.41) ni un espectre de
fragmentacié coneguts. La figura 4.42a mostra un MS scan amb els ions m/z~ 677 seleccionats, amb el pic
9bis; la figura 4.42b mostra I'espectre de fragmentacié de 9bis.

Per DAD es detecta també un compost (3) amb espectre UV de flavonol a t; 20,53 min (fig. 4.43). El i6
pare obtingut per MS ESI" d’aquest compost tingué m/z~ 741. La figura 4.44a mostra un MS scan amb els
ions m/z~ 741 seleccionats, amb el pic (3). Un dels ions fills obtinguts per MS/MS (fig. 4.44c) tingué m/z-
301 ([quercetin — H]"). Els altres fragments obtinguts concorden amb la descomposicié d’un trisacarid
amb pes molecular 458 Da unit a quercetin, compost per una desoxihexosa (m/z™ 164), una hexosa (m/z"
179) i una pentosa (m/z~ 150). El fragment de m/z~ 609 correspon a quercetin unit al disacarid de
desoxihexosa i hexosa amb pérdua de la pentosa ([quercetin-deoxyhexoside-hexoside — H]~), mentre que
el fragment de m/z™ 179 es correspon amb I’hexosa lliure. Donat que en el tomaquet ja s’hi ha identificat
el compost quercetin-3-O-rutinoside (m/z~ 609), és a dir, quercetin unit a un disacarid de desoxihexosa
(ramnosa) i hexosa (glucosa), el més provable és que aquests dos glucids també es trobin presents a (3).
Amb la informacié obtinguda, es designa de forma provisional aquest compost amb el nom de quercetin
trisaccharide (Q-Tris). La identificacié d’aquest compost s’ajusta a la informacid préviament descrita en la
bibliografia (Mauri et al., 1999; Moco et al., 2006). La figura 4.44b mostra I’estructura molecular de Q-Tris
i el model de fragmentacié MS/MS proposat. Altres treballs han descrit anteriorment aquest compost en
tomaquet (Mauri et al., 1999; Moco et al., 2006; Slimestad i Verheul, 2009).

Un darrer compost de m/z~ 593 (5), fou detectat per MS scan a tgz 24,54 min (fig. 4.45a). El temps de
retencié i el pes molecular foren coincidents amb el patré de kaempferol-3-O-rutinoside (K-Rut). També
fou coincident I'espectre de fragmentacié MS/MS (4.45c), amb la formacié d’un i6 fill de m/z~ 285
([kaempferol — H]™) (Le Gall et al., 2003, Moco et al., 2006). La figura 4.45b mostra 'estructura molecular
de K-Rut i el model de fragmentacié MS/MS proposat. Emprant el sistema UPLC aquesta informacié no
pogué ser complementada amb el corresponent espectre UV, degut a que aquest compost sorti coeluit
amb dicaffeoylquinic acid 1. K-Rut ha estat préviament identificat en tomaquet (Moco et al., 2006;
Slimestad i Verheul, 2009).
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UPLC-DAD-MS/MS

[M-H] Voltatge  Energia Fragments MS/MS (m/z")
Compost o Con col-lisié Referéncies
(m/z7) (V) (ev) Tomagquet Patrons Bibliografia
o 191 (a0%), 179 (90%), 191, 179¢, N
1) 4-C I id - 4-C: 353 -30 -15 - acli L
(1) affeoylquinic acii aQA 173 (100%), 135 (30%). 1737 135°, Clifford 2003, "Moco 2006, "Lin 2007.
1917, 179%, °Clifford 2003, "Moco 2006,
(2) 5-Caffeoylquinic acid - 5-CaQA 353 -30 -15 191 (100 %). 191 (100 %). be . . 4
173", 135°, Lin 2007, “0la 2009.
741 , 609 (10%),
(3) Quercetin trisaccharide - Q-Tris 741 -30 25 (100%), 699 (10%) - 01%, 271°, 255", *Mauri 1999, "Moco 2006.
301 (20%), 179 (10%).
465°, 301" *Mauri 1999, °Stewart 2000,
(4) Quercetin-3- O-rutinoside - Q-Rut 609 -30 -25 609 (200 %), 301 (20%). 609 (100 %), 301 (25 %). i . . auri 3 dewar )
271¢, 255, Le Gall 2003*, ®Moco 2006.
(5) Kaempferol-3- O-rutinoside - K-Rut 593 -30 -25 593 (100 %), 285 (90 %). 285 (100 %). 447, 285, *Le Gall 2003, ®Ola 2009.
353%,335%, 1917, *Clifford 2003, "Moco 2006,
(6) Dicaffeoylquinic acid I - DiCaQA I 515 30 30 353 (100%. - Bt e < oco
179, 173°, 135" Lin 2007.
353 (ao%), 179 , 353", 335%, 1917, *Clifford 2003, "Moco 2006,
(7) Dicaffeoylquinic acid II - DiCaQA I 515 -30 30 {4070, 173 (1007 - Bt ord < oce
173 (60 %). 179, 173°, 135°. Lin 2007.
o 177 (20%), 151 (100%) 177 30%), 151 (100 %) 177%,151%°, 119°
8) N - N 271 -30 -20 g ’ g g ! T °s4 . i
(8) Naringenin - Nar 119 (10%), 107 20%), 93 (20%) | 119 (s0%), 107 (30%), 93 (10%) 107° 93 83", Sédnchez-Rabaneda 2003, "Ma 2006.
515 , 353 (50%), 515, 497°, 3537,
(9) Tricaffeoylquinic acid - TriCaQA 677 30 30 (100%), 333 (50%) - *Moco 2006, Clifford 2007.
173 (100 %). 335%,179°, 173°.
151 , 119 (15 %), 151 , 119 (10%),
(10) Naringenin chalcone - NarChalc 271 -30 -20 (o ey (2 92 151° *Moco 2006.
107 (15 %). 107 (10 %).

Taula 4.5. Llista dels compostos presents en els extractes de tomaquet avaluats, amb les respectives dades MS i MS/MS utilitzades per a la seva identificacio.
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Figura 4.26.  (a) MS scan d’extracte de tomaquet amb els ions m/z~ 353 seleccionats.
(b) Estructura molecular de (2) i model de fragmentacié MS/MS proposats.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-15 eV) del compost (2) amb tr 8,17 min.
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(b) Estructura molecular de (1) i model de fragmentacié MS/MS proposats.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-15 eV) del compost (1) amb tr 7,66 min.
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Figura 4.29. Espectre UV del patré de quercetin-3-0-rutinoside (esquerra) i del pic (4) de I'extracte de tomaquet
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Figura 4.30.  (a) MS scan d’extracte de tomaquet amb els ions m/z~ 609 seleccionats.
(b) Estructura molecular de (4) i model de fragmentacié MS/MS proposats.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-25 eV) del compost (4) amb tr 21,69 min.
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Figura 4.32.

(@) MS scan d’extracte de tomaquet amb els ions m/z~ 271 seleccionats

(b) Estructura molecular de (8) i model de fragmentacié MS/MS proposats.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-20 eV) del compost (8) amb tr 32,57 min
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(a) MS scan d’extracte de tomaquet amb els ions m/z~ 271 seleccionats.
(b) Estructura molecular de (10) i model de fragmentacié MS/MS proposats.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-20eV) del compost (10) amb tr 35,89 min.
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Figura 4.35.  Espectre UV del pic (6) de I'extracte de tomaquet.
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Figura 4.36.  (a) MS scan d’extracte de tomaquet amb els ions m/z~ 515 seleccionats.
(b) Estructura molecular de (6) i model de fragmentacié MS/MS proposats.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-30 eV) del compost (6) amb tr 24,59 min.
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Figura 4.37.  Espectre UV del pic (7) de I'extracte de tomaquet.
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Figura 4.38.  (a) MS scan d’extracte de tomaquet amb els ions m/z~ 515 seleccionats.
(b) Estructura molecular de (7) i model de fragmentacié MS/MS proposats.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-30 eV) del compost (7) amb tr 27,66 min.
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(b) Estructura molecular de (9) i model de fragmentacié MS/MS proposats.
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(b) Espectre de fragmentacié MS/MS (-30 eV) del compost (9bis) amb tr 27,48 min.
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Figura 4.44.  (a) MS scan d’extracte de tomaquet amb els ions m/z~ 741 seleccionats.

(b) Estructura molecular de (3) i model de fragmentacié MS/MS proposats.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-25 eV) del compost (3) amb tr 20,68 min.

63



4. Resultats i discussio

()
(@) 100- 24,54

%

n\ ~'N‘

\i.“ it MM‘M \

il

Il
|'\

H
h\

”

\

M

\ \
i Mm My

LN

(b)
@ [M-H]
100, Yo 593
285
%
0ttt el o At o AL ol

100 160 220 280 340 400 460 520 580 M/z

Figura 4.45.  (a) MS scan d’extracte de tomaquet amb els ions m/z~ 593 seleccionats.
(b) Estructura molecular de (5) i model de fragmentacié MS/MS proposats.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-25 eV) del compost (5) amb tr 24,54 min.
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4.4.2- Analisi HPLC-DAD

Identificacio HPLC-DAD

Per poder obtenir una separacié HPLC comparable amb la obtinguda en UPLC es va adaptar la composicid
de la fase mobil i el gradient. La figura 4.46 mostra un cromatograma d’una solucié de patrons. Els
compostos fenolics majoritaris dels extractes de tomaquet analitzats es separaren en 42 minuts. Els pics
identificats en els cromatogrames UPLC-DAD pogueren situar-se en els cromatogrames HPLC-DAD
comparant els espectres UV, temps de retencié i la seva area relativa (figs. 4.47 i 4.48). L'ordre d’elucié de
tots els components no fou el mateix en els dos sistemes, probablement degut a les diferencies entre les
dues fases mobils (H,0-metanol-H;PO, en HPLC i H,0-acetonitril-CH,0, en UPLC). En HPLC, els dos acids
dicaffeoylquinic s’avancaren als flavonols glicosilats que els precedien en UPLC: dicaffeoylquinic acid |
s’avanca a quercetin-3-O-rutinoside i kaempferol-3-O-rutinoside, mentre que dicaffeoylquinic acid |
s’avanca a kaempferol-3-O-rutinoside. La identificaci6 numerica dels pics coincideix amb la descrita
préviament en els cromatogrames UPLC (I'ordre de numeracié és segons el temps de retencié en UPLC).
Els quatre compostos fenolics amb disponibilitat de patré pogueren ser confirmats mitjancant fortificacio:
5-caffeoylquinic acid (2), quercetin-3-O-rutinoside (4), naringenin (8) i naringenin chalcone (10).

S’ailla un pic amb espectre de flavonol (5), el qual coincidi en tz i en espectre amb el patré de kaempferol-
3-O-rutinoside (K-Rut). Com els altres compostos amb disponibilitat de patrd, es confirma la identitat de
(5) utilitzant extractes de tomaquet fortificats; cromatogrames d’extractes fortificats amb patré de K-Rut
donaren lloc a pics (5) amb més area que els mateixos extractes sense fortificar. Aixi doncs, es confirma la
identitat del compost de pes molecular 594 Da detectat per UPLC-MS a tz 24,54 min i del qual no es
pogué extreure un espectre UV util (fig. 4.45).

La figura 4.49 mostra els espectres UV de cada un dels compostos identificats en els extractes intactes de
tomaquet, juntament amb el del compost patré quan aquest fou disponible. La taula 4.6 resumeix els
parametres de cada compost emprats per a la seva identificacié en els extractes de tomaquet avaluats.
Els compostos fenolics identificats amb la informacié obtinguda perd sense patré disponible es
consideraren amb identificacié provisional.
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Figura 4.47.  Transferencia dels pics identificats en un cromatograma UPLC (a) a un cromatograma HPLC (b),

registrats a 288 nm. Identificacié del pic: (8): Naringenin.
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Figura 4.48.  Transferéencia dels pics identificats en un cromatograma UPLC (a) a un cromatograma HPLC (b), registrats
a 353 nm. Identificaci6 dels pics: (1): 4-Caffeylquinic acid; (2): 5-Caffeoylquinic acid; (3): Quercetin-3-0O-
trisaccharide; (4): Quercetin-3-O-rutinoside; (5): Kaempferol-3-O-rutinoside; (6): Dicaffeoylquinic acid I
(7): Dicaffeoylquinic acid II; (9): Tricaffeoylquinic acid; (10): Naringenin chalcone.
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Figura 4.49.

Espectres HPLC-UV dels compostos fenolics intactes identificats en el tomaquet, amb els respectius

patrons quan aquests eren disponibles. (continua a la pagina segiient)
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Espectre UV patré
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patrons quan aquests eren disponibles. (continua a la pagina segtient)

Espectres HPLC-UV dels compostos fenodlics intactes identificats en el tomaquet, amb els respectius
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Espectre UV patré

Espectre UV a I’extracte de tomaquet
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patrons quan aquests eren disponibles. (continuacio)
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(a) UPLC-DAD Taula 4.6.
RT tipic Max UV (nm) Llista dels compostos fenolics presents
Compost (min) Tomaquet Patrons en els extractes de tomaquet avaluats.
(1) 4-Caffeoylquinic acid - 4-CaQA 4,32 327. 329. e .
(2) 5-Caffeoyiquinic acid- 5-CaQA sz | au = Y det compostos dentiheats dels
(3) Quercetin trisaccharide - Q-Tris 6,31 323. 324. patrons, obtinguts en el sistema
(4) Quercetin-3- O-rutinoside - Q-Rut 8,61 311. = UPLC-DAD-MS/MS.
(5) Kaempferol-3- O-rutinoside - K-Rut 15,08 259, 357. 256, 357.
(6) Dicaffeoylquinic acid | - DiCaQA | 15,23 330. 329. (b) Temps de retencié (mitjana obtinguda
(7) Dicaffeoylquinic acid Il - DiCaQA Il 15,92 327. - de n mostres, amb el coeficient de variacié
(8) Naringenin - Nar 16,11 256, 355, _ CV) i maxims UV c!els compostgs identificats
(9) Tricaffeoylquinic acid - TriCaQA 17,99 318. - ;{c;eﬁz_pggr];ms, obtinguts en el sistema
(10) Naringenin chalcone - NarChalc 20,97 314. - :
(b) HPLC-DAD
Tomaquet Patrons
Compost R_T n cv Max UV RT n cv Max UV
(min) (%) (nm) (min) (%) (nm)
(1) 4-Caffeoylquinic acid - 4-CaQA 3,86 12 0,81 325 - - - -
(2) 5-Caffeoylquinic acid - 5-CaQA 4,21 12 1,29 326 4,45 10 0,54 326.
(3) Quercetin trisaccharide - Q-Tris 14,95 10 0,39 255,351 - - - -
(4) Quercetin-3- O-rutinoside - Q-Rut 18,81 12 0,12 256, 357 18,84 10 0,77 256, 358
(5) Kaempferol-3- O-rutinoside - K-Rut 24,36 4 0,07 266, 340 24,38 10 0,63 266, 348.
(6) Dicaffeoylquinic acid | - DiCaQA | 16,57 12 0,21 326 - - - -
(7) Dicaffeoylquinic acid Il - DiCaQA Il 23,04 12 0,13 329 - - - -
(8) Naringenin - Nar 33,25 4 0,15 288 33,25 10 0,37 289.
(9) Tricaffeoylquinic acid - TriCaQA 39,83 12 0,13 329 - - - -
(10) Naringenin chalcone - NarChalc 41,38 5 0,07 365 41,38 10 0,36 365.
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Quantificacié dels compostos fenolics amb HPLC-DAD

La taula 4.7 mostra esquematicament els parametres relacionats amb la quantificacié per a cada
compost. La quantificaci6 dels compostos amb patré comercial disponible (5-caffeoylquinic acid,
quercetin-3-O-rutinoside, kaempferol-3-O-rutinoside, naringenin i naringenin chalcone) es realitza
mitjancant les rectes de calibracid representades a la figura 4.50. Les arees cromatografiques de cada
compost s’enregistraren en una longitud d’ona propera al seu maxim d’absorcid. Els derivats de caffeic
acid (caffeoylquinic acid 1, caffeoylquinic acid Il i tricaffeoylquinic acid) es quantificaren emprant la recta
de 5-cafeoylquinic acid mentre que quercetin trisacharide amb la de quercetin-3-O-rutinoside. La
guantitat d’aquests compostos s’expressa en “equivalents de 5-caffeoylquinic acid” en el primer cas i en
“equivalents de quercetin-3-O-rutinoside” en el segon. El resultat en equivalents es corregi considerant el
pes molecular de cada compost, assumint que I'absorbancia originada per una moléecula és la mateixa que
una molecula d’estructura similar pero pes diferent.

Concentracio expressada

Compost A en equivalents de...
(1) 4-caffeoylquinic acid 330 nm 5-caffeoylquinic acid
(2) 5-caffeoylquinic acid 330 nm -
(3) Quercetin trisaccharide 353 nm Quercetin-3-O-rutinoside
(4) Quercetin-3-O-rutinoside 353 nm -
(5) Kaempferol-3-O-rutinoside 353 nm -
(6) Dicaffeoylquinic acid | 330 nm 5-caffeoylquinic acid
(7) Dicaffeoylquinic acid Il 330 nm 5-caffeoylquinic acid
(8) Naringenin 288 nm -
(9) Tricaffeoylquinic acid 330 nm 5-caffeoylquinic acid
(10) Naringenin chalcone 370 nm -

Taula 4.7. Longitud d’ona utilitzada en DAD per a I'enregistrament de les arees cromatografiques
de cada compost (A) i expressié dels resultats en equivalents dels compostos sense
patrd disponible.

14000 /
Area ng 5-CaQA % 12000
0 0 g 10000 /
2473059 800 E /
9712720 3200 S 8000 %
23044220 8000 o
27193919 10000 § 6000
32782635 12000 g
37875779 14000 g 4000 /
ng = 3,7066:10(uV-s) - 189,69 & 2000
R%=0,9987 /
0 T T T

0,E+00 1,E+07 2,E+07 3,E+07 4,E+07
Area cromatografica 330 nm (uV-s)

Figura 4.50. Rectes de calibraci6 dels compostos fenolics quantificats en els extractes de tomaquet.
(continua a la pagina segitient)
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&= 40
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Figura 4.50.  Rectes de calibracié dels compostos fenolics quantificats en els extractes de tomaquet.

(continua a la pagina segtient)
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Figura 4.50.  Rectes de calibracié dels compostos fenolics quantificats en els extractes de tomaquet.
(continuacid)

Recuperacié

Amb el protocol assajat, la recuperaciéo més alta s’obtingué amb 5-caffeoylquinic acid, mentre que la més
baixa fou la mesurada per naringenin chalcone. Els valors obtinguts es troben representats en la taula 4.8.

Recuperacio

Compost Rang fortificacions mitjana cv
5-Caffeoylquinic acid 50 - 150 mg/kg 102,0 % 9,0%
Quercetin-3-O-rutinoside 1,10 - 2,50 mg/kg 90,9 % 8,2 %
Kaempferol-3-O-rutinoside 0,50 - 1,30 mg/kg 95,9 % 6,9 %
Naringenin 2,80-7,25 mg/kg 80,2 % 4,4 %
Naringenin chalcone 1,40 - 2,90 mg/kg 67,7 % 7,8%

Taula 4.8. Mitjana dels valors de recuperaci6 obtinguts a partir d'un nombre n=7 de mostres
fortificades, i el coeficient de variacié (CV) d’aquests valors. Es mostren els nivells minims i
maxims de fortificacié utilitzats per a cada compost.

Plats teorics

Els plats teorics obtinguts per a cada compost fenolic patré, amb el metode d’analisi HPLC-DAD, es
mostren a la taula 4.9.
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ng tz (min) W% (min) N
5-caffeoylquinic acid 909 4,503 0,142 5.571
Quercetin-3-O-rutinoside 909 19,117 0,278 26.197
Kaempferol-3-O-rutinoside 454 24,693 0,308 35.609
Naringenin 2.582 33,555 0,325 59.055
Naringenin chalcone 1.054 41,713 0,289 115.414

Taula 4.9 Plats teorics obtinguts per als patrons dels compostos fendlics. Els valors fan
referéncia a una quantitat de compost patro injectada al sistema HPLC-DAD (ng).
Abreviatures: tr: temps de retencié; W¥%: amplada del pic a mitja altura;

N: nombre de plats teorics.

Limit de deteccid

La taula 4.10 mostra els limits de deteccié (LOD) obtinguts per als compostos fenolics identificats en els
extractes de tomaquet. Els LOD obtinguts comprenen valors entre 1 ug/kg (1 ppb) en pes fresc i 30 ug/kg.
Els valors més baixos s’obtingueren en aquells compostos que donen un senyal UV més alt, és a dir,

aquells que per una determinada quantitat de compost originen pics cromatografics més alts.

LOD (ug/kg)
4-Caffeoylquinic acid 1
5-Caffeoylquinic acid 1
Quercetin trisaccharide 21
Quercetin-3-0-rutinoside 18
Kaempferol-3-O-rutinoside 15
Dicaffeoylquinic acid | 2
Dicaffeoylquinic acid Il 2
Naringenin 7
Tricaffeoylquinic acid 2
Naringenin chalcone 30

Taula 4.10. LOD obtinguts per als compostos fenolics del tomaquet.

Repetibilitat del metode

La repetibilitat intra-dia del metode fou variable segons el compost fendlic, amb dicaffeoylquinic acid |
amb el coeficient de variacid més baix (3,16) i quercetin-3-O-rutinoside amb el més alt (10,97). La taula
4.11 mostra els valors de coeficient de variacié obtinguts per a cada compost fenolic.

cv
4-CaQA 5-CaQA DiCaQAl DiCaQAIll TriCaQA Q-Tris Q-Rut K-Rut Nar NarChalc
3,85% 5,62% 3,16% 480% 525% 7,39% 10,97% 9,22% 7,70% 9,32 %

Taula 4.11. Valors de coeficient de variacié (CV) mitjans obtinguts en analitzar tres tomaquets per triplicat.

(per detall de les abreviatures vegeu taula 4.5)
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Mostres analitzades

El metode d’analisi HPLC-DAD de compostos fenolics en tomaquet desenvolupat permet la quantificacio
rutinaria de deu compostos fenolics de forma relativament senzilla, a partir de la identificacié dels
compostos majoritaris per UPLC-DAD-MS/MS. Hi ha métodes d’analisi descrits préviament que permeten
la caracteritzacié d’'un gran nombre de compostos fenolics en tomaquet (Moco et al., 2006; Moco et al.,
2008; Lijima et al., 2008), pero no els quantifiquen. La majoria de métodes d’analisi quantitatius descrits
en la bibliografia utilitzen la hidrolisi (Hertog, 1996; Crozier et al., 1997; Martinez-Valverde et al., 2002;
Chassy et al., 2006; Mitchell et al., 2007) o bé quantifiquen un nombre inferior de compostos (Stewart et
al., 2000; Slimestad i Verheul, 2005).

La taula 4.12 mostra els valors minims i maxims obtinguts de les analisis de compostos fenolics de dotze
mostres tomaquet (quatre mostres de tres varietats diferents). L'acid clorogénic (5-caffeoylquinic acid)
fou el compost fenolic majoritari en les mostres de les tres varietats de tomaquet analitzades. Els derivats
glicosilats de quercetin (quercetin-3-O-rutinoside en la varietat Caramba i quercetin trisaccharide en les
varietats Montserrat i la Pera de Girona) foren els flavonoides majoritaris. Les mostres de la varietat
Caramba, més riques en flavonoides, també tingueren un important contingut en naringenin chalcone,
present només en traces en les altres dues varietats analitzades. Respecte a la varietat Caramba, les
varietats Pera de Girona i especialment Montserrat tingueren un alt contingut en derivats d’acid
hidroxicinnamic, principalment d’acid clorogénic.

mg/kg PF

(a) Varietat 4-CaQA’ 5-CaQA DiCaQA I' DiCaQA Il* TriCaQA'
Caramba 7,3-17,0 27,2-42,2 1,5-3,1 3,0-5,5 1,1-2,6
Montserrat 6,7-17,1 47,0-104,5 2,2-3,2 8,2-13,5 2,8-6,5
Pera de Girona 4,5-8,3 38,7-60,1 1,2-2,1 3,9-5,5 1,4-2,6

(b) Varietat Q-Rut Q-Tris K-Rut Nar NarChalc
Caramba 8,5-14,2 10,9-14,2 <LOD-0,4 0,1-0,4 3,0-10,4
Montserrat 1,4-3,2 <0,1-4,5 <LOD <LOD <LOD-0,1
Pera de Girona 0,7-0,9 1,4-2,7 < LOD < LOD < LOD

Taula 4.12. Rangs de concentracions (minim-maxim) obtinguts dels derivats d’acid hidroxicinnamic (a) i dels
flavonoides (b) majoritaris de les tres varietats de tomaquet analitzades. S’analitzaren quatre mostres de
cada varietat. PF: en pes fresc. (1): equivalents de 5-CaQA; (2): equivalents de Q-Rut.

(per detall de les abreviatures vegeu taula 4.5)
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4.5- Analisi de compostos fenolics intactes en extracte d’enciam

4.5.1- Identificacié per UPLC-DAD-MS/MS

La figura 4.51 mostra un cromatograma a 330 nm d’'un extracte d’enciam analitzat, amb els pics
majoritaris corresponents a compostos fenolics enumerats. La figura 4.52 mostra un cromatograma a 330
nm d’una solucié de patrons; quatre dels pics obtinguts en extracte d’enciam coincidiren en temps de
retencid i espectre UV amb patrons disponibles:

(1): caffeoyltartaric acid (caftaric acid)

(3): 5-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid)

(5): quercetin-3-O-glucuronide

(6): Dicaffeoyltartaric acid (chicoric acid)

Com en I'analisi de tomaquet, la informacié MS (pes molecular) i MS/MS (espectre de fragmentacid)
permeté confirmar la identificacid d’aquests compostos, comparant-la amb la informacié obtinguda amb
patrons. Per MS i MS/MS s’identificaren provisionalment sis compostos més, dels quals no hi hagué patré
disponible (taula 4.13).

La figura 4.53 mostra I'espectre UV del patrd de caffeoyltartaric acid (CaTA) i del pic (1), coincidents. La
figura 4.54a mostra un MS scan amb els ions de m/z™ 311 seleccionats (m/z™ propia del i6 molecular de
CaTA), on apareix el pic (1) amb el temps de retencié del patré de CaTA. El seu espectre de fragmentacio
MS/MS (fig. 4.54c) fou el propi per a aquest acid fenolic (Llorach et al., 2008), amb la formacié dels ions
fills de m/z™ 179 ([caffeic acid — H]™) i 149 ([tartaric acid — H]"). La figura 4.54b mostra I'estructura
molecular de CaTA i el model de fragmentacié MS/MS proposat. Aquest compost ha estat descrit en
enciam en treballs previs (Ferreres et al., 1997; Caldwell et al., 2003; Sobolev et al., 2005; Llorach et al.,
2008).

La figura 4.55 presenta I'espectre UV del patrd de 5-caffeoylquinic acid (5-CaQA) i del pic (3), coincidents.
La figura 4.56a mostra un MS scan amb els ions de m/z™ 353 seleccionats (m/z” propia dels ions pare de
5-CaQA), on apareix (3) amb el mateix temps de retencié que el patré de 5-CaQA. El seu espectre de
fragmentacié MS/MS (fig. 4.56c) coincidi amb el descrit a la bibliografia (Clifford et al., 2003; Lin i Harnly,
2007; Pernice et al., 2007; Llorach et al., 2008), amb un fragment de m/z" 191 ([quinic acid — H]"). La
figura 4.56b mostra I'estructura molecular de 5-CaQA i el model de fragmentaci6 MS/MS proposat.
Aquest compost ha estat identificat anteriorment en enciam (Ferreres et al., 1997; Hohl et al., 2001,
Romani et al., 2002; Caldwell et al., 2003; Nicolle et al., 2004; Sobolev et al., 2005; Pernice et al., 2007;
Llorach et al., 2008).

La figura 4.57 mostra l'espectre UV del patré de quercetin-3-O-glucuronide (Q-Gluc) i del pic (5),
coincidents. La figura 4.58a mostra un MS scan amb els ions de m/z™~ 477 seleccionats, la m/z”~ dels ions
moleculars de Q-Gluc, on apareix (5) amb el mateix temps de retencid que el patré de Q-Gluc. L’espectre
de fragmentacié MS/MS (fig. 4.58c) fou el propi d’aquest flavonol (Cantos et al., 2002; Mullen et al.,
2004; Llorach et al., 2008), amb el fragment de m/z™ 301 corresponent a 'aglicé quercetin ([quercetin —
H]™). La figura 4.58b mostra I'estructura molecular de Q-Gluc i el model de fragmentacié MS/MS
proposat. Aquest compost ja ha estat descrit en enciam (Ferreres et al., 1997; DuPont et al., 2000; Hohl et
al., 2001; Romani et al., 2002; Llorach et al., 2004; Nicolle et al., 2004; Llorach et al., 2008).
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En la figura 4.59 s’hi mostra I'espectre UV del patré de dicaffeoyltartaric acid (DiCaTA) (chicoric acid) i del
pic (6), coincidents. La figura 4.60a mostra un MS scan amb els ions de m/z~ 743 (m/z" dels ions pare de
DiCaTA) seleccionats, on apareix (6) amb el mateix temps de retencié que el patré de DiCaTA. L'espectre
de fragmentacié MS/MS (fig. 4.60c) coincidi amb el descrit per a aquest acid hidroxicinnamic (Pernice et
al., 2007; Llorach et al., 2008; Ola et al., 2009), amb ions fills de m/z~ 311 ([CaTA — H]™), 293 ([CaTA—H —
H,0J), 179 ([caffeic acid —H]™) i 149 ([tartaric acid — H]"). La figura 4.60b mostra I'estructura molecular de
DiCaTA i el model de fragmentacié MS/MS proposat. Aquest compost ha estat identificat préviament en
enciam (Ferreres et al., 1997; Hohl et al., 2001; Romani et al., 2002; Caldwell et al., 2003; Nicolle et al.,
2004; Sobolev et al., 2005; Pernice et al., 2007; Llorach et al., 2008).

Els altres pics majoritaris varen identificar-se provisionalment amb la informacié DAD, MS i MS/MS
obtinguda. L'espectre UV permeté classificar els compostos presents en els extractes en tres grups:

a) Derivats de flavonol: pics (5) i (8).

b) Derivats d’acid cafeic: pics (1), (3), (6) i (7).

c) Derivats d’acid cumaric: pics (2), (4), (9) i (10).

El pic (8) presenta un espectre UV tipic de flavonol (fig. 4.61). El i6 molecular obtingut per MS scan de
m/z~ 549 (fig. 4.62a), i I'espectre de fragmentaciéo MS/MS (fig. 4.62c) coincidiren amb les dades descrites
pel compost quercetin-3-0O-malonylglucoside (Q-MaGlu) (Pernice et al., 2007; Llorach et al., 2008;
Heimler et al.,, 2009). L'analisi MS/MS obtingué els fragments amb m/z~ 505 ([quercetin-3-O-
malonylglucoside — COOH]"), 463 ([quercetin-3-0-glucoside — H]~, per pérdua del grup malonyl) i 301
([quercetin — H]~, per pérdua del grup malonylglucoside). La figura 4.62b mostra I'estructura molecular de
Q-MaGlu i el model de fragmentacié MS/MS proposat. Q-MaGlu ja havia estat identificat préeviament en
enciam (Ferreres et al., 1997; DuPont et al., 2000; Hohl et al., 2001; Romani et al., 2002; Caldwell et al.,
2003; Llorach et al., 2004; Pernice et al., 2007; Llorach et al., 2008).

L'espectre UV de (7) (fig. 4.63) fou el tipic d’un derivat d’acid cafeic. L’analisi MS scan mostra que el seu
i6 pare tingué m/z~ 515, la propia d’un dicaffeoylquinic acid (DiCaQA) (veure monitoritzacié scan amb
m/z~ 515 seleccionada, fig. 4.64a). El temps de retencié no coincidi amb el del patré de 1,3-
dicaffeoylquinic acid (fig. 4.52, espectre UV a fig. 4.63), el que descarta la preséncia d’aquest isomer. De
totes maneres, el seu espectre de fragmentacié (fig. 4.64c) coincidi amb el d’'un DiCaQA, amb els ions fills
de m/z™ 353 ([CaQA — H] 7), 191 ([quinic acid — H]"), 179 ([caffeic acid — H]") i 135 ([caffeic acid — H —
COO0Y’) (Lin i Harnly, 2007; Pernice et al., 2007; Llorach et al., 2008; Ola et al., 2009). Els treballs realitzats
préviament en enciam descriuen uUnicament la presencia de lisomer 3,5-dicaffeoylquinic acid
(isochlorogenic acid) en aquest vegetal (Ferreres et al., 1997; Romani et al., 2002; Pernice et al., 2007,
Llorach et al., 2008); per aquest motiu, (7) s’identifica provisionalment com a 3,5-dicaffeoylquinic acid
(3,5-DiCaQA). La figura 4.64b mostra I'estructura molecular de 3,5-DiCaQA i el model de fragmentacié
MS/MS proposat.

Quatre compostos majoritaris tingueren espectre UV caracteristic de derivat d’acid cumaric, amb un
maxim d’absorcié proper a 310 nm: (2), (4), (9) i (10). La figura 4.65 mostra I'espectre UV de (2). Els
fragments obtinguts per MS/MS de (2) (fig. 4.66c¢) tingueren m/z~ 163 ([coumaric acid — H]") i m/z~ 149
([tartaric acid — H]7). El valor m/z™ del i6 pare de (2) fou de 295 (fig. 4.66a), el que concorda amb
coumaroyltartaric acid (CoTA) (Cantos et al., 2002; Amaral et al., 2005). Conseqlientment, s’identifica
provisionalment aquest compost com a CoTA; la figura 4.66b mostra la seva estructura molecular i el
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model de fragmentacié MS/MS proposat. No s’han trobat referéncies bibliografiques d’aquest compost
en enciam.

La figura 4.67 mostra I'espectre UV de (4). Dos fragments obtinguts per MS/MS de (4) (fig. 4.68c)
tingueren m/z~ 191 i 173, propis de quinic acid ([quinic acid — H]™ i [quinic acid — H — H,0]”
respectivament) (Clifford et al., 2003). L’altre fragment MS/MS obtingut tingué m/z~ 163, propi de
coumaric acid (coumaric acid — H]™). U'espectre de fragmentacié MS/MS i el i6 pare de m/z™ 337 (fig.
4.68a) concorden amb el descrit per la bibliografia (Clifford et al.,, 2003; Lin i Harnly, 2007) per a
coumaroylquinic acid (CoQA). S’identifica provisionalment el compost (4) com a CoQA; la figura 4.68b
mostra la seva estructura molecular i el model de fragmentacié MS/MS proposat. No es té constancia de
cap referéncia bibliografica sobre aquest compost en enciam.
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Fig. 4.51. Cromatograma UPLC a 330 nm d’extracte d’enciam.
o
3]
© Re)
Q S
5 .
o 'S e <
T 8 L, & &8
3.75e-1 o 5 2 > g 3
0 © [} ) S
= &) = )]
© = © ™ 1
3.0e-1 T ] Q L0 3B
£ £ Q R
A 2.25e-1 § § 0‘3 S s 2
O S ] § 8
1.5e-1 n & 3
\ S
| | §
7.50-2 ‘ \ ” 8
\
o Lud o
0.00 6.00 12.00 18.00 24.00 30.00
Fig. 4.52. Cromatograma UPLC a 330 nm de compostos fenolics patrons. Time

79



08

UPLC-DAD-MS/MS

[M-H] Voltatge  Energia Fragments MS/MS (m/z")
Compost h Con Referéncies
(m/z7) v R
(V) Enciam Patrons Bibliografia
(1) Caffeoyltartaric acid - CaTA 311 -25 -15 179 (100 %), 149 (100 %). 179 (100 %), 149 (100 %). 179, 149°, 135", 2Cantos 2002, *Liorach 2008.
(2) Coumaroyltartaric acid - CoTA 295 -25 -15 163 (100 %), 149 (20%). - 163%. 2Cantos 2002, "Amaral 2005.
191°°, 179°, °Clifford 2003, "Lin 2007,
(3) 5-Caffeoylquinic acid - 5-CaQA 353 30 15 191 (100%). 191 (100%). S _ Cittord 2083, THin
173°,135°. Pernice 2007, ‘Llorach 2008.
L 191 (100 %), 173 (5 %),
(8) Coumaroylquinic acid - CoQA 337 -25 -15 B e - 191%, 173%, 163%°. °Clifford 2003, °Lin 2007.
°Cantos 2002, "Mullen 2004,
(5) Quercetin-3- O-glucuronide - Q-Gluc 477 -30 -25 477 (100%), 301 (20 %). 477 (100%), 301 (15%). 301, an 05(“ ’h Zouosen '
orac .
311 (100%), 293 (60%), 311 (100%), 293 (70%), 311°%, 293", 179, *Pernice 2007, "Llorach 2008,
(6) Dicaffeoyltartaric acid - DiCaTA 473 -30 -15 (k) (G (b (70%) . g : il . orac
179 (10%), 149 (25 %). 179 (20%), 149 (30%). 161°, 149°, 135, Ola 2009.
353 (100%), 191 (15%), 353", 191%™, 179°, *Lin 2007, "Pernice 2007,
(7) 3,5-Dicaffeoylquinic acid - 3,5-DiCaQA 515 30 15 {1003, -3 {15%), B SOt i ernice
179 (15%), 135 (5%). 1737, 161°, 135°. Llorach 2008, “Ola 2009.
be a b a . b,
505 463 (20%), 505", 463°, 387 P 2007, "Liorach 2008,
(8) Quercetin-3-0-malonylglucoside - Q-MaGlu 549 30 25 (FEEIL A B PR - g ernice orac
301 (80%). 301 Heimler 2009.
. . 311 (75%), 295 (70%), 277 (75 %),
(9) Coumaroylcaffeoyltartaric acid - CoCaTA 457 -30 -15 179 (100%), 163 (25 %), 149 (20%). - - -
295 (40%), 277 !
(10) Dicoumaroyltartaric acid - DiCoTA 441 30 15 (X3, 227/ 6] B - -

163 (15 %), 149 (5 %).

Taula 4.13.

Llista dels compostos presents en els extractes d'enciam avaluats, amb les respectives dades utilitzades per a la seva identificacié en el sistema UPLC-MS".

Abreviatures: V: voltatge.
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Figura 4.53.  Espectre UV del patro de caffeoyltartaric acid (esquerra) i del pic (1) de I'extracte d’enciam (dreta).
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Figura 4.54. (@) MS scan d’extracte d’enciam amb els ions m/z- 311 seleccionats.

(b) Estructura molecular de (1) i model de fragmentacié MS/MS proposat.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-15 eV) del compost (1) amb tr 4,50 min.
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(b) Estructura molecular de (3) i model de fragmentacié MS/MS proposat.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-15 eV) del compost (3) amb tr 6,49 min.
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Figura 4.58. (@) MS scan d’extracte d’enciam amb els ions m/z- 477 seleccionats.

(b) Estructura molecular de (5) i model de fragmentacié MS/MS proposat.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-15 eV) del compost (5) amb tr 15,19 min.
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Figura 4.60. (a) MS scan d’extracte d’enciam amb els ions m/z- 473 seleccionats.

(b) Estructura molecular de (6) i model de fragmentacié MS/MS proposat.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-15 eV) del compost (6) amb tr 15,39 min.
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Figura 4.62.  (a) MS scan d’extracte d’enciam amb els ions m/z- 549 seleccionats.

(b) Estructura molecular de (8) i model de fragmentacié MS/MS proposat.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-15 eV) del compost (8) amb tr 16,22 min.
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Figura 4.64. (@) MS scan d’extracte d’enciam amb els ions m/z- 515 seleccionats.
(b) Estructura molecular de (7) i model de fragmentacié MS/MS proposat.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-15 eV) del compost (7) amb tr 16,02 min.
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Figura 4.66. (a) MS scan d’extracte d’enciam amb els ions m/z- 295 seleccionats.

(b) Estructura molecular de (2) i model de fragmentacié MS/MS proposat.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-15 eV) del compost (2) amb tr 6,10 min.
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(b) Estructura molecular de (4) i model de fragmentacié MS/MS proposat.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-15 eV) del compost (4) amb tr 8,72 min.
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Els espectres UV de (9) i (10) foren determinants per a la seva identificacié. La figura 4.69 mostra
I’espectre UV dels patrons d’acid cafeic i acid p-cumaric, aixi com el dels pics (9) i (10). Els espectres UV de
(9) i (10) tingueren una important similitud amb el de I'acid p-cumaric, tot i que, el maxim d’absorcié de
(9) estigué lleugerament desplacat, aproximant-se al maxim de I’acid cafeic.

El valor m/z"™ del i6 molecular de (10) obtingut per MS fou de 441 (fig. 4.70a). L’espectre de fragmentacié
de (10) obtingut per MS/MS mostra principalment els ions de m/z™ 295 i 277 (fig. 4.70c). Aquests valors
coincideixen amb el compost dicoumaroyltartaric acid, format per I'esterificacié de dos coumaric acids
amb un tartaric acid. El i6 fill de m/z™ 295 correspongué a la formacié del i6 [CoTA — H]™ per la pérdua
d’un coumaric acid, mentre que el de m/z™ 277 a la formacié del i6 [CoTA — H — H,0]™ per la pérdua d’un
coumaric acid i una molécula d’aigua. La formacié d’aquest ultim i fill és comparable a la observada en el
DiCaTA (6), amb la formacié del i6 [CaTA — H — H,0]" per la perdua d’un caffeic acid i una molécula d’aigua
(Pernice et al., 2007; Llorach et al., 2008). La pérdua de la molecula d’aigua pot ser consequeéncia de la
formacié d’un doble o triple enllag entre dos carbonis (Tsimogiannis et al., 2007). Per MS/MS
s’obtingueren altres fragments amb poca abundancia relativa, dos dels quals amb m/z~ 149 ([tartaric acid
— H]") i m/z” 163 ([coumaric acid — H]"). Per confirmar la preséncia de coumaric acid i tartaric acid en
I’estructura molecular de (10), es féu un analisi MS/MS/MS del i6 fill amb m/z~ 295 (fig. 4.70c.1), el qual es
fragmenta principalment en els ions néts amb m/z~ 163 ([coumaric acid — H]"), m/z~ 149 ([tartaric acid —
H™) i m/z™ 119 ([coumaric acid — H — COOH]") (Clifford et al., 2003). Aquesta analisi MS/MS/MS es
considera necessaria donada la impossibilitat de contrastar la informaci6 amb patré comercial o
bibliograficament (no es té coneixement de cap treball previ sobre la identificacié d’aquest compost),
aportant informacié sobre la composicié estructural del principal fragment de (10) obtingut per MS/MS.
Amb la informacié DAD, MS, MS/MS i MS/MS/MS obtinguda, el compost (10) s’identifica provisionalment
com a dicoumaroyltartaric acid (DiCoTA). La figura 4.70b mostra I'estructura molecular de DiCoTA, i els
models de fragmentacié MS/MS i MS/MS/MS proposats.

El i6 molecular de (9) tingué un valor m/z~ de 457 (fig. 4.71a). El patré de fragmentacié de (9) obtingut
per MS/MS fou més complex que els anteriors (fig. 4.71c), amb nombrosos fragments, pero tots ells ja
obtinguts en altres pics: m/z~ 311 ([CaTA — H] 7), m/z~ 295 ([CoTA — H]"), m/z~ 277 [CoTA — H — H,0]",
m/z" 179 ([caffeic acid — H]"), m/z™ 163 ([coumaric acid — H] i m/z™ 149 ([tartaric acid — H]"). Els valors
MS i MS/MS obtinguts coincidiren amb els esperats per a coumaroylcaffeoyltartaric acid (CoCaTA), un
acid fenolic compost per una molécula d’acid cafeic i una d’acid cumaric esterificades a acid tartaric. Com
en el cas de (10), no es té disponibilitat de patré comercial ni de referéncia bibliografica, i es va
considerar necessaria una analisi MS/MS/MS dels fragments més significatius obtinguts per MS/MS. Un
dels fragments escollits fou el de m/z™ 295 ([CoTA — H]7), i tal com s’esperava, s’obtingueren els
fragments de m/z~ 163 ([coumaric acid — H]™ i m/z~ 149 ([tartaric acid — H]") (Cantos et al., 2002; Amaral
et al., 2005), a més d’un fragment de m/z~ 119 ([coumaric acid — COOH]", ja descrit per Clifford et al.,
2003) (fig. 4.71c.l). L'altre fragment escollit fou el de m/z~ 311 ([CaTA — H] 7), el qual es fragmenta en
fragments de m/z~ 179 ([caffeic acid — H]"), m/z™ 149 ([tartaric acid — H]") i també m/z~ 135 ([caffeic acid
— COOH]") (Cantos et al., 2002; Llorach et al., 2008) (fig. 4.71c.ll). La figura 4.71b mostra I'estructura
molecular de CoCaTA, i els models de fragmentacié MS/MS i MS/MS/MS proposats.

La taula 4.14 mostra tots els fragments obtinguts per MS/MS dels pics identificats com a derivats d’acids

hidroxicinnamics, amb la seva descripcidé i de quins compostos naturals presents en I'enciam s’han
obtingut.
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Figura 4.70.  (a) MS scan amb seleccid dels ions m/z- 441.

(b) Estructura molecular de (10) i models de fragmentacié MS/MS i MS/MS/MS proposats.
(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-15 eV) del compost (10) amb tr 21,12 min.
(c.I) Espectre de fragmentacié MS/MS/MS (-15 eV) del fragment (d).
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Figura 4.71. (@) MS scan d’extracte d’enciam amb els ions m/z- 457 seleccionats.

(b) Estructura molecular de (9) i model de fragmentacié MS/MS proposat.

(c) Espectre de fragmentacié MS/MS (-15 eV) del compost (9) amb tr 21,12 min.
(c.I) Espectre de fragmentacié MS/MS/MS (-15 eV) del fragment (d).

(c.II) Espectre de fragmentacié MS/MS/MS (-15 eV) del fragment (b-).
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m/z Identificacié fragment Pics Identificacio pics
135 [Caffeic acid — COOH]™ 7 3,5-Dicaffeoylquinic acid
1 Caffeoyltartaric acid
2 Coumaroyltartaric acid
149 [Tartaric acid — H]~ 6 Dicaffeoyltartaric acid
9 Coumaroylcaffeoyltartaric acid
10 Dicoumaroyltartaric acid
2 Coumaroyltartaric acid
o _ 4 Coumaroylquinic acid
163 [Coumaric acid — H] o
9 Coumaroylcaffeoyltartaric acid
10 Dicoumaroyltartaric acid
173 [Quinic acid —H,0 — H]~ 4 Coumaroylquinic acid
1 Caffeoyltartaric acid
. _ 6 Dicaffeoyltartaric acid
179 [Caffeic acid — H] ) L
7 3,5-Dicaffeoylquinic acid
9 Coumaroylcaffeoyltartaric acid
3 5-Caffeoylquinic acid
191 [Quinic acid —H]~ 4 Coumaroylquinic acid
7 3,5-Dicaffeoylquinic acid
. _ 9 Coumaroylcaffeoyltartaric acid
277 [Coumaroyltartaric — H,0 — H] . o
10 Dicoumaroyltartaric acid
293 [Caffeoyltartaric — H,0 — H]~ 6 Dicaffeoyltartaric acid
. _ 9 Coumaroylcaffeoyltartaric acid
295 [Coumaroyltartaric — H] . .
10 Dicoumaroyltartaric acid
. _ 6 Dicaffeoyltartaric acid
311 [Caffeoyltartaric — H] o
9 Coumaroylcaffeoyltartaric acid
353 [Caffeoylquinic acid — H]~ 7 3,5-Dicaffeoylquinic acid
Taula 4.14. Descripcié dels fragments obtinguts per MS/MS en els derivats d’acids hidroxicinnamics

identificats en enciam.
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4.5.2- Analisi HPLC-DAD

Identificacio HPLC-DAD

Es van adaptar el gradient i la composicié de la fase mobil en HPLC per poder obtenir una separacid
cromatografica comparable a la obtinguda en UPLC. La figura 4.72 mostra un cromatograma d’una solucio
de patrons. Els compostos fenolics majoritaris dels extractes d’enciam es separaren en 56 minuts. La
identificacio dels pics es féu mitjancant la comparacioé dels espectres UV, temps de retencié i area relativa
amb els dels pics dels cromatogrames UPLC-DAD, amb analisis dels mateixos extractes en els dos sistemes
(fig. 4.73). Com passa en les analisis de tomaquet, I'ordre d’elucié d’alguns components fou diferent en
els dos sistemes, probablement degut a les diferencies entre les dues fases mobils. En les condicions
cromatografiques emprades en HPLC, els dos flavanols es retenen més, i quercetin-3-O-glucuronide (5)
s’elueix més tard que els dos derivats de caffeic acid que el precedien en UPLC (6 i 7), mentre que
quercetin-3-O-malonylglucoside s’elueix més tard que coumaroylcaffeoyltartaric acid (9). S’ha fet
coincidir la numeracié dels pics en UPLC i HPLC, en funcié de I'ordre d’elucié en UPLC.

La identificacié de caffeoyltartaric acid (1), 5-caffeoylquinic acid (3), quercetin-3-O-glucuronide (6) i
dicaffeoyltartaric acid (7) fou confirmada amb els respectius patrons comercials, utilitzant extractes
fortificats. La resta de compostos fenolics identificats amb la informacié DAD, MS, MS/MS i MS/MS/MS
obtinguda pero sense patrd disponible es consideraren amb identificacié provisional. La figura 4.74
mostra els espectres UV de cada un dels compostos identificats en els extractes intactes d’enciam,
juntament amb el del compost patré quan aquest fou disponible (excepte 3,5-dicaffeoylquinic acid (7),
gue es mostra amb l'espectre UV del patré del seu isomer 1,3-dicaffeoylquinic acid). La taula 4.15
resumeix els parametres de cada compost emprats per a la seva identificacié en els extractes d’enciam
avaluats.
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Figura 4.72. Cromatograma HPLC a 330 nm de compostos fenolics patrons.
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Figura 4.73.  Transferéncia dels pics identificats en un cromatograma UPLC (a) a un cromatograma HPLC (b), els dos

registrats a 330 nm. Identificacid dels pics:

(1): Caffeoyltartaric acid; (2):Coumaroyltartaric acid; (3): 5-caffeoylquinic acid; (4): Coumaroylquinic acid;
(5): Quercetin-3-0-glucuronide; (6): Dicaffeoyltartaric acid; (7): 3,5-Dicaffeoylquinic acid;

(8): Quercetin-3-0-malonylglucoside; (9): Coumaroylcaffeoyltartaric acid; (10): Dicoumaroyltartaric acid.
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Figura 4.74. Espectre UV dels compostos fenolics intactes identificats en ’enciam, amb els respectius patrons quan
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Espectre UV patré Espectre UV a I’extracte d’enciam
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Figura 4.74. Espectre UV dels compostos fenolics intactes identificats en ’enciam, amb els respectius patrons quan
aquests eren disponibles. (continuacié)
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UPLC -DAD

. Taula 4.15.
RT tv'p'c Max UV (nm) Llista dels compostos fenolics presents
Compost (min) Enciam Patrons en els extractes d’enciam avaluats.
(1) Caffeoyltartaric acid - CaTA 4,32 327. 328.
(2) Coumaroyltartaric acid - CoTA 5,92 313. - (a) Temps de retenci6 tipics i maxims
(3) 5-Caffeoylquinic acid - 5-CaQA 6,31 326. 326. UV dels compostos identificats i dels
(4) Coumaroylquinic acid - CoQA 8,61 311. - patrons, obtinguts en el sistema
(5) Quercetin-3- O-glucuronide - Q-Gluc 15,08 255,353, | 256,354,  UPLC-DAD-MS/MS.
(6) chaff_eoyltartan_c l-JCId-. DiCaTA : 15,23 328. 328. (b) Temps de retencié (mitjana obtinguda
(7) 3,5-Dicaffeoylquinic acid - 3,5-DiCaQA 15,92 327. N de n mostres, amb el coeficient de variacié
(8) Quercetin-3- O-malonylglucoside - Q-MaGlu 16,11 255, 354, - CV) i maxims UV dels compostos identificats
(9) Coumaroylcaffeoyltartaric acid - CoCaTA 17,99 318. - i dels patrons, obtinguts en el sistema
(10) Dicoumaroyltartaric acid - DiCOoTA 20,97 314. = HPLC-DAD.
HPLC-DAD
Enciam Patrons
Compost RT n o Max UV RT n v Max UV
(min) (%) (nm) (min) (%) (nm)

(1) Caffeoyltartaric acid - CaTA 11,82 10 0,23 327. 11,96 7 0,46 329.
(2) Coumaroyltartaric acid - CoTA 16,88 10 0,39 314. - - - -
(3) 5-Caffeoylquinic acid - 5-CaQA 18,33 10 0,11 323. 18,33 7 0,15 324.
(4) Coumaroylquinic acid - CoOQA 25,85 10 0,04 311. - - -
(5) Quercetin-3- O-glucuronide - Q-Gluc 48,53 10 0,08 259, 357. 48,60 7 0,04 256, 357.
(6) Dicaffeoyltartaric acid - DiCaTA 43,28 10 0,09 330. 43,54 7 0,11 329.
(7) 3,5-Dicaffeoylquinic acid - 3,5-DiCaQA 44,97 10 0,11 327. - - - -
(8) Quercetin-3- 0-malonylglucoside - Q-MaGlu 50,47 10 0,04 256, 355. - - - -
(9) Coumaroylcaffeoyltartaric acid - CoCaTA 49,68 10 0,28 318. - - - -
(10) Dicoumaroyltartaric acid - DiCOTA 5589 10 0,23 314. = - - -

P 1 Syeynsay

oI1ssnosl
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Quantificacié dels compostos fenolics amb HPLC-DAD

Per a la quantificacié dels compostos fenolics en les mostres analitzades, s’utilitzaren rectes de calibracio
en matriu. La taula 4.16 mostra esquematicament els parametres relacionats amb la quantificacio de
cada compost. La quantificacié de caffeoyltartaric acid, 5-caffeoylquinic acid, dicaffeoyltartaric acid i
quercetin-3-O-glucuronide es realitza mitjangant les rectes patrd representades a la figura 4.75. Els altres
compostos fenolics identificats sense disponibilitat de patrd es quantificaren amb la recta de calibracié en
matriu d’'un compost fenolic similar: la recta de calibracié de coumaric acid s’utilitza per quantificar els
compostos derivats d’aquest acid hidroxicinnamic: coumaroyltartaric acid, coumaroylquinic acid i
dicoumaroyltartaric acid; 3,5-dicaffeoylquinic acid es quantifica amb la recta de calibracié del seu isomer
1,3-dicaffeoylquinic acid; coumaroylcaffeoyltartaric acid amb la recta de dicaffeoyltartaric acid i
quercetin-3-O-malonylglucoside amb la recta de quercetin-3-O-rutinoside. Les arees cromatografiques de
cada compost s’enregistraren en una longitud d’ona propera al seu maxim d’absorcid. La quantitat
d’aquests compostos s’expressa en “equivalents” del compost utilitzat per a la recta de calibracié, i es
calcula considerant la diferéncia de pesos moleculars entre el compost quantificat i el compost utilitzat
per a la recta.

Concentracié expressada

Compost A en equivalents de:
(1) Caffeoyltartaric acid 330 -
(2) Coumaroyltartaric acid 310 Coumaric acid
(3) 5-Caffeoylquinic acid 330 -
(4) Coumaroylquinic acid 310 Coumaric acid
(5) Quercetin-3-0-glucuronide 350 -
(6) Dicaffeoyltartaric acid 330 -
(7) 3,5-Dicaffeoylquinic acid 330 1,3-Dicaffeoylquinic acid
(8) Quercetin-3-0-malonylglucoside 350 Quercetin-3-O-rutinoside
(9) Coumaroylcaffeoyltartaric acid 330 Dicaffeoyltartaric acid
(10) Dicoumaroyltartaric acid 310 Coumaric acid

Taula 4.16. Longitud d’ona utilitzada en DAD per a I'enregistrament de les arees cromatografiques
de cada compost (1) i expressié dels resultats en equivalents dels compostos sense
patrd disponible.
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Figura 4.75. Rectes de calibracié dels compostos fendlics quantificats en els extractes d’enciam.
AArea fa referéncia a I'increment d’area respecte a la mostra sense fortificacio.

(continua a la pagina segtient)
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Figura 4.75. Rectes de calibraci6 dels compostos fenolics quantificats en els extractes d’enciam.
AArea fa referéncia a I'increment d’area respecte a la mostra sense fortificacid.

(continua a la pagina segtient)
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Figura 4.75. Rectes de calibracié dels compostos fenolics quantificats en els extractes d’enciam.
AArea fa referéncia a 'increment d’area respecte a la mostra sense fortificacié.
(continuacio)

Plats teorics

Els plats teorics obtinguts per a cada compost fenolic patré, amb el metode d’analisi HPLC-DAD, es

mostren a la taula 4.17.

ng tz (min) W% (min) N

Caffeoyltartaric acid 200 12,617 0,22 18.221
Caffeoylmalic acid 100 24,569 0,25 53.506
5-Caffeoylquinic acid 200 19,004 0,23 37.822
Coumaric acid 2.000 27,910 0,29 51.314
1,3-dicaffeoylquinic acid 200 28,715 0,24 79.306
Dicaffeoyltartaric acid 200 43,426 0,35 85.285
Quercetin-3-O-rutinoside 200 46,894 0,25 194.924
Quercetin-3-0-glucuronide 100 48,598 0,27 179.481

Taula 4.17. Plats teorics obtinguts per als patrons dels compostos fenodlics. Els valors
fan referéncia a una quantitat de compost patro injectada al sistema HPLC-
DAD (ng). Abreviatures: tr: temps de retencié; W%2: amplada del pic a mitja
altura; N: nombre de plats teorics.

Limit de deteccid

La taula 4.18 mostra els limits de deteccié (LOD) obtinguts per a cada compost fenolic identificat en
enciam, amb els parametres utilitzats per al seu calcul. Les LOD obtingudes comprenen valors entre 144
ug/kg (144 ppb) i 610 pg/kg en pes fresc. Els valors de LOD obtinguts en enciam sén més alts que els
obtinguts en tomaquet, degut al procediment utilitzat per al calcul. En el calcul del LOD de I'analisi de
compostos fenolics en tomaquet, es va utilitzar una mescla pura de patrons, obtenint cromatogrames on
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el soroll de la linia base era produit per la imprecisié del senyal eléctric generat pel PDA. En canvi, en el

calcul del LOD de I'analisi de compostos fenolics en enciam, el soroll de la linia base era fonamentalment

conseqliencia de la matriu analitzada (més important que el soroll electric), en utilitzar-se una mostra

d’extracte d’enciam en comptes d’'una mescla pura de patrons.

LOD (pg/kg)
Caffeoyltartaric acid 580
Coumaroyltartaric acid 243
5-Caffeoylquinic acid 200
Coumaroylquinic acid 144
Quercetin-3-0-glucuronide 160
Dicaffeoyltartaric acid 610
3,5-Dicaffeoylquinic acid 190
Quercetin-3-0-malonylglucoside 260
Coumaroylcaffeoyltartaric acid 319
Dicoumaroyltartaric acid 281

Taula 4.18. LOD obtinguts per als compostos fendlics de I'enciam.

Repetibilitat del métode

Com

en I'analisi dels compostos fenolics en tomaquet, la repetibilitat intra-dia del metode en enciam fou

variable segons el compost fenolic (coeficients de variacid representats a la taula 4.19). 3,5-Dicaffeoyl-

quinic acid fou el compost amb la repetibilitat més baixa, mentre que coumaroylquinic acid fou el

compost amb la més alta (coeficient de variacié més baix).

Ccv

CaTA CoTA 5-CaQA CoQA Q-Gluc DiCaTA 3,5-DiCaQA Q-MaGlu CoCaTA DiCoTA

742% 470% 731% 4,12% 861% 782% 1232% 10,43% 7,89% 7,98%
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Taula 4.19. Valors de coeficient de variacié (CV) mitjans obtinguts en analitzar tres enciams per triplicat.
(per detall de les abreviatures vegeu taula 4.15)
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Mostres analitzades

El métode HPLC-DAD descrit permet la quantificacid de deu compostos fenolics majoritaris de forma
rutinaria i relativament senzilla, amb la prévia identificacié dels compostos per UPLC-DAD-MS/MS. La
taula 4.20 mostra els valors minims i maxims obtinguts en I'analisi de deu mostres d’enciam. Els derivats
d’acid cafeic foren els principals compostos fenolics dels enciams analitzats, seguidament dels derivats de
d’acid cumaric. Aquests es trobaren esterificats amb acid tartaric o bé acid quinic; el més important en les
mostres analitzades fou I’acid xicoric (dicaffeoyltartaric acid). El principal flavonoide en les mostres
d’enciam analitzades fou el flavonol glicosilat quercetin-3-O-malonylglucoside.

Els resultats obtinguts concorden amb altres treballs pubilcats realitzats en enciam (Ferreres et al., 1997;
Romani et al., 2002; Caldwell, 2003; Llorach et al., 2004; Nicolle et al., 2004; Llorach et al., 2008) pel que
fa a la identificacié dels esters d’acid cafeic amb acid quinic i tartaric com a principals compostos fenolics
de I'enciam. A més a més, s’identifiquen quatre compostos nous, esters d’acid cumaric amb acid quinic i
acid tartaric, els quals no han estat identificats per cap treball previ en enciam que es tingui constancia.
Els treballs de Serafini et al.(2002) i Altunkaya i Gokmen (2009) fan referencia a la presencia d’acid
cumaric en mostres d’enciam (el primer treball després d’un tractament d’hidrolisi).

mg/kg PF
CaTA CoTA! 5-CaQA CoQA* Q-Gluc
15,8 - 70,7 2,0-5,2 9,4-43,1 2,6 -5,8 0,4-3,7
DiCaTA 3,5-DiCaQA’ Q-MaGlu* CoCaTA® DiCoTA'
24,1-198,1 2,3-16,7 2,4-14,0 6,4 —14,0 2,6-5,8

Taula 4.20. Rangs de concentracions (minim-maxim) obtinguts dels compostos fenolics
majoritaris de les deu mostres d’enciam analitzades.
Abreviatures: PF: en pes fresc. (1): equivalents de coumaric acid; (2):
equivalents de 1,3-DiCaQA; (3): equivalents de DiCaTA; (4): equivalents de
Q-Rut.
(per detall de les abreviatures vegeu taula 4.15)
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5. Conclusions

Les conclusions que es desprenen d’aquest estudi son les seglients:

- El metode HPLC-DAD desenvolupat per a l'analisi de vitamina C permet la separacid
cromatografica de I'acid ascorbic en només dos minuts i mig, amb un baix consum de fase mobil
100 % aquosa (minimitzacié de la generacié de residus). S’estableix un protocol relativament
senzill i eficag per a la quantificacié de la vitamina C total (acid ascorbic i acid dehidroascorbic) en
matrius vegetals (tomaquet i enciam).

- Per UPLC-DAD-MS" s’ha pogut identificar deu compostos fendlics majoritaris dels tomaquets i
deu compostos fenodlics majoritaris dels enciams. La varietat sembla ser un factor important en la
presencia de compostos fenolics en els tomaquets; les tres varietats analitzades presentaren un
perfil clarament diferenciat. La composicié en compostos fenolics de I'enciam també sembla molt
variable. De la mateixa manera que no s’ha detectat la presencia en les mostres analitzades
d’alguns compostos citats per la bibliografia (p.ex. caffeoylmalic acid, quercetin-3-O-glucoside,
cyanidin-3-malonylglucoside, luteolin-7-glucuronide), s’ha identificat quatre compostos que no
han estat esmentats per treballs previs en enciam, que es tingui constancia. Tots aquests
compostos sén derivats d’acid cumaric: coumaroylquinic acid, coumaroyltartaric acid,
coumaroylcaffeoyltartaric acid i dicoumaroyltartaric acid.

- S’ha desenvolupat un metode HPLC-DAD per a la quantificacié dels compostos majoritaris en el
tomaquet i en I'’enciam, amb una metodologia relativament simple en comparacié amb treballs
publicats anteriorment. Es descarta la idoneitat de realitzar una hidrolisi dels extractes.

- En general, els metodes HPLC-DAD d’analisi de vitamina C i compostos fenolics en enciam i
tomaquet desenvolupats requereixen una preparacié de la mostra considerablement rapida,
condicid important per realitzar estudis sobre I'impacte dels factors agronomics sobre la qualitat
nutricional dels vegetals, en els quals s’ha d’analitzar un nombre elevat de mostres.
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